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TÍTULO 

Desarrollo de organoides tumorales de última generación derivados de pacientes con cáncer de 

pulmón no microcítico. 

RESUMEN 

INTRODUCCIÓN: El cáncer constituye la principal causa de mortalidad en países desarrollados.  

A pesar de los avances en los últimos años en investigación, el cáncer de pulmón sigue siendo el 

cáncer con la mayor tasa de mortalidad a nivel mundial. En este contexto, los organoides 

tumorales derivados de pacientes (PDTOs) se proponen como un potencial modelo in vitro para 

el  estudio de la carcinogénesis, desarrollo, evolución y mecanismos de resistencia a fármacos 

en este tipo de cáncer.  

OBJETIVO: El principal objetivo del presente estudio es establecer PDTOs a partir de tejido 

tumoral de pacientes con cáncer de pulmón no microcítico (CPNM) para su validación como 

modelo preclínico de estudio.  

MATERIAL Y MÉTODOS: Se han incluido 12 muestras de tejido tumoral resecado de pacientes 

diagnosticados con CPNM recogidas por el Consorcio Hospital General Universitario de Valencia 

(CHGUV). Se ha evaluado el crecimiento de los organoides en distintos medios de cultivo, la 

expresión de marcadores mediante inmunofluorescencia y la detección de mutaciones mediante 

Next Generation Sequencing (NGS). Adicionalmente, se ha estudiado el efecto del Cisplatino, un 

quimioterápico, sobre un cultivo de PDTO. Por último, se han testado matrices sintéticas para el 

desarrollo de organoides como alternativa al Matrigel. 

RESULTADOS: El 41 % de las muestras recogidas lograron establecerse como PDTOs. La 

caracterización por inmunofluorescencia reveló que los PDTOs conservan los marcadores 

histológicos del tumor del que provienen. Sin embargo, mediante secuenciación se observan 

cambios en las alteraciones génicas entre el tumor y su correspondiente PDTO a lo largo de las 

generaciones. La viabilidad del cultivo de PDTO testado con Cisplatino no se vio afectada en 

ninguna de las concentraciones evaluadas. Por último, ninguna de las matrices sintéticas logró 

mantener el cultivo de organoides a lo largo del tiempo. 

CONCLUSIONES: Este estudio ha demostrado la importancia de la optimización del cultivo 

(medio de cultivo, matriz extracelular) para el desarrollo y mantenimiento de PDTOs a partir de 

tejido tumoral de pacientes con CPNM. No obstante, futuros estudios son requeridos para 

ratificar los PDTOs como plataforma de estudio preclínica. 

PALABRAS CLAVE 

Cáncer de pulmón no microcítico, cultivo, organoides tumorales derivados de paciente, matriz, 

modelo in vitro. 

 

 

 

 

 



TITLE 

Development of next-generation tumor organoids derived from non-small cell lung cancer 

patients.  

ABSTRACT 

INTRODUCTION: Cancer is the leading cause of mortality in developed countries. Despite recent 

advances in research, lung cancer remains the cancer with the highest mortality rate worldwide. 

In this context, patient-derived tumor organoids (PDTOs) are proposed as a potential in vitro 

model for studying carcinogenesis, development, progression, and drug resistance mechanisms 

in this type of cancer. 

OBJECTIVE: The main objective of this study is to establish PDTOs from tumor tissue of patients 

with non-small cell lung cancer (NSCLC) to validate them as a preclinical study model. 

MATERIALS AND METHODS: 12 samples of resected tumor tissue from patients diagnosed with 

NSCLC were collected by Consorcio Hospital General Universitario de Valencia (CHGUV). The 

growth of the organoids in different culture media, the expression of markers by 

immunofluorescence, and the detection of mutations by Next Generation Sequencing (NGS) 

were evaluated. Additionally, the effect of Cisplatin, a chemotherapeutic agent, on a PDTO 

culture was studied. Finally, synthetic matrices were tested for organoid development as an 

alternative to Matrigel. 

RESULTS: 41 % of the collected samples were successfully established as PDTOs. Characterization 

by immunofluorescence revealed that the PDTOs retained the histological markers of the original 

tumor. However, sequencing showed changes in gene alterations between the tumor and its 

corresponding PDTO over generations. The viability of the PDTO culture tested with Cisplatin was 

not affected at any of the evaluated concentrations. Lastly, none of the synthetic matrices was 

able to maintain the organoid culture over time. 

CONCLUSIONS: This study has demonstrated the importance of optimizing the culture conditions 

(culture medium, extracellular matrix) for the development and maintenance of PDTOs from 

patient tumor tissue with NSCLC. However, further studies are required to confirm PDTOs as a 

preclinical study platform. 

KEYWORDS 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1. CÁNCER DE PULMÓN 

1.1.1. Epidemiología y factores de riesgo 

El cáncer de pulmón se encuentra entre los cuatro tipos de cáncer más prevalentes en la 
sociedad actual. En el año 2022, fue el cáncer diagnosticado con mayor frecuencia con una 
incidencia del 12,4 % (2.480.675) y una mortalidad del 18,7 % (1.817.469) para ambos sexos 
(Bray et al., 2024), representando la primera causa de muerte por cáncer en hombres y la 
segunda en mujeres (Figura 1). 

 

Figura 1. Tasa de mortalidad de los principales tipos de cáncer en todo el mundo en hombres y mujeres 
por 100.000 habitantes en el año 2022 (GLOBOCAN, 2022). En el eje Y se representan los tipos tumorales 
y en el eje X el número de casos por 100.000 habitantes/año mundialmente. ASR: Age-Standardized Rate. 

La principal causa de desarrollo de cáncer de pulmón es el tabaquismo. El exceso de riesgo entre 
los fumadores continuos en relación con el de los que nunca han fumado es del orden de 20 a 
50 veces. Aunque el riesgo relativo disminuye en los exfumadores y el efecto favorable de dejar 
de fumar es evidente, es probable que el exceso de riesgo a lo largo de la vida persista en aquellas 
personas que han dejado de fumar hace mucho tiempo (Malhotra et al., 2016). Distintos 
estudios han demostrado que mutaciones en el codón 12 del gen KRAS conducen al desarrollo 
de la enfermedad en fumadores (Akhtar & Bansal, 2017). En cambio, las mutaciones de EGFR 
(como Ex19del y Leu858Arg) se asociaron con el cáncer de pulmón frecuentemente en no 
fumadores (Kuśnierczyk, 2023). 

Por otro lado, un historial familiar positivo en cáncer de pulmón aumenta 1,7 veces el riesgo de 
aparición de la enfermedad. Si los antecedentes se encuentran entre familiares de primer grado, 
el riesgo aumenta de 2 a 4 veces, incluso cuando se controla el historial de tabaquismo (Thandra 
et al., 2021). Estudios genéticos centrados en la identificación de mutaciones y polimorfismos de 
un solo nucleótido (SNP) mostraron que las variaciones en 5p15.33, 6p21.33 y 15q25.1 influyen 
en el riesgo de cáncer en las poblaciones europeas, en 22q12 y el locus 15q15.2 se han asociado 
altamente con un mayor riesgo de cáncer de pulmón y la variación 9p21.3 es un determinante 
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de riesgo importante en el cáncer de pulmón de células escamosas (Akhtar & Bansal, 2017). 
También se ha visto que el riesgo de cáncer de pulmón aumenta en el marco del síndrome de Li-
Fraumeni, caracterizado por una mutación germinal en el gen supresor de tumores TP53 
(Malhotra et al., 2016). 

1.1.2.  Subtipos histológicos y moleculares 

Desde el punto de vista histológico, el cáncer de pulmón se divide principalmente en dos 
grandes grupos, el cáncer de pulmón de células pequeñas (CPCP) también conocido como cáncer 
de pulmón microcítico (CPM) y el cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPCNP) o cáncer 
de pulmón no microcítico (CPNM) (Nooreldeen & Bach, 2021). 

El CPCP es un cáncer agresivo de origen neuroendocrino fuertemente asociado con el 
tabaquismo e identificado en el 25% de los pacientes diagnosticados con cáncer de pulmón. Se 
caracteriza por un tiempo de duplicación rápido y metástasis temprana. En consecuencia, el 60-
70% de los pacientes presentan enfermedad en estadio avanzado en el momento del diagnóstico 
(Thirusangu & Vigneshwaran, 2020). 

El 85% restante de los pacientes son diagnosticados como CPNM siendo el 75% diagnosticado 
en etapas avanzadas, cuando la cirugía no es posible (Herreros-Pomares et al., 2019). A su vez, 
el CPNM se divide en adenocarcinoma (ADC), carcinoma de células escamosas (CCE), y carcinoma 
de células grandes. El adenocarcinoma es el tipo más común de CPNM y representa 
aproximadamente el 40% de los cánceres de pulmón (Duma et al., 2019). 

Además de la clasificación histológica, el cáncer de pulmón también se ha clasificado según 
subtipos moleculares. Los subtipos moleculares principales incluyen mutaciones en el gen o en 
la vía del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), así como en los genes KRAS y 
ALK. Los subtipos secundarios incluyen sobreexpresión o mutaciones en c-MET, deleciones o 
metilaciones en PTEN, sobreexpresión de VEGFR, traslocación en ROS1, alteraciones 
epigenéticas y alteraciones del IGF (Akhtar & Bansal, 2017), sobreexpresión de HER2, mutaciones 
en NTRK y amplificación y alteraciones en PIK3CA (Grodzka et al., 2023; West et al. 2012). 

1.1.3. Diagnóstico y manejo clínico 

Históricamente, las únicas pruebas diagnósticas disponibles para detectar el cáncer de 
pulmón en sus primeras etapas eran la radiografía de tórax y la citología del esputo. Sin embargo, 
los resultados de estos dos métodos fracasaron en los ensayos clínicos y no pudieron demostrar 
su eficacia como herramientas de detección masiva (Nooreldeen & Bach, 2021). Actualmente, la 
biopsia se ha vuelto indispensable para el diagnóstico del cáncer de pulmón mediante la 
confirmación de la presencia de células cancerosas de pulmón, así como para la selección del 
tratamiento adecuado mediante pruebas genéticas moleculares (Park et al., 2020). 

La evaluación inicial generalmente se realiza con una radiografía de tórax, una tomografía 
computarizada y/o una tomografía por emisión de positrones. La identificación precisa de 
subtipos histológicos específicos debe realizarse en muestras de tejido recolectadas de diversas 
maneras, como broncoscopia, aspiración con aguja transbronquial, aspiración transtorácica con 
aguja fina o biopsia central entre otras. La diferenciación general entre los subtipos se basa en 
las características morfológicas de las muestras tumorales teñidas con hematoxilina y eosina 
(Šutić et al., 2021). Los CPNM con formación de glándulas (esto incluye características 
histológicas relacionadas, como crecimiento papilar o lepídico) en la tinción de rutina y/o 
producción de mucina (que incluye la mucina identificada con tinciones de mucina en tumores 
de patrón sólido) se clasifican como ADC. Los CPNM con queratinización y/o puentes 
intercelulares en la tinción de rutina se clasifican como CCE (Cagle et al., 2016). 
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Además del tejido tumoral, la biopsia líquida se ha convertido en una valiosa fuente de material 
con fines diagnósticos en cáncer, pues tiene un mayor potencial para la detección temprana del 
cáncer que las biopsias de tejido y promover la terapia individualizada, así como para analizar 
biomarcadores predictivos (Wang et al., 2024). Es una forma mínimamente invasiva de obtener 
fácilmente muestras de fluido biológico de los pacientes, como es la sangre, orina, ascitis, líquido 
pleural…, por lo que se presenta como un tipo de muestra alternativa cuando la muestra de 
tejido tumoral no está disponible, es inapropiada o es difícil de obtener (Ilié & Hofman, 2016). 
Es una potencial herramienta para sortear la heterogeneidad del tumor e identificar pacientes 
candidatos que puedan responder a la terapia, monitorizar dinámicamente el efecto del 
tratamiento y revelar mecanismos de resistencia (Li et al., 2022). 

1.2. MODELOS 3D IN VITRO 

Convencionalmente, los sistemas de cultivos celulares 2D han proporcionado una 
herramienta para investigar las bases moleculares de la biología tumoral y promover el 
desarrollo preclínico de muchos fármacos contra el cáncer a lo largo de los años (Fontana et al., 
2021). Sin embargo, los cultivos de células cancerosas en monocapa exhiben una morfología 
celular anormal, que difiere de las células in vivo, influyendo en muchos procesos celulares, 
incluida la proliferación, diferenciación, apoptosis y expresión de genes y proteínas (Edmondson 
et al., 2014). Más importante aún, los cultivos 2D carecen de aspectos fisiológicos clave del 
microambiente tumoral (TME), como son las interacciones célula-célula y célula-matriz, la 
migración e invasión celular y los gradientes de oxígeno, nutrientes y estímulos externos (Xin et 
al., 2019). 

Por todo ello, es crucial el desarrollo de modelos 3D en la investigación del cáncer, capaces de 
imitar el complejo microambiente de los tumores in vivo, incluida la morfología y topografía del 
tumor, la regulación positiva de proteínas proangiogénicas, la dispersión de factores biológicos 
y químicos, las interacciones célula-célula y célula-matriz, gradientes de oxígeno y nutrientes, y 
una composición de matriz extracelular (ECM) más realista (Abuwatfa et al., 2024).  

Entre los modelos 3D, los esferoides y organoides representan los modelos más versátiles y 
prometedores debido a que son capaces de recapitular la heterogeneidad y fisiopatología de los 
cánceres humanos (Zanoni et al., 2020). 

Los esferoides son agregados de células que se cultivan en condiciones no adherentes y forman 
una estructura tridimensional, pero carecen de organización compleja y especialización 
funcional y, a menudo, tienen una población celular homogénea. En cambio, los organoides son 
estructuras tridimensionales de células que pueden autoorganizarse asemejándose a órganos 
específicos utilizando hidrogeles como andamios para apoyar el crecimiento, la proliferación y la 
diferenciación celular (Kaur et al., 2021). Estos modelos tridimensionales exhiben una 
organización celular compleja, una orientación espacial y una función similar a la del tejido in 
vivo, compuesto por múltiples tipos de células, y pueden usarse para estudiar el desarrollo de 
órganos, el modelado de enfermedades y el cribado de fármacos (Silva-Pedrosa et al., 2023). 

1.2.1. Organoides Tumorales Derivados de Pacientes 

En cuanto a los organoides, destacan los organoides tumorales derivados de paciente 
(PDTOs). Son cultivos derivados de tejido de pacientes obtenidos a través de muestras resecadas 
quirúrgicamente, biopsias de tejidos o células tumorales circulantes que pueden crecer hasta 
convertirse en organoides tumorales después de su inclusión en una matriz extracelular en 3D 
(Foo et al., 2022). Se han convertido en un modelo favorable para predecir el tratamiento contra 
el cáncer, puesto que mantienen mejor las características genéticas y fenotípicas clave de su 
tumor parental (Grönholm et al., 2021) entre otras, tal y como se muestra en la Figura 2.  
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Figura 2. Características que recapitulan los organoides tumorales derivados de pacientes (Bae et al., 
2022). 

Varios estudios prominentes han mostrado que los PDTOs son capaces de predecir la respuesta 
de los medicamentos en pacientes, impulsando el uso de estos como una herramienta de 
medicina de precisión. No obstante, es importante tener en cuenta la variabilidad del organoide 
intra e interpaciente, incluidas las diferencias de tamaño, las heterogeneidades celulares y la 
dinámica de respuesta temporal para el cribado de fármacos. Por ello, actualmente surgen 
enfoques basados en imágenes para desenredar las complejidades que influyen en la respuesta 
a los medicamentos. La imagen de células vivas mediante microscopía confocal junto con 
técnicas de análisis de datos puede capturar una amplia gama de parámetros que se pueden 
utilizar para determinar el comportamiento celular y la eficacia de los medicamentos en PDTOs 
(Wang et al., 2021). 

Sin embargo, una de las limitaciones que destaca en el establecimiento y aplicación de PDTOs es 
que generalmente no son capaces de preservar las células no cancerosas presentes en el TME. 
Las células estromales, como los fibroblastos asociados con el cáncer (CAFs), también son un 
componente crucial del TME y generalmente se pierden al cultivar PDTOs a largo plazo.  Para 
superar esta limitación, se han desarrollado diferentes estrategias de cocultivo para incorporar 
estos componentes del TME en los PDTOs. Estas estrategias se pueden agrupar en métodos 
holísticos y métodos de reconstitución (Podaza et al., 2022). En el enfoque holístico, se cultiva 
una suspensión de células tumorales en una interfase aire-líquido que incluye todos los tipos de 
células tumorales, células inmunes endógenas y fibroblastos (Yang et al., 2021). En cambio, el 
método de reconstitución se basa en establecer los cultivos de cada componente por separado 
y luego combinarlos para ensayos posteriores (Podaza et al., 2022). 

1.2.1.1. Matrices extracelulares tridimensionales 

El Matrigel® es reconocido como el biomaterial por excelencia para la expansión de 
organoides. Es un extracto de membrana basal, purificado del sarcoma de ratón Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS) (Heo et al., 2022) compuesto principalmente de laminina y colágeno IV (Kaur 
et al., 2021). Sin embargo, el uso de Matrigel® u otro extracto de matriz de origen animal 
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compuestos por factores de crecimiento indefinidos resultan en una variabilidad en sus 
propiedades bioquímicas indeseable entre diferentes lotes. Como consecuencia, se ve reflejada 
la falta de reproducibilidad en experimentos de cultivo celular (Kaur et al., 2021) así como una 
carencia en la uniformidad de los organoides, lo que convierte los PDTOs en una plataforma 
inadecuada para la detección de fármacos a gran escala o la evaluación de alto rendimiento 
(Shariati et al., 2021). 

En consecuencia, se han realizado esfuerzos para desarrollar matrices sintéticas o semisintéticas 
en las que todos los componentes estén bien definidos y puedan afinarse para lograr 
propiedades deseables, como los andamios de hidrogel a base de polietilenglicol (PEG) (Podaza 
et al., 2022), y sus derivados, como ácido poli(láctico-co-glicólico) (PLGA), poli-L-lactida (PLLA), 
poli(alcohol vinílico) (PVA), poli(ε-caprolactona) (PCL), poliacrilamida (PAM), ácido poliacrílico 
(PAA), poli(metacrilato de 2-hidroxietilo) (PHEMA) y poliuretano (PU) (Kaur et al., 2021). Estos 
hidrogeles a base de PEG poseen interesantes propiedades fisicoquímicas, como su rigidez 
ajustable, que puede variar en seis órdenes de magnitud. Son biológicamente inertes debido a 
su carácter hidrófilo, que evita la unión inespecífica a las proteínas, pero han demostrado que 
encapsulan con éxito células manteniendo la viabilidad celular (Pérez del Río et al., 2020). 
Además, pueden combinarse con proteínas de señalización, como pequeñas moléculas de unión 
a integrinas o péptidos bioactivos mediante reticulación química/enzimática para promover el 
crecimiento de células madre y organoides (Kaur et al., 2021).  
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

En el campo actual de la investigación en cáncer de pulmón, los organoides derivados de 
pacientes se han propuesto como una potencial herramienta para el estudio del cáncer. Por 
tanto, el desarrollo y la optimización de nuevos modelos tridimensionales de pacientes 
derivados de tumores (PDTOs) que recapitulen la biología del tumor lograrán: (i) servir como una 
herramienta innovadora que pueda transferirse a otro tipo de tumores, (ii) permitir la creación 
de un extenso repositorio de 3D-PDTOs para estudios preclínicos y (iii) ayudar a impulsar la 
traslación a la clínica de enfoques terapéuticos más personalizados. 

El objetivo principal del presente estudio es optimizar el establecimiento de organoides 
tumorales derivados de pacientes con cáncer de pulmón no microcítico como plataforma 
preclínica de estudio. Para ello, los objetivos secundarios propuestos son: 

1. Evaluar diferentes medios de cultivo para optimizar el establecimiento de PDTOs de larga 
duración. 
 

2. Evaluar y optimizar el uso de matrices extracelulares sintéticas para el desarrollo de PDTOs. 
 

3. Caracterizar los organoides establecidos y comprobar si recapitulan adecuadamente las 
características moleculares del tumor parental, mediante técnicas de inmunofluorescencia 
y secuenciación masiva. 
 

4. Evaluar el uso de PDTOs como plataformas preclínicas de cribado farmacológico. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. MUESTRAS 

En este trabajo se han incluido muestras de tejido tumoral resecado de pacientes del 
Consorcio Hospital General Universitario de Valencia (CHGUV) con diagnóstico clínico e 
histológico de cáncer de pulmón no microcítico (CPNM) en estadios I-IV (8vo TNM, ISALC) que 
no hayan recibido tratamiento previo. En todos los casos, el patólogo es responsable de la 
selección de las porciones tumorales utilizadas con fines de investigación. Las muestras incluidas 
en el estudio cuentan con datos clínicos asociados. Todas las muestras cuentan con el 
consentimiento informado correspondiente aprobado por el comité ético institucional (Anexo 
2). Nuestro trabajo sigue rigurosamente los principios éticos establecidos por la Normativa de 
Helsinki en investigación médica, garantizando el respeto absoluto a los derechos y la seguridad 
de los participantes. 

Las muestras quirúrgicas de CPNM se reciben en el laboratorio con una frecuencia media de 1,5 
muestras por semana. La muestra se recoge en Advanced DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific) 
suplementado con 1 % de antibiótico (penicilina y estreptomicina) (Thermo Fisher Scientific) y 
se transporta en hielo hasta el laboratorio. El tejido tumoral se corta con ayuda de un bisturí en 
piezas de 1 mm2 aproximadamente y es criopreservado en suero bovino fetal (FBS) (Thermo 
Fisher Scientific) al 10 % de DMSO (Merck) hasta su posterior procesado. 

3.2. ESTABLECIMIENTO DE PDTOs  

El tejido criopreservado (en FBS y DMSO al 10 %) se descongela y recoge con la ayuda de una 
pipeta, y se incuba a 37 °C durante 2 horas en medio de disgregación compuesto por Advanced 
DMEM/F12 suplementado con 1 mg/mL de colagenasa (Thermo Fisher Scientific), 1 mg/mL de 
dispasa (Thermo Fisher Scientific), DNAsa al 0,001 % (Merck), penicilina/estreptomicina al 1% e 
inhibidor de ROCK (Selleckchem) a una concentración final de 10 µM. La incubación se mantiene 
en agitación intermitente para conseguir individualizar las células de la muestra tumoral. A 
continuación, se filtra el medio con las células disgregadas a través de un filtro de 70 µm que 
retiene los trozos de tejido y se neutralizan las enzimas de disgregación con medio libre de suero. 
Posteriormente se centrifuga 5 minutos a 1.000 rpm y se evalúa la viabilidad con azul de tripano 
(Thermo Fisher Scientific). 

Las células disgregadas fueron sembradas en Matrigel® (Corning) en 12 pocillos de una placa de 
96 pocillos de superficie de ultra baja adherencia y de fondo redondo (Thermo Fischer Scientific). 
Se sembró una densidad de 50.000 células/pocillo con una relación 1:3 de medio:Matrigel®. 
Posteriormente, se incubó la placa durante 30 minutos a 37 °C para que tenga lugar la gelificación 
del Matrigel® y, una vez gelificado, se añadieron 200 µL de medio de organoides a cada pocillo y 
se mantuvo el cultivo celular a 37 °C y 5 % de CO2 a lo largo del estudio. 

3.2.1. Composición de los medios de organoides 

Las células disgregadas fueron sembradas en Matrigel® bajo las mismas condiciones en tres 
medios distintos denominados en este trabajo como Clásico, AO Condicionado y AO Completo, 
para la formación de organoides. Los tres medios tienen como medio de cultivo base el Advanced 
DMEM/F12 suplementado con 1% de penicilina/estreptomicina y 1% de L-Glutamina (Thermo 
Fisher Scientific).  

En función del medio de cultivo a emplear, este medio base es complementado con diferentes 
factores tal y como se detalla en el Anexo 3. La composición de los medios AO Completo y AO 
Condicionado es idéntica, con la excepción de la concentración de Noggin y R-spondin1. En el 
medio AO Completo se adicionan Noggin y R-spondina purificadas y adquiridas comercialmente 
mientras que, en el medio AO Condicionado dichas proteínas se obtienen a partir de células 
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modificadas genéticamente que producen estas proteínas y las liberan al medio de cultivo 
(HEK293-mNoggin-Fc; 293T-RSPOmCherry, cedidas amablemente por el laboratorio del Dr. Hans 
Clevers y el Dr. Luis Paz-Ares, respectivamente). El medio de cultivo en el que están presentes 
dichas proteínas es utilizado para suplementar el medio de cultivo de organoides AO 
condicionado. 

3.3. MANTENIMIENTO Y CRIOPRESERVACIÓN DE LOS PDTOs 

Una vez generado el cultivo tridimensional, se debe cambiar el medio 2 veces por semana 
quitando 100 µL de medio y añadiendo 100 µL de medio fresco de organoides. El indicador de 
pH nos puede orientar acerca de cuándo se necesita realizar el cambio de medio, ya que el color 
rojo vira a amarillento a causa de la acidificación del medio por acción del metabolismo celular. 
A su vez, cada día hay que observar al microscopio cada pocillo y comprobar que los organoides 
están creciendo correctamente y que no hay ningún tipo de contaminación. 

- Mantenimiento: Los PDTOs establecidos se han mantenido mediante pases de cultivo 
celular a lo largo del tiempo. Para ello, se elimina el medio de los pocillos, se añaden 100 
µL/pocillo de Cell Recovery Solution (Corning) y se recoge todo en un mismo tubo. Se 
incuba en hielo durante 30 minutos y, posteriormente, se añade medio Advanced 
DMEM/F12 y se centrifuga a 0,6 G durante 5 minutos. A continuación, se resuspende el 
pellet en 300 µL de TrypLETM Express 1x (Thermo Fisher Scientific) y se incuba a 37 °C 
durante 10 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se neutraliza la acción del 
TrypLETM Express 1X con 700 µL de medio de cultivo, se centrifuga a 0,4 G durante 5 
minutos y se resuspenden las células con el medio de organoides y el Matrigel® con una 
relación 1:3 de medio:Matrigel®. Por último, se deposita una gota de 20 µL de Matrigel® 
con las células en el fondo del pocillo de la placa de ultra baja adherencia de fondo 
redondo y, después de incubar la placa durante 30 minutos a 37 °C, se añaden 200 µL 
de medio de organoides y se mantiene el cultivo celular a 37 °C y 5 % de CO2. 
 

- Criopreservación: Con el fin de tener un reservorio o colección privada de PDTOs 
establecidos, estos han sido criopreservados a lo largo de los diferentes pases de cultivo. 
Los organoides se disgregan y se congelan en célula única. Los pasos a seguir son 
idénticos a los descritos previamente para realizar el pase de organoides hasta la 
neutralización del TrypLETM Express 1X. Una vez neutralizado, se recogen las células y se 
realiza un contaje celular con la cámara de Neubauer. Posteriormente, se centrifugan a 
0,4 G durante 5 minutos y se congelan en 1 mL de FBS (Thermo Fisher Scientific) con 
DMSO al 10 % (Merck) por vial. Son almacenados en el congelador a -80 °C y pasadas 24 
horas, los viales se transfieren a un tanque de Nitrógeno Líquido. 
 

3.4. MATRICES SINTÉTICAS 

En el presente trabajo se han desarrollado matrices sintéticas compuestas por PEG y heparina 
(Bulk, IOPAL80) en colaboración con el ICMAB (IP: Dra. Judith Guasch). Además, con el objetivo 
de incrementar la adhesión celular, se añadió el péptido arginina-glicina-ácido aspártico (RGD) a 
cada matriz, obteniendo como resultado otras dos matrices denominadas Bulk + RGD, IOPAL80 
+ RGD.  

Se ha evaluado la capacidad de formación de organoides en estas matrices utilizando un cultivo 
primario derivado de paciente con CPNM (CP435) y un organoide derivado de paciente (PDTO 
626). En el caso del cultivo primario, se sembraron 10.000 células/pocillo en una placa de 96 
pocillos de ultra baja adherencia de fondo plano que contenía las matrices sintéticas. Por lo que 
respecta al PDTO, los organoides en Matrigel® fueron disgregados tal y como se describió en el 
punto 3.3., y las células fueron sembradas a una densidad de 7.500 células/pocillo. 
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Posteriormente, en ambos casos se incubó la placa durante 30 minutos a 37 °C con el objetivo 
de que las células penetren por los poros de las matrices y, posteriormente, se añadieron 100 µL 
de medio de organoides a cada pocillo y se mantuvo el cultivo celular a 37 °C y 5 % de CO2 a lo 
largo del estudio. 

3.4.1. Evaluación de la viabilidad celular 

Con el fin de evaluar la viabilidad de los organoides en las matrices sintéticas, se realizó un 
marcaje con Calceína y Yoduro de Propidio (Calceína/PI). Para llevarlo a cabo, se retira el medio 
del pocillo y se añade Calceína (Abcam) a 2 µM y Yoduro de Propidio (Abcam) a 4 µM en PBS 1X. 
Se deja incubar la placa durante 30 minutos a temperatura ambiente y, posteriormente, se 
observa la fluorescencia bajo el microscopio confocal.  

Para el cultivo primario, este ensayo se llevó a cabo a las 48 horas, 7 días y 14 días posteriores a 
la siembra de las células en las matrices. En cambio, para la evaluación de la viabilidad del cultivo 
del PDTO, este ensayo se realizó pasados los 5 días de cultivo. 

3.4.2. Disgregación de las matrices sintéticas 

La disgregación de las matrices sintéticas, tanto para el cultivo primario como para el PDTO, 
se llevó a cabo con heparinasa (Iduron). Para ello, se retira el medio de los pocillos, se añade 
heparinasa a una concentración de 0,025 UI en PBS 1X para disgregar las matrices de Bulk y Bulk 
+ RGD y se deja incubar a 37 °C durante 30 minutos en agitación contante a 300 rpm. Para 
disgregar las matrices IOPAL80 y IOPAL80 + RGD, se añade heparinasa a una concentración de 
0,05 UI en PBS 1X y se incuba durante 45 minutos bajo las mismas condiciones mencionadas 
previamente. 

Por otro lado, en el caso del experimento realizado con el PDTO 626, se evaluó la disgregación 
mediante la adición de Cell Recovery Solution. Para ello se retira el medio de los pocillos y se 
añaden 100 µL por pocillo de Cell Recovery Solution, se deja incubar en frío y se estudia cómo 
se degrada la matriz en el tiempo a través de su observación al microscopio. Cada cierto tiempo, 
se lleva a cabo una disgregación mecánica mediante pipeteo para incrementar el rendimiento 
del proceso. 

3.5. CARACTERIZACIÓN DEL TUMOR PRIMARIO 

La descripción histológica y caracterización inmunohistoquímica de las biopsias de los 
tumores primarios, obtenidas a partir de resección quirúrgica, fueron realizadas por el Servicio 
de Anatomía Patológica del Hospital General Universitario de Valencia (HGUV), utilizando el 
microscopio Olympus BX53. 

3.6. CARACTERIZACIÓN DE LOS ORGANOIDES 
3.6.1. Inmunofluorescencia 

El primer paso es fijar los organoides con PFA al 4 % (Thermo Fisher Scientific) en PBS 1X, a 
pH 7,4 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se lava 3 
veces con PBS 1X y se trata con TritonX-100 al 0,5 % (Thermo Fisher Scientific) en PBS 1X durante 
10 minutos, con el objetivo de permeabilizar los organoides y permitir la entrada de los 
anticuerpos al citoplasma. Volver a lavar 3 veces con PBS 1X e incubar con la solución de bloqueo 
que contiene FBS al 1 % en PBS 1X durante 1 hora a temperatura ambiente, para evitar uniones 
inespecíficas de los anticuerpos. Una vez transcurrido el tiempo, se añaden los anticuerpos 
primarios expuestos en la Tabla 1A y se deja incubar toda la noche a 4 °C en cámara húmeda.  

Al día siguiente, se centrifuga a 0,5 G durante 5 minutos y se lava con PBS 1X. Seguidamente se 
añaden los anticuerpos secundarios que se muestran en la Tabla 1B, en solución de bloqueo y se 
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incuban 1 hora a temperatura ambiente. Es importante realizar este paso y todos los siguientes 
en oscuridad, ya que los anticuerpos secundarios son sensibles a la luz. A continuación, se añade 
DAPI (Thermo Fisher Scientific) a una dilución 1:1000 de DAPI:PBS 1X y se deja incubar durante 
5 minutos a temperatura ambiente. Tras lavar y centrifugar, los organoides se resuspenden en 
50 µL de medio de montaje y se agrega una gota sobre el portaobjetos. Se coloca el cubreobjetos 
boca abajo con cuidado sobre el medio de montaje. Una vez seco, se procede a la observación 
de la muestra al microscopio. 

Tabla 1. Anticuerpos empleados para la inmunofluorescencia. (A) Anticuerpos primarios; (B) Anticuerpos 
secundarios. 

A. Anticuerpos primarios 

Epítopo Clon Proveedor Referencia Huésped Dilución 

TTF1 D2E8 CELL SIGNALING #12373 Conejo 1:50 

Pan-Citoqueratina AE1/AE3 ABCAM ab80826 Ratón 1:50 

P40 EPR17863-47 ABCAM ab203826 Conejo 1:100 

Vimentina EPR3776 ABCAM ab92547 Ratón 1:250 

B. Anticuerpos secundarios 

Epítopo Conjugado Proveedor Referencia Huésped Dilución 

IgG de Conejo Alexa Fluor 488 THERMO FISHER A-11034 Cabra 1:200 

IgG de Ratón Alexa Fluor 647 THERMO FISHER A-31571 Burro 1:200 

3.6.2. Next Generation Sequencing 
3.6.2.1. Extracción de ADN 

Se extrajo el ADN del tejido tumoral conservado a -80 °C con RNA later y de sus 
correspondientes PDTOs establecidos tempranamente (pase 0, P0) así como en pases más 
tardíos (P4, P5, P6), siguiendo el protocolo del fabricante del kit QIAamp DNA mini kit (QIAGEN). 
Brevemente, en el caso del tejido primario, para lisar la muestra, el tejido se disgrega 
mecánicamente con ULTRA-TURRAX (Thermo Fisher Scientific) y 80 μl de PBS. Posteriormente 
se añaden 100 μL de ATL (tampón de lisis usado en la purificación de ADN) y 20 μL de Proteinasa 
K. La muestra se deja a 56 °C en el termobloque hasta conseguir la disgregación del tejido 
(aproximadamente 2 horas). Una vez el tejido ha sido disgregado, se añaden otros 200 μL de AL 
y se vuelve a llevar al termobloque a 70 °C durante 10 minutos. En el caso de los PDTOs, se le 
añaden 200 μL de PBS, 20 μL de proteasa y 200 μL de AL (un tampón de lisis) y se dejan en el 
termobloque a 56 °C durante 10 minutos para conseguir la disgregación de las células del 
organoide. A partir de este punto, el procedimiento para ambos es el mismo. Se añaden las 
muestras a las columnas, se centrifuga y se descarta el tubo colector. Se realizan lavados con 
Buffer AW1 y AW2. Se centrifuga y se descarta el tubo colector. Finalmente, para eluir las 
muestras, se utilizará agua libre de nucleasas, empleando 50 μL para eluir el ADN proveniente 
del tejido tumoral y 25 μL para eluir el ADN proveniente de los cultivos celulares. La 
cuantificación del ADN obtenido se realizó mediante Qubit dsDNA BR assay (Thermo Fisher 
Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante del kit. 

3.6.2.2. Preparación de librerías y secuenciación 

Una vez extraído el ADN, se procede a la preparación de las librerías para cada una de las 
muestras. Para ello se hace uso del panel de secuenciación Oncomine Comprehensive Assay Plus 
(Thermo Fisher), siguiendo el protocolo del fabricante descrito en Oncomine Comprehensive 
Assay Plus User Guide. Brevemente, para la preparación de las librerías se amplifican por PCR 
las regiones diana diseñadas en el panel seleccionado y los fragmentos resultantes se preparan 
para ser secuenciados. En primer lugar, se hace una digestión parcial del ADN y se ligan los 
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adaptadores o barcodes para poder diferenciar de qué muestra proviene cada secuencia. Una 
vez amplificadas y purificadas, se cuantifica la concentración de cada una de las librerías 
mediante RT-qPCR (LightcyclerR 480 II (Roche)). Seguidamente se prepara el “pool” de librerías 
que incluye todas las muestras a secuenciar en una carrera. Se procede a colocar los reactivos 
necesarios en el Ion Chef™ Instrument (Thermo Fisher Scientific). Se instalan los chips 
correspondientes en el secuenciador y se añaden las librerías diluidas y ya combinadas en el 
tubo de muestras de librerías. La secuenciación se lleva a cabo mediante la plataforma de 
secuenciación Ion Torrent S5 (Thermo Fisher Scientific). Esta tecnología se basa en un chip 
semiconductor capaz de detectar iones H+ cada vez que se incorpore un nucleótido en el ADN 
molde. 

3.6.2.3. Análisis de datos 

Para el análisis de resultados de las muestras procesadas en NGS, se utilizan dos softwares 
proporcionados por la propia plataforma de secuenciación. En primer lugar, el análisis primario 
se realiza automáticamente mediante el uso del software Torrent Suite™ (Thermofisher 
Scientific). Este incluye la llamada de bases, la alineación de lecturas, el filtrado y recorte de 
lecturas, y el mapeo al genoma de referencia hg19-GRCh37. Se revisó la calidad de las carreras, 
considerándose como satisfactoria cuando se obtuvieron más del 60% de lecturas útiles y la 
media de longitud de lectura fuera ≥ 60 pares de bases (pb).  

Posteriormente, se ha llevado a cabo una comparación de las frecuencias de las variantes 
alélicas (VAF) de las variantes detectadas entre el tejido tumoral y los correspondientes PDTOs 
establecidos. Para ello, se descargan los resultados de los análisis en un archivo TSV. Con ayuda 
del Excel, se filtraron las variantes, en este caso se seleccionaron las variantes de un solo 
nucleótido (SNVs), y se compararon los porcentajes de las frecuencias de las variantes alélicas 
(VAF) obtenidas para cada uno de los genes, tanto en la secuenciación del tejido tumoral como 
en pases tempranos (P0) y tardíos (P4, P5, P6) de los PDTOs. Además, se ha realizado un análisis 
de impacto de variantes mediante el uso del software Ion Reporter™, el cual proporciona una 
representación visual del impacto que tienen las variantes detectadas en la secuencia de los 
genes, así como en la secuencia, estructura y función de las proteínas afectadas. Los datos se 
han representado en forma de mapa de calor.  

3.7. CRIBADO FARMACOLÓGICO 

Para la realización del cribado farmacológico, los PDTOs establecidos en Matrigel® fueron 
disgregados y se sembraron y embebieron de nuevo en Matrigel® a una densidad de 7.500 
células/pocillo en una placa de 96 pocillos de ultra baja adherencia y de fondo redondo, tal y 
como se describió en el apartado 3.3. A los 7 días post-siembra, se añadieron los distintos 
antineoplásicos. Como controles experimentales se han usado células tratadas con el vehículo 
DMF (Merck) y células tratadas con Doxorrubicina (Merck) como control interno de toxicidad a 
concentraciones crecientes de 0,1 µM, 0,5 µM, 1 µM y 10 µM, con su vehículo DMSO (Merck). 
El compuesto seleccionado a testar fue el Cisplatino (Selleckchem) y se evaluó a concentraciones 
crecientes de 1 µM, 5 µM, 10 µM y 20 µM. Se realizaron quintuplicados técnicos. Transcurridas 
las 72 horas, se realizó el ensayo de viabilidad celular. En paralelo, se realizó el mismo 
experimento, a diferencia de que en este caso los PDTOs recibieron una redosis a las 72 horas 
después de haber sido tratados por primera vez, y se evaluó su viabilidad transcurridos 6 días 
desde la primera dosis.  
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Figura 3. Diseño experimental para evaluar la citotoxicidad de cisplatino en PDTOs del paciente con ID 
609. DMF: Dimetilformamida; DMSO: Dimetilsulfóxido; DOXO: Doxorrubicina; CIS: Cisplatino. 

3.7.1. Ensayo de viabilidad celular 

La viabilidad celular de los PDTOs se analizó pasadas las 72 horas y 6 días de exposición a los 
compuestos seleccionados, mediante CellTiter-Glo 3D (Promega). Este ensayo determina la 
cantidad de células viables en cultivo cuantificando ATP, lo que indica la presencia de células 
metabólicamente activas. Para ello, se induce la lisis celular y se genera una señal luminiscente 
proporcional a la cantidad de ATP presente. De esta manera, la cantidad de ATP es directamente 
proporcional al número de células viables presentes en el cultivo. Este ensayo de viabilidad 
celular se lleva a cabo siguiendo el protocolo descrito por el fabricante de CellTiter-Glo® 3D 
Viability Assay Protocol. Brevemente, consiste en eliminar 100 µL de medio de cada pocillo, 
añadir 100 µL del reactivo y traspasar el sobrenadante a una placa multipocillo de paredes 
opacas y fondo plano (Thermo Fisher Scientific). Posteriormente se incuba durante 5 minutos a 
22 °C en agitación a 300 rpm para inducir la lisis celular, seguido de otros 25 minutos a 
temperatura ambiente para que se estabilice la señal de luminiscencia. La lectura de la placa 
tratada se lleva a cabo por triplicado y se hace la media de las lecturas obtenidas para cada uno 
de los pocillos.  

Para calcular el porcentaje de viabilidad celular en cada pocillo, se realiza el cociente entre el 
valor de luminiscencia obtenido para cada pocillo que ha sido tratado (X) y el valor obtenido por 
el vehículo del fármaco (X vehículo) (DMF en el caso de Cisplatino y DMSO en el caso de 
Doxorrubicina), restándole a cada uno de ellos el valor de luminiscencia obtenido del medio sin 
células (X medio) (Ecuación 1). Los resultados obtenidos se han representado mediante un gráfico 
de barras elaborado con GraphPad Prism v10.2.3. 

% 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =
(𝑋−𝑋𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜)

(𝑋𝑣𝑒ℎí𝑐𝑢𝑙𝑜−𝑋𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜)
∗ 100                            (Ecuación 1) 
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4. RESULTADOS 

4.1. CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS DE LOS PACIENTES 

Para el presente trabajo se han procesado 12 muestras de tejido tumoral de pacientes con 
diagnóstico de cáncer de pulmón no microcítico. Las características clínico-patológicas de los 
pacientes y las características moleculares de su respectivo tejido tumoral quedan recogidas en 
el Anexo 4. Todos los pacientes diagnosticados de CPNM se encuentran en un rango de edad de 
entre 60 y 74 años, siendo la mayoría de ellos hombres.  

De las 12 muestras recogidas, 2 fueron excluidas por presentar origen histológico urotelial e 
intestinal (ID 540, ID 633). Las 10 muestras restantes fueron procesadas para el establecimiento 
del cultivo celular de organoides. No obstante, se observó contaminación por bacterias en el 50 
% de las muestras, por lo que fueron retiradas del presente estudio.  

Finalmente fueron incluidas y se establecieron en organoides 5 de las 12 muestras recogidas (ID 
554, 571, 609, 626 y 615). Sin embargo, los resultados para el paciente con ID 615 son todavía 
preliminares y no se detallarán en el presente trabajo. El 60 % de las muestras establecidas 
presentaban histología de adenocarcinoma pulmonar (Figura 4A), y provenían en su mayoría de 
pacientes fumadores (Figura 4B). 

 
Figura 4. Representación gráfica del porcentaje de pacientes diagnosticados con cáncer de pulmón no 
microcítico incluidos en el presente estudio según la (A) Histología pulmonar y el (B) Hábito tabáquico. 

4.2. ESTABLECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DE LOS PDTOs 

El principal objetivo de este trabajo es optimizar el establecimiento de los organoides 
derivados de pacientes de cáncer de pulmón no microcítico. Para ello, se evaluó el 
establecimiento y crecimiento de organoides a largo plazo en tres medios de cultivos distintos, 
denominados clásico, AO completo y AO condicionado. 

En primer lugar, el PDTO del paciente 554 muestra un crecimiento similar en los pases más 
tempranos (P0 y P3) en los tres medios de cultivo. Sin embargo, en el pase 4 (P4) se observa una 
menor densidad celular en el medio clásico y en el medio AO completo, con respecto al medio 
AO condicionado. En los siguientes pases, hay una parada de crecimiento de los organoides en 
los medios clásico y AO completo.  En cambio, el medio AO condicionado es capaz de mantener 
el cultivo de PDTOs hasta el pase 9 (último hasta el momento). Los organoides presentan una 
morfología esférica y logran alcanzar las 200 µm, indicando una gran eficacia de mantenimiento 
de los PDTOs. 

60%

40%

A) Histología pulmonar

Adenocarcinoma Carcinoma escamoso

60%20%

20%

B) Hábito tabáquico

Fumador Exfumador (<15 años) No disponible
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Figura 5. Seguimiento a lo largo del cultivo celular del PDTO del paciente con ID 554 en distintos medios 
de cultivo. PDTO: organoide tumoral derivado de paciente; AO: airway organoid; P: número de pase. 
Escala de medida: 200 µm. 

Resultados similares se observan en los primeros pases del cultivo del paciente 571 
observándose un menor número de organoides en la condición de medio clásico a partir del 
cuarto pase.  Solo los medios de cultivos AO completo y condicionado son capaces de mantener 
los organoides a lo largo del tiempo. 
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Figura 6. Seguimiento a lo largo del cultivo celular del PDTO del paciente con ID 571 en distintos medios 
de cultivo. PDTO: organoide tumoral derivado de paciente; AO: airway organoid; P: número de pase. 
Escala de medida: 200 µm. 

Con respecto al PDTO 609, al igual que hemos observado en los otros PDTOs, tiene una tasa de 
crecimiento similar en el pase 0 en los tres medios de cultivo. No obstante, ya en el pase 2 (P2) 
el medio clásico no permitió el avance del PDTO. En el pase 3 (P3), los organoides en medio AO 
completo también cesaron su crecimiento, dejando al medio AO condicionado como el único 
capaz de formar organoides en pases más tardíos, con una morfología esférica y con una gran 
densidad celular. 
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Figura 7. Seguimiento a lo largo del cultivo celular del PDTO del paciente con ID 609 en distintos medios 
de cultivo. PDTO: organoide tumoral derivado de paciente; AO: airway organoid; P: número de pase. 
Escala de medida: 200 µm.  

Por último, el paciente 626 tiene un comportamiento muy similar al paciente 609. En los pases 
tempranos (P0 y P1) los organoides crecieron en los tres medios sin apenas ninguna diferencia, 
ni en cuanto a morfología ni en cuanto a número de organoides. Sin embargo, en el pase 1 se 
observó una diferencia de crecimiento notable entre la densidad de organoides de los medios 
AO completo y el AO condicionado con respecto al clásico, que fue incapaz de hacer crecer los 
PDTOs más allá del segundo pase (P2). Finalmente, solo el medio AO condicionado permitió el 
crecimiento de los organoides en pases tardíos, observándose muy buena densidad celular. 
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Figura 8. Seguimiento a lo largo del cultivo celular del PDTO del paciente con ID 626 en distintos medios 
de cultivo. PDTO: organoide tumoral derivado de paciente; AO: airway organoid; P: número de pase. 
Escala de medida: 200 µm. 

4.3. DESARROLLO DE ORGANOIDES EN LAS MATRICES SINTÉTICAS 

Uno de los objetivos específicos de este estudio es evaluar y optimizar el uso de matrices 
extracelulares sintéticas para el desarrollo de PDTOs. Estas matrices sintéticas se proponen como 
una alternativa al Matrigel® para el desarrollo de organoides en el estudio del cáncer. 

En primer lugar, y con el objetivo de optimizar y estandarizar el uso de las matrices sintéticas, se 
decidió evaluar la capacidad de formación de organoides de un cultivo primario establecido a 
partir de tejido tumoral de un paciente con CPNM (CP435). Se evaluó la capacidad de formar 
organoides, su crecimiento y viabilidad en las diferentes matrices sintéticas (descritas en 3. 
Materiales y métodos) en comparación con Matrigel®. 

Como se observa en la Figura 9, el CP435 es capaz de crecer en todas las matrices, dando lugar 
a la formación de organoides esféricos y de aproximadamente 100 µm de tamaño a los 7 días.  
Destaca también el mayor tamaño y elevado número de organoides a los 14 días en las matrices 
de BULK y IOPAL80 (sin y con RGD) en comparación con el cultivo en Matrigel®. 
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Figura 9. Imágenes de microscopía en campo claro a lo largo del crecimiento del cultivo primario del 
paciente con ID 435 en las distintas matrices, a las 48 horas, 7 días y 14 días. Escala de medida: 200 µm. 

Posteriormente, se evaluó la viabilidad celular mediante tinción con Calceína y Yoduro de 
propidio. Se observó una elevada viabilidad celular independientemente de la matriz en la que 
se cultivó el CP435 (Figura 10). Resalta también, tal y como se ha comentado previamente, el 
crecimiento exponencial que sufren las células en el proceso de formación de organoides, tanto 
en tamaño como en cantidad, que se ve reflejado sobre todo en la matriz de IOPAL80 (sin y con 
RGD). En el cultivo en Matrigel®, los organoides presentan una morfología regular, uniforme y 
esférica y con un tamaño menor en comparación con las matrices sintéticas de Bulk y Bulk + RGD 
en las cuales se presentan con estructura redondeadas que tienden a agregarse tal y como se 
refleja a los 14 días del cultivo. En el caso de IOPAL80 y IOPAL80 + RGD, los organoides parecen 
mantener un mayor grado de separación entre ellos y presentan una apariencia más esférica en 
comparación con Bulk. 

 

Figura 10. Imágenes de microscopía confocal de la tinción Calceína/PI para evaluar la viabilidad del 
cultivo primario derivado del paciente con ID 435 en las distintas matrices, a las 48 horas, 7 días y 14 
días. Tinción con Calceína (verde) y PI (rojo). Escala de medida: 200 µm. 
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Una vez evaluada la capacidad de formación de organoides de un cultivo primario en las matrices 
sintéticas, el siguiente paso es mantener el cultivo en el tiempo y por tanto realizar pases de los 
organoides establecidos. Para conseguirlo, debemos ser capaces de disgregar la matriz y 
recuperar los organoides para resembrarlos.  Para ello, se evaluó la efectividad de la enzima 
heparinasa para disgregar la matriz. 

La disgregación con heparinasa de las matrices sintéticas del cultivo de organoides a partir del 
CP435 resultó ser efectiva para las matrices de Bulk quedando los organoides libres de matriz 
(Figura 11A). Por el contrario, en el caso de IOPAL80 y Bulk + RGD se observaron restos de matriz 
después de la disgregación (Figura 11B y 11C). 

 

Figura 11. Imágenes del proceso de disgreación de las matrices sintéticas. Imágenes de microscopía de 
los organoides establecidos a partir del cultivo primario derivado del paciente con ID 435 antes de la 
disgregación y fotografías de la matriz remanente observada después de la disgregación de las matrices 
sintéticas con heparinasa. (A) Bulk; (B) Bulk + RGD; (C) IOPAL80. 

A continuación, se decidió sembrar los organoides recuperados de las matrices disgregadas en 
nuevas matrices para evaluar su crecimiento tras realizar un pase del cultivo. Tal y como se 
observa en la Figura 21, los organoides resembrados continuaron su crecimiento y expansión en 
las matrices de Bulk y Bulk + RGD. Se observa a los 13 días un mayor tamaño de los organoides 
con respecto al día 2 de cultivo (Figura 12A, B). Por otro lado, se observan crecimiento en los 
organoides sembrados en las matrices de IOPAL 80 (Figura 12C). 
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Figura 12. Imágenes de microscopía del crecimiento del cultivo primario del paciente con ID 435 en las 
distintas matrices tras resembrar los organoides obtenidos por la disgregación con heparinasa 
(imágenes tomadas a día 2 y día 13 post disgregación). (A) Bulk; (B) Bulk + RGD; (C) IOPAL80. Escala de 
medida: 200 µm. 

Una vez evaluada la capacidad de formación de organoides de un cultivo primario, se decidió 
evaluar la viabilidad, crecimiento y mantenimiento en las matrices sintéticas de un PDTO 
establecido previamente en Matrigel® (PDTO 626). Para ello, el PDTO pase 6 del paciente con ID 
626 establecido en Matrigel® y descrito anteriormente en el presente trabajo, se sembró en las 
diferentes matrices sintéticas y paralelamente en Matrigel®. Como se observa en la Figura 13, el 
crecimiento de los PDTOs resultó ser ligeramente mayor en cuanto a tamaño de organoides en 
todas las matrices sintéticas en comparación con los organoides crecidos en Matrigel®. No 
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obstante, los organoides se muestran con una morfología más amorfa y desestructurada en 
comparación con el Matrigel® donde su estructura se presenta con una forma esférica y con un 
aspecto mucho más compacto.  

 

Figura 13. Imágenes de microscopía del cultivo de los PDTOs del paciente con ID 626 en las distintas 
matrices, 24 horas después de sembrar las células. Escala de medida: 200 µm. 

Además de la morfología y el crecimiento, se evaluó también la viabilidad celular de los PDTOs 
en estas matrices. Tal y como se observa en la Figura 14A, el marcaje es totalmente verde para 
el Matrigel®, lo que indica que esta matriz es capaz de mantener las células vivas y permitir el 
crecimiento de los PDTOs a lo largo del tiempo. En cambio, a los 5 días de cultivo observamos en 
las matrices a base de PEG que las células se tiñen de rojo, indicando muerte celular (Figura 14B, 
C, D, E). La tinción de color rojo aparece en la mayoría de los casos, en el mismo sitio donde hay 
tinción verde, lo que indica que en un mismo organoide hay tanto células vivas como células 
muertas. 
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Figura 14. Evaluación de la viabilidad de los PDTOs para el paciente ID 626 en Matrigel® y en matrices 
PEG a los 5 días de cultivo. Tinción con Calceína (verde) y Yoduro de propidio (rojo) en las matrices: (A) 
Matrigel®; (B) Bulk; (C) Bulk + RGD; (D) IOPAL80; (E) IOPAL80 + RGD. Escala de medida: 100 µm.  

Una vez crecido el cultivo de PDTOs en estas matrices sintéticas, aun observando una elevada 
muerte celular en comparación con el Matrigel®, se decidió evaluar la eficacia de disgregación 
de las matrices mediante heparinasa en estos cultivos. Transcurridas 3 horas de incubación con 
heparinasa, se observa la disgregación de la matriz en los pocillos de BULK±RGD (Figura 15A, B), 
lo cual no sucede en los pocillo de IOPAL80±RGD (Figura 15C, D).  

 

Figura 15. Imágenes de microscopía del cultivo de PDTO del paciente con ID 626 en las matrices sintéticas 
tras la disgregación con heparinasa. (A) Bulk; (B) Bulk + RGD; (C) IOPAL80; (D) IOPAL80 + RGD. Fotos 
tomadas a 20X. 

En cuanto a la disgregación de las matrices con Cell Recovery Solution, se pueden observar 
organoides libres sin matriz, aunque en un número muy reducido (Figura 16A, B) en las matrices 
de Bulk y Bulk + RGD. De igual manera, esta no se mostró efectiva en IOPAL80 y IOPAL80 + RGD, 
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ya que la matriz sigue presente en gran medida y envolviendo los organoides una vez han 
transcurrido 5 horas de incubación en hielo (Figura 16C, D). 

 

Figura 16. Imágenes de microscopía del cultivo de PDTO del paciente con ID 626 en las matrices sintéticas 
tras la disgregación con Cell Recovery Solution. (A) Bulk; (B) Bulk + RGD; (C) IOPAL80; (D) IOPAL80 + RGD. 
Fotos tomadas a 20X. 

4.4. RECAPITULACIÓN DE LAS CARACTERÍSTICAS MOLECULARES DEL 
TUMOR PARENTAL 

Un factor crucial para el éxito de los organoides como modelo de estudio in vitro es su 
capacidad para replicar fielmente el tumor primario en términos histológicos, proteómicos, 
epigenéticos y genéticos. Para comparar los PDTOs establecidos con el tumor parental, se ha 
analizado la expresión de varios marcadores histológicos mediante inmunofluorescencia y se han 
identificado alteraciones genéticas mediante secuenciación masiva. 

4.4.1. Estudio de los marcadores histológicos 

La histología del tumor desempeña un papel esencial para un buen diagnóstico. Entre los 
marcadores más utilizados se encuentran P40 para carcinoma escamoso y TTF1 para 
adenocarcinoma. Tal y como se observa en la Figura 17, los tumores incluidos en el presente 
trabajo con histología de adenocarcinoma presentaron expresión positiva de TTF1 mientras que 
los tumores con histología escamosa (ID 554, ID 609) presentaron positividad para el marcador 
P40. En los casos ID 571 e ID 626 no se dispone de datos de los marcadores de subtipo 
histológico. 
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Figura 17. Caracterización histológica de los tumores primarios de los pacientes con cáncer de pulmón 
no microcítico. Inmunohistoquímica para la detección de P40 (marcados de histología escamosa) y TTF1 
(marcador de adenocarcinoma) en las muestras ID 554, ID571 e ID 609. Fotos tomadas a 20X utilizando el 
microscopio Olympus BX53. 

Para evaluar que los PDTOs son un potencial modelo in vitro capaz de recapitular los rasgos 
histológicos del tumor parental del que provienen, se analizó la expresión de los marcadores 
histológicos P40 y TTF1 mediante inmunofluorescencia y se corroboraron los resultados junto 
con los obtenidos mediante inmunohistoquímica por el Servicio de Anatomía Patológica del 
CHGUV.  Cabe destacar que los organoides establecidos del paciente con ID 571 cesaron su 
crecimiento en el pase 5 y no se obtuvo cantidad suficiente de organoides para realizar las 
correspondientes inmunofluorescencias. 

Tal y como se observa en la Figura 18, los PDTOs que provenían de tejido tumoral con histología 
escamosa resultaron positivos para P40 y negativos para TTF1 (ID 554 e ID 609), en concordancia 
con los resultados observados en el tejido tumoral. En el caso del PDTO para el paciente con ID 
626, diagnosticado como adenocarcinoma en tejido, se observó una clara positividad para P40 y 
una ligera tinción para TTF1, indicando probablemente un origen adenoescamoso.  

También se analizó mediante inmunofluorescencia la expresión de los marcadores Vimentina y 
Pan Citoqueratina (Pan CK) en los PDTOs, que indican un origen mesenquimal y epitelial, 
respectivamente. Los PDTOs de todos los pacientes (ID 554, ID 609 e ID 626) presentaron 
positividad para Pan CK, resaltando la composición de células epiteliales en el cultivo celular. 
Además, el paciente con ID 626 fue el único en mostrar también una ligera positividad para 
Vimentina en la superficie de los organoides, indicando la presencia de células mesenquimales. 
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Figura 18. Caracterización por inmunofluorescencia de los organoides tumorales derivados de pacientes 
con cáncer de pulmón no microcítico. Tinción con DAPI (tinción nuclear), P40, TTF1, Vimentina y Pan CK. 
(A) PDTO del paciente con ID 554 pase 9; (B) PDTO del paciente con ID 609 pase 3; (C) PDTO del paciente 
con ID 626 pase 4. PDTO: organoide tumoral derivado de paciente. P: número de pase; CK: Citoqueratina. 
Escala de medida: 100 µm. 
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4.4.2. Estudio de las alteraciones genéticas 

Para que los organoides puedan presentarse como una potente herramienta en la medicina 
de precisión, es de vital importancia que recapitulen las características del tumor primario del 
cual provienen (tumor parental). Para ello, se han identificado las alteraciones génicas presentes 
en los organoides establecidos en pases tempranos (< P4), pases más avanzados (≥ P4) y su tejido 
tumoral de origen (Tabla 2).  

Tabla 2. Muestras de PDTOs y de tejido tumoral del cual derivan secuenciadas utilizando Oncomine 
Comprenhensive Assay Plus.  PDTO: organoide tumoral derivado de paciente. 

 Identificación del Paciente 

 554 571 609 626 

Muestra 

Tumor primario Tumor primario Tumor primario Tumor primario 

PDTO Pase 0 PDTO Pase 0 PDTO Pase 0 PDTO Pase 0 

PDTO Pase 6 - PDTO Pase 4 PDTO Pase 5 

En primer lugar, se analizaron los parámetros de calidad de la secuenciación. Se observó una 
distribución uniforme de las Ion Spheres Particules (ISP) en el chip, con una densidad del 90 % 
(Figura 19A). Además, todas las carreras de secuenciación obtuvieron más del 74 % de lecturas 
útiles (Figura 19B), lo cual es imprescindible para un buen rendimiento de la secuenciación. Por 
último, las lecturas tienen un tamaño medio de 128 pares de bases (pb) (Figura 19C), con un 99 
% de bases alineadas (Figura 19D). 

 

Figura 19. Análisis de los parámetros de calidad llevados a cabo por el Ion Suite Software. (A) Análisis de 
la densidad de las partículas ISP empleadas para la secuenciación; (B) Lecturas útiles totales de la 
secuenciación y análisis de las lecturas eliminadas; (C) Longitud media de las lecturas (pb); (D) Porcentaje 
del número de bases alineadas de todas las lecturas. ISP: Ion Spheres Particles; pb: pares de bases. 
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Los resultados obtenidos se analizaron por paciente con el objetivo de evaluar si los organoides 
establecidos son capaces de recapitular las alteraciones genéticas de los tumores primarios. Para 
ello, se comparó la similitud entre las muestras según las variantes halladas y su impacto 
biológico mediante un mapa de calor. Además, se comparó el porcentaje de las frecuencias de 
las variantes alélicas obtenidas entre las diferentes condiciones.  

Para el paciente 554 se observa que las mutaciones presentes en el tumor primario se mantienen 
al establecer el PDTO. Sin embargo, en el pase 6 algunas de estas mutaciones se pierden, como 
es el caso del gen de la tiopurina metiltransferasa (TPMT) (Figura 20A). Este gen codifica para 
una enzima capaz de metabolizar fármacos de tipo tiopurinas cuya acción se basa en inhibir el 
sistema inmunológico. Se pierde también la mutación en el gen MSH3 que codifica para una 
proteína que participa en el sistema de reparación de emparejamientos erróneos del ADN. 
Además, en algunas variantes encontradas en genes como PIK3CA, PTEN, TP53 cabe destacar la 
variación en el porcentaje de VAF a lo largo del cultivo celular (Figura 20B). 

 

 

Figura 20. Análisis de las alteraciones génicas del paciente con ID 554 presentes en el tejido tumoral, en 
el PDTO P0 y PDTO P6. A) Mapa de calor de la agrupación de las muestras según las variantes detectadas 
y el impacto biológico de las mismas. (B) Descripción de las variantes detectas y el porcentaje de frecuencia 
de la variante alélica en los PDTOs establecidos y su tumor parental. PDTO: organoide tumoral derivado 
de paciente; P: número de pase, VAF: Frecuencia de la variante alélica. 

Como se puede observar en el paciente 571 con histología de adenocarcinoma la secuenciación 
del tejido tumoral detecta mutaciones en distintos genes que no se encuentran posteriormente 
en el pase 0 del PDTO, como son TP53, FANCI, ATM, RB1, SOX9 y EP300. Sin embargo, otras 
mutaciones fueron adquiridas al establecer el PDTO, como es la de los genes MAP3K4, FAM135B 
y NF2 (Figura 21A y B). El gen MAP3K4 codifica para una proteína quinasa que actúa en las vías 
de señalización celular de procesos clave (proliferación celular, respuesta al estrés...). 

A

TUMORAL 
ID 554

PDTO P0 
ID 554

PDTO P6 
ID 554

A

PDTO P0 PDTO P6
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Figura 21. Análisis de las alteraciones génicas del paciente con ID 571 presentes en el tejido tumoral y 
en el PDTO P0. (A) Mapa de calor de la agrupación de las muestras según las variantes detectadas y el 
impacto biológico de las mismas. (B) Descripción de las variantes detectas y el porcentaje de frecuencia 
de la variante alélica en los PDTOs establecidos y su tumor parental. PDTO: organoide tumoral derivado 
de paciente; P: número de pase. VAF: Frecuencia de la variante alélica. 

El paciente ID 609 diagnosticado de carcinoma escamoso mantiene todas las mutaciones al 
establecer el PDTO (P0), sin embargo, pierde la gran mayoría de estas en el pase 4. Por otro lado, 
se adquieren mutaciones al establecer el PDTO (P0) como la del gen NOTCH1, o en pases más 
tardíos (P4) como la del gen KDR (Figura 22A y B). 

A

TUMORAL 
ID 571

PDTO P0 
ID 571

A

B
  571 TUMOR 571 PDTO P0

Genes Cambio nucleotídico Cambio de aminoácido % VAF % VAF

DPYD c.496A>G p.Met166Val 41.86 50.68

MRPS27 c.83A>G p.Tyr28Cys 38.10

ATM c.349T>A p.Cys117Ser 26.95

ARID2 c.2809C>T p.Gln937Ter 3.65

RB1 c.1727C>A p.Ser576Ter 39.52

NQO1 c.559C>T p.Pro187Ser 99.60 99.65

SOX9 c.988A>T p.Ser330Cys 10.00

EP300 c.4195G>T p.Asp1399Tyr 45.39

FAM135B c.1012G>A p.Glu338Lys 5.05

NF2 c.1202A>G p.Lys401Arg 10.80
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Figura 22. Análisis de las alteraciones génicas del paciente con ID 609 presentes en el tejido tumoral, en 
el PDTO P0 y PDTO P4. (A) Mapa de calor de la agrupación de las muestras según las variantes detectadas 
y el impacto biológico de las mismas. (B) Descripción de las variantes detectas y el porcentaje de frecuencia 
de la variante alélica en los PDTOs establecidos y su tumor parental. PDTO: organoide tumoral derivado 
de paciente; P: número de pase. VAF: Frecuencia de la variante alélica. 

A

TUMORAL 
ID 609

PDTO P0 
ID 609

PDTO P4 
ID 609

A

B
TUMOR 609 609 PDTO P0 609 PDTO P4

Genes Cambio nucleotídico Cambio de aminoácido % VAF % VAF % VAF

COL11A1 c.2414G>A p.Gly805Asp 37.63 9.48

OR2T4 c.830T>C p.Leu277Pro 33.72 10.30

KDR c.3223G>T p.Glu1075Ter 40.02 6.96

FAT1 c.15G>C p.Leu5Phe 61.05 12.10

HCN1 c.2370G>T p.Gln790His 28.10 9.43

ARID1B c.5792C>T p.Pro1931Leu 20.40 43.25 51.40

SMO c.1435G>A p.Glu479Lys 66.22 10.60

PTEN c.389G>A p.Arg130Gln 62.76 15.30

TBX3 c.2024C>T p.Ala675Val 33.10 11.32

RAD51B c.928C>T p.Leu310Phe 39.70 11.90

PPL c.3436G>A p.Ala1146Thr 21.61 43.33

TP53 c.421T>C p.Cys141Arg 62.95 13.60

TENM1 c.97G>T p.Gly33Ter 73.86 21.92

EP300 c.4142A>G p.Tyr1381Cys 4.15

EPHA2 c.62C>G p.Ala21Gly 2.91

RASA1 c.2791A>C p.Ile931Leu 2.90

TGFBR1 c.1411A>G p.Met471Val 3.90

KMT2D c.7600A>G p.Met2534Val 4.60

PPL c.3436G>A p.Ala1146Thr 51.70

USP9X c.556A>G p.Ile186Val 2.73
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Por último, en la secuenciación del tumor primario del paciente con ID 626 se detectó una 
mutación en el gen KRAS y PBRM1 que no se conservaron una vez se estableció el PDTO (P0). El 
gen KRAS codifica para una GTPasa de membrana que participa en la regulación de vías de 
señalización relacionadas con el crecimiento, proliferación, diferenciación y apoptosis de células 
tumorales. Aquellas alteraciones que se pierden en el pase 0 del PDTO se encontraban en un 
bajo porcentaje de VAF en el tumor primario. Sin embargo, las mutaciones que tenían un alto 
porcentaje en el tumor primario, como son en los genes CYPD26, TBX22, NQO1 y TPMT, sí que 
se mantuvieron a lo largo del cultivo del PDTO (Figura 23A y B). 

 

 

Figura 23. Análisis de las alteraciones génicas del paciente con ID 626 presentes en el tejido tumoral, en 
el PDTO P0 y PDTO P5. (A) Mapa de calor de la agrupación de las muestras según las variantes detectadas 
y el impacto biológico de las mismas. (B) Descripción de las variantes detectas y el porcentaje de frecuencia 
de la variante alélica en los PDTOs establecidos y su tumor parental. PDTO: organoide tumoral derivado 
de paciente; P: número de pase. VAF: Frecuencia de la variante alélica. 

 

 

 

A

TUMORAL 
ID 626

PDTO P0 
ID 626

PDTO P5 
ID 626

A

B
TUMORAL 626 PDTO 626 P0 PDTO 626 P5

Genes Cambio nucleotídico Cambio de aminoácido % VAF % VAF % VAF

PBRM1 c.4381G>A p.Gly1461Arg 4.00

TPMT c.238G>C p.Ala80Pro 45.78 56.22 51.89

GPSM3,NOTCH4 c.-961G>C, c.5338G>C p.?, p.Val1780Leu 3.85

SEMA3A c.2208G>T p.Arg736Ser 3.55

KRAS c.35G>T p.Gly12Val 4.31

NQO1 c.559C>T p.Pro187Ser 51.18 48.72 51.90

TP53 c.650T>G p.Val217Gly 3.70

CDK12 c.13G>C p.Glu5Gln 2.48

CYP2D6,LOC101929829 c.506-1G>A p.? 43.90 52.16 51.67

TBX22 c.916C>A p.Leu306Ile 48.10 46.75 45.05

POLD1 c.1357G>T p.Gly453Cys 3.65
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4.5. CRIBADO FARMACOLÓGICO 

Los PDTOs se han descrito como potenciales modelos in vitro para el estudio del cribado de 
fármacos, por lo que surge como una herramienta prometedora para evaluar la citotoxicidad de 
nuevos compuestos, así como para el desarrollo de tratamientos personalizados. 

En el presente trabajo se evaluó la citotoxicidad del Cisplatino en los organoides tumorales 
derivados del paciente 609.  A las 72 horas y 6 días posteriores al tratamiento se tomaron 
imágenes de microscopía para evaluar cambios en la morfología de los PDTOs (Figura 24).  

Se observa que no hay cambios reseñables en los pocillos tratados con Doxorrubicina (control 
interno) a concentraciones de 0,1 µM, 0,5 µM y 1 µM. No obstante, en una concentración 
elevada de 10 µM de Doxorrubicina, se pierde la integridad estructural disipándose la forma 
regular y los límites del organoide, además de mostrar una menor refringencia (Figura 24A). 

Por lo que respecta al Cisplatino, no se observa afectación de la estructura del organoide en 
ninguna de las concentraciones evaluadas. Sin embargo, al tratar las células por segunda vez con 
Cisplatino a una concentración de 20 µM, se observa que algunos organoides empiezan a verse 
afectados por la acción del compuesto citotóxico, perdiendo integridad en la superficie del 
organoide (Figura 24B).  

 

 

Figura 24. Imágenes de microscopía de los PDTOs del paciente con ID 609 a las 72 horas y a los 6 días 
posteriores al tratamiento con los antineoplásicos. (A) Tratamiento con Doxorrubucina; (B) Tratamiento 
con Cisplatino. Escala de medida: 200 µm. 

El porcentaje de viabilidad celular observada se ha cuantificado mediante CellTiter-Glo 3D assay. 
Los PDTOs tratados con Cisplatino presentan un 100 % de viabilidad en todas las concentraciones 
testadas (Figura 25A). En el caso del control interno positivo (Doxorrubicina) se observa una 
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pérdida de la viabilidad celular a elevadas concentraciones de 20 µM (Figura 25B). Los resultados 
obtenidos de los pocillos testados a concentraciones 0,1 µM y 0,5 µM no fueron valorables. 

        

Figura 25. Representación gráfica de los porcentajes de viabilidad celular del PDTO del paciente con ID 
609 frente a las concentraciones de los antineoplásicos. (A) Tratamiento con Cisplatino; (B) Tratamiento 
con Doxorrubicina. Hechas en GraphPad. 
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5. DISCUSIÓN 

La optimización del establecimiento de organoides derivados de pacientes es un importante 
reto en el desarrollo de estos modelos in vitro para el estudio del cáncer de pulmón. El ratio de 
éxito del cultivo de PDTOs depende, en gran medida, de las condiciones de cultivo entre las que 
se encuentra la composición del medio de cultivo. En 2019, Kim y colaboradores desarrollaron 
un medio de cultivo para establecer PDTOs de pacientes diagnosticados con cáncer de pulmón, 
que recibió el nombre de Minimum Basal Medium (MBM), denominado clásico en el presente 
trabajo. Aunque este medio contenía menos reactivos y factores de crecimiento en comparación 
con otros medios para el desarrollo de organoides, lograron la expansión de los PDTOs durante 
6 meses sin cambios en su morfología. Además, resultó ser exitoso tanto para muestras que 
provenían de tejidos resecados de cáncer de pulmón como para pequeñas biopsias de tejido 
(Kim et al., 2019). 

Ese mismo año, el laboratorio de Clevers propone un medio de cultivo de organoides alternativo 
que recibe el nombre de airway organoid (AO) (Sachs et al., 2019). Este medio de cultivo, a 
diferencia del MBM, contiene factores de crecimiento de fibroblastos (FGF7 y FGF10) el inhibidor 
de proteínas morfogénicas óseas Noggin, que aumenta el número de células madre y bloquea 
su diferenciación, así como la R-spondin1 que activa la señalización WNT (Lee et al., 2021). Bajo 
las condiciones óptimas, los organoides se formaron en unos días con una tasa de éxito del 94 % 
(Sachs et al., 2019). En el presente estudio se ha demostrado que la tasa de éxito de 
establecimiento de organoides a largo plazo es mayor en el medio AO que en el Clásico (MBM). 
En concordancia con nuestros resultados, otros investigadores exponen que, utilizando el medio 
AO desarrollado por el laboratorio de Hans Clevers, lograron generar 3 líneas tumorales de 
pulmón para cultivo a largo plazo (> 13 meses) a partir de 41 casos de cáncer de pulmón 
(primario o metastásico) (Yokota et al., 2021).  

Otro de los aspectos revisados en el presente trabajo es la importancia de la matriz extracelular 
en el establecimiento de PDTOs. Para un buen crecimiento y mantenimiento de los organoides, 
es crucial que la matriz empleada para el cultivo 3D sea capaz de recrear el microambiente 
tumoral y replicar las interacciones célula-célula y célula-matriz, así como proporcionar soporte 
estructural a las células. Pese a que el Matrigel® ha sido y sigue siendo el estándar en el 
desarrollo de organoides, sus limitaciones están impulsando el desarrollo de nuevas matrices 
sintéticas. Estas matrices destacan por su composición tanto química como física conocida y libre 
de componentes animales que les permite convertirse en una herramienta más segura y 
reproducible. En estas matrices, el PEG proporciona las propiedades estructurales y mecánicas 
necesarias, mientras que la heparina se utiliza para anclar electrostáticamente biomoléculas 
cargadas positivamente. En nuestro caso, probamos 2 tipos de hidrogeles PEG que difieren del 
Matrigel® pues se forma el hidrogel previamente a la siembra celular. Todos los hidrogeles de 
PEG se pueden ajustar para modular sus propiedades biomecánicas (es decir, rigidez, porosidad) 
para parecerse a la ECM y las características clave de los diferentes modelos de cáncer. 
Adicionalmente, estas propiedades biomecánicas tienen un papel clave, no solo para permitir el 
crecimiento de los organoides, sino también en el momento de disgregar la matriz sin afectar a 
la viabilidad de los organoides. Tanto los hidrogeles a base de PEG como de fibrina deben 
reticular química o enzimáticamente para lograr la gelificación, lo que complica la recuperación 
de organoides del hidrogel (Ye et al., 2020), tal y como se ha visto reflejado en el presente 
estudio, y puede ser una desventaja para ciertas aplicaciones. Según nuestros resultados, el 
mismo método de disgregación fue mucho más efectivo para las matrices con el cultivo CP435, 
que para el PDTO 626. Aunque no hay evidencias científicas que lo respalden, se plantea la 
hipótesis de que la gran densidad celular presente en el CP435 crecido en las matrices pueda 
fomentar el proceso de disgregación. Se considera que las células son capaces de secretar 
heparinasa a lo largo del cultivo y por tanto consumir la matriz a lo largo de los días.  La baja 
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densidad y viabilidad celular observada en el cultivo del PDTO 626 habría conllevado a los 
resultados negativos en la disgregación de la matriz.  

Por otro lado, la presencia de péptidos RGD aumenta la adhesión celular a la matriz, aumenta la 
interacción entre la biomolécula y las matrices y reduce la apoptosis celular, además de disminuir 
la rigidez y mejorar las propiedades elásticas de cualquier matriz de hidrogel con el objetivo de 
promover el crecimiento de organoides  (Poudel et al., 2022). Sin embargo, no se han observado 
diferencias significativas en el establecimiento de PDTOs en las matrices sin RGD en comparación 
con las matrices con RGD en el presente estudio.  

Cabe destacar que, el cultivo de PDTOs en matrices sintéticas se encuentra aún en etapas 
incipientes por lo que hay una escasez de estudios que comparen el uso de estas matrices como 
sustitución del Matrigel® en este contexto. Pese a ello, algunos estudios sí se han centrado en el 
desarrollo de otras matrices sintéticas en la investigación contra el cáncer. Según lo reportado 
por Prince y colaboradores, consiguieron iniciar el cultivo de PDTO de cáncer de mama además 
de la realización de pases en un hidrogel preparado mediante la reacción entre nanocristales de 
celulosa modificados químicamente y gelatina (Prince et al., 2022). Otros investigadores 
desarrollaron hidrogeles basados en poliisocianopéptidos (PIC), para la expansión y 
diferenciación de organoides hepáticos humanos. Sin embargo, las imágenes de microscopía de 
los organoides a los 7 días después de la siembra de células únicas mostraron que no había 
proliferación de los organoides (Ye et al., 2020). Estos resultados, que concuerdan con los del 
presente trabajo, muestran que dichas matrices no resultaron viables para el cultivo de PDTOs.   

Se necesita por tanto ampliar los estudios con matrices sintéticas para confirmar nuestros 
resultados y estandarizar un protocolo optimizado de establecimiento de PDTOs que permita el 
crecimiento y mantenimiento a lo largo del tiempo de organoides tumorales derivados de 
pacientes diagnosticados de cáncer de pulmón.  

Para que los PDTOs constituyan una plataforma de estudio del cáncer prometedora, deben ser 
capaces de conservar los marcadores histológicos y alteraciones génicas del tumor parenteral 
del que provienen. La inmunohistoquímica del tejido tumoral primario junto con la 
inmunofluorescencia de los PDTOs demostró que estos son capaces de retener las características 
histopatológicas del tejido tumoral original. En concordancia con otros estudios, los PDTOs de 
pacientes con ADC desarrollados en el presente trabajo expresan marcadores como TTF-1, 
citoqueratina 7 (CK7) y napsina-A, mientras que los pacientes con CCE muestran expresión de 
P40, p63 y CK5/6 (Kim et al., 2019 ; Wang et al., 2023).  

Por otro lado, con el objetivo de estudiar y entender cómo las mutaciones afectan al transcurso 
de la enfermedad, se analizan los perfiles genéticos del tumor y de los organoides que hemos 
logrado establecer y mantener en el tiempo.  

En este sentido, varios grupos han correlacionado los perfiles de expresión génica de los PDTOs 
establecidos con los del tumor parental. Kim et al. investigaron si sus organoides de cáncer de 
pulmón son capaces de mantener las alteraciones genéticas de los tejidos que provienen durante 
la expansión de PDTOs a largo plazo. Para comprobarlo secuenciaron el exoma completo (WES) 
en PDTOs a pases tempranos (< P4) y pases avanzados (> P10). Observaron que las mutaciones 
y las alteraciones del número de copias (CNV) detectadas en los tejidos y los organoides de pase 
temprano se mantuvieron durante el cultivo a largo plazo. Además vieron que el número de 
mutaciones aumentó en pases posteriores, lo que puede sugerir una expansión subclonal (Kim 
et al., 2019). Otros laboratorios, como es el caso de Chen et al., compararon también las 
características genómicas de los tejidos tumorales originales y los PDTOs mediante WES y 
obtuvieron como resultado que, centrándose en los 20 genes relacionados con el cáncer de 
pulmón con mayor prevalencia, se mantenía una consistencia superior al 80 % entre tumor y 
organoide en la mayoría de los casos (Chen et al., 2020). Estos resultados están en concordancia 
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con algunos de los pacientes estudiados en el presente trabajo (ID 554 e ID 615) que mantienen 
las mutaciones a lo largo de los pases. No obstante, en algunos casos, se pierden o aparecen 
nuevas mutaciones en genes, lo cual podría deberse a una selección clonal en la que algunas 
subpoblaciones celulares tumorales con unas determinadas características genéticas proliferan 
en mayor medida que otras.   

Es de gran importancia destacar la pérdida de la mutación del gen KRAS al establecer el PDTO 
del paciente con ID 626. Las mutaciones en KRAS se asocian con antecedentes de tabaquismo y, 
más concretamente, la mutación KRAS G12V ocurre en aproximadamente el 21% de los 
pacientes con CPNM mutado en KRAS (Gao & Shen, 2022). Esta alteración presentaba un bajo 
porcentaje de VAF en la muestra tumoral que podría deberse a la heterogeneidad intratumoral. 
Puesto que para el establecimiento del cultivo de organoides se parte de una pequeña fracción 
del tumor, este podría presentar una representación minoritaria de la población celular mutada 
en KRAS. Esto puede deberse a la presencia de un subclon celular con dicha mutación que acaba 
perdiéndose por un proceso de selección que permite el crecimiento de otros clones.  

Los PDTOs son un modelo avanzado de estudio in vitro capaz de recrear las condiciones del 
tumor in vivo y, como consecuencia, se obtiene una representación de los resultados más precisa 
en comparación con los cultivos tradicionales. Se proponen por tanto como una potente 
herramienta de estudio para el testado de fármacos, así como para predecir la respuesta del 
paciente al tratamiento, la toxicidad y el desarrollo de resistencias.  

La literatura científica refleja que las células cultivadas en 3D muestran una resistencia 
notablemente mayor a la terapia de irradiación y a fármacos quimioterápicos que los cultivos 2D 
(Koch et al., 2021). En las últimas décadas, la quimioterapia adyuvante basada en Cisplatino se 
ha establecido como un tratamiento eficaz en el CPNM resecado (Rotolo et al., 2014). No 
obstante, nuestros estudios no han mostrado el efecto esperado del Cisplatino en los PDTOs, 
puesto que no se refleja una acción citotóxica contra los organoides en cultivo. De la misma 
manera, no se observa efecto de la Doxorrubicina hasta una concentración de 10 µM. En este 
caso no podemos afirmar que la Doxorrubicina actúa sobre los PDTOs a partir de esta 
concentración debido a que el rango entre concentraciones testadas (1 µM y 10 µM) es amplio, 
por lo que se deben evaluar concentraciones intermedias en los próximos experimentos.  

En línea con nuestros resultados Chitcholtan y colaboradores observaron que el Cisplatino no 
inducía apoptosis o necrosis en el modelo 3D de esferoides (Chitcholtan et al., 2012). De igual 
manera, Ono et al. mostraron que el valor de concentración inhibitoria media (IC50) para el 
tratamiento con Cisplatino y Paclitaxel en líneas celulares de cáncer de ovario cultivadas en 3D 
en Matrigel eran significativamente mayores que los de células cultivadas en 2D (Ono et al., 
2022). Siguiendo el mismo patrón, Sogawa et al. observaron que el Cisplatino redujo la viabilidad 
celular en cultivos 2D, mientras que en cultivos 3D promovía el crecimiento tumoral de las células 
metastásicas del cáncer colorrectal (Sogawa et al., 2021). Por tanto, con los resultados obtenidos 
en el presente trabajo junto con otros estudios, se deduce que la resistencia a antineoplásicos 
se ve incrementada en estudios de modelos tridimensionales en comparación con células en 
monocapa. Se han derivado numerosas explicaciones al respecto, que la estructura 
tridimensional se encuentre en estado quiescente, teniendo como consecuencia un menor 
efecto de rotura del ADN por efecto del quimioterápico (Chitcholtan et al., 2012). De la misma 
manera, la expresión de componentes de la ECM puede inducir resistencia a fármacos mediada 
por adhesión celular (CAM-DR) formando una barrera física que disuelve o retrasa la 
administración del fármaco (Nowacka et al., 2021), así como la hipoxia tumoral que conduce a 
la activación de genes implicados en la supervivencia celular y la sensibilidad a los fármacos 
(Edmondson et al., 2014). No obstante, se requieren estudios futuros para determinar el 
mecanismo por el cual los organoides presentan una alta resistencia a fármacos.  
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En resumen, nuestros resultados mostraron que el medio de cultivo es un componente esencial 
para el éxito del cultivo de PDTOs, siendo el AO condicionado el único medio que permitió el 
crecimiento de todos los organoides a lo largo del tiempo (Figura 26A). El uso de matrices 
sintéticas como alternativa al Matrigel® para el establecimiento de PDTOs en CPNM sigue siendo 
un desafío, por lo que se requieren investigaciones futuras adicionales para optimizar su 
aplicación (Figura 26B). Se ha comprobado que los PDTOs conservan los marcadores histológicos 
del tumor parental, aunque no las alteraciones génicas (Figura 26C). Por último, el cribado 
farmacológico con Cisplatino no tuvo efecto citotóxico sobre los PDTOs (Figura 26D). 

 

Figura 26. Recapitulación de los resultados obtenidos en el presente trabajo. PDTO: organoide tumoral 
derivado de paciente; P: número de pase; CPNM: Cáncer de pulmón no microcítico. Hecha en Biorender. 

El desarrollo de organoides tumorales derivados de pacientes se presenta como una 
aproximación emergente para el estudio oncológico, tal y como se ha detallado en el presente 
estudio. El uso de PDTOs permite entender la biología y progresión del tumor, además de 
predecir el tratamiento óptimo para el paciente y las resistencias a fármacos. Cabe destacar que 
la investigación de PDTOs ha avanzado rápidamente en los últimos años. Aun así, es de vital 
importancia el desarrollo de futuros estudios para estandarizar el cultivo de organoides y 
maximizar el potencial de PDTOs en la investigación contra el cáncer de pulmón no microcítico. 
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6. CONCLUSIONES 

1. Se ha demostrado que el medio de cultivo de organoides es clave para el éxito de 
establecimiento y mantenimiento de PDTOs, siendo el medio AO condicionado el que 
posee una mayor tasa de éxito. 

2. No se ha conseguido mantener el cultivo de PDTO de CPNM en las matrices extracelulares 
sintéticas. 

3. Se ha demostrado que los PDTOs recapitulan la histología del tumor parental del que 
provienen. Sin embargo, se han detectado cambios en algunas alteraciones genéticas al 
establecer los PDTOs con respecto a las alteraciones del tumor primario. 

4. El uso de PDTOs como plataforma para el cribado de fármacos requiere de una mejora en 
el protocolo establecido. 
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ANEXOS 

ANEXO 1. RELACIÓN DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE 

DE LA AGENDA 2030. 

• Grado de relación del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). 

 
• Descripción breve de la alineación del TFG con los ODS, marcados en la tabla 

anterior, con un grado alto. 

El presente trabajo se encuentra estrechamente relacionado con el ODS 3: Salud y bienestar. Su 

objetivo principal es garantizar una vida sana y promover el bienestar para todos en todas las 

edades. Concretamente, este trabajo se relaciona con el objetivo 3.4 que plantea para el año 

2030 reducir en un tercio la mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles mediante 

la prevención y el tratamiento y promover la salud mental y el bienestar, pues el cáncer de 

pulmón no microcítico es una enfermedad no transmisible con la mayor tasa de incidencia y 

mortalidad en la población por cáncer. 

Por otro lado, el trabajo se relaciona también con el ODS 17: Alianzas para lograr objetivos. Para 

la realización de este trabajo se ha colaborado con servicios del Hospital General Universitario 

de Valencia, como son Anatomía Patológica, Oncología y Cirugía Torácica. Además, se ha 

colaborado con el laboratorio de la Dr. Judith Guasch (CSIC-ICMAB, Barcelona), el cual ha 

diseñado y proporcionado las matrices extracelulares sintéticas empleadas dentro del objetivo 

2 del presente trabajo. Por último, se ha colaborado con laboratorios externos (Dr. Luis Paz-Arez 

y el Dr. Hans Clevers) para la obtención de las líneas celulares productoras de los factores R-

spondina 1 y Noggin, empleados para el desarrollo de PDTOs. 
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ANEXO 2. DOCUMENTO INFORMADO AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO 

DE LOS PACIENTES DEL ESTUDIO 
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ANEXO 3. COMPOSICIÓN DE LOS MEDIOS DE CULTIVO PARA ORGANOIDES: (A) CLÁSICO 

(B) AO COMPLETO (C) AO CONDICIONADO. AO: Airway Organoid. 

A) CLÁSICO Proveedor Concentración Stock 
Concentración 

final 

N-2 Thermo Fisher Scientific 100X 1X 

B-27 Thermo Fisher Scientific 50X 1X 

bFGF Thermo Fisher Scientific 20 𝝻g/ml 20 ng/mL 

EGF Thermo Fisher Scientific 50 𝝻g/ml 50 ng/mL 

Inhibidor Rock Selleckchem 10 mM 10 𝝻M 

 

B) AO 

COMPLETO 

Vía de 

señalización 
Proveedor 

Concentración 

Stock 

Concentración 

final 

Noggin Bloquea TGF-β Peprotech 100 𝝻g/ml 100 ng/ml 

R-Spondina 
Activación vía 

Wnt/β-catenina 
Peprotech 500 𝝻g/ml 500 ng/ml 

B-27 Activa insulina 
Thermo Fisher 

Scientific 
50X 1X 

Nicotinamida 
Precursor de 

coenzimas 
Merck 1M 10 mM 

N-Acetilcisteína Antioxidante Merck 1M 1.25 mM 

FGF-7 Activa FGFR2b Peprotech 10 𝝻g/ml 6.25 ng/ml 

FGF-10 Activa FGFR2b Peprotech 50 𝝻g/ml 25 ng/ml 

A83-01 Bloquea TGF-β Tocris 500 𝝻M 500 nM 

SB202190 
Bloquea p38 

MAPK 
Biogen 1 mM 1 𝝻M 

Inhibidor Rock 
Bloquea 

RhoA/ROCK 
Selleckchem 10 mM 5 𝝻M 
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C) AO 

CONDICIONADO 

Vía de 

señalización 
Proveedor 

Concentración 

Stock 

Concentración 

final 

Noggin Bloquea TGF-β Peprotech 8 ng/ml 10% 

R-Spondina 
Activación vía 

Wnt/β-catenina 
Peprotech 500 𝝻g/ml 10% 

B-27 Activa insulina 
Thermo Fisher 

Scientific 
50X 1X 

Nicotinamida 
Precursor de 

coenzimas 
Merck 1M 10 mM 

N-Acetilcisteína Antioxidante Merck 1M 1.25 mM 

FGF-7 Activa FGFR2b Peprotech 10 𝝻g/ml 6.25 ng/ml 

FGF-10 Activa FGFR2b Peprotech 50 𝝻g/ml 25 ng/ml 

A83-01 Bloquea TGF-β Tocris 500 𝝻M 500 nM 

SB202190 
Bloquea p38 

MAPK 
Biogen 1 mM 1 𝝻M 

Inhibidor Rock 
Bloquea 

RhoA/ROCK 
Selleckchem 10 M 5 µM 
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ANEXO 4. CARACTERÍSTICAS CLINICOPATOLÓGICAS DE LA COHORTE Y SUS CORRESPONDIENTES BIOMARCADORES EN LAS MUESTRAS DE 

TEJIDO TUMORAL. ND: no disponible; VAF%: valor porcentual de la frecuencia de la variante alélica; IHQ: Inmunohistoquímica. 

ID 
paciente 

Sexo Edad 
Hábito 

tabáquico 
Histología Estadio Estudio inmunohistoquímico 

Alteraciones moleculares en 
tejido tumoral 

540 Hombre 74 
Fumador hasta 

2019, >40 
paquetes/año 

Urotelial  ND 
CK7+, P40+, CK20-, GATA3-, PD-L1- 

(<1%) 
No secuenciado 

554 Mujer 62 
Fumadora 1 
paquete/día 

Carcinoma Escamoso IA 
P40+, PD-L1+ (70%), Cromogranina-, 

Sinaptofisina-, TTF1-  
No secuenciado 

570 Mujer 69 
Fumadora 5 

cigarrillos/día 
Adenocarcinoma IIB TTF-1+, P40-, PD-L1- (<1%) No se detectan mutaciones 

571 Hombre 70 

Fumador 9 
cigarrillos/día 

desde hace 
más de 50 

años 

Adenocarcinoma con patrón 
sólido 

IB 
TTF-1+, P16+, CKA1/A3+, PD-L1+ 

(90%), Cromogranina-, Sinaptofisina-, 
CD56-, P40-, CK5/6- 

GNAS p.(Arg201His) (c.602G>A)  
(NM_000516.6), VAF%: 4,4%, 

592 Mujer 64 
Ex fumador 

desde hace 15 
años 

Adenocarcinoma 
(predominante papilar 

(60%), con áreas 
micropapilares (30%) y 

acinares (10%)) 

IIB 
CK7+, TTF-1+, PD-L1+ (60%), P40-, 

CK20- 

KRAS p.(Gly12Val) (c.35G>T) 
(NM_033360.4), VAF%: 34,5%  

ALK p.(Arg1212Ser) (c.3634C>A) 
(NM_004304.5), VAF%: 29,8%. 

599 Hombre 64 

Ex fumador 
desde hace 3 

semanas de 20 
cigarrillos/día 

Adenocarcinoma 
(predominantemente acinar 
(80%) (con patrón cribiforme 
y comedonecrosis) y papilar 

20%) 

IIIA TTF1+, P40-, PD-L1- (<1%) No se detectan mutaciones 
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ID 
paciente 

Sexo Edad 
Hábito 

tabáquico 
Histología Estadio Estudio inmunohistoquímico 

Alteraciones moleculares en 
tejido tumoral 

609 Hombre 62 

Fumador de 1 
caja de 

cigarrillos/día 
desde los 14 

años 

Carcinoma Escamoso IIIB PD-L1+ (20%) 

PTEN p.(Arg130Gln) (c.389G>A) 
(NM_000314.8), VAF%: 44,6%  
TP53 p.(Cys141Arg) (c.421T>C) 
(NM_000546.5), VAF%: 44,0%. 

612 Mujer 71  ND 

Adenocarcinoma (mucinoso 
invasivo 

predominantemente papilar 
90% con 10% micropapilar) 

IB 
TTF-1+, CK7+, CK20+, CDX2-, 

estrógenos-, progesterona-, P40-, 
GATA3-, PD-L1- (<1%) 

KRAS p.(Gly12Val) (c.35G>T) 
(NM_033360.4), VAF%: 29,2%.  

Fusión ALK. 

615 Hombre 62  ND 

Adenocarcinoma 
(predominantemente acinar 

(50%), sólido (25%), 
lepídico (20%), papilar (5%).) 

IA TTF-1+, PD-L1+ (30%), P40- 

KRAS p.(Gly12Asp) (c.35G>A) 
(NM_033360.4), VAF%: 26,7% 

TP53 p.(Arg248Leu) (c.743G>T) 
(NM_000546.5), VAF%: 20,73%. 

616 Hombre 70 
Ex fumador 

desde hace 3 
años 

Adenocarcinoma 
predominantemente acinar 

IVA 
TTF-1+, CKAE1/AE3+, PD-L1+ (30%), 
P40-, PAX-8-, S-100-, GATA3-, CD56-, 
cromogranina-, sinaptofisina-, LCA-  

TP53 p.(Arg181Pro) (c.542G>C) 
(NM_000546.5), VAF%: 41,7%. 

622 Hombre 63 ND  
Adenocarcinoma intestinal 

con áreas mucinosas 
IB   CDX2+, CK20+, TTF1- y P40-, CK7- 

KRAS p.(Gly12Asp) (c.35G>A) 
(NM_033360.4), VAF%: 11,6% 

PIK3CA p.(Glu545Lys) (c.1633G>A) 
(NM_006218.4), VAF%: 4,6%. 

626 Mujer 60  ND Adenocarcinoma IVA ND   ND 
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ANEXO 5. RECIBO DE TURNITIN 

 


