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RESUMEN  

El cáncer de pulmón es una de las principales causas de muerte en México y el 
mundo. Se ha reportado que puede presentar transdiferenciación en un fenotipo 
neuroendócrino que se traduce en un pronóstico menos favorable para los pacientes. 
Los estrógenos son importantes para el desarrollo de esta neoplasia. El receptor de 
estrógenos acoplado a proteína G (GPER) es un receptor involucrado en respuestas 
rápidas no genómicas y se ha encontrado en una alta expresión en células 
cancerosas de pulmón. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar los cambios 
producidos por el estradiol (E2) sobre la proliferación de una línea celular de 
adenocarcinoma de pulmón (A549) y la expresión de GPER en su fenotipo 
neuroendócrino A549NED. El efecto sobre la proliferación se determinó mediante los 
ensayos de azul de tripano  y MTT donde se encontró una diferencia significativa 
(p=0.0020 y p <0.0001, respectivamente) en el grupo tratado con estradiol (A549E2). 
La obtención del fenotipo neuroendocrino se realizó mediante el tratamiento con 
IBMX+FSK, utilizando sinaptofisina (SYP) como marcador específico del fenotipo. La 
expresión de SYP fue significativamente diferente en ambos grupos A549NED y 
A549NED+E2 con respecto del grupo control A549 (p=0.0007 y p=0.0204). Finalmente, 
se evaluó la expresión relativa de GPER en el fenotipo neuroendocrino A549NED+E2 
obteniendo una diferencia significativa contra A549NED (p=0.0001). Los resultados de 
este estudio sugieren seguir indagando sobre el papel de los estrógenos en el cáncer 
de pulmón así como mayor precaución en tratamientos hormonales, considerando 
especialmente como grupo de riesgo a mujeres menopaúsicas afectadas por esta 
neoplasia. 
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1. ANTECEDENTES 

1.1 Cáncer de pulmón 

El cáncer de pulmón ha sido reconocido como una de las principales causas de 

muerte por cáncer en México y en el mundo. A través de la base de datos 

GLOBOCAN 2020 se han reportado las estimaciones epidemiológicas causadas por 

el cáncer de pulmón. Para el 2020 alcanzó una incidencia de más de 2 millones de 

casos y casi 1.8 millones de muertes (Sharma, 2022). En el mismo año,  en México 

se registraron 195 mil  casos nuevos y 90 mil muertes por este tipo de cáncer 

(International Agency for Research on Cáncer, 2020). Según el Instituto Nacional de 

Salud Pública en México, su alta mortalidad se ve explicada por ser una patología 

asintomática o “silenciosa” en los estadios tempranos por lo que se tiene una 

detección tardía cuando los pacientes llegan a etapas avanzadas (Gobierno de 

México, 2021). 

Se han asociado los siguientes factores de riesgo: fumar, tanto en fumadores como 

en personas no fumadoras expuestas al humo, partículas tóxicas en el aire, sexo, 

genes o envejecimiento; aunque la causa más común de cáncer de pulmón es el 

tabaquismo (Hosseini y col., 2022). Al igual que la mayoría de los tumores malignos, 

el cáncer de pulmón se compone de subpoblaciones de células, con distintas 

características moleculares, resultando en una heterogeneidad intratumoral, por lo 

que es fundamental comprender cada aspecto biológico para el desarrollo de 

diagnósticos, terapias o tratamientos (Herbst y col., 2018). 

1.1.1 Clasificación del cáncer de pulmón  

Existen 2 formas principales de cáncer de pulmón: cáncer de pulmón de células no 

pequeñas (que se presenta en el 85 % de los casos) y cáncer de pulmón de células 

pequeñas (15 % de los casos) (Thai y col., 2021). 
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El cáncer de pulmón de células pequeñas (CPCP), es un carcinoma que se origina a 

partir de células madre neuroendócrinas de pulmón, se presenta en 13-15 % de todos 

los casos de cáncer de pulmón con un mal pronóstico cuyo principal factor se 

relaciona con los carcinógenos del tabaco. La clasificación actual de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) reconoce dos subtipos: CPCP  y CPCP  combinado 

(Rudin y col., 2021). El CPCP se produce en las células epiteliales del sistema 

respiratorio, se propaga en los ganglios linfáticos regionales y en los vasos linfáticos 

submucosos en ausencia de una invasión bronquial (Karuppasamy y col., 2021). 

Debido al lento progreso del tratamiento clínico, la tasa de supervivencia a 5 años 

del CPCP se ha mantenido por debajo del 7 % durante muchos años (Liang y col., 

2022). 

El cáncer de pulmón de células pequeñas engloba múltiples alteraciones genéticas, 

incluidas variaciones en los genes supresores de tumores, mutaciones en los 

factores de transcripción, modificación de la cromatina y receptores de tirosina 

quinasas o sus componentes de señalización. De hecho, el 95 % de los tumores 

revelan pérdida de la proteína del retinoblastoma 1 (RB1) y más del 65 % presentan 

mutaciones en la proteína p53 (Raso y col., 2021). 

Por su parte, el cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPCNP) se divide 

histológicamente en carcinoma de células grandes (5-10 %), carcinoma de células 

escamosas (25-30 %) y adenocarcinoma (Bruno y col., 2021). Las evidencias de la 

literatura apoyan que el carcinoma de pulmón de células escamosas deriva de los 

bronquios y avanza hacia la carina bronquial. El adenocarcinoma en el epitelio 

glandular de células madre bronquioalveolares o neumocitos tipo II. Además, el 

carcinoma de células grandes muestra disminución de morfología escamosa o 

glandular clásica (Karuppasamy y col., 2021). Entre la clasificación de CPCNP, los 

adenocarcinomas son el subtipo más frecuente, seguidos por los carcinomas de 

células escamosas (Thai y col., 2021), la comprensión profunda de los diferentes 

subtipos y su heterogeneidad es muy útil para abordar y definir potenciales 

estrategias de tratamiento para pacientes con esta patología (Passaro y col., 2021). 
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Así mismo, desde el 2004, año en el que se identificaron mutaciones oncogénicas 

activadoras en el dominio tirosina cinasa del receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR), se ha descrito un número cada vez mayor de alteraciones 

oncogénicas activadoras en el CPCNP, en las que se incluyen: mutaciones o 

amplificaciones de la proteína cinasa del linfoma anaplásico (ALK), el receptor de 

tirosina cinasa neurotrófico (NTRK), el oncogén del sarcoma viral de rata de Kirsten 

(KRAS), protooncogén B-Raf (BRAF), receptor del factor de crecimiento de 

hepatocitos (HGFR, también conocido como MET) y receptor 2 del factor de 

crecimiento epidérmico humano (HER2), así como las fusiones de (ALK) el 

protooncogén ROS 1 (ROS1) (Kerr y col., 2021; Passaro y col., 2021). De igual forma, 

estas alteraciones moleculares cuentan con diferentes características 

epidemiológicas (Cuadro 1) que se han observado dependiendo del subtipo, sexo, 

prevalencia, edad o si son fumadores. En el caso de los adenocarcinomas, se han 

reportado principalmente mutaciones en EGFR, ALK y ROS1. Por otro lado, EGFR, 

HER y ROS1 se presentan mayormente en pacientes mujeres y aquellos CPCNP 

con mutación en MET se han correlacionado con una edad más avanzada en el 

momento del diagnóstico en comparación con los cánceres de pulmón con mutación 

en EGFR, KRAS y BRAF (Fois y col., 2021). 

Actualmente se están investigando otros biomarcadores y se recomienda su análisis 

siempre que sea posible. A pesar de la respuesta inicial a las terapias dirigidas, las 

mutaciones concurrentes y la heterogeneidad tumoral pueden afectar de manera 

diferente la respuesta al tratamiento, por lo que es crucial una descripción molecular 

precisa de los mecanismos de resistencia así como las características 

epidemiológicas del paciente (Bruno y col., 2021).  
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Cuadro 1. Características epidemiológicas de alteraciones moleculares en CPCNP 

(modificada de Fois y col., 2021). 

Gen Prevalencia Edad Género 
No fumadores/ 

Fumadores 
Histología 

EGFR 

40-50 % en 

población 

asiática 

Pacientes 

jóvenes 
Mujeres No fumadores Adenocarcinoma 

ALK 
1-10 % de 

CPCNP 

Pacientes 

jóvenes 
No definido No fumadores Adenocarcinoma 

ROS1 
0.9-2.6 % de 

CPCNP 

Pacientes 

jóvenes 
Mujeres No fumadores Adenocarcinoma 

KRAS 

30-40 % de 

CPCNP, más 

común en 

caucásicos 

Pacientes 

jóvenes 

¿Hombres? 

No definido 
Fumadores Adenocarcinoma 

BRAF 
2-4 % de 

CPCNP 
No definido 

V600E en 

mujeres y otros 

en hombres 

Fumadores Adenocarcinoma 

MET 

Mutaciones 

en 1-10 % de 

CPCN 

Edad 

avanzada 
No definido Fumadores 

Adenocarcinoma y 

Carcinoma de 

células escamosas 

HER2 
Mutaciones 

en 2-3 % 
No definido 

Mutaciones en 

mujeres y 

amplificaciones 

en hombres 

Mutaciones en 

no fumadores y 

amplificaciones 

en ex-fumadores 

Adenocarcinoma y 

raramente en 

Carcinoma de 

células escamosas 

Ya que el cáncer de pulmón presenta características clinicopatológicas muy variadas, 

además de la clasificación de CPCP y CPCNP, desde 1967 la Organización Mundial 

de la Salud (OMS) ha establecido la clasificación de tumores pulmonares bajo los 

siguientes principios: la morfología, con apoyo de la inmunohistoquímica y las 

técnicas moleculares. Desde el 2021 incluso, se hace un mayor énfasis en anomalías 

moleculares individuales (Nicholson y col., 2022). Se han realizado estas divisiones 

específicamente por la creciente necesidad de diferenciar el CPCNP en tipos de 
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células específicas que permitan obtener una clasificación patológica y genética más 

precisa de los tumores de pulmón (Mariën y col., 2022).  

1.1.2 Tumores neuroendócrinos de pulmón 

Entre las subclasificaciones del cáncer de pulmón se encuentran los tumores 

neuroendócrinos de pulmón (NETs), los cuales son un grupo de tumores raros con 

patogenia heterogénea que se originan en células neuroendócrinas de captación y 

descarboxilación de precursores de aminas (APUD) de células de Kulchitsky (Savu 

y col., 2022) o pueden derivarse a partir de la  transdiferenciación neuroendócrina de 

tipos de células epiteliales específicas de órganos (Kawasaki y col., 2023). El término 

“neuroendócrino” se divide en “neuro” que se basa en la presencia de gránulos de 

núcleo denso y “endocrino” por la síntesis de monoaminas (Chandrasekaran y col., 

2023). 

Los pulmones son el segundo sitio más común en desarrollar tumores 

neuroendócrinos después del sistema gastrointestinal, representan el 30 % de todos 

los NETs y se asocian con características histológicas adversas, pronóstico negativo 

y mayor capacidad de respuesta a la quimioterapia (Bellizzi A., 2020). Estos tumores 

expresan marcadores neuroendócrinos como la sinaptofisina y la cromagranina 

dentro del epitelio pulmonar (Shaurova y col., 2020). 

En diferentes células cancerosas de próstata, pulmón y del sistema gastrointestinal 

se ha reportado la transdiferenciación neuroendócrina que se ve reflejada en una 

menor esperanza de vida de los pacientes (Mendieta y col., 2021; Chang y col., 

2023). 

Se descrito el rol de hormonas esteroides y sus receptores sobre tumores 

neuroendócrinos de mama (Sun y col., 2022), próstata (Abdulfatah y col., 2021) y en 

la glándula pituitaria, en esta última se han propuesto como alternativa los 

antiestrógenos para su tratamiento (Haydar y col., 2020).  

https://www.nature.com/articles/s41571-022-00696-0#auth-Kenta-Kawasaki-Aff1-Aff2
https://link.springer.com/article/10.1007/s12032-021-01473-2#auth-Eman-Abdulfatah-Aff1
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Actualmente no se ha investigado el efecto de hormonas esteroides como el estradiol 

sobre la diferenciación neuroendócrina de pulmón. Este órgano responde a estas 

hormonas y sus receptores se expresan e involucran en diferentes aspectos 

importantes para su desarrollo y función que incluso pueden asociarse con la 

patogenia de enfermedades crónicas respiratorias como el cáncer de pulmón (Leach 

y col., 2021). 

1.2 Estrógenos 

 El término “estrógeno” proviene de las palabras griegas oistros (frenesí, en celo) y 

gennan (producir) (Fuentes y Silveyra, 2019). Los estrógenos son un conjunto de 

hormonas sexuales que incluyen estrona (E1), estradiol (E2) y estriol (E3) (Figura 1), 

su estructura central se compone de 17 enlaces carbono-carbono dispuestos como 

cuatro anillos fusionados (tres anillos de ciclohexano y un anillo de ciclopentano) 

derivada de la biosíntesis del colesterol (Fuentes y Silveyra, 2019; Orzołek y col., 

2022).   

 

Figura 1. Estructura química de estrógenos endógenos 

(modificada de Awolaran, 2015). 
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Estas hormonas esteroides regulan el desarrollo y la función de mecanismos 

fisiológicos, no sólo femeninos, sino también masculinos. Los esteroides se sintetizan 

principalmente en los ovarios (E2 y progesterona), los testículos (andrógenos, 

testosterona) y las glándulas suprarrenales (cortisol, andrógenos) (Luo y  Liu, 2020). 

En los ovarios, la síntesis de estrógeno empieza en las células de la teca con la 

síntesis de andrógenos, posteriormente en las células de granulosa, la enzima 

aromatasa (CYP19A1) es responsable de la bioconversión de andrógenos en 

estrógenos (Orzołek y col., 2022). En la gónada masculina, los estrógenos se 

sintetizan en las células de Sertoli, las células de Leydig y en espermatozoides 

(Figura 2) (Guercio y col., 2020). 

 La aromatasa se expresa también en el endometrio, vasos sanguíneos, hígado, 

pulmón, hueso, piel, tejido adiposo y cerebro. Los sitios principales donde se 

encuentran los estrógenos son los ovarios, gónadas, la placenta y el tejido cerebral, 

aunque también pueden detectarse en la piel, los huesos, el cerebro, el hígado, los 

pulmones y las glándulas suprarrenales (Orzołek y col., 2022).  

Los estrógenos cumplen un papel crítico en la homeostasis de la glucosa, la 

homeostasis de los lípidos, el metabolismo óseo, la función cerebral, el crecimiento 

folicular, el crecimiento esquelético y la ovulación, entre otra variedad de funciones 

que dependen de sus señales (Patel y col., 2018). La palabra estrógeno se usa 

comúnmente para referirse al estradiol (E2 o 17β-estradiol), debido a su relevancia 

fisiológica, además, es la hormona estrogénica más potente debido a su alta afinidad 

por los receptores de estrógeno (ER) (Ezhilarasan, 2020). 

En general, la familia de estrógenos puede atravesar las membranas celulares 

hidrofóbicas, uniéndose a los receptores asociados a la membrana y a los receptores 

que se localizan en el núcleo, desencadenando cambios en la transcripción y en la 

expresión de genes (Dobbs y col., 2018).   
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Figura 2. Síntesis de estrógeno en células de la teca y en células de Leydig. P450scc, 

ruptura de la cadena lateral P450; CYP11A1; 3β-HSD, 3β hidroxiesteroide 

deshidrogenasa; CYP17A1, citocromo P-450, familia 17, subfamilia A, gen del 

polipéptido 1; 17β-HSD, 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (modificada de 

Ambhore y col., 2021). 
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1.2.1  Receptores de Estrógeno 

Los estrógenos actúan sobre los tejidos diana a través de los receptores nucleares 

ERα y ERβ; y los receptores de estrógeno acoplados a la proteína G unidos a la 

membrana (GPER/GPR30) (Fuentes y Silveyra, 2019). 

El receptor de estrógenos alfa (ERα) y el receptor de estrógenos beta (ERβ) tienen 

estructuras similares y fueron identificados y clonados respectivamente en 1986 y 

1996, se unen al estrógeno con afinidades parecidas pero sus distribuciones tisulares 

son distintas (Chen, y col., 2019; Milette y col., 2019). Por su parte, el receptor de 

estrógenos alfa es codificado por el gen Esr1 ubicado en el cromosoma 6 humano; 

por otro lado, el receptor beta es codificado por el gen Esr2 encontrado en el 

cromosoma 14 (Porras y col., 2021). El ERα está presente en la glándula mamaria, 

el útero, los ovarios (células tecales), los huesos, los órganos reproductores 

masculinos (testículos, epidídimo, próstata), el hígado y los tejidos adiposos. 

Mientras que ERβ se encuentra en la próstata (epitelio), la vejiga, el ovario (células 

de la granulosa), el colon, el tejido adiposo, pulmones y el sistema inmune. No 

obstante, ambos subtipos se presentan en los sistemas nervioso central y 

cardiovascular (Saha y col., 2019).  

Diferentes células inmunitarias, incluidos los linfocitos y los macrófagos, expresan 

ERα y ERβ, por lo que el estrógeno puede inducir respuestas inmunitarias según la 

expresión celular de los receptores de estrógeno. Específicamente, las células B y 

las células dendríticas expresan los niveles más altos de ARNm de ER en 

comparación con cualquier otro tipo de célula inmunitaria (Mateus y col., 2022). Se 

ha comprobado que la señalización del ERα promueve el desarrollo de nuevas 

células inmunitarias al actuar sobre los progenitores hematopoyéticos (Millas y 

Duarte, 2021).   

Además, la expresión de los receptores de estrógenos (ER) modula la función de 

leucocitos: los niveles bajos de estrógeno tienden a aumentar la síntesis de 

citoquinas proinflamatorias y los niveles altos disminuyen su producción. 
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Adicionalmente, el estrógeno promueve la respuesta adaptativa de las células T 

contra la infección viral mediante el aumento de la proliferación de neutrófilos. 

También, induce la diferenciación de monocitos en células dendríticas inflamatorias, 

lo que induce una mayor producción de citoquinas e IFN y activa las células T 

auxiliares 1 (Th1) (Wehbe y col., 2021). Así mismo, se ha demostrado que la 

diferenciación de células dendríticas como células de Langerhans a partir de 

progenitores mieloides es promovida al agregar E2 in vitro e inhibida por antagonistas 

de ER y la deficiencia de ERα (Quatrini y col., 2021). 

Por otro lado, en el sistema respiratorio, múltiples estudios han demostrado que los 

estrógenos y su señalización cumplen un papel importante no solo en el desarrollo 

pulmonar normal sino también en la fisiopatología del cáncer de pulmón (Li y col., 

2022). La literatura ha reportado que los estrógenos promueven la producción de 

surfactante y el crecimiento de las vías respiratorias y el parénquima pulmonar (Yong 

y col., 2021). Se ha documentado que ERβ es la forma predominante en el pulmón y 

en células epiteliales bronquiales (Li y col., 2022, Millas y col., 2021) por lo que este 

receptor tiene un papel importante en el músculo liso bronquial, actuando como 

“protector” frente a las crisis de asma debido a la reducción del número de células 

del músculo liso y la hiperreactividad bronquial. También se requiere para el 

mantenimiento de la matriz extracelular en el pulmón (Millas y col., 2021).  

Aunque aún resulta complejo el papel de ERβ en el cáncer de pulmón, se ha 

documentado que bajo ciertas condiciones experimentales, ERβ estimula la 

proliferación de células de carcinoma de pulmón de células no pequeñas a través de 

la activación extranuclear no genómica de la señalización de AMPc, Akt y MAPK. 

Otros informes sugieren que la expresión citoplasmática de ERβ está asociada con 

la resistencia a la terapia con inhibidores del receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR) (Mal y col., 2020).  

Por su parte, el receptor de estrógeno acoplado a proteína G (GPER), originalmente 

llamado “receptor 30 acoplado a proteína G” (GPR30), es un receptor involucrado en 
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respuestas rápidas no genómicas. Contrario a los receptores de estrógeno (alfa o 

beta), que son solubles y se encuentran en el citoplasma o en el núcleo celular, el 

GPR30, es un receptor transmembrana que se expresa tanto en la membrana 

plasmática (MP) como en el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi (Tutzauer y 

col., 2020).  

En las décadas de 1960 y 1970, dos estudios informaron los efectos rápidos celulares 

de E2 (estradiol) en la síntesis de cAMP (Szego y Davis, 1967) y la movilización de 

calcio (Pietras y Szego, 1977) asociados a la membrana que no involucraban la 

transcripción, por lo que se les denominó vías de señalización no genómicas o 

extranucleares. En 1997, se identificó y clonó por primera vez un nuevo receptor 

acoplado a proteína G (GPCR) de siete dominios transmembrana, nombrado GPR30, 

el cual fue clasificado como un GPCR huérfano sin ligandos endógenos afines (Luo 

y Liu, 2020). Más adelante, en 2005 los grupos de investigación de Thomas y col. y 

Revankar y col., proporcionaron datos para demostrar que E2 se une directamente a 

GPR30 o GPER, actuando como un receptor de estrógenos unido a la membrana. 

En 2007, por primera vez se investigó el papel fisiológico de GPR30 in vivo en 

hepatocitos de ratas demostrando el efecto no genómico de E2 en la reducción de la 

lesión hepática mediante la vía dependiente de la proteína quinasa A (PKA) a través 

de GPER pero no de ERα (Luo y Liu, 2020).  

1.2.2 Eventos genómico y no genómicos mediados por estrógenos 

Al introducirse en la membrana plasmática, los estrógenos interactúan con los 

receptores intracelulares ERα y ERβ, esta unión desencadena efectos directos sobre 

las secuencias de ADN. Alternativamente, el estrógeno puede activar cascadas de 

señalización intracelular mediante la acción de GPER y/o ERα y ERβ. Las diferencias 

en los eventos celulares y moleculares que conducen a la regulación de la expresión 

génica en la que los complejos estrógeno-receptor pueden unirse directa o 

indirectamente al ADN, conduce a eventos de señalización mediados por estrógenos 

que se pueden dividir en dos: 1) genómicos (vía directa), a través de los receptores 
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nucleares y 2) no genómicos (vía indirecta), ejecutados por  el receptor de estrógeno 

acoplado a la proteína G (Fuentes y Silveyra, 2019). 

1) Vía de eventos genómicos: Los receptores nucleares de tipo I en los que se 

incluyen los ERα y ERβ, se mantienen en un estado inactivo en el citosol. Ambos 

receptores tienen un grupo amino terminal que es responsable de la activación de la 

transcripción independiente del ligando, en el centro un dominio de unión al ADN 

(DBD) y en el extremo carboxilo un dominio de unión al ligando (LBD). Cuando un 

ligando esteroide entra a través de la membrana celular y se une al receptor, éste se 

transloca al núcleo, se une a los elementos de respuesta al estrógeno (ERE) y se 

homodimeriza. Posteriormente, el homodímero se une a sitios palindrómicos 

específicos cerca de los genes en el ADN genómico, lo que conduce a la represión 

o activación de la expresión génica  (Figura 3) (Cole y col., 2019; Amir y col., 2021). 

2) Por el contrario, los eventos no genómicos se ejecutan a través de la vía mediada 

por membrana, en la que el ligando actúa a través de GPER e involucra la activación 

de mecanismos de transducción de señales con la posterior producción de segundos 

mensajeros intracelulares, la regulación de AMPc y la activación de proteínas 

quinasas de cascadas de señalización que resultan en cambios indirectos en la 

expresión génica. Las cascadas de proteína quinasa se pueden clasificar en cuatro 

principales: 1) la vía de la fosfolipasa C (PLC)/proteína quinasa C (PKC), 2) la 

cascada Ras/Raf/MAPK 3) la cascada de fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K)/Akt 

cinasa y 4) la vía de señalización de AMPc/proteína quinasa A (PKA). Además, la 

unión de GPER a los estrógenos promueve la activación dependiente de estrógenos 

de la adenilil ciclasa y el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). La 

siguiente fosforilación de factores de transcripción por parte de las proteínas 

quinasas señaladas anteriormente puede alterar su función y capacidad para unirse 

a secuencias genómicas para afectar la expresión génica. Los ejemplos de factores 

de transcripción que se ven afectados por estos mecanismos de señalización 

incluyen: Elk-1, CREB, la proteína beta de unión al potenciador de CCAAT (C/EBPβ), 
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el factor nuclear NF-κB y la familia de transductores de señal y activadores de la 

transcripción (STAT) (Fuentes y Silveyra, 2019). 

1.3 Características del receptor de estrógenos acoplado a proteína G 

1.3.1 Estructura y localización 

El gen GPER humano está ubicado en el cromosoma 7p22.3 y contiene un marco de 

lectura abierto de 1128 pb que codifica una proteína de 375 aminoácidos. La proteína 

de GPER consiste en siete dominios transmembrana unidas por tres bucles 

extracelulares y tres bucles intracelulares, un dominio N extracelular y un dominio C 

intracelular. En el dominio N, hay tres asparaginas conservadas: Asn25, Asn32 y 

Asn44 (la asparagina 44 es indispensable para la estructura y actividad del receptor) 

(Qie y col., 2021).  

Figura 3. Vía genómica a través de los receptores nucleares ERα  y 

ERβ (modificada de Jin y col., 2020). 
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GPER se expresa en varios tejidos como la placenta, el corazón, los pulmones, el 

hígado, el cerebro, las mamas, la próstata, musculo esquelético y tejidos linfoides 

(Ulhaq y col., 2021). 

1.3.2 Ligandos y señalización 

GPER se define por ser un receptor que media múltiples eventos de señalización no 

genómicos inducidos por E2 y otras sustancias similares, que se caracteriza por ser: 

(1) muy rápido, en minutos o incluso segundos y (2) insensible a la transcripción de 

ADN y a los inhibidores de la síntesis de proteínas (Figueira y col., 2018).  

Las tres formas fisiológicas de estrógeno (estrona, E2 y estriol) pueden actuar como 

ligandos de GPER. La estrona y el E2 se han descrito como agonistas de GPER, 

mientras que el estriol actúa como antagonista. Además de los estrógenos, otras 

moléculas se han descrito como agonistas de GPER que incluyen agentes 

terapéuticos como: dietilestilbestrol, tamoxifeno y su metabolito 4-hidroxitamoxifeno, 

etinilestradiol, raloxifeno y fulvestrant, así como xenoestrógenos como bisfenol A y 

fitoestrógenos como resveratrol, zearalenona y genisteína. Igualmente existen otros 

ligandos que se han sintetizado como G1 que actúa como agonista selectivo y dos 

antagonistas selectivos, G15 y G36 (Hernández y col., 2020). 

Las respuestas mediadas por GPER se han descrito en varios tipos de células e 

involucran varios mecanismos moleculares y vías de señalización. Después de la 

unión del ligando, GPER inicia la señalización intracelular mediante la activación de 

proteínas G heterotriméricas, compuestas por subunidades α, β y γ, siendo esta 

última conocida como complejo βγ. En general, la subunidad Gα (Gα) se disocia del 

complejo heterotrimérico Gαβγ y las subunidades libres (Gα y Gβγ) activan distintas 

vías de señalización intracelular (Figura 4) (Figueira y col., 2018),  incluida la 

movilización de segundos mensajeros, como Ca2+ y óxido nítrico (NO), la producción 

de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) , la transactivación del receptor del factor 

de crecimiento epidérmico humano (EGFR), la vía inducida por HIF, la vía de señal 

Notch, la vía del receptor del factor de crecimiento similar a la insulina (IGFR), la vía 
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NF-kB, la vía Hippo/YAP y la activación de vías de señalización aguas abajo como 

la vía de señalización de PI3K/AKT (Qie y col., 2021; Wang y col., 2022). La 

interacción con estas vías de señalización influye en la expresión de proteínas, la 

apoptosis, la proliferación celular, la migración y el crecimiento celular (DeLeon y col., 

2020).  

1.3.3 Función biológica 

 Aunque GPER fue nombrado oficialmente por la Unión Internacional de 

Farmacología Básica y Clínica en el año 2007, aún resulta complejo descifrar 

totalmente las funciones fisiológicas de GPER como un ER novedoso en la salud y 

la enfermedad, debido a la naturaleza compleja de los eventos celulares iniciados de 

E2 que involucran múltiples receptores, sus diferentes ligandos, varias cascadas de 

señalización celular, unión directa de E2-GPER al ADN y regulación de la expresión 

génica (Luo y Liu, 2020). Sin embargo, cada vez existen más estudios para descifrar 

las diferentes funciones que ejecuta GPER sobre diferentes tejidos y enfermedades.  

En la obesidad, investigaciones pasadas han sugerido que la deficiencia de GPER 

aumenta el peso corporal y disminuye el gasto de energía, además, regula la 

deposición de grasa en varios tejidos para mantener la salud metabólica (Sharma y 

Prossnitz, 2021). Se ha comprobado que en varios modelos murinos, el agonista 

GPER no esteroideo G-1 (G1) puede aliviar las complicaciones por obesidad y 

defectos metabólicos que conducen a la diabetes, reduciendo la resistencia a la 

insulina y la inflamación, y mejorando la homeostasis de la glucosa in vivo. Es por 

ello que GPER se propone como un objetivo terapéutico, con G1 como un agente útil 

para el tratamiento contra la diabetes (Shahcheraghi y col., 2021). 
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Figura 4. Modelo de vías de señalización mediada por GPER en el cáncer (modificada 
de Hsu y col., 2019). SRC, coactivador del receptor de esteroides; SHC, proteína 
adaptadora SHC; MMP, metaloproteinasa de matriz, proHB-EGF, factor de 
crecimiento similar al EGF de unión a proheparina; HB-EGF, factor de crecimiento 
similar al EGF que se une a la heparina; EGFR, receptor del factor de crecimiento 
epidérmico; cAMP, adenosinmonofosfato cíclico; PKA, proteína cinasa A; CREB, 
elementos de unión de respuesta cAMP; RAF, fibrosarcoma rápidamente acelerado;  
MEK, proteína cinasa cinasa activada por mitógeno; cinasa regulada por señales 
extracelulares; PI3K, fosfatidilinositol-3-kinasa; IKKs, cinasas de los inhibidores de NF-
κB; NF-κB, potenciador del factor nuclear de las cadenas ligeras kappa de las células 
B activadas; AKT, proteína cinasa В; BCL2, linfoma de células B2. 
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GPR30 también juega un papel fundamental en la inducción de los efectos 

antihipertensivos de E2. La activación selectiva de GPR30 reduce la presión arterial 

a través de una rápida vasodilatación y protege al corazón de lesiones hipertensivas, 

además, en la hipertensión, se ha demostrado que la activación de GPR30 con  su 

agonista G1, disminuye la proliferación y migración de células musculares lisas 

vasculares coronarias (Aryan y col., 2020).  

Aunque el papel de GPR30 aún resulta controversial en el sistema inmunológico, el 

ARNm de GPER se expresa en células hematopoyéticas CD34+, CD38+ y células 

maduras del sistema inmunitario por lo que GPR30 se ve involucrado el desarrollo y 

función de estas células (Cuadro 2) (Notas y col., 2020). 

En el sistema nervioso, se ha reportado que la activación de GPER desencadena 

diferentes vías de señalización en las células neurales que dan como resultado 

respuestas específicas del tipo de célula. En las neuronas, la activación de GPER 

está asociada con la activación de vías que conducen a la promoción de la 

supervivencia celular. En los astrocitos, la activación selectiva de GPER con G1 

induce su apoptosis, sin tener impacto en la supervivencia neuronal (Roque y 

Baltazar, 2019). 

En cáncer de mama, GPER activa múltiples vías intracelulares que regulan los 

mecanismos críticos involucrados en el crecimiento, la invasión y la metástasis. 

GPER también se ha asociado a señales en los fibroblastos asociados al cáncer, lo 

que contribuye a la expresión de factores protumorales dentro del microambiente 

tumoral, como citocinas inflamatorias y factores angiogénicos (De Francesco y col., 

2018). 
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Cuadro 2. Acciones atribuidas a GPR30 en cada tipo de célula del sistema inmune 

(Notas y col., 2020). 

Tipo de célula Acción 

Linfocitos T 
 

Induce IL-10 en las células T CD4+. 
Aumenta la expresión de Foxp3 de las células T CD4+ y 
las células T Foxp3 positivas. 

Linfocitos B 

Disminuye la proliferación de células B inducida por la 
activación. 
Aumenta IgG (memoria). 
Mejora la producción de anticuerpos naturales (en 
ratones). 

Monocitos/Macrófagos 

Disminuye la expresión de TLR4. 
Bloquea la respuesta inflamatoria a LPS y la expresión de 
PGE2, IL-6 y TNFα. 
Media la acción antiinflamatoria de E2 en monocitos 
humanos activados por LPS y macrófagos diferenciados 
in vitro a través de la interacción con Erα y NFkB. 

Eosinófilos 

Aumenta la quimiotaxis inducida por CCL11. 
Bloquea la apoptosis espontánea dependiente de 
caspasa-3 en eosinófilos en reposo. 
Aumenta la apoptosis en eosinófilos estimulados por IL-5. 

Neutrófilos Aumenta la expresión de IL1b, CXCL8 y COX2. 

 

1.4 Importancia de GPR30 en el cáncer de pulmón  

GPER se expresa en diferentes tejidos por lo que su función se ve reflejada en el 

sistema nervioso, sistema inmunológico, sistema cardiovascular, sistema 

respiratorio, metabolismo óseo, metabolismo de la glucosa en el páncreas, función 

renal y por supuesto, en el sistema reproductivo (Jung, 2019). 

La evidencia recolectada respalda el papel de GPER/GPR30 en la progresión del 

cáncer y la metástasis, especialmente en los cánceres dependientes de estrógenos, 

como el cáncer de mama. Sin embargo, la señalización de GPER puede afectar de 

manera diferente el desarrollo del tumor no solo por el tipo de tejido, sino también 

dependerá del tipo de ligando (Chevalier y col., 2021).  
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En la actualidad, la expresión de GPER se ha correlacionado con características 

negativas del cáncer, incluido el tamaño tumoral, supervivencia celular, proliferación, 

migración, metástasis, la recurrencia del tumor y la producción de citoquinas que 

promueven estos efectos (Grande y col., 2020; Hernández y col., 2020). 

En condiciones fisiológicas normales, los estrógenos participan en el desarrollo de 

los pulmones. Los receptores ER y GPER involucran acciones genómicas y no 

genómicas por lo que es crucial evaluar el nivel de expresión de estos receptores 

sobre el cáncer de pulmón (Maitra y col., 2021). 

GPER está presente en los tejidos pulmonares y células epiteliales bronquiales 

normales. En condiciones fisiológicas completas, varios tejidos humanos, incluidos 

los pulmones, están sujetos a acciones no genómicas de E2-GPER. Así mismo, se 

ha observado una alta expresión de GPER en el tejido de cáncer de pulmón humano 

y  de ratones, además de las líneas celulares de cáncer de pulmón como A549. En 

estas células, GPER se localiza predominantemente en el citoplasma (Jung, 2019; 

Maitra y col., 2021). A pesar de esto, los mecanismos por los que GPER actúa sobre 

el cáncer de pulmón aún no están del todo elucidados.  

En investigaciones pasadas, Jala y col., 2012, demostraron que las secciones de 

tejido de adenomas pulmonares murinos así como adenocarcinomas pulmonares 

humanos, carcinomas de células escamosas y carcinomas pulmonares de células no 

pequeñas mostraron una expresión de GPER consistentemente más alta en el tumor 

en relación con el tejido no tumoral circundante. Por otro lado, Zhu y col., 2016, 

reportaron que la activación de GPER puede inhibir la migración de células CPCNP 

humanas a través de la supresión de las señales de IKK-β/NF-κB. Además, se ha 

observado que la señalización de GPER induce la metaloproteinasa de matriz (MMP) 

en células de cáncer de pulmón humano y la metástasis pulmonar disminuye 

drásticamente en los ratones knockout (KO) para GPER (Jung, 2019).  
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Recientemente, en el estudio llevado a cabo por Shen y col., 2020, se reportó que la 

activación de GPER puede promover el crecimiento celular de NSCLC al regular la 

señalización de NOTCH1 metilado de YAP1-TEAD/QKI/circNOTCH1/m6A. 

Aunque existen diferentes opiniones sobre la relevancia de estrógenos en la 

aparición y desarrollo del cáncer de pulmón, cada vez más estudios como el de 

proponen que la síntesis y modulación de estrógenos se presenta como un factor de 

alto riesgo y complicaciones en el CPCNP ya que los receptores de estrógeno (ERα 

y ERβ) y GPER/GPR30 y sus vías de señalización, desempeñan múltiples funciones 

de gran importancia (Maitra y col., 2021; Inoue y col., 2023; May y col., 2023). 

Además, el efecto de GPER sobre tumores neuroendócrinos de pulmón no se ha 

reportado. Es entonces que dirigirse a los estrógenos y sus receptores, solos o 

combinados con otros tratamientos, puede ser una nueva estrategia para combatir el 

cáncer de pulmón, así mismo, es crucial entender el efecto de estradiol sobre GPER 

en subclasificaciones como los tumores neuroendócrinos. 
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2. HIPÓTESIS  

El estradiol (E2) incrementa la expresión de GPER y aumenta mayormente la 

proliferación en la línea celular A549 en comparación con el fenotipo neuroendócrino 

A549NED.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 General 

Evaluar los cambios producidos por E2 en la expresión de GPER y en la proliferación 

de la línea celular A549 en comparación con el fenotipo neuroendócrino A549NED. 

 

3.2 Específicos  

 Analizar la proliferación y viabilidad de A549 por efecto de E2 a través del 

ensayo de azul de tripano y MTT. 

 Transdiferenciar las células A549 para obtener su fenotipo neuroendócrino. 

 Analizar la expresión de GPER en la línea celular control A549 y A549NED 

mediante RT-PCR. 

 Evaluar el efecto de estradiol sobre la expresión de GPER en A549E2 y 

A549NED+E2. 
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4. METODOLOGÍA 

4.1 Materiales 

El cultivo de la línea celular A549 de adenocarcionama de pulmón humano (ATCC) 

se realizó en medio DMEM (Dulbeco´s Modified Eagle Medium, 11995065, Gibco) 

suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS) (10082147, Gibco) y 100 U/mL 

de solución de penicilina-estreptomicina (P4333, Sigma-Aldrich, EUA). 

Los conteos se realizaron con solución de azul de tripano (25-900-Cl, CORNING) y 

el ensayo de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (475989, 

Sigma Aldrich). 

Los tratamientos con estradiol se realizaron con β-Estradiol (E2) para cultivo celular 

(E2758, Sigma Aldrich). 

La extracción de RNA se llevó a cabo utilizando el reactivo TRIZol (R2050-1-200, 

Zymo Research) y Direct-zol RNA MiniPrep Kit (R2050, Zymo Research). Para 

continuar con la síntesis de cadenas complementarias de DNA se empleó Revert Aid 

First Strand cDNA Synthesis Kit (K1621, Thermo Scientific).  

Se empleó GoTaq Green Master Mix (M7122, Promega) para la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) y la revelación de sus productos se realizó con agarosa 

(A9539, Sigma-Aldrich), GeneRuler 100 bp DNA Ladder (SM0241, Thermo Scientific) 

y bromuro de etidio UltraPure (15585011, Invitrogen). 

La diferenciación neuroendócrina se realizó con forskolina (FSK) (HY15371, Med 

Chem Express) y 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (I5879, Sigma Aldrich).  

 

 

 

https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/mm/475989
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4.2 Métodos  

4.2.1 Cultivo celular 

El cultivo de la línea celular de adenocarcinoma de pulmón humano A549 (CELL 

BIOLABS, AKR-209) se realizó en medio DMEM suplementado con 10 % de suero 

fetal bovino (FBS) y 2 % de penicilina y estreptomicina, las condiciones de incubación 

se mantuvieron constantes a 37 °C con CO2 al 5 %. Los subcultivos se realizaron 

hasta que se observaba el 80 % de confluencia celular y los lavados necesarios se 

llevaron a cabo con tampón fosfato salino 1x (PBS).   

4.2.2 Transdiferenciación neuroendócrina  

La transdiferenciación de la línea celular A549 al fenotipo neuroendócrino se realizó 

utilizando el método descrito por Mendieta y col., 2021 con algunas modificaciones. 

En placas de cultivo de 6 pozos se sembraron 2.5x105 células en 1 mL de medio 

DMEM completo y se dejaron incubando por 24 horas a 37 °C con CO2 al 5 %. 

Pasado este tiempo, las células se lavaron con PBS (solución salina tamponada con 

fosfato) y se les adicionó 1 mL de medio DMEM sin suero fetal bovino (SFB) 

suplementado con los inductores IBMX 0.5 mM + FSK 0.5 mM. Las células se 

incubaron bajo las condiciones iniciales durante 72 horas con cambio de medio a las 

48 h. Los cambios morfológicos se observaron y se documentaron con fotografías 

con un microscopio invertido a las 0, 24, 48 y 72 horas del tratamiento.  

4.2.3 Tratamiento de A549 y A549NED con E2 

Para evaluar el efecto del estradiol las células A549 y A549NED fueron tratadas con 

β-estradiol (E2) a una concentración de 100 nM. Para el caso de la línea celular A459, 

se sembraron 2.5x105 células con DMEM completo en placas de 6 pozos y se 

incubaron por 24 h. Pasado el tiempo, se realizó un lavado con PBS 1X y se adicionó 

una concentración de estradiol [100 nM]. El tratamiento con E2 tuvo una duración de 

48 horas y posteriormente se realizó la extracción de ARN para su siguiente análisis. 
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En cuanto al tratamiento de las células A549NED con E2, primero se obtuvo el fenotipo 

neuroendócrino con el método descrito anteriormente. Una vez concluido el 

tratamiento de 72 h para adquirir células A549NED se adicionó estradiol [100 nM] a las 

células y se incubaron durante 48 horas para finalizar con la extracción de ARN de 

A549NED+E2. 

4.2.4 Ensayo de proliferación y viabilidad con azul de tripano 

El porcentaje de proliferación de cada grupo se determinó con el método realizado 

por Mendieta y col., 2018 con algunas modificaciones. Se sembraron 1.5×105 de 

células A549 en placas de 24 pozos con 300 μL DMEM completo. Después de 24 

horas se trató a las células con 300 μL E2 [100 nM]. Posterior a las 24 h con el 

tratamiento se realizó el conteo con azul de tripano al 0.04 %, realizando un lavado 

con PBS y agregando tripsina para despegar las células. Se tomaron 10 μL de la 

suspensión celular y se agregaron a 10 μL de azul de tripano (dilución 1:1), a 

continuación se colocaron 10 μL de esta dilución en cada lado de la cámara de 

Neubauer para realizar el conteo con un microscopio invertido a las 24 y 48 horas del 

tratamiento.  

4.2.5 Ensayo de MTT  

En conjunto con el ensayo de azul de tripano se realizó el ensayo de MTT (Bromuro 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) para evaluar el cambio en la 

proliferación efectuado por el estradiol.  Para ello, se siguió el protocolo del proveedor 

(Sigma Aldrich).  

Primero, en una placa de 24 pozos se sembraron 1.5×105 células con medio DMEM 

completo y se dejaron incubando por 24 horas. Pasado el tiempo, se realizó un 

lavado y se agregaron 300 μL de E2 [100 nM] a las células. Después de 24 horas de 

tratamiento, se retiró el medio dejando un volumen final de 100 μL a los cuales se les 

adicionó 10 μL de MTT y se incubaron por 4 horas a 37 °C y 5 % de CO2. Posterior 

a la incubación se revisaron las células bajo el microscopio y se observó el cambio 
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en la morfología y el color, después, se desechó todo el medio y se agregaron 100 

μL de solución solubilizadora a cada pocillo. Finalmente, se transfirieron 50 μL de 

cada muestra a una microplaca de 96 pocillos y se detectó la absorbancia en un 

lector de microplaca a 570 nm. 

4.2.6 RT-PCR (Aislamiento de ARN, síntesis de ADNc, RT-PCR)  

Después de terminar con el tiempo de cada tratamiento las células fueron lavadas 

con PBS y despegadas con tripsina, seguido de una centrifugación para obtener un 

pellet de células. Posteriormente el sobrenadante fue removido para resuspender el 

botón celular en el reactivo TRIZol y se continuó con la extracción del ARN de las 

células con el kit Direct-zol RNA MiniPrep Plus.  

Una vez obtenido el ARN total de las células A549 se verificó su pureza con el 

espectrofotómetro NanoDrop, así como su integridad con un gel de agarosa al 2 % 

en donde las muestras fueron cargadas con TrackIT Buffer (Invitrogen). 

Después de revisar la pureza e integridad del ARN se empleó el kit First Strand cDNA 

synthesis (Thermo Fisher Scientific) para la síntesis de cadenas complementarias 

siguiendo el protocolo del proveedor. Primero, se agregaron los componentes de la 

reacción de hibridación que consisten en: Buffer, oligo DT, dNTPs, hexámero, ARN 

y agua libre de nucleasas. Posteriormente se colocaron los componentes de 

retrotranscripción (Buffer, inhibidor de ARNasa, RTasa y agua libre de nucleasas) y 

finalmente la reacción se llevó a cabo en un termociclador a 70 °C por 10 min.  

Después de la síntesis de las cadenas complementarias de cDNA, se realizó la 

amplificación por PCR de punto final para la identificación del marcador 

neuroendócrino sinaptofisina, así como de GPER a través de GoTaq® Green Master 

Mix (Promega). En tubos de PCR se agregaron los siguientes componentes para 

alcanzar un volumen total de 25 μL: GoTaq® Green Master Mix, ADNc los 

respectivos cebadores sentido 5'->3' (forward) y cebador antisentido 3'->5' (reverse) 

y agua libre de nucleasas.  
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En cada reacción de PCR se empleó como gen de referencia la Gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa (GAPDH) así como su control negativo. Las características 

de los oligos empleados se describen en el Cuadro 3. 

Las condiciones térmicas del termociclador fueron programadas como se indica a 

continuación: desnaturalización inicial a 95°C durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos 

a 95 °C durante 30 segundos de desnaturalización, alineamiento a 54.7 °C para SYp 

y 59.0 °C para GPER durante 30 segundos, elongación a 72 °C durante 1 minuto y 

elongación final por 5 minutos a 72 °C. 

 Posteriormente los productos fueron cargados con un marcador de peso molecular 

en un gel de agarosa al 2 % a 75 V por 40 min. Terminado el tiempo, se realizó la 

tinción del gel con bromuro de etidio durante 20 minutos y se reveló con un 

fotodocumentador (BIO-RAD) para su posterior análisis.  

Cuadro 3. Características de los oligos empleados para la reacción de PCR. 

Gen Cebador/Oligo Secuencia (5'->3') Tamaño de producto 

GAPDH 
Forward TTGCCCTCAACGACCACTTT  

120 pb 
Reverse TGGTCCAGGGGTCTTACTCC 

SYP 
Forward GTGCTGCAATGGGTGTTCG 

349 pb 
Reverse CCGTGGCCAGAAAGTCCAG 

GPER 
Forward TTCCGCGAGAAGATGACCATCC 

113 pb 
Reverse TAGTACCGCTCGTGCAGGTTGA 

 

4.2.7 Análisis estadístico 

Cada ensayo fue realizado por triplicado. Los datos se analizaron a través de las 

pruebas t de Student y ANOVA (una vía o dos vías) mediante la prueba Tukey 

utilizando el programa GraphPad Prims 8.  
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4.2.8 Disposición de residuos 

Toda la experimentación fue ejecutada de manera que se produjera la menor 

cantidad posible de desechos. En el caso de residuos sólidos que tenían contacto 

con el cultivo celular fueron desechados en bolsas rojas de RPBI y entregados a 

ECOLSERVI. Los residuos líquidos utilizados para cultivo fueron inactivados 10 min 

con hipoclorito de sodio al 0.5 %. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Estradiol aumenta la proliferación en células A549 

Para corroborar el efecto del estradiol (E2) sobre la proliferación de la línea celular 

A549 se realizó el conteo celular con el colorante de exclusión azul de tripano y con 

el ensayo de MTT.  

En el ensayo con azul de tripano se encontró una diferencia significativa (p= 0.0020) 

a las 48 horas con un aumento en el número de células hasta de 600 % en el grupo 

con tratamiento de E2 [100 nM] con respecto al grupo control (Figura 5.A). En otras 

palabras, tras sembrar 150,000 células y agregar una concentración de estradiol 100 

nM la población aumentó hasta casi 1 millón de células en tan solo 48 h. Además se 

obtuvo un incremento de un 50 % en la proliferación de las 24 a 48 horas en A549E2. 

El aumento en la proliferación también se observó en la densidad óptica (O.D., 570 

nm) mostrada en el ensayo de MTT (p <0.0001), donde la O.D. fue mayor en A549E2  

en comparación con el grupo control (Figura 5.B). Ambas pruebas demuestran que 

el estradiol aumenta la proliferación de la línea celular de adenocarcinoma de pulmón 

humano A549.  

Figura 5. Cambios en la proliferación de A549 con el tratamiento de estradiol. A) 

Ensayo de azul de tripano y B) Ensayo de MTT. Ambos tratamientos se realizaron 

con estradiol  [100 nM] a las 24 y 48 horas, expresada como la media ± SEM  (error 

estándar de la media), ANOVA de dos vías, prueba post hoc de Tukey (n=3). 
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5.2 El tratamiento con IBMX+ FSK induce el fenotipo neuroendócrino A549NED 

Posterior a las 72 horas de tratamiento con IBMX+FSK [0.5 mM], se observó la 

presencia de características morfológicas específicas del fenotipo neuroendócrino 

mostradas en la Figura 6, en donde se aprecian células con proyecciones tipo neurita. 

A las 24 horas del tratamiento se observaron algunas células con proyecciones, a las 

48 horas se apreció un aumento en células con proyecciones más largas, finalmente, 

a las 72 horas se observaron células con el fenotipo neuroendócrino similar a neurita, 

con proyecciones largas, además se tuvo una reducción en la densidad celular en 

comparación con el grupo control en el cual las células siguieron proliferando.  

5.3 El estradiol afecta la morfología y la proliferación de A549NED 

El tratamiento con IBMX+FSK redujo la densidad celular y produjo un cambio en la 

morfología con proyecciones alargadas en A549NED. Sin embargo, al adicionar 

estradiol (E2) por 48 horas más sobre el fenotipo neuroendócrino (A549NED+E2), se 

observó una pérdida de la morfología tipo neurita, regresando a la morfología 

característica de la línea celular A549, así como un incremento en la proliferación 

celular después de 48 h del tratamiento con E2 (Figura 7). 

5.4 Los fenotipos A549NED y A549NED+E2 expresan sinaptofisina 

En conjunto con la observación de la morfología tipo neurita, se realizó la técnica de 

PCR de punto final (RT-PCR) para corroborar la transdiferenciación de los fenotipos 

A549NED y A549NED+E2, a través de la expresión del marcador neuroendócrino 

sinaptofisina (SYP). En la Figura 8.A se puede observar un producto de 349 pb (pares 

de bases) que corresponde al peso del amplicón de la sinaptofisina en ambos 

fenotipos (A549NED y A549NED+E2), demostrando su transdiferenciación. 
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Figura 6. Tratamiento de la línea celular A549 con IBMX+FSK [0.05 mM]. Se 

muestran cambios en la morfología a las 24, 48 y 72 horas respecto al control 

A549. 
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Adicionalmente, el gel fue digitalizado en ImageJ y se evaluó el nivel de expresión 

relativa entre SYP respecto a GAPDH mediante la prueba de ANOVA de una vía 

utilizando GraphPad Prims 8.  

Los resultados obtenidos  indican la expresión de SYP en los fenotipos inducidos por 

el tratamiento con IBMX+FSK (Figura 8.A), además de una diferencia significativa de 

la expresión de SYP en A549NED (p= 0.0007) y en A549NED+E2 (p= 0.0204) respecto 

Figura 7. Tratamiento de A549NED con estradiol (E2). Pasadas las 72 h del 

tratamiento con IBMX+FSK, se adicionó E2 [100 nM] por 48 horas más.  

A B 

Figura 8. Expresión del marcador neuroendócrino sinaptofisina (SYP). A) 

Amplificación del producto de SYP (349 pb) y el gen de referencia GAPDH (120 pb) 

con su control negativo (-). B) Grafica de barras de la expresión relativa de SYP en 

A549, A549NED y A549NED+E2, expresada como la media ± SEM (error estándar de la 

media), ANOVA de una vía, prueba post hoc de Tukey (n=3, ***, p= 0.0009). 
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a A549, donde la expresión de SYP en A549NED es aproximadamente 3.5 veces 

mayor con relación a A549 (Figura 8.A), lo que demuestra la correcta obtención del 

fenotipo neuroendócrino llevado a cabo con tratamiento de IBMX+FSK. 

5.5 El estradiol aumenta la expresión de GPER en A549 y A549NED 

Se llevó a cabo la técnica de PCR punto final para corroborar la expresión de GPER 

en la línea celular A549 y evaluar los cambios de expresión en A549 tratada con E2 

(A549E2). El gel fue digitalizado en ImageJ y se evaluó el nivel de expresión relativa 

normalizada entre GPER y GAPDH mediante la prueba t de Student utilizando 

GraphPad Prism 8. 

En el gel de la Figura 8.A se muestran los productos correspondientes a GPER y 

GAPDH (113 y 120 pb, respectivamente) indicando la expresión de GPER en A549 

y A549E2. Mediante la relación normalizada entre GPER/GAPDH, se corroboró que 

el tratamiento con estradiol aumenta significativamente la expresión de GPER (p= 

0.0001) duplicando su expresión (Figura 9.B).  

Figura 9. Expresión de GPER en A549 y A549E2. A) Gel con los productos de GPER 

(113 pb) y el gen de referencia GPADH (120 pb). B) Grafica de barras con la 

expresión relativa de GPER en A549 y A549E2, expresada como la media ± SEM (error 

estándar de la media) prueba t de Student (n=3, ***, p= 0.0001). 

B A 

A B 
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Con base en estos resultados sobre el efecto de E2, se realizó nuevamente la PCR 

agregando los grupos A549NED y A549NED+E2 para analizar la expresión de GPER. 

La Figura 10.A demuestra la expresión de GPER en todos los grupos de estudio con 

un producto de 113 pb. A través del método de Tukey de múltiples comparaciones 

se obtuvo una diferencia significativa de la expresión relativa de GPER entre A549 y 

A549E2 (p=0.0005) y A549NED contra A549NED+E2 (p=0.0001). Es de destacar que en 

la Figura 10.B la expresión relativa de GPER en A549NED+E2, si bien aumenta con el 

efecto de E2, no rebasa la expresión de A549 y A549E2.  

Los resultados del presente trabajo demuestran la expresión de GPER en el fenotipo 

neuroendócrino de pulmón y tal como se señaló en la hipótesis, GPER se expresa 

en el fenotipo neuroendócrino de adenocarcinoma de pulmón y la expresión de este 

receptor se incrementa en los grupos tratados con estradiol A549E2 y A549NED+E2, en 

comparación con sus controles.  

Figura 10. Evaluación de la expresión de GPER. A) Gel con los productos amplificados 

por PCR de GPER (113 pb) en la línea celular  A549, A549 tratada con estradiol [100 

nM] (A549E2), el fenotipo neuroendócrino NED  y A549NED tratado con estradiol [100 

nM] (NEDE2), así como el gen de referencia GAPDH (120 pb). B) Expresión relativa 

normalizada de GPER en los grupos de estudio mencionados, expresada como la 

media ± SEM (error estándar de la media), ANOVA de una vía, prueba post hoc de 

Tukey (n=3, ****, p <0.0001). 

B 

A 

A B 
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6. DISCUSIÓN 

6.1 Efecto del estradiol sobre la línea celular A549 

El efecto de estradiol sobre la proliferación de la línea celular A549 se evaluó 

empleando los ensayos de azul de tripano y MTT. Con ambos se tuvieron varios 

aspectos a considerar, como el número de células sembradas, la superficie del pozo 

y el volumen de medio para evitar la insuficiencia de nutrientes debido a la 

estimulación del estradiol sobre la confluencia celular. 

Aunque el MTT es un ensayo extensamente utilizado, en este estudio se encontraron 

algunas complicaciones debido a su naturaleza citotóxica causada por la 

evaporación de disolventes volátiles de la solución solubilizadora (Riss y col., 2016). 

Por lo que se realizó un acomodo de células de tal forma que el MTT y la solución 

solubilizadora no intoxicaran a las células de los pozos contiguos afectando la 

continuidad del ensayo. Además se tuvo en cuenta la cantidad de células sembradas 

ya que como lo reporta Ghasemi y col., 2021, un elevado número de células puede 

resultar en una rápido consumo de MTT afectando la densidad óptica (O.D.), esto 

podría explicar las diferencias entre el porcentaje de proliferación obtenido con el 

ensayo de azul de tripano. 

Finalmente, respecto a la concentración usada en este estudio, se eligió una 

concentración de estradiol 100 nM, la cual es una concentración de E2 endógena 

(Liu y col., 2019) y que en los ensayos de proliferación realizados resultó más 

eficiente que concentraciones más bajas, no obstante otros autores como He y col., 

2019 y Gutiérrez y col., 2022 emplearon E2 [10 mM] con los que igual obtuvieron un 

aumento en la proliferación y viabilidad celular en la línea celular A549.  

En el presente trabajo se corroboró que el tratamiento con estradiol incrementa la 

proliferación de la línea celular A549, en tan solo 48 horas el aumento de la densidad 

celular fue significativo, resultado que coincide con Rodriguez y col., 2018 y Siegfried, 

2022, que además reportan mayor resistencia a la apoptosis, estimulación de 
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angiogénesis, migración y metástasis en presencia del estrógeno. Estas respuestas 

al estrógeno se ven explicadas debido a que las células del músculo liso de las vías 

respiratorias, las células endoteliales vasculares y las células epiteliales bronquiales 

responden a β-estradiol (E2) (Siegfried J, 2022), mismo que en el CPCNP es 

producido por la aromatasa que se localiza tanto en componentes de las células 

epiteliales de los tumores de pulmón como en macrófagos infiltrantes (Hsu y col., 

2017).  

A través de sus receptores, E2 desempeña un papel crítico en la tumorigénesis, el 

pronóstico y la respuesta al tratamiento del CPCNP (Smida y col., 2020). Por medio 

de la vía genómica, el complejo E2/ER induce la proliferación celular de CPCNP así 

como la progresión del ciclo celular al estimular la expresión de genes dependientes 

de estrógenos, como c-myc, ciclina D y la proteína Id (inhibidor del ADN). En cuanto 

a la vía no genómica, E2 activa diversas vías que promueven la proliferación celular 

y aumentan el crecimiento tumoral, como AMPc, PI3K, MAPK, AKT y ERK (Rodriguez 

y Ávila, 2021), mediante estas vías se puede explicar el aumento en la proliferación 

obtenido en este trabajo.  

6.2 Transdiferenciación de células A549 al fenotipo neuroendócrino A549NED 

Posteriormente se realizó la transdiferenciación utilizando el tratamiento con IBMX + 

FSK que anteriormente se han reportado como inductores del fenotipo 

neuroendócrino en A549 (Fosado y col., 2023). Para validar la diferenciación de A549 

a A549NED se empleó el marcador neuroendócrino sinaptofisina (SYP), la cual es una 

glicoproteína de unión a calcio que es el principal constituyente proteico de 

membrana integral de las vesículas sinápticas de las neuronas (Juhlin, 2021) y 

desempeña funciones como la formación de sinapsis, exocitosis y endocitosis de las 

vesículas sinápticas (Cousin, 2021; Uhlig y col., 2022). Es entonces que SYP se 

expresa en neuronas y células neuroendócrinas (Tomita, 2020), debido a esto y a su 

alta sensibilidad, es ampliamente utilizada como marcador para identificar tumores 

neuroendócrinos (Hinterleitner y col., 2021).  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tomita%20T%5BAuthor%5D
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En los resultados reportados en este estudio se presentó una doble banda en el 

producto de SYP, una correspondiente al producto de SYP y otra cuya causa podría 

deberse a la formación de dímeros de cebadores que se presenta por la 

complementariedad en el extremo 3’ de los cebadores haciendo que se traslapen 

entre sí formando amplicones de menor tamaño (Bolivar y col., 2014), como se 

presentó en el gel de la Figura 8.A. Sería adecuado probar nuevas secuencias de 

cebadores para descartar una baja especificidad o bien una alta complementariedad 

entre estos que reduzca o elimine las posibilidades de la formación de dímeros.   

6.3 Efecto del estradiol sobre el fenotipo neuroendócrino de A549 

Después de corroborar la correcta transdiferenciación, se evaluó el efecto de E2 

directamente sobre el fenotipo neuroendócrino. 

Anteriormente se ha reportado que la inducción a un fenotipo neuroendócrino en 

cultivos celulares se ve acompañado por una reducción en el crecimiento y 

proliferación celular (Merkens y col., 2022). Así mismo, se ha comprobado que el 

fenotipo neuroendócrino de A549 inducido por IBMX+FSK se caracteriza por una 

baja proliferación (Mendieta y col., 2021).  

Sin embargo, en el presente estudio, después de tratar al fenotipo neuroendócrino 

con E2 [100nM] (A549NED+E2), se observó un aumento en la densidad celular a pesar 

del tratamiento con FSK, que se ha reportado como anticancerígeno e inhibidor de 

la migración y proliferación celular (Salzillo y col., 2023). Además, se observó una 

pérdida de morfología del fenotipo neuroendócrino semejante a neurita en la mayoría 

de las células (Figura 7) y una reducción en la expresión relativa de SYP mostrada 

en la Figura 8, por lo que se podría suponer que el estradiol a través de sus 

receptores tiene un efecto de regresión de la transdiferenciación neuroendócrina al 

fenotipo original A549. 

Se ha descrito que cerca del 30 % de los tumores neuroendócrinos (NETs) expresan 

receptores de estrógeno (ER) (Barros y col., 2023). En tumores neuroendócrinos de 
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pituitaria no funcionante, se ha reportado que los receptores de estrógeno se 

expresan ampliamente y pueden ser utilizados como biomarcadores potenciales para 

predecir el tamaño e invasividad de este tipo de tumor (Haydar y col., 2020). En 

tumores neuroendócrinos de mama la expresión de los ER pueden contribuir a un 

pronóstico negativo (Eyvaz y col., 2022). 

Investigaciones pasadas demostraron que los ER se expresan en tumores 

neuroendócrinos de pulmón y aunque no es un órgano diana, el tejido pulmonar tiene 

una de las mayores capacidades de unión para β-estradiol. A pesar del papel 

controversial del estrógeno en NETs de pulmón, se ha demostrado que la terapia 

antiestrógeno logra inhibir el crecimiento en líneas celulares de cáncer de pulmón 

(Sica y col., 2008). Aunque no existen estudios respecto a la importancia de GPER 

en tumores neuroendócrinos de pulmón, se ha reportado una alta expresión y 

actividad en el epitelio bronquial de cáncer de pulmón de células no pequeñas e in 

vitro, el estrógeno incrementa la proliferación, migración e invasión a través de GPER 

(Rodriguez y Ávila, 2021), se podría suponer que la acción de estradiol sobre GPER 

es relevante en la proliferación de tumores neuroendócrinos de pulmón.  

6.4 Expresión de GPER en A549E2 y A549NED+E2 

Para la identificación de GPER en los grupos de estudio se utilizó la técnica de PCR 

de punto final que presenta diversas ventajas como la sensibilidad, ya que es capaz 

de detectar cantidades pequeñas de ADN o ARN; además, permite la obtención de 

resultados en una menor cantidad de tiempo por su facilidad de manejo y demuestra 

ser más rentable (Garibyan  y Avashia, 2013; Liu HY y col., 2019). Sin embargo, 

serán necesarios más estudios con otras técnicas de cuantificación absoluta como 

la técnica de PCR en tiempo real, que permitan la identificación exacta de la cantidad 

de ADN o ARN presente en las muestras. 

Estudios anteriores han demostrado niveles de expresión altos del receptor de 

estrógenos acoplado a proteína G (GPER) en carcinomas de pulmón (Li y col., 2022) 

así como en la línea celular A549 (Jung, 2019).  
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Para validar el objetivo de este trabajo, se evaluó la expresión de GPER en células 

A549 y su fenotipo neuroendócrino A549NED. Se encontró que GPER se expresa en 

el tumor neuroendócrino de pulmón y dicha expresión es aumentada 

aproximadamente el doble en los fenotipos tratados con estradiol (A549E2, 

A549NED+E2) en comparación con sus respectivos controles.  

GPER es una proteína transmembrana de siete dominios que a través del estrógeno 

lleva a cabo múltiples procesos celulares que no dependen de la regulación génica 

y ocurren instantáneamente, en un lapso de tiempo de segundos a minutos, por lo 

que son efectos no genómicos rápidos (Chen y col., 2022). Algunos de estos 

procesos son incrementar las concentraciones de AMPc y la movilización de calcio 

intracelular, lo que resulta en la activación de vías de señalización como PI3K/AKT, 

EGFR/ERK1/2 y Ras/MAPK que regulan la transcripción de genes asociados a la 

proliferación y sobrevivencia celular. Entre estos genes se incluyen a c-fos, la ciclina 

D, B y A involucrados en el ciclo celular y la proliferación (Clusan y col., 2023).  

El calcio (Ca2+) es conocido como un poderoso segundo mensajero, es activado por 

numerosos receptores y desempeña un papel crítico en diversos procesos 

biológicos, como la diferenciación, proliferación, migración y muerte celular (Raynard 

y col., 2022), estos eventos con frecuencia se observan desregulados en células de 

cáncer de pulmón en estadios avanzados (Tran, 2021). Adicionalmente, el papel de 

la concentración del Ca2+ en la diferenciación neuroendócrina se ha establecido 

claramente en el cáncer de próstata (Fiorio y Gkika, 2020),  incluso se asocia al calcio 

como un impulsor de NETs, ya que un aumento de la densidad en la corriente de 

Ca2+ afecta la proliferación y progresión de este tipo de tumores (Bery y col., 2020). 

Se ha demostrado que GPER afecta la movilización de calcio desde las reservas 

intracelulares, lo que activa la proteína cinasa C (PKC) estimulando los canales de 

calcio de la membrana plasmática (Girgert y col., 2019; Prossnitz y Barton, 2023), 

este flujo de Ca2+ tiene efecto sobre la proliferación celular de diversas líneas 

celulares (Hernández y col., 2020). 
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Al igual que el calcio, el adenosín monofosfato cíclico (AMPc) es un segundo 

mensajero importante implicado en una amplia variedad de procesos celulares, que 

incluyen el crecimiento, la diferenciación y la transcripción genética (Parsons y col., 

2023). Además, se ha reportado que en cáncer de próstata es uno de los principales 

inductores de la diferenciación neuroendócrina, promoviendo cambios morfológicos 

de las células, así como la producción y secreción de marcadores neuroendócrinos 

como la enolasa neuroespecífica (NSE), SYP o cromogranina A (CgA) (Merkens y 

col., 2022). Por otra parte, estudios anteriores han demostrado que GPER controla 

la vía del adenosín monofosfato cíclico/proteína cinasa A/proteína de unión al 

elemento de respuesta a AMPc (AMPc/PKA/CREB), modulando positivamente la 

expresión de reguladores del ciclo celular como las ciclinas D1 y E1 y las cinasas 

dependientes de ciclina 2 y 6 (CDK2 y CDK6) (Chuang y col., 2020). 

En el cáncer de pulmón el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es 

una de las principales mutaciones oncogénicas (40-89 % de casos en CPCNP) que 

a su vez presenta una comunicación bidireccional entre los receptores de estrógeno 

nucleares (ER) y el receptor de estrógeno de membrana GPER (Black y col., 2023). 

Este receptor a través de la vía EGFR/ERK1/2 induce la regulación de las 

metaloproteinasas de la matriz, proteínas esenciales en la proliferación, invasión y 

metástasis en células de cáncer de pulmón (Hassanein y col., 2021; Peña y col., 

2022). 

Así mismo EGFR, es expresado en 60 % de los tumores neuroendócrinos de pulmón 

y regula el crecimiento tumoral a través de la señalización de la cinasa regulada por 

señales extracelulares (ERK) y fosfatidilinositol-3-kinasa/proteína cinasa В 

(PI3K/AKT), vías de señalización importantes en la progresión del ciclo celular y la 

proliferación celular (Maharjan y col., 2021; Merkens y col., 2022). 

Ya que los mecanismos mencionados previamente se ven involucrados en la biología 

de los tumores neuroendócrinos y en su diferenciación, también son regulados por 

GPER se podría suponer que este receptor se asocia a la progresión de los tumores 



 

41 

 

neuroendócrinos de pulmón mediante la señalización del AMPc, Ca2+ o EGFR. 

Dichas vías podrían explicar los resultados obtenidos en este trabajo, ya que se 

evaluó la expresión de GPER en A549 y en su fenotipo neuroendócrino A549NED, así 

como el cambio en la expresión de este receptor causado por la adición de estradiol 

(E2) [100 nM].  

Los resultados comprueban la expresión de GPER en el tumor neuroendócrino de 

pulmón y un aumento del doble en su expresión relativa con la adición de E2 

(A549NED+E2) en comparación con A549NED.  

GPER inicia su señalización incrementando la concentración de AMPc y la 

movilización intracelular de calcio, ambos mensajeros importantes para la 

diferenciación neuroendócrina y la proliferación de los tumores neuroendócrinos. Al 

mismo tiempo en que ocurre la estimulación de las vías de señalización dependientes 

de AMPc y la liberación de calcio, el estrógeno actúa a través de GPER para 

transactivar a EGFR que promueve la proliferación, invasión y migración celular en 

cáncer de pulmón. Podría suponerse con base a los resultados observados en este 

trabajo, que estas vías de señalización también son reguladas por GPER en tumores 

neuroendócrinos de pulmón, ya que se observó un aumento en la proliferación y una 

diferencia significativa en la expresión relativa de GPER en A549NED+E2. 

Es de reconocer que el aumento en la proliferación de A549NED tratado con estradiol 

también podría deberse a la actividad de los receptores nucleares Erα y Erβ. Debido 

al alcance de este estudio no fue posible comparar la expresión de GPER entre los 

tres receptores en NETs. Algunos autores señalan que la afinidad del estradiol es 

menor en GPER en comparación con los ER (Orzołek y col., 2022), sin embargo, 

autores como Rouhimoghadam y col., 2020 mencionan que la constante de 

disociación (Kd) puede ser difícil de comparar debido al hecho de que los ER y GPER 

se expresan en diferentes niveles y existen en diferentes entornos fisicoquímicos. 

Sin embargo, en este trabajo, el hecho de llevar a cabo los ensayos con el tratamiento 
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de E2 solo por 48 horas fue con el propósito de observar las respuestas rápidas que 

pudiera efectuar el estradiol a través de GPER. 

Son necesarios estudios posteriores que evalúen la expresión de los tres receptores 

de estrógeno en tumores neuroendócrinos de pulmón y comprueben si el aumento 

de la proliferación estimulada con E2 es causada por alguno de los receptores 

nucleares, por GPER o por los tres receptores de estrógeno al mismo tiempo. 

Estudios recientes han descrito la importancia de los receptores de estrógeno (ERα, 

ERβ y GPER) en el desarrollo y progresión del cáncer de pulmón (Inoue y col., 2023; 

May y col., 2023; Tani y col., 2023), dicha relevancia se debe al alto porcentaje de 

expresión de los receptores de estrógeno en pacientes con cáncer de pulmón (60-80 

%) (Rodríguez y Ávila, 2021). Debido a este hecho y a que GPER regula diferentes 

vías de señalización que también se ven asociadas con la diferenciación y desarrollo 

de tumores neuroendócrinos, valdría la pena seguir indagando en la señalización de 

GPER y los receptores nucleares sobre los NETs, ya que a pesar de la contribución 

de estos receptores, su señalización conjunta puede brindar información importante 

para futuras terapias antiestrógeno y prevención de la diferenciación neuroendócrina 

en cáncer de pulmón.  
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7. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en este trabajo confirmaron la expresión del receptor de 

estrógenos acoplado a proteína G en el fenotipo neuroendócrino de adenocarcinoma 

de pulmón inducido por el tratamiento con IBMX+FSK. Además, se demostró un 

aumento en la proliferación celular y en la expresión de GPER en el fenotipo 

neuroendócrino tratado con estradiol. Son necesarios estudios posteriores para 

evaluar si el aumento de la proliferación celular de A549NED fue debido a la acción de 

GPER, de los receptores nucleares (ERα y ERβ) o de la actividad conjunta de los 

tres receptores. 

Aunque la relevancia de los ER y GPER aún se sigue estudiando en el cáncer de 

pulmón, los resultados de este trabajo respaldan el considerar las diferencias 

sexuales y hormonales en el cáncer de pulmón y sus diferentes fenotipos. Se 

propone tomar precauciones con los tratamientos hormonales, especialmente en 

mujeres menopáusicas con cáncer de pulmón. 

Finalmente, se requieren seguir elucidando los mecanismos de señalización 

regulados por GPER en el cáncer de pulmón, así como aquellos que pudieran dar 

lugar a un fenotipo neuroendócrino y su progresión. 
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