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Resumen

El cancer pancredtico es una de las principales causas de muerte en Oncologia, asociandose
normalmente a un mal prondstico y a una pobre respuesta al tratamiento. Actualmente, su diagnoéstico y
prevencion resulta complicado, debido a la inexistencia de métodos y marcadores bioldgicos precisos y
sensibles para esta enfermedad, y a que el paciente no refiere sintomas claros y especificos. En la
mayoria de las ocasiones solo se diagnostica en estadios avanzados del tumor. A lo anterior, se suma un
escaso arsenal terapéutico, que suele ir encaminado a paliar los sintomas de la enfermedad. La mayoria
de las mutaciones que promueven la carcinogénesis pancreatica no son tratables; y, ademas, el complejo
caracter metabdlico de las células en este tipo de tumor y el denso estroma que se forma alrededor del
mismo impiden la entrada del farmaco y, por consiguiente, su efecto. Asi, en nuestra linea de
investigacion (de tipo “proof of concept”’) se presenta una alternativa terapéutica naciente para este tipo de
patologia mediante el uso de los llamados ultrasonidos de baja intensidad (LIUS, Low Intensity
Ultrasounds), de manera totalmente novedosa, estudiando el efecto de dichos ultrasonidos a nivel celular
y molecular e intentando extrapolar los resultados a la clinica en beneficio de los pacientes. Este trabajo
consiste en una extensa revision de la literatura sobre los aspectos clave de nuestra investigacion: el
cancer de pancreas y sus aspectos clinicos y moleculares, por un lado, y los ultrasonidos, por otro. Como
conclusion, se incluye una discusion que relaciona todo el contenido de la revisién tedrica con nuestro
trabajo y nuestras observaciones experimentales preliminares, asi como el futuro de nuestro proyecto y
los pasos a seguir en el desarrollo del mismo.
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Cancer de pancreas

El pancreas es un organo esencial en el sistema digestivo y endocrino, produciendo hormonas (como
insulina, glucagén o somatostatina) y liberandolas al torrente sanguineo o secretando jugo pancreatico al
intestino. Histoldgicamente, el pancreas puede clasificarse en distintos tipos de regiones, como los acinos
secretores de enzimas digestivas, las células ductales secretoras de bicarbonato, las células centroacinares,
los islotes pancreaticos secretores de hormonas y las células estrelladas. La mayoria de los tumores
malignos pancreaticos son adenocarcinomas, y mas raramente, tumores de tipo neuroendocrino (que
pueden secretar hormonas como insulina o glucagdn) o carcinomas de tipo acinar (que secretaran enzimas
digestivas) [1].

El adenocarcinoma de células ductales pancreaticas es el tipo de carcinoma mas frecuente. Este tumor es
un grave problema en sanidad, con alrededor de 367000 nuevos casos anuales diagnosticados alrededor
del mundo y aproximadamente 359000 fallecimientos cada afio. Posee una tasa de mortalidad del 98%.
[2]. En paises desarrollados, el cancer pancreatico es actualmente el cuarto en lo que respecta a
fallecimientos en varones (tras pulmoén, colorrectal y prostatico) y en mujeres (tras mama, colorrectal y
pulmodn), y se prevee que podria convertirse en la segunda causa de muerte en la proxima década. En
Europa, las muertes por esta clase de tumores han aumentado en estos ltimos 5 afios en un 20%. [3]. Esta
patologia se asocia con un prondstico extremadamente pobre por varias razones. En primer lugar, se
diagnostica en estadios avanzados de la enfermedad, normalmente debido a la no presencia de sintomas o
a la presencia de sintomas inespecificos, una falta de biomarcadores sensibles y especificos para la
patologia y dificultad en el estudio por imagen del tumor. Asimismo, estos tumores son muy agresivos,
con crecimiento vascular y perineural, estableciendo metastasis a distancia en muy poco tiempo. Ademas,
el cancer pancreatico se caracteriza por una destacada resistencia a las opciones mas convencionales de
tratamiento, incluyendo quimioterapia, radioterapia o tratamientos moleculares como la inmunoterapia.
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Por ultimo, estos tumores poseen un fenotipo altamente mutagénico, con alteraciones génicas y
epigenéticas muy abundantes y un microambiente y estroma tumoral muy denso [1].

Mas del 80% de los tumores pancreaticos se deben a mutaciones que ocurren de forma esporadica,
mientras que el 10% se deben a mutaciones heredadas que se encuentran en la linea germinal (como
BRCA2, pl6, ATM y mutaciones en genes de reparacion de DNA) que aumentan el riesgo de sufrir esta
patologia. Sin duda, la mutacion predominante en mas del 90% de tumores pancreaticos es la ocurrida en
KRAS. También podemos destacar otras mutaciones como en p53, CDKN2A y SMAD4 (en un 50-80%)
[4-7]. Otras mutaciones frecuentes afectan a mecanismos de reparacion del DNA, incluyendo algunos que
actian en el control de la aminacidén/desaminacion del genoma, y otros encargados en el mantenimiento
general del DNA (como BRCA, dando fallos en la reparacion de mismatch repairs) [8].

Todos los factores mencionados anteriormente hacen que la supervivencia global a los 5 aflos sea menor
al 7%, y, dentro de estos pacientes, podemos observar que un 10-20% de ellos han sido sometidos a
agresivos tratamientos quirdrgicos, consiguiendo una supervivencia a los 5 afios del 15-25% [9]. Los
lugares mas frecuentes de establecimiento de metastasis (ordenados por frecuencia) son higado, pulmoén,
hueso, cerebro, musculo, corazén, pleura, estdmago, ombligo, rifidén, apéndice, cordén espermatico y
prostata [10]. Pese a que se ha investigado en distintas areas observando cierto progreso (como en
combinaciones quimioterapéuticas, mejores cuidados perioperativos y cirugias mas seguras), el efecto
global en su prondstico no ha cambiado, observando unos ratios de incidencia y mortalidad muy similares
en los ultimos 20 afos [11].

Factores de riesgo

La edad es el mayor determinante del cancer pancreatico. La mayoria de los pacientes son diagnosticados
con mas de 50 afios, con un pico de incidencia en la séptima y octava década de vida. Normalmente afecta
a pacientes con una edad media de 71 afios en hombres y 75 en mujeres [2]. Los factores de riesgo mas
importantes a tener en cuenta en esta patologia son el tabaco, la diabetes mellitus de tipo II y la
pancreatitis cronica, siendo todos ellos causantes de un 25-33% de los casos de cancer pancreatico. En
términos de factores de riesgo prevenibles, el tabaco es el mas importante. Los fumadores poseen de dos a
tres veces mayor riesgo de desarrollar cancer pancreatico [2]. La obesidad y la baja actividad fisica
también se asocian al desarrollo de cancer de pancreas (en conjunciéon con el desarrollo de diabetes
mellitus de tipo II) [12]. La diabetes mellitus es tanto un factor de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad como una consecuencia del establecimiento de un tumor primario en estadios tempranos,
observando el aumento en un 200% del riesgo de padecer cancer [13]. Algunos factores nutricionales
(incluyendo la alta ingesta de grasas saturadas y carnes rojas procesadas, y el bajo consumo de vegetales
y frutas) se asocian con un mayor riesgo de desarrollo de cancer pancreatico [14, 15]. Asimismo, se ha
observado una asociacion entre el desarrollo de enfermedad y el consumo elevado de alcohol, pero no se
ha observado dicho riesgo en pacientes con consumo moderado del mismo, ya que el alto consumo de
alcohol se relaciona con la pancreatitis cronica, la cual incrementa el riesgo de cancer en mas de 10 veces
[16, 17]. La pancreatitis cronica es la causante del 5% de estos tumores. Por ultimo, se ha observado la
existencia de agentes bioldgicos que pueden aumentar el riesgo de causar carcinogénesis pancreatica,
como Helicobacter pylori, el virus de la hepatitis B y el virus de la inmunodeficiencia humana [7].

Fisiopatologia y rutas de sefalizacion implicadas

El tumor pancreatico muestra una sefializacion autocrina y paracrina anormal, mediante la modificacion
de cascadas que promoveran la proliferacion, migracion, invasion y metastasis. Cabe destacar la
complejidad de las vias de sefializacion en estas células cancerigenas, con vias interconectadas en
numerosos nodos de convergencia. Por ejemplo, muchas moléculas como TGF-a (Transforming Growth
Factor alpha, factor transformante de crecimiento alfa), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1, factor de
crecimiento similar a insulina 1), FGF (Fibroblast Growth Factor, factor de crecimiento de fibroblastos)
y HGF (Hepatocyte Growth Factor, factor de crecimiento de hepatocitos), por mediacion de sus
respectivos receptores de tipo tirosina quinasa (como FGFR y HGFR) activan miultiples vias de
sefializacién que potencian la autosuficiencia mitogénica (la célula se divide en ausencia de factores de
crecimiento o los sintetiza ella misma de manera exacerbada) y promueven la migracioén e invasion.
Ademas, se activan simultaneamente vias anti-apoptdticas que promueven la supervivencia celular, como
STAT-3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3, transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3), el factor nuclear kB (NF-kB) y AKT (proteina serin-treonin quinasa). Ademas, genes
activos durante el desarrollo como Wnt, SHH y NOTCH se encuentran reactivados en los tumores
pancreaticos [18].

En las células pancreaticas alteradas se potencia la actividad de los EGFR (Epithelial Growth Factor
Receptor, receptor de factor de crecimiento epitelial, implicados en proliferacion, diferenciacion,
migracion, angiogénesis, supervivencia, activacion de docking proteins en membrana y presentacion de
citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento). Ademas, esto se agrava debido a la formacion de
heterodimeros entre HGFR y EGFR (como los formados por HER2-HER3), multiplicando el numero de



ligandos que se uniran a dichos receptores, produciendo una sefalizacion desmesurada [18-20]. Todo esto
esta dirigido por el oncogén KRAS mutado y la pérdida de la expresion del supresor tumoral p16 [21].
Asimismo, el cancer pancreatico muestra alteraciones metabolicas e insensibilidad a inhibidores de
crecimiento, mayormente debido a la expresion de distintas isoformas de TGF-B mutadas que promueven
interaccion entre las células tumorales, el microambiente y el estroma tumoral que llevaran al desarrollo
de metastasis. Cabe destacar su participacion en la activacion de la via candnica de las MAPK (via Ras-
Raf-MEK-ERK, Mitogen-Activated Protein Kinase), de Src (proteina tirosina quinasa) y AKT (que
activara a mTOR, aumentando la supervivencia, crecimiento y metabolismo celular) [22].
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Figura 1.- Principales vias de sefializacion desreguladas en las células tumorales pancreaticas.
Podemos destacar las vias Wnt (por aumento de Wnt y su receptor Frizzled), la via candnica/clasica
de las MAPK (estimulada por la sobreexpresion de receptores y sus correspondientes ligandos, como
EGFR, HGFR vy la interaccion de éstos con HER2, asi como el aumento de FGFR) y el aumento de
TGF-BR. Todas ellas promueven la expresion de distintos genes que, en ultima instancia, favorecen el
desarrollo tumoral.

Metabolismo tumoral pancreatico

Los cambios metabolicos, la adaptacion al microambiente tumoral y los procesos dirigidos por los
oncogenes son claves en la carcinogénesis. El cancer pancreatico destaca por un microambiente altamente
hipoxico, debido principalmente a la expresion de KRAS mutado [23, 24].

Las células tumorales pancreaticas se han adaptado a la supervivencia en estas condiciones debido a
varios mecanismos, principalmente guiados por HIFla (Hypoxia-inducible Factor I-alpha, factor de
hipoxia inducible 1-alfa) y KRAS mutado [25], los cuales favorecen el cambio metabolico (efecto
Warburg). Estas células presentan altos niveles de autofagia, un proceso que consiste en la
autodegradacion de organulos celulares y macromoléculas [26]. Otro proceso muy activo en los tumores
pancreaticos es la macropinocitosis, siendo uno de los mecanismos que permiten el transporte de
proteinas extracelulares hacia el interior celular [27]. Este proceso, junto con la degradacion lisosomal
asociada, es necesario para cumplir los requerimientos nutricionales de la célula, como el alto consumo de
glutamina, asi como de otros aminoacidos empleados en el metabolismo celular [28].

Las estrategias emergentes contra esta patologia se centran en actuar contra dianas importantes
encargadas de este cambio metabdlico en las células tumorales, como por ejemplo la PKM2 (Piruvato
Quinasa isoforma M2), transportadores de lactato y los mediadores en el proceso de autofagia [29].

Las células pancreaticas cambian su metabolismo hacia la llamada glicolisis aerébica (en la cual se
produce la fermentacion de la glucosa aun en presencia de oxigeno, no empleando la cadena
transportadora de electrones mitocondrial para producir ATP), produciendo lactato, el cual se convierte en
un importante nutriente en el microambiente tumoral, y ademas posee distintas funciones, destacando la
funcion proinflamatoria [29]. De este modo, se consigue limitar la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), ya que se disminuye la oxidacion de piruvato en el ciclo de Krebs y la fosforilacion
oxidativa posterior en la mitocondria [30]. La captacion de glutamina se encuentra incrementada puesto
que estas células dependen de este aminoacido en su metabolismo para sintetizar proteinas, acidos
nucleicos y mantener el equilibrio REDOX [30]. La captacion de glucosa y su uso también se incrementa,
induciendo la expresion de GLUT! (Glucose Transporter 1, transportador de glucosa 1), HKI1
(hexoquinasa 1) y HK2 (hexoquinasa 2) [31]. También aumenta la sintesis de acidos grasos empleando
glutamina en vez del piruvato proveniente de la glucosa, debido a la activacion de enzimas inducidas por
la hipoxia [32, 33].
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Figura 2.- Reprogramacion metabdlica (efecto Warburg) de las células tumorales pancreaticas.

Microambiente y estroma tumoral

Los tumores pancreaticos poseen un abundante y denso estroma, dando lugar a un ambiente hipoxico.
Este estroma estd compuesto por matriz extracelular (ECM) y proteinas de la misma, como colageno,
fibronectina y laminina. Ademas, podemos distinguir las proteinas no-colagenosas (no pertenecen a la
matriz, tales como glicoproteinas, proteoglicanos y glucosaminoglicanos). Otros factores en el estroma
que median la interaccion entre las células tumorales con la ECM son los factores de crecimiento,
osteopontina, periostina y distintas proteinas acidas ricas en cisteina [34].

Con respecto a los elementos celulares que conforman el estroma, podemos destacar las células
estrelladas pancreaticas, encargadas de producir la ECM, contribuyendo al reclutamiento de células
inmunes, endoteliales y neuronales [34]. Las células del sistema inmune mas importantes que participan
en el tumor son las células T, siendo la mayoria T CD4+ reguladoras (impiden el ataque inmune sobre el
tumor), células supresoras derivadas de la linea mieloide, macrofagos y mastocitos [35, 36]. Ademas, se
realiza una sefalizacion intercelular bidireccional entre las células tumorales y las células estrelladas,
demostrado tanto en ensayos in vitro e in vivo, contribuyendo cada tipo celular a la proliferacion y
migracion del otro, ademas de inhibir la apoptosis [37]. Un fendmeno importante en esta patologia es que
las células estrelladas favorecen complicaciones diabéticas al promover la apoptosis del pancreas
endocrino (concretamente los islotes B-pancreaticos)
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Figura 3.- Principales funciones de las células pancreaticas estrelladas en los distintos tipos celulares
del tumor pancreatico.

Las células estrelladas pueden inhibir la apoptosis de las células cancerosas, incrementando su
supervivencia y promoviendo la formacién de un nicho tumoral importante en la quimiorresistencia. Otra
funcién importante de estas células es que pueden viajar desde el tumor primario a distintos sitios
metastasicos, donde contribuyen al establecimiento y crecimiento de las metastasis. Asimismo, las células
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estrelladas pueden interactuar con otras células estromales. Un ejemplo es la potenciacion de la
proliferacion de las células endoteliales y la formacion del tubo endotelial (favoreciendo la angiogénesis),
todo ello gracias a la accion de VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor, factor de crecimiento
vasculoendotelial) y HGF, ambos secretados por las células estrelladas [37, 38]. También contribuyen a la
evasion inmune tumoral secuestrando linfocitos T CD8+ y disminuyendo su actividad, inhibiendo su
funciéon como supresores tumorales [39]. En conjuncién con lo anteriormente expuesto, este estroma hace
que sea complicado extraer biopsias de calidad, pudiendo no observar las glandulas neoplasicas con
pequeiias muestras. Ademas, este estroma posee una gran presion interna y densidad gracias a la alta
cantidad de elementos que se encuentran en €1, impidiendo la entrada de agentes quimioterapeuticos en
las células neoplasicas [40-42].

Diagndstico y tratamiento

El diagndstico suele ser tardio, la media de supervivencia de los pacientes suele ser de s6lo 6-9 meses tras
el diagnostico para aquellos pacientes que presentan enfermedad localmente avanzada y 3 meses para
aquellos con enfermedad metastasica. Ante la ausencia de tratamiento curativo, la principal meta clinica
es aliviar los sintomas y frenar la progresion del tumor [1]. Los tumores pancredticos forman lesiones
solidas que obstruyen y dilatan los conductos pancreatico y biliar, siendo un signo importante para el
diagnostico. La afectacion de los grandes vasos cercanos al pancreas, tales como la arteria y vena
mesentérica superior, dictardn si el tumor se clasificara en resecable, localmente avanzado o irresecable.
La mayoria de los pacientes presentan al diagnéstico enfermedad localmente avanzada. Menos del 20%
de los pacientes poseen tumores resecables. Dentro de los que sigan el esquema de reseccion quirirgica
con terapia adyuvante, el 80% tendran recaidas y falleceran por la enfermedad. Un 50-60% presentaran
enfermedad metastasica avanzada [43, 44]. Uno de los problemas mas importantes en la clinica es el
escaso abanico terapéutico contra el cancer pancreatico y la pobre eficacia de éste. Las mutaciones en
KRAS agravan el prondstico puesto que éstas proporcionan una alta resistencia a los farmacos [45]. El
farmaco Gemcitabina es el gold standard para el tratamiento del cancer pancreatico. Sin embargo, la tasa
de respuesta y beneficio clinico es tan s6lo de un 12-23,8%, aumentando la supervivencia en 10 dias. El
unico tratamiento dirigido aprobado por la FDA (Food and Drug Administration, Agencia de
Medicamentos y Alimentacion)) es el Erlotinib [10]. Los pacientes con lesiones con bordes resecables
deben de ser incluidos en ensayos clinicos lo antes posible. Las principales opciones de tratamiento
existentes se encuentran resumidas en la Tabla 1. La cirugia agresiva es la Ginica opcidon potencialmente
curativa para el cancer de pancreas. A dia de hoy se ha conseguido reducir la mortalidad operativa a un
aceptable 5% [46, 47].

Ensayos clinicos/ Quimioterapia (Gemcitabina o

Lesion con bordes resecables/ tumor localizado FOLFIRINOX) + Radioterapia + Cirugia

Quimioterapia (Gemcitabina) 6 Quimioterapia

Enfermedad local avanzada (Capecitabina) + Radioterapia

Paliativos, stent duodenal y quimioterapia (Nab-

LD IR S e B Paclitaxel, Gemcitabina o FOLFIRINOX)

Tabla 1.- Principales opciones de tratamiento a seguir segun el estadio del tumor pancreatico.

Ultrasonidos

La aplicacion de los ultrasonidos (US) en Medicina se lleva a cabo desde hace afios. Los ultrasonidos de
baja potencia (1 MHz) se han empleado desde los afios 50 en Fisioterapia para tratar tendinitis o bursitis.
En los 80, ultrasonidos de alta longitud de onda se comenzaron a emplear para tratar los calculos renales,
reemplazando esta técnica a la litotripsia [48]. Los ultrasonidos se emplean en novedosos tratamientos
(experimentales en algunos casos), solos 0 en combinacidén con farmacos, para el tratamiento del cancer
[49], diabetes [50], infartos [51] y trombosis [52]. Aun asi, no se conoce demasiado sobre este tipo de
energia (efectos bioldgicos, estandarizacion de dosis, beneficios y riesgos, seguridad...). Por ello, es un
campo emergente en distintas especialidades que no ha desarrollado todo su potencial, necesitando mas
investigacion para desarrollar soluciones ultrasonicas extrapolables a la clinica.

Efectos biolégicos de los ultrasonidos

Los efectos biologicos de los US dependen de la dosis y los parametros empleados contra las células,
tales como presion, intensidad, frecuencia o longitud de onda. Los ultrasonidos son una onda mecanica
con un uso muy seguro, libre de radiaciones ionizantes, que puede no tener tantos efectos adversos y/o
secundarios como los tratamientos farmacoldgicos o quirargicos convencionales.



El incremento de la frecuencia de los ultrasonidos potenciara sus efectos térmicos y mecanismos de
accion no térmicos. Este tipo de ultrasonidos se denominan HIFU (High Intensity Focused Ultrasounds,
ultrasonidos de alta intensidad focalizados), y normalmente poseen una intensidad mayor a SW/cm?2.
Realizan su efecto a nivel de tejido por una sinergia de efectos térmicos, mecanicos y biologicos. El calor
inducido mediante HIFU es el resultado de la absorcion de energia por parte del tejido biologico. Se
emplean en fisioterapia para tratar tejidos como hueso y tendon, mejorando la curaciéon sin dolor.
También se emplean en clinica para coagular el tejido y dar lugar a la ablacion del mismo e incluso
producir necrosis tumoral en lugares de complicado acceso de manera no invasiva [48, 53].

Sin embargo, en nuestro estudio nos centraremos en la otra variante, los llamados LIUS (Low Intensity
Ultrasounds), ultrasonidos de baja intensidad con menor frecuencia de onda, los cuales poseen efectos
biologicos bien definidos: la llamada cavitacion celular en membrana y la activacion de los cuerpos
gaseosos. Estos LIUS poseen una intensidad comprendida en un rango de 0,125-3W/cm2. En clinica son
utiles para estimular respuestas fisiologicas o acelerar el transporte de drogas a través de la piel [53].
Pueden dar hemorragia en vasos sanguineos y muerte celular por distintos dafios en la membrana celular,
induciendo la formacién de poros en dicha superficie [48]. Los ultrasonidos son capaces de abrir poros en
la membrana de forma transitoria, permitiendo el paso de drogas, proteinas y genes a su través [54, 55].
De este modo, por el mecanismo de cavitacion en membrana los ultrasonidos son capaces de potenciar el
transporte molecular a través de membranas celulares en células vivas de manera reversible, en ensayos
realizados con moléculas pequefias, macromoléculas y material genético, observandose gran
heterogeneidad entre subpoblaciones celulares adyacentes [56, 57].

Uso de ultrasonidos de alta intensidad (HIFU) contra el cancer pancreatico

El tratamiento del cancer pancreatico mediante HIFU es un proceso totalmente no invasivo, sin cirugia,
incisiones o transfusiones, teniendo de este modo menor riesgo que las practicas habituales. Las ondas
acusticas de alta intensidad solo se daran en la region seleccionada de forma focalizada, reduciendo los
efectos secundarios y adversos de esta practica como quemaduras de piel, dolor, hemorragias o molestia
abdominal. Asimismo, al no producir radiacion ionizante, tedricamente no habria limitacién en el nimero
de sesiones a las que puede someterse el paciente. Cabe destacar que, en estas sesiones, el paciente esta
consciente, ligeramente sedado, o sometido a anestesia general. Esta técnica se realiza guiandose
mediante resonancia magnética o ecografia [58]. En primer lugar, el rapido aumento de temperatura
produce fibrosis y necrosis en la zona tratada. Cabe destacar que en las células que han sobrevivido a la
necrosis se ha demostrado que se inducira la apoptosis, activando la degradacion de su DNA mediante
endonucleasas [59]. La ablacion tumoral mediante HIFU es curativa en pacientes con un tumor
pancreatico en estadio temprano, y es un tratamiento paliativo muy eficaz en pacientes con cancer
pancreatico en estadio avanzado. Esta técnica se emplea en paises asiaticos como China, Japon, Corea,
ademas de algunos paises europeos, desde los afios 90, obteniendo buenos resultados. Sin embargo, no ha
sido aprobado por la FDA en Estados Unidos [60]. Cabe destacar que se requiere una preparacion para
realizar este tipo especial de técnica, ademas de que no todos los pacientes responden de la misma forma,
ya que aquellos que tienen heridas o cicatrices (ya sean cutaneas o subcutaneas) absorberan en mayor
medida la energia acustica, resultando en fuertes quemaduras [61]. Ademas, otro problema de esta técnica
es que no hay una dosis estandarizada de HIFU, siendo un tratamiento modificado a partir de la
experiencia empirica en cada uno de los pacientes. Se necesita mas investigacion en este campo, asi como
su efecto terapéutico combinando el empleo de ultrasonidos con distintos farmacos [58].

Efecto de ultrasonidos en receptores ABC y relacion con la resistencia a farmacos (MDR)

La sobreexpresion de los llamados canales ABC (ATP-binding cassette) son un problema de cara al
tratamiento de los pacientes con cancer. Estos canales transportan drogas muy variadas de manera activa
desde el interior celular hacia el exterior, dando lugar a la llamada multirresistencia a drogas (MDR,
Multi-Drug  Resistance), disminuyendo significativamente la eficacia de los tratamientos
quimioterapéuticos. La MDR en cancer es un fenomeno que ocurre cuando las células cancerosas
desarrollan resistencia a agentes quimioterapéuticos cuya estructura es muy distinta entre si. El desarrollo
de la resistencia a quimioterapia es la principal causa de fracaso en los tratamientos, afectando esto a
varios tipos de tumores so6lidos [62-64]. Los transportadores ABC son proteinas de membrana que poseen
tanto dominios transmembrana como dominios de unidén a nucledtidos. Estos ultimos generan energia
obtenida a partir de la hidrolisis de ATP para conseguir realizar un transporte activo en contra de
gradiente a través de la membrana [62]. Dentro de esta familia se distinguen distintos miembros segun
pequefias variaciones en los dominios que conforman la proteina, destacando algunos en células
cancerigenas como ABCBI1 (Glicoproteina P), MRP1 (Multidrug Resistance-associated Protein 1)y
ABCG2. Todos transportan un amplio abanico de sustratos, como iones, azicares, aminodcidos, lipidos,
toxinas y farmacos quimioterapéuticos [65]. Tras la exposicion a US, las células MDR se vuelven mas
sensibles a los farmacos antitumorales [66]. Aun asi, no esta claro el mecanismo que posibilita a los US
modular a los transportadores ABC en la membrana. Por ello, se ha llegado a la conclusion de que se
necesita mas estudio en este &mbito, pudiendo ser una importante mejora terapéutica en clinica.



Efecto de los ultrasonidos sobre la expresién génica y la apoptosis

Diversos estudios han demostrado que los US poseen un efecto bilateral en la expresion génica en tejidos
vivos, dependiendo de la dosis a la que se someta a los mismos. En primer lugar, Tabuchi y
colaboradores, en 2008, demostraron el efecto de los ultrasonidos alterando la expresion génica in vitro,
disminuyendo la expresion de 193 genes asociados con crecimiento celular, proliferacion y desarrollo, y
aumentando la expresion de 201 genes relacionados con movimiento celular, cambios morfoldgicos y
apoptosis [67]. Ademas, Kruse y colaboradores en 2008 demostraron que el incremento de apoptosis se
ve reflejado en el aumento de la expresion de mRNA de HSP-70 (Heat Shock Protein-70, proteina de
choque térmico 70) in vivo [68]. Por ultimo, varios estudios han demostrado, tanto in vitro como in vivo,
que los US inducen la muerte celular en distintos tipos de tumores. Tras la exposicion a US, las células
muestran las caracteristicas morfoldgicas y moleculares mas clasicas de la apoptosis, como condensacion
del ntcleo y cambios en la posicion de la cromatina, aumento de la expresion de la fosfatidilserina en
membrana y expresion de BCL-2 apoptoticas (como BAX, BAD y Bak, promoviendo la activacion de la
via apoptotica intrinseca mitocondrial, mediante la liberacion del citocromo C al citosol y activacion de
las caspasas 3 y 9) [57, 69, 70].

Discusidn

Nuestra investigacion es parte de un proyecto mayor con un enfoque multidisciplinar a largo plazo, cuyo
objetivo es el desarrollo de una terapia basada en LIUS para tratar el cancer pancreatico. En nuestra linea
nos centraremos en el hecho de que la terapia génica y especialmente la accion de los farmacos
antineoplasicos necesitan la entrada de una gran cantidad de moléculas en el interior celular para
desempefiar su accion. Los resultados preliminares son bastante prometedores, teniendo en cuenta la
innovacién que ha supuesto desarrollar los métodos empleados en el laboratorio en un corto espacio de
tiempo. Las lineas celulares empleadas en el estudio son 3: Panc-1 y MiaPaCa (células epiteliales
tumorales pancreaticas) y BJ-hTERT (fibroblastos inmortalizados provenientes de prepucio humano). A
modo de resumen, se observaron pequeiias diferencias en la viabilidad de las células tumorales después
de la exposicion a LIUS, mientras que se observd una reduccion en la vitalidad celular, particularmente
en las células MiaPaCa. Ademas, se observd un aumento en la expresion del marcador epitelial EpCAM
en células tumorales y una expresion reducida del marcador tumoral MUCI en células Panc-1, asi como
una disminucion pequeia, pero significativa, en los niveles generales de expresion de ARNm de VEGF.
También se encontraron diferencias en la viabilidad de los fibroblastos BJ-hTERT después de la
exposicion a LIUS y una reduccion significativa en la expresion del factor de activacion de fibroblastos
FAP. Sin embargo, nuestros resultados mas esperanzadores y relevante son los obtenidos en los ensayos
de migracion. Hubo una reduccién en la capacidad de migracion de las células Panc-1 después de la
exposicion a LIUS (46% sin LIUS frente a 17% con LIUS). Asimismo, al estimular la migracion de esta
linea con TGF-B, el cultivo tratado con LIUS soélo consiguid cerrar la herida en un 60% de su longitud.
Los fibroblastos de la linea BJ-hTERT generalmente cierran la herida en unas 12-18 horas. Sin embargo,
23 horas después de la exposicion a LIUS, la herida no se habia cerrado completamente (s6lo al 52% de
su longitud). El efecto de los LIUS parece depender de la dosis, ya que entre 24-48 horas después de la
exposicion a los ultrasonidos se restablecid la capacidad de migracion de las células. Los ensayos de
migracion han presentado una variabilidad en la dinamica de movimiento celular, pudiendo pensar que
los ultrasonidos actiian a modo de “droga”, requiriendo dosis de rescate que permitan perpetuar su efecto
de disminucion de la movilidad celular y cambio a un fenotipo epitelial a lo largo del tiempo, tanto en
células tumorales como en fibroblastos, permitiendo la entrada de farmacos para atacar el tumor al
desestabilizar el estroma y evitando la migracion de las células tumorales.

Pese a ser una tecnologia poco estudiada, los ultrasonidos han mostrado ser una potencial terapia para este
tipo de tumores solidos agresivos dada la dificultad de su tratamiento actual, su alta letalidad y la
necesidad del desarrollo de una terapia para estos pacientes. Concebimos la idea de que los LIUS sirvan
como una terapia de apoyo que favorezca el efecto de los farmacos antineoplésicos, dado que el gran
problema de los tumores pancreaticos es su estroma. Confiamos en avanzar en nuestra linea y conseguir
buenos resultados, tanto in vitro, como in vivo (en modelos de raton).
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