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Resumen Los estudios genéticos han alcanzado un papel central en el estudio del mieloma miltiple (MM),
al convertirse en un componente critico en la estratificacion basada en el riesgo de la enfermedad.
Se han hecho grandes esfuerzos para identificar cambios genéticos que puedan predecir el resultado clinico e
incluirlos en la practica clinica diaria. La hibridizacion in situ fluorescente (FISH) es todavia la técnica genética
mas utilizada en la practica clinica, mayormente debido a su sencilla implementacién y su simplicidad para el
analisis de datos. El advenimiento de la genémica (hibridizaciéon genémica comparativa, secuenciacion exénica o
gendmica completa) y del transcriptoma de alta resolucion (perfiles de expresion de genes — GEP y secuenciacion
de ARNm) proveen un analisis exhaustivo de los ya definidos factores prondsticos genéticos y son herramientas
Utiles para la identificacion de potenciales nuevos marcadores prondsticos de enfermedad en el clon tumoral
de MM. Mas aun, GEP ha sido exitosamente implementado en MM como una herramienta de estratificaciéon de
riesgo, siendo la de mayor poder de discriminacion de resultados. De todas maneras, algunos aspectos técnicos y
logisticos complejos (necesidad de una elevada purificacion del clon tumoral, costo de los ensayos y complejidad
en los analisis de los datos) deben ser considerados antes de la incorporacion definitiva de estas tecnologias de
alto rendimiento dentro de los ensayos clinicos de rutina. Hasta entonces, FISH continta siendo la herramienta
estandar para la deteccion de anormalidades genéticas y de valoracion prondstico de enfermedad.
Palabras clave: herramientas genéticas, estratificacion de riesgo, mieloma multiple
Abstract Genetic tools for risk-stratification in multiple myeloma. Genetic studies have a central role
in the study of multiple myeloma (MM), as they become a critical component in the risk-based strati-
fication of the disease. Significant efforts have been made to identify genetic changes and signatures that can
predict clinical outcome and include them in the routine clinical care. Fluorescence in situ hybridization (FISH) still
remains the most used genetic technique in clinical practice, mostly due to its very straightforward implementation
and the simplicity of data analysis. The advent of high-resolution genomics (i.e. array CGH, exome and whole
genome sequencing) and transcriptomics tests (i.e. gene expression profiling — GEP, and mRNA sequencing)
provide a comprehensive analysis of the already defined genetic prognostic factors and are helpful tools for the
identification of potential novel disease markers on the MM tumor clone. Indeed, GEP has been successfully im-
plemented in MM as a risk-stratification tool, holding the greatest power in outcome discrimination. Nevertheless,
some technical and logistic intricacies (need of a highly purified tumor clone, cost of the assay and complexity
of data analysis) need to be considered before the definitive incorporation of high-throughput technologies in
routine clinical tests. Until then, FISH remains the standard tool for genomic abnormality detection and disease
prognostication.
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Es ampliamente aceptado que el mieloma multiple
(MM) es una enfermedad heterogénea con subtipos
principales definidos por diversas alteraciones genéticas
y epigenéticas en las células plasmaticas clonales’ 2.
Estas aberraciones genéticas se han utilizado como base
para clasificar la enfermedad, establecer categorias de
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prondstico, y en cierto grado, servir como marcadores
predictivos de respuesta’ 3.

Aunque los test genéticos no tienen valor diagnds-
tico, tienen alto valor prondstico y son fundamentales
en la estratificacion por riesgo del mieloma. FISH (hi-
bridizacién in situ fluorescente) continuara siendo la
técnica estandar para la deteccién de alteraciones y
la consiguiente estratificacion del mieloma en grupos
de riesgo, hasta el momento en que los analisis geno-
micos de alta resolucion sean de facil interpretacion y
bajo costo. El grupo de pacientes considerado de alto
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riesgo es el més desafiante a nivel clinico debido a la
ausencia de una terapia eficaz que pueda ser utilizada.
La identificacién de nuevos marcadores genéticos que
sean predictivos de respuesta es un objetivo central
de la investigacién en mieloma, ya que de esa forma
se puede cambiar el paradigma del tratamiento hacia
una terapia mas individualizada asociada con el perfil
genético del paciente.

Varias clasificaciones genéticas se utilizan en la es-
tratificacion del mieloma, generando hasta 8 subgrupos
de enfermedades con distintos niveles de agresividad
y pronostico diferencial® “7. Si bien la mayoria de estos
perfiles genéticos son principalmente usados con fines
investigativos, algunos se han incorporado con éxito al
laboratorio clinico®. Por otro lado, la subdivision de la
enfermedad en multiples subgrupos pequefios conlleva
al riesgo de crear analisis fragmentados que carecen de
suficiente poder estadistico. En respuesta a este desafio
y en un intento de simplificar la estratificaciéon a la hora de
la toma de decisiones clinicas, ha sido desarrollada por la
Clinica Mayo una clasificacion genética simplificada que
segrega a los pacientes con prondstico estandar (75%
de los pacientes) y alto (25%) (www.msmart.org; Fig.
1)%19. Si bien no existe en la actualidad un tratamiento
especifico para el MM de alto riesgo, se han generado
tres corolarios importantes: i) ensayos clinicos dirigidos
a MM de alto riesgo estan siendo desarrollados; ii) la
estratificacion en categorias de riesgo ha permitido tener
un tratamiento individualizado en los pacientes de riesgo

Mieloma de Mieloma de riesgo
riesgo alto (25%) estandar (75%)
FISH Otras alteraciones:
Dell7p t(11;14)

t(4;14)* t(6;14)

t(14;16) Hiperdiploidia
Citogenética

Delecidén 13

Hipodiploidia

Figura 1 — Estratificacion de mieloma por riesgo basado en la
presencia de alteraciones genéticas con valor prondstico
(adaptado de mSMART, www.msmart.org).

*Algunos autores la consideran de prondstico intermedio por
su buena respuesta a bortezomib.
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estandar, transformando en estos casos al MM en una
enfermedad crénica; vy iii) la identificacion de caracteris-
ticas de alto riesgo es fundamental para la orientacion
adecuada de los pacientes con un modelo de toma de
decisiones compartidas.

El uso de la estratificacion basada en el perfil ge-
nético se ha utilizado tanto en pacientes tratados con
quimioterapia convencional®, como con quimioterapia a
altas dosis seguida por trasplante autélogo de células
progenitoras hematopoyéticas’’. Se estan identificando
perfiles genéticos predictivos de respuesta a nuevas te-
rapias, basadas en inhibidores del proteasoma y drogas
inmunomodulatorias (IMiDs)'" '3, con el fin de cambiar el
paradigma del tratamiento desde las terapias actuales a
las terapias paciente-especificas, dependiendo de su per-
fil genético. Un ejemplo es la identificacion del subgrupo
de pacientes con bajo nivel de expresion génica del gen
cereblon (CRBN). Recientemente fue descubierto que
la talidomida inicia sus efectos teratogénicos al unirse a
CRBN e inhibir la actividad ubiquitina ligasa al complejo
E3, constituido por CRBN, Cul4A y damage DNA binding
protein 1 (DDB1)'“. Posteriormente se demostré que
CRBN es indispensable para la funcién de los IMiDs'®.
De esta forma, los casos con niveles bajos de CRBN no
se beneficiarian con terapias basadas en IMiDs, y otras
terapias deberian ser consideradas.

Antecedentes de estudios genéticos en MM

En los ultimos 30 afios los estudios moleculares comen-
zaron a revelar alteraciones cromosémicas en MM que
ayudan a identificar la enfermedad mas agresiva's.
Esta clasificacion bioldgica es impulsada principalmente
por alteraciones genéticas que se pueden observar des-
de las fases pre-malignas de la enfermedad'®2°. A gran
escala, los mielomas se dividen en hiperdiploides y no
hiperdiploides. Este ultimo grupo a su vez se subdivide
en hipodiploides (< 45 cromosomas), pseudodiploides
(45 a 47 cromosomas) y casi tetraploides (> 73 cromo-
somas). Cada uno de estos grupos (MM hiperdiploide y
no hiperdiploide) comprende aproximadamente la mitad
de los casos con muy bajo solapamiento entre catego-
rias?. Los casos hiperdiploides estan caracterizados
por la presencia de multiples trisomias, especialmente
de los cromosomas impares 3, 5,7, 9, 11, 15, 19y 21.
Por otro lado, los no-hiperdiploides estan caracterizados
principalmente por la presencia de translocaciones cro-
mosomicas afectando el locus IgH en la banda 14g32*
222 |a mayoria de estas translocaciones conducen a la
activacion de proto-oncogenes ubicados en las bandas
11p13 (cyclin D1 [CCND1; encontrado en 15% de los
pacientes), 4p16 (Wolf-Hirschhorn sindrome candidate 1
[MMSET] y fibroblast growth factor receptor 3 [FGFR3];
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15%), 16923 (v-maf musculoaponeurotic fibrosarco-
ma oncogene homolog [MAF]; 5%), 6p21 (cyclin D3
[CCND3]; < 5%) y 20q12 (v-maf musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene homolog B [MAFB]; < 5%)2325,
Todas estas translocaciones tienen valor prondstico,
como se discute en la préxima seccion.

Aunque existen muchos sistemas que pueden esti-
mar el prondstico del MM, la mayoria de los enfoques
se centran en la identificacion de marcadores genéticos
que pueden discriminar entre grupos clinicos. La gené-
tica ha sido utilizada por varios estudios a gran escala
para predecir el resultado en los pacientes tratados con
terapia convencional* 2 y dosis alta de quimioterapia
seguida de trasplante autélogo de células progenitoras
hematopoyéticas (TACPH)" 7. La mayoria de estos es-
tudios utilizaron agentes alquilantes. En la actualidad se
estan realizando varios estudios para comprender mejor
las implicaciones prondsticas de marcadores genéticos
en cohortes de pacientes tratados con inhibidores del
proteasoma (bortezomib y carfilzomib) e IMiDs (lenali-
domida y pomalidomida).

Aunque todavia no existen datos concluyentes sobre
el valor prondstico de los marcadores genéticos con estos
nuevos esquemas terapéuticos, los datos preliminares
sugieren que tanto el tratamiento basado en bortezomib'
27.28 como en talidomida y lenalidomida''-2%%° podria be-
neficiar a los que poseen marcadores genéticos de alto
riesgo. A pesar del entusiasmo inicial, estos estudios han
sido realizados con grupos reducidos de pacientes, y la
mayoria en el marco de MM reincidente y refractario'
2. También es importante sefialar que el valor pronds-
tico de los marcadores genéticos necesita ser validado
de acuerdo con la etapa especifica de la enfermedad;
factores prondsticos validados en el tratamiento inicial
de la enfermedad pueden no tener efectos similares en
pacientes previamente tratados.

El campo de estudio se desarroll6 inicialmente por
el uso de FISH" 2.3 'y mas recientemente por medio
de plataformas de alta resolucion para el estudio del
transcriptoma [perfiles de expresion génica (GEP)])® 732y
genoma [hibridacién genémica comparada (aCGH) y se-
cuenciacion de segunda generacion]®> 3% 3. Es fundamen-
tal que los andlisis gendmicos se hagan exclusivamente
en células tumorales para asegurar resultados precisos y
fiables. La identificacion de células tumorales puede ser
realizada por medio de dos métodos. El primero consta
de la identificacion de las células plasmaticas clonales
por medio de la marcacion fluorescente de moléculas
de inmunoglobulina de cadena liviana localizadas en el
citoplasma de las células plasmaticas (clg)®. Otra opcion
es enriquecer las células plasmaticas por medio de perlas
magnéticas anti-CD138. La clg es exclusivamente usada
en combinacién con FISH (clg-FISH), mientras que la
purificacion de células plasmaticas puede ser usada tanto
para FISH como para estudios genémicos.
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Alteraciones genéticas con valor prondstico
Translocacion t(4;14)(p16;932)

La translocacién t(4;14) es observada en 15% de los
pacientes y resulta en la sobre-expresion de los genes
FGFR3y MMSET. La translocacion esta asociada con una
enfermedad mas agresiva y supervivencia reducida, tanto
al diagndéstico como en pacientes tratados con quimiote-
rapia basada en alquilantes o con TACPH" 47, Si bien
los datos iniciales mostraron que los pacientes con esta
translocacion responden mejor al tratamiento con bortezo-
mib que a terapias convencionales'?, estudios posteriores
en grandes cohortes tratadas con bortezomib indican que
la translocacion todavia muestra valor prondstico, en se-
ries de pacientes analizadas por los grupos multicéntricos
francés (grupo IFM)® y espafiol® ' %. De hecho, la serie
francesa muestra que si bien el bortezomib ha mejorado el
resultado en casos con t(4;14) en comparacion con terapias
previas, el marcador genético esta todavia asociado con
un prondstico negativo. Por su lado, el estudio espafiol ha
mostrado resultados similares y confirma que la t(4;14)
todavia augura un pronéstico desfavorable en MM.

Translocacién t(14;16)(q32;923) y otras alteraciones
de MAF

La t(14;16) es identificada en 5% de los casos y resulta
en la sobre-expresion del proto-oncogén MAF. Pacientes
con lat(14;16) presentan una enfermedad agresiva y mal
prondstico, independientemente del esquema terapéutico
utilizado*”. Un resultado similar se asocia con la t(14;20)
que afecta al gen MAFB37. La deteccion de estas trans-
locaciones no ha sido universalmente establecida en
el laboratorio clinico dada su muy baja prevalencia. Un
estudio reciente del IFM ha cuestionado la importancia
prondstica de la t(14;16), dado que un gran numero de
casos mostraron un efecto neutral sobre la misma13. Sin
embargo, también se identificé que el MM con t(14;16)
tenia una alta propension a mostrar muchas células cir-
culantes, un sello distintivo del MM agresivo.

Translocacién t(11;14)(q13;932)

La t(11;14) esta asociada con baja proliferacion celular,
bajo nivel de expresion de CD20 en superficie, bajos
niveles séricos de proteinas monoclonales y pronéstico
favorable*. Los casos con t(11;14) son caracterizados
por células con una morfologia linfoplasmacitica y mayor
compromiso 6seo® 3, Esta translocacion se encuentra
en una alta proporcién con la variante de IgM (38%), asi
como la amiloidosis de cadena de inmunoglobulina ligera.
Adicionalmente, mutaciones de K-RAS son identificadas
en el 50% de los casos con t(11;14) comparado con 10%
en casos con otras translocaciones del locus IgH*.
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Delecion 17p13

La delecion 17p13, presente en el 5-10% de los casos,
sigue siendo el factor genético de pronéstico desfavorable
mas importante en mieloma'-“7 26, El valor prondstico se
observa tanto en los esquemas quimioterapicos conven-
cionales como con TACPH, bortezomib o lenolidomida,
lo que sugiere que ninguno de los tratamientos tiene un
impacto significativo en este subgrupo'"%. Los datos de
las series clinicas mas recientes indican que mientras las
nuevas terapias han mejorado las perspectivas, estos be-
neficios se distribuyen de forma desigual, siendo minima
con la delecion 17p, moderado para t(4;14) y mayor para
la enfermedad de riesgo estandar.

Aunque el gen que causa el efecto negativo no ha sido
completamente confirmado, toda la evidencia indica que
TP53 es el candidato principal. Los casos con delecion
17p13, a menudo tienen enfermedad extramedular, hi-
percalcemia, afectacion del sistema nervioso central y
otras caracteristicas de enfermedad mas agresiva®“*'.

Amplificacion de 1q

Multiples estudios han demostrado que alteraciones del
cromosoma 1q se asocian con un peor pronéstico en
MM¢“244_E| principal gen candidato localizado en 1q es
CDC28 protein kinase regulatory subunit 1B (CKS1B),
el cual promueve la degradacion de p27, un inhibidor
de la progresion del ciclo celular. Existen dos perfiles de
expresion genética usados en la estratificacion por riesgo
de pacientes con MM, de los cuales un 30% de los genes
incluidos en el perfil se encuentra en el cromosoma 1.
Aunque la asociacién entre amplificaciéon 1qy mal pronds-
tico ha sido demostrada en mieloma**, su analisis todavia
no se ha implementado en la practica clinica estandar.

La delecién de 1p también se observa en una pro-
porcién considerable de casos con MM. Sin embargo,
todavia no ha sido identificado un gen candidato en
esa region.

Delecién 13

La delecion del cromosoma 13 es una de las alteraciones
cromosomicas mas comunes en MM, identificada en casi
el 50% de los pacientes recién diagnosticados?" 448,
Varios estudios han demostrado una prevalencia similar
en MGUS, lo que indica que se trata de un evento inicial
en la patogénesis de la enfermedad'® 2% “°. La delecién
fue originalmente identificada como un indicador de
prondéstico negativo'”. Sin embargo, cuando la alteracion
es identificada mediante FISH, el impacto no es lo sufi-
cientemente fuerte como para considerar la aberracion
indicativa de alto riesgo, sino mas bien como de riesgo
intermedio®, por lo que su valor clinico se considera
s6lo cuando la delecion esta presente en el estudio ci-
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togenético convencional®. La explicacion mas probable
de la diferencia entre técnicas de la deteccion de la
delecion 13q, es que la identificacion de la alteracion en
las metafases es un indicador de una enfermedad mas
proliferativa y con mayor carga tumoral. Por lo tanto, el
valor prondstico se debe a su funcién como marcador de
proliferacién celular mas que a un efecto directo ejercido
por dicha alteracién. Adicionalmente, la delecion 13 esta
comunmente asociada con marcadores genéticos de alto
riesgo, tales como t(4;14) y delecién 17p2.

Estudios genémicos de alta resolucion

Los estudios gendmicos de alta resolucion son ideales
en el estudio del mieloma, ya que no solo proporcionan
un andlisis completo de los factores prondsticos ya de-
finidos, sino que también son herramientas utiles para
la identificacion de nuevos marcadores de la patologia.
Sin embargo, algunos puntos deben ser considerados
antes de su incorporacion en los ensayos clinicos
de rutina. Como ya se menciond, el analisis se debe
realizar exclusivamente en células tumorales, ya sea
identificandolas en combinacién con inmunofluores-
cencia de la cadena Ig ligera citoplasmatica®, o bien
siendo purificadas usando anticuerpos anti-CD138+.
Adicionalmente, otros puntos a tener en cuenta son el
alto costo de los ensayos y la mayor complejidad de
los anélisis asociados.

Perfil de expresion génica (GEP)

El uso del GEP como una herramienta de estratificacion
de riesgo se ha aplicado con éxito en mieloma® 7 %0. A
partir de dos grandes series de pacientes tratados homo-
géneamente (Total Therapy 2 y Total Therapy 3), investi-
gadores de la universidad de Arkansas identificaron dos
sets de genes que sirven para estratificar a pacientes en
grupos de bajo y alto riesgo’. Algunos de los genes mas
representativos de esa lista son: CKS1B, thymopoietin
(TMPO), latent transforming growth factor beta binding
protein 1 (LTBP1), WEE1 y baculoviral IAP repeat con-
taining 5 (BIRC5), entre otros. Estos se correlacionan
con otros marcadores de enfermedad agresiva, como la
proliferacion celular. Estos sets de genes no han sido
todavia validados en pacientes tratados con inhibidores
del proteasoma e IMiDs, aunque probablemente tengan
el mismo valor que para las otras cohortes. EI GEP tam-
bién es muy exacto en la deteccion de translocaciones
de IgH, debido a la identificacion de muy altos niveles de
expresion de los proto-oncogenes involucrados en las
distintas translocaciones®. Infortunadamente, el GEP no
puede predecir la presencia de la delecidon 17p13, uno
de los factores pronésticos méas adversos en mieloma.
Hibridizaciéon gendmica comparativa en array (array-
CGH).
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Esta tecnologia tiene la ventaja de trabajar con el ADN,
evitando de este modo las limitaciones relacionadas con
la estabilidad del ARN. Estudios recientes han utilizado
plataformas de array-CGH y SNP (polimorfismo de nu-
cledtido simple) en un intento de incorporar herramientas
de valor prondstico para MM® 32, Uno de estos estudios
propuso una clasificacion en 3 subgrupos prondsticos
basada en la combinacion del nivel de 32 microglobulina
y nuevas alteraciones gendmicas con valor prondstico,
como ganancia de 5q y delecion de 12p33. Sin embargo,
se necesitan mas estudios antes de su aplicacion en la
practica clinica.

Una limitacion importante de estas plataformas es que
no estan disefiadas para identificar translocaciones, por
lo tanto su uso no puede reemplazar a FISH y GEP, sino
mas bien complementarlos.

Secuenciacion completa del genoma

La secuenciacion completa del genoma esta revolucio-
nando el estudio del cancer. Los primeros 38 mielomas
han sido secuenciados y se ha confirmado la alta frecuen-
cia de mutaciones afectando a la via NF-kB, asi como
también genes responsables de la traduccién proteica®.
Este enfoque es muy caro y el analisis es extremada-
mente complicado como para ser considerado como una
prueba de rutina en el analisis del mieloma; sin embargo,
su implementacion en la clinica podra acontecer en un
futuro no tan lejano.

Aspectos practicos y pruebas genéticas
recomendadas

La estratificacion en grupos de riesgo basada en alteracio-
nes genéticas puede tener profundas consecuencias en
las decisiones clinicas y terapéuticas™. Inicialmente, las
pruebas se realizaron usando citogenética convencional;
sin embargo, el escaso éxito en la obtencion de células
tumorales en division llevé a su casi completa erradica-
cion del laboratorio clinico. La herramienta genética ideal
de pronéstico debe: i) ser confiable en la predicciéon de

TABLA 1.— Sumario del tipo de test dtil para el estudio de
alteraciones con valor prondstico

Alteracion FISH GEP aCGH
t(4;14) Si Si No
t(14;16) Si Si No
t(11;14) Si Si No
-17p13 Si No Si
+1q Si No Si
Ploidia Si No Si
Perfiles de expresion génica No Si No
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resultados; ii) poder ser facilmente implementada en el
laboratorio clinico; y iii) estar ampliamente disponible y
facil de interpretar. EI FISH cumple la mayoria de estos
requisitos, siendo una técnica muy sencilla de implemen-
tar y analizar. Es por todo esto, que todavia hoy el FISH
sigue siendo la herramienta de diagndstico primario.
Por otro lado, la técnica de FISH tiene sus limitaciones,
especialmente por el hecho de analizar solo una o pocas
regiones cromosoémicas, careciendo de una perspectiva
integral de la complejidad gendmica del tumor. Su asig-
nacion categorica de los pacientes en subgrupos es, por
lo tanto, intrinsecamente limitada y en general sélo puede
proporcionar una orientacion general.

El GEP, por otro lado, genera mayor cantidad de datos
y su uso se ha empezado a masificar en los laboratorios
clinicos y es probable que reemplace al FISH como la
prueba estandar en la clinica. Para ciertas alteraciones,
como la delecién 17p13, la transicién de FISH a GEP no
es tan sencilla y aun deben desarrollarse mas opciones
antes de la eliminacién de la prueba en curso (Tabla 1).
Aunque, sin duda, esto cambie con el tiempo, puede ser
utilizado como una guia general sobre qué estudio realizar
y en qué punto de la enfermedad.

A nuestro entender, la mejor estrategia actualmente
disponible para implementar en el laboratorio clinico es
el uso de GEP para la deteccién de translocaciones e
indices genéticos utilizados en estratificacion por riesgo,
acompanado con el estudio de 17p mediante la técnica
de FISH. Sin embargo, hasta el momento en que el GEP
y otras técnicas de alta resolucion, como la secuencia-
cion del genoma o transcriptoma, se conviertan en he-
rramientas clinicas estandar, FISH continuara siendo la
principal herramienta para establecer criterios pronésticos
moleculares en MM.
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Race and ethnicity are commonly reported variables in biomedical research, but

how they were determined is often not described and the rationale for analyzing them
is often not provided. JAMA improved the reporting of these factors by implementing
a policy and procedure. However, still lacking are careful consideration of what is
actually being measured when race/ethnicity is described, consistent terminology,
hypothesis-driven justification for analyzing race/ethnicity, and a consistent [...]
measurement of socioeconomic status. Furthermore, some studies continue to
use race/ethnicity as a proxy for genetics [...] is necessary to clarify the meaning
of race/ethnicity in the biomedical literature.

Raza y etnia se informan cominmente en la investigacién biomédica, pero a
menudo no se describe la forma en que se determinaron y tampoco se proporciona
el fundamento para su andlisis. JAMA ha mejorado esto implementando politicas y
procedimientos. Sin embargo, sigue faltando una consideracion cuidadosa de lo que
realmente se mide cuando se describen raza / etnia, una terminologia coherente,
la justificacion para su andlisis, y una medicion consistente [...] de la situacion
socioecondmica. Por otra parte, algunos estudios siguen utilizando la raza / etnia
como un sustituto de la genética [...] es necesario aclarar el significado de raza /
etnicidad en la literatura biomédica
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