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1 GLOSARIO.

A1/BFL1: The Bcl-2-related protein A1

APAF-1: Apoptotic protease activating factor-1

Apo2L/TRAIL: Apo2 ligand / TNF-Related apoptosis inducing ligand
APRIL: A proliferation-inducing ligand

ASCT: Autologous stem cells transplantation o trasplante autdlogo de células
madre

AXII: Annexin

AXIIR: Annexin Il Receptor

BAFF: B-cell activating factor

Bcl-2: B cell Lymphoma 2

bFGF: Corning basic Fibroblast Growth Factor
BMPs: Bone morphogenetic proteins
CAM-DR: Cell adhesion-mediated drug resistance
CAMs: Cell Adhesion Molecules

CCR1: C-C Motif Chemokine Receptor 1
CCRS5: C-C Motif Chemokine Receptor 5
CCRS8: C-C Motif Chemokine Receptor 8
CDC25A: Cell division cycle 25 homolog A
CDK: Cyclin-dependent kinase

CDK2: Cyclin-dependent kinase 2

C-FLIP: Cellular FLICE inhibitory protein
clAP2: Cellular inhibitor of apoptosis 2

CMMs: Células Madre Mesenquimales
CTLA-4: Cytotoxic T — Lymphocite Antigen 4
DKK1: Dickkopf-1

DLX5: Distal-less homeobox 5

DS-CMMs: CMMs derivadas de donantes sanos



EGF: Epidermal growth factor

EM-DR: Environmental-mediated drug resistance
FAK: Focal Ahesion Kinase

FN: Fibronectina

G-CSF: Granulocyte colony stimulating factor
Gas6: Growth arrest-specific gene 6
GLOBOCAN: Global Cancer Observatory
HGF: Hepatocyte growth factor

HSC: Células Madre Hematopoyéticas o Hematopoyetic Stem Cells
HSP: Heat Shock Protein

HSP-27: Heat Shock Protein 27

HSP-70: Heat Shock Protein 70

HSP-90: Heat Shock Protein 90

IAPs: Proteinas inhibidoras de la apoptosis
ICAM: Intercelular Adhesion Molecule

IDO: Indolamina 2,3-dioxigenasa

IGF1: Insulin-like growth factor-1

iHDACs: Histone deacetylase inhibitors
IL-1B: Interleucina 1 beta

IL-10: Interleucina 10

IL-11: Interleucina 11

IL-17: Interleucina 17

IL-3: Interleucina 3

IL-6: Interleucina 6

IL-7: Interleucina 7

IL-8: Interleucina 8

IMIDs: Farmacos inmunomoduladores o inmunomodulatory drugs



IMWG: Grupo Internacional del Trabajo del Mieloma o International Mielome
Working Group

LFA-1: Leukocyte Function associate Antigen 1

mADbs: Anticuerpos monoclonales o monoclonal antibodies
Mcl-1: Myeloid cell leukimia 1

MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1, CCL2
MIP-1a: Macrophage inflammatory protein-1a

miR-15a: microRNA 15a

miRNA: microRNAs

MM: Mieloma Multiple

MM-CMMs: Células madre mesenquimales derivadas de pacientes con MM
MMP1: Metaloproteinasa de la matriz 1

MMP14 (MT1-MMP): Metaloproteinasa 14

MMP9: Metaloproteinasa 9

MMPs: Metaloproteasas

MO: Médula 6sea

MOMP: Mitochondrial Outer Membrana Permeabilization
MRD: Enfermedad residual minima

MRNA: RNAs mensajeros

MUC-1: mucin 1, cell Surface-associated

OPG: osteoprotegerina

OPN: osteopontina

PDGF: Platelet derived growth factor

PGEZ2: prostaglandina E2

Pls: inhibidores del proteosoma o proteasome inhibitors
RAFTK: Protein Tirosin Kinase 2 beta (PTK2B)

RANK: Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B

RANKL: Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B ligand



Rb: Proteina del retinoblastoma

Ror2: Receptor Tyrosine Kinase Like Orphan Receptor 2
SHP2: Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 11, PTPN11
SDF1a (CXCL12): Stromal-cell derived factor-1
SFM-DR: Soluble factors-mediated drug resistance
sFRP-2: Secreted frizzled-related protein 2

sFRP-3: Secreted frizzled-related protein 3

TGFp: Transforming growth factor

TNFa: Tumor necrosis factor

VCAM-1: Vascular adhesion molecule

VEGF: Vascular endothelial growth factor

VEs: Vesiculas Extracelulares

VLA-4: Very Late Antigen 4; a4p1

VLA-5: Very Late Antigen 5, CD49; o531



2 RESUMEN.
RESUMEN

El Mieloma Multiple (MM) es una neoplasia maligna conformada por células
plasmaticas derivadas de un mismo clon que se caracterizan por la secrecion de
una inmunoglobulina monoclonal, el componente M. Estas células residen en la
médula 6sea y a medida que avanza la enfermedad se encuentran en otras
localizaciones extramedulares que dan lugar a las manifestaciones clinicas
conocidas por el acronimo CRAB. Esta entidad constituye el 0,9% de todos los
casos de cancer diagnosticados, la incidencia se encuentra en aumento, aunque
la mortalidad esta en descenso por el avance cientifico en las dianas
terapéuticas. El microambiente tiene un papel muy importante a nivel de la
progresion tumoral de esta enfermedad, concretamente en este trabajo se lleva
a cabo una revision bibliografica donde nos centraremos en el papel de las
células madre mesenquimales (CMMs), las cuales interactuan con las células
del MM a través de adhesiones celulares, moléculas solubles y vesiculas
extracelulares que favorecen a la proliferacion, la diseminacion, la afectacion
Osea y la resistencia a los tratamientos. Estas interacciones son criticas para el
desarrollo y evolucion de la enfermedad.

Palabras clave: Mieloma multiple, células madre mesenquimales,
microambiente, progresion tumoral

ABSTRACT

Multiple Myeloma (MM) is a malignant neoplasm made up of plasma cells
derived from the same clone characterized by the secretion of a monoclonal
immunoglobulin, the M component. These cells reside in the bone marrow and
as the disease progresses they are found in other extramedullary locations giving
rise to the clinical manifestations known by the acronym CRAB. This entity
constitutes 0.9% of all diagnosed cases of cancer, the incidence is increasing,
although mortality is decreasing due to scientific advances in therapeutic targets.
The microenvironment plays a very important role in the tumor progression of this
disease, specifically in this work we carry out a literature review where we will
focus on the role of mesenchymal stem cells (MSCs), which interact with MM
cells through cell adhesions, soluble molecules and extracellular vesicles that
favor proliferation, dissemination, bone involvement and resistance to treatments.
These interactions are critical for the development and progression of the
disease.

Key words: multiple myeloma, mesenchymal stem cells, microenvironment,
tumor progression



3 OBJETIVOS Y METODOLOGIA.

El objetivo principal de este trabajo es explicar el papel de las células madre
mesenquimales (CMMs) en relaciéon con el mieloma multiple (MM), es decir, en
la proliferacidon de las células tumorales, su diseminacion, la afectacion 6sea y
resistencia a los tratamientos. Para poder realizar esto en primer lugar se ha
expuesto qué es el MM, como se define y la evolucién de esta enfermedad. A
continuacion, se ha definido a las CMMs y como es su relacion con las células
del MM.

Para poder realizar esto se ha llevado a cabo una revisién sistematica sobre
los aspectos mas importantes de las CMMs con respecto al MM, primero, la
conexion que existen entre ambas por vias directas e indirectas, a continuacion,
de forma mas especifica su actuacién a nivel de la proliferacion, diseminacién y
homing para finalizar con su papel en la afectacion 6sea y en la resistencia a los
tratamientos. Existen numerosos articulos acerca esta correlacion.

Se han revisado multiples articulos que se encuentran referenciados en el
texto e incluidos en la bibliografia. Todos los articulos consultados estan
disponibles en PubMed.



4 INTRODUCCION.

El Mieloma Multiple (MM) es una neoplasia maligna conformada por células
plasmaticas derivadas de un mismo clon. En la mayor parte de los pacientes,
esta enfermedad se caracteriza por la secrecion de una inmunoglobulina
monoclonal, también conocida como componente M, producida por las células
plasmaticas neoplasicas del MM (1). Las células del MM residen a nivel de la
médula 6sea (MO), pero a medida que avanza la enfermedad se pueden
encontrar en otras localizaciones extramedulares como la sangre periférica,
tejidos blandos y varios érganos (2).

Las manifestaciones clinicas tipicas son conocidas por el acronimo CRAB y
son consecuencia del componente monoclonal, la presencia de las células
plasmaticas malignas y las citocinas secretadas por estas mismas. El acronimo
CRAB se traduce en: (C) Calcio elevado o hipercalcemia, (R) procede de “Renal
failure” o fallo renal, (A) de Anemia y (B) de “Bone lesions” o afectacion ésea.

Esta patologia puede darse de novo o como evolucidon de una Gammapatia
Monoclonal de Significado Incierto (GMSI). El riesgo de progresion de una GMSI
a un MM es de 1% por afio. La GMSI se caracteriza por infiltracion en la médula
O0sea de las células plasmaticas (<10%), componente de proteina M 30g/L y
ausencia de las manifestaciones clinicas del mieloma multiple (CRAB). Si la
GMSI avanza y el componente M es >30g/L (o componente-M urinario = 500
mg/24h) y/o la infiltracion celular en la médula 6sea es entre 10-60 % en ausencia
de otros criterios de mieloma, se considera Mieloma Smoldering (quiescente) y
su riesgo de progresion de Mieloma Smoldering a MM es de 50% a los 5 afos

(3).

Las células plasmaticas provienen de las células madre hematopoyéticas
(HSC o Hematopoyetic Stem Cells) que a nivel de la médula ésea sufren una
serie de procesos de diferenciacion dando lugar a las células B. En la superficie
de estas células B se encuentra el complejo IgH-IgL a través del cual se produce
su migracion a los érganos linfoides secundarios. Alli se produciran una serie de
interacciones que finalmente daran lugar a las células plasmaticas capaces de
producir anticuerpos especificos frente a los diferentes antigenos (4).

La evolucion de estos estadios previos hacia MM (Figura 1) es un proceso
complejo que actualmente se desconoce en su totalidad. Se cree que consiste
en diversos pasos que involucran cambios genéticos en la célula tumoral,
sumados a la existencia de un microambiente éptimo que favoreceria que
ocurriesen estos cambios (1). Este proceso podria darse como consecuencia de
una expansion clonal de la célula B madura que ha pasado por el centro germinal
o de una serie de eventos genéticos en las células plasmaticas, produciéndose
un evento genético primario (translocaciones IgH o hiperploidias) que es seguido
por acumulacion de multiples eventos genéticos secundarios (mutaciones,
cambios epigenéticos, etc.) (3).
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Figura 1. El desarrollo de las gammapatias monoclonales. El mieloma mdltiple deriva del
resultado de un proceso complejo y multiples pasos y cambios en la médula 6sea y puede ser
derivado de la gammapatia monoclonal de significado incierto y el mieloma smoldering. Tomado
de: Targeting the Microenviroment for Treating Multiple Myeloma Por Neumeister P et al, 2022.
International Journal of Molecular Sciences, vol. 23.

4.1 Epidemiologia del Mieloma Multiple.

Aunque el MM es un cancer relativamente poco comun, su incidencia va
en aumento. De acuerdo con las ultimas estadisticas de Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN) se ha estimado 160.000 casos de MM a nivel global
en 2018, siendo estos el 0,9% de todos los casos de cancer diagnosticados.
Aproximadamente, 90.000 casos fueron hombres y 70.000 mujeres, siendo la
incidencia estandarizada de MM de 2,1/100.000 y 1,4/100.000 respectivamente
(5). Esta neoplasia es mas comun y estd en aumento en los paises mas
desarrollados destacandose Australia, paises de Europa occidental y EE. UU.

(6).

En cuanto a la mortalidad, en 2018, se estima que 106.000 personas
fallecieron por MM, siendo esto el 1,1% de todas las muertes por cancer. De
entre estos 59.000 fueron hombres y 47.000 mujeres, siendo la incidencia
estandarizada para ambos sexos de 1,3/100.000 y 0,9/100.000 respectivamente

(5).
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Es importante sefalar que a pesar de que la incidencia esta aumentando
en las ultimas décadas, la mortalidad esta disminuyendo debido al aumento de
la supervivencia por el avance cientifico en las dianas terapéuticas (6). La
supervivencia varia en funcion del estadio en el momento del diagnadstico, en los
casos en los que el MM se encuentra localizado es de 74,8% a los 5 anos
(solamente se da en un 5% de los casos) y en los que la enfermedad es sistémica
es de 52,9% a los 5 afios (el 95% de los casos) (6). La edad media al diagndstico
es a los 69 anos, el 60% se da por encima de los 65 afnos y menos del 15% se
diagnostica antes de los 55 (7). También cabe destacar que es 1,5 veces mas
frecuente en hombres que en mujeres (8).

4.2 Criterios para el diagnéstico del Mieloma Muiltiple.

Los criterios diagndsticos para el MM se rigen por los criterios del Grupo
Internacional del Trabajo del Mieloma (IMWG: International Mielome Working
Group) y se basan en los niveles del componente monoclonal, plasmocitosis
clonal de la médula 6sea, biomarcadores y evidencia de dafio organico (CRAB).
Para establecer un diagndstico de MM debe existir infiltracion de las células
plasmaticas en la médula 6sea >10% o biopsia con plasmocitoma y uno o mas
de los siguientes eventos (9):

e Cualquiera de los eventos definitorios de mieloma:
o Evidencia de dafo organico por el proceso:
= Hipercalcemia >11mg/dl o 1mg/dl por encima del limite
normal.
» Insuficiencia renal: CCr < 40ml/min o Cr sérica >2mg/dl
= Anemia: Hb <10g/dl o 2g/dl por debajo del limite normal
= Lesiones 6seas: una o mas en Radiografia, TC o PET-TC
o Uno o mas de los siguientes biomarcadores de malignidad:
= |Infiltracién de las células plasmaticas en la médula ésea
>60%
» Relacién cadenas ligeras implicadas/no implicadas = 100
(implicadas debe ser = 100mg/l)
= Mas de una lesion focal de al menos 5mm en RM.

4.3 Tratamientos.

El tratamiento del MM ha sufrido varios cambios a lo largo de la ultima
década ya que ha habido muchos avances en la comprension de la enfermedad,
y la accesibilidad a nuevos tratamientos. Los tratamientos actuales incluyen la
combinacion de diferentes farmacos con distintos mecanismos de accion. Dentro
de estos farmacos se encuentran los corticoesteroides, los agentes alquilantes,
las antraciclinas, los inhibidores del proteosoma (Pls o proteasome inhibitors),
farmacos inmunomoduladores (IMIDs o immunomodulatory drugs), inhibidores
de histona deacetilasas (iIHDACs o histone deacetylase inhibitors), anticuerpos
monoclonales (mAbs o monoclonal antibodies), inhibidores de la exportacion
nuclear (nuclear export inhibitor) y quimioterapia a altas dosis con trasplante
autologo de células madre (ASCT o autologous stem cells transplantation)
(10,11) (Figura 2).
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El principal objetivo del tratamiento del MM es controlar la progresion de la
enfermedad, disminuir las complicaciones derivadas del MM y aumentar la
supervivencia (12). El tratamiento tiene tres fases, la induccién, la consolidacién
y el mantenimiento.

La eleccidn del tratamiento va a depender del tipo de paciente, la edad y
comorbilidades asociadas. Actualmente la terapia de induccion es una triple
combinacion de bortezomib, lenalidomida y dexametasoma (11). Después de la
primera respuesta se sigue con la terapia de consolidacion. Dependiendo del tipo
de paciente, edad y comorbilidades asociadas se tratara con dosis altas de
melphalan y ASCT en aquellos pacientes que sean aptos para trasplante o se
consolida/mantiene el tratamiento con bortezomib o lenalidomida en los que no

(11).

En caso de recurrencia de la enfermedad existen otros farmacos como
Selinexor, un inhibidor de la exportacion nuclear, panobinostat, un iHDACs y
belantamab, un mAbs, que se utilizan habitualmente en esos casos (12).

5 PAPEL DEL MICROAMBIENTE DE LA MEDULA OSEA EN EL
DESARROLLO DEL MIELOMA MULTIPLE.

En 1889, Stephen Paget introdujo la hipdtesis de “semilla y suelo”, también
llamado “seed and soil’. En esta, Paget sugeria que las células tumorales
(semilla; “seed”) crecian preferentemente en un microambiente selectivo (suelo;
“soil”). Esto se formulé en base a cdémo las células tumorales establecian las
metastasis. Cuando las células de un tumor abandonan su nicho y pasan al
torrente circulatorio pueden llegar potencialmente a cualquier 6rgano y
establecer metastasis, sin embargo, las metastasis ocurren preferentemente en
determinados tejidos u 6rganos donde el microambiente es mas favorable para
el desarrollo del tumor o, en el ejemplo de Paget, donde el suelo es mas feértil
para que la semilla germine. En cuanto al MM podemos aplicar también esta
teoria ya que como hemos comentado previamente, para que surja la
enfermedad se tienen que producir una serie de cambios genéticos que dan
lugar a la célula plasmatica maligna, pero también se tiene que dar
simultaneamente que dicha célula se encuentre en un microambiente que facilite
su supervivencia (13). Por tanto, el MM se caracteriza por una interaccion
compleja y bidireccional entre las células tumorales y el microambiente, que
desempefia un papel muy importante tanto en la patogenia, como en la
progresion, proliferacion, diseminacion y resistencia a los tratamientos (14).

El nicho hematopoyético es un microambiente especifico de la médula 6sea
(MO) que esta compuesto por un elementos celulares y no celulares. Dentro de
los elementos celulares distinguimos células hematopoyéticas; células
mieloides, linfocitos T, linfocitos B, células natural killer y osteoclastos, asi como
células no hematopoyéticas como células madre mesenquimales, fibroblastos,
osteoblastos y células endoteliales. Por otra parte, dentro de los elementos no
celulares del nicho hay que mencionar la matriz extracelular, citocinas, factores
de crecimiento, quimiocinas y vesiculas extracelulares (15). Ademas, el nicho
esta muy vascularizado por diferentes tipos de arteriolas, capilares y sinusoides
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(3). Las células del MM que llegan a la médula 6sea tendran que interaccionar
con los elementos celulares y no celulares de ese microambiente, bien a través
de contacto directo con dichos elementos o comunicandose a través de
moléculas solubles. Estas interacciones son las que van a condicionar que el
tumor progrese. En las siguientes secciones nos referiremos especificamente a
estas interacciones.

5.1 Interaccion de las células del Mieloma Multiple con las Células Madre
Mesenquimales.

5.1.1 Definicion Células Madre Mesenquimales.

Las células madre mesenquimales (CMMs) fueron descritas por primera
ver por Friendestein et al. en 1968 como células de la médula 6sea con
apariencia similar a los fibroblastos y capaces de diferenciarse en osteocitos,
condrocitos, adipocitos, tenocitos y miocitos, entre otros tipos celulares (16).

La Sociedad Internacional de Terapia Celular ha sugerido una serie de
criterios basicos minimos para definir las CMMs:

a) Adherencia al plastico bajo condiciones estandar de cultivo.

b) Expresién de marcadores de superficie como CD105, CD90, CD73 (=
95%) y ausencia de marcadores hematopoyéticos (CD45, CD34, CD14/CD11b,
CD79-a/CD-19 y HLA-DR (£2%))

c) Capacidad de diferenciacion in-vitro hacia osteoblastos, condrocitos y
adipocitos (17).

Las CMMs se encuentran en una proporcion muy pequeia a nivel de la
MO (0,01%-0,001% de todas las células mononucleares), pero a pesar de su
escasa presencia en esta localizacion cumplen importantes funciones. En
condiciones fisiologicas, participan en el mantenimiento y diferenciacién de las
lineas hematopoyéticas, regulan la homeostasis mineral 6sea y delimitan los
nichos celulares (18). Una parte importante de la actividad de las CMMs se debe
a su actividad paracrina, ya que estas células secretan multitud de moléculas y
vesiculas extracelulares que va a ejercer su accidn sobre el resto de las células
presentes en el microambiente de la MO.

Las células del MM, una vez han colonizado a la médula ésea, van a
interaccionar con las CMMs tanto de forma directa, mediante moléculas de
adhesion, como de forma indirecta a través de citocinas y otras moléculas.
Existen evidencias sustanciales de que esta interaccién va a inducir cambios
importantes en el comportamiento de las CMMs y en la composicién de su perfil
secretor de forma que, tras esa interaccion, estas CMMs van a favorecer, con su
accion paracrina, la supervivencia y proliferacion de las células del MM.
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5.1.2 Interaccion MM/CMMs a través de moléculas de adhesion y moléculas
solubles.

Las células del MM interaccionan de manera directa mediante moléculas
de adhesién (CAMs o Cell Adhesion Molecules) con las CMMs. Entre estas
CAMs se encuentra VLA-4 (Very Late Antigen 4; a4p1) presente en las células
del MM que se unira a VCAM-1 (Vascular Adhesion Molecule) presente en la
superficie celular de las CMMs. En referencia a VLA-4 se conoce que su
expresion aumenta al avanzar la evolucién de la neoplasia. Otras dos moléculas
implicadas en la comunicacién directa con las CMMs son LFA-1 (Leukocyte
Function associaten Antigen 1) y MUC-1 (Mucin 1, cell Surface-associated)
presentes en las células del MM y que se unen a ICAM (Intercellular Adhesion
Molecule) localizada en la superficie de las CMMs. Asimismo, hay que mencionar
a AXIIR (Annexin Il Receptor) expresado por las células del MM, que se une a
AXII (Annexin Il) presente en las CMMs, esta ultima CAM ademas de favorecer
la adhesion al estroma, favorece el crecimiento celular (19-21). Como se
explicara mas adelante, estas interacciones a través de CAMs, van a activar
determinadas rutas de sefalizacién implicadas en procesos como la proliferacion
celular o la inhibicion de la apoptosis.

Existen una gran cantidad de factores solubles, tales como citocinas,
quimiocinas o factores de crecimiento y diferenciacion que interaccionan de
forma reciproca con las células del MM y las CMMs. Entre ellas podemos
destacar la Interleucina 6 (IL-6), el TGFp (Transforming Growth Factor 3 o Factor
de Crecimiento Transformador ), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor o
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular), SDF1a (stromal-cell derived factor-
1, también llamado CXCL12), IGF1 (Insulin-like growth Factor o Factor de
crecimiento insulinico tipo 1a), TNFa (Tumor Necrosis Factor o Factor de
necrosis tumoral), BAFF (B-cell activating factor), APRIL (a proliferation-inducing
ligand) y HGF (hepatocyte growth factor). Al igual que ocurre con el contacto
directo entre las células del MM y las CMMs a través de CAMs, estas citocinas
activan diferentes vias de sefalizacion en las células del MM, tales como las
cascadas de sefializacion PI3K/akt/mTOR/p70S6K, IKK-o/NF-xB, MAPK y
JAT/STATS3 (Figura 3). Dichas cascadas de sefializacion a su vez van a activar
la produccidon de otras citocinas, proteinas anti-apoptoticas y moduladores del
ciclo celular que van a favorecer el crecimiento, la supervivencia, la resistencia
a los tratamientos y la diseminacion de las células del MM, asi como la
osteoclastogénesis y la angiogénesis (22).

Una vez en la MO, las células del MM no solo van a interaccionar con las
CMMs, sino que también a través de CAMSs, estas células se adheriran a
proteinas de la matriz extracelular. Como ejemplo, la proteina VLA-4 que es
expresada por las células del MM y se adhiere a las CMMs a través de VCAM1
se unira también a la matriz extracelular a través de una fibronectina (FN). Esta
ultima union va a inducir la activacion de la via de sefalizacion NF-xf3 en las
células del MM que promueve resistencia a los tratamientos y su supervivencia
(23).

Otras CAMs importantes en MM son LFA1 y MUC-1 que se unen a ICAM-
1 localizado en las CMMs y se asocian a progresion de la enfermedad y a un mal
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prondstico (24-26). Por otra parte, syndecan 1 es un proteoglicano de heparan
sulfato que se une al colageno tipo 1 de la matriz extracelular, activando la
expresion de la metaloproteinasa de la matriz 1 (Matrix Metalloprotease 1 o
MMP1), que va a promover la invasion tumoral, la resorcidon 6sea y la
angiogénesis (27).

La adhesién de las células del MM a las CMMs va a activar diferentes vias
de senalizacion también en las CMMs, como ya se ha adelantado para el caso
de la via NF-«xf, y a desencadenar la secrecion de diferentes citocinas, como la
IL-6. Esta interleucina es la mas importante e imprescindible para la patogénesis
y progresion del MM, ya que estimula el crecimiento celular, la supervivencia, la
diseminacioén y la resistencia a los tratamientos. La IL-6 se une a su receptor IL-
6R que se encuentra en las células del MM y activa las vias de sefalizacion
MEK/MAPK, JAK/STAT y P13K/Akt (28,29). A su vez, las células del MM
también van a secretar otras citocinas como TNFa, TGFB, VEGF que también
estimulan la secrecion de la IL-6 en las CMMs (30—-32). Dentro de la familia TNF
a su vez cabe mencionar que se encuentran BAFF y APRIL, los cuales estimulan
la proliferacion tumoral y su supervivencia actuando sobre todo mediante la via
NF-kB que acabamos de mencionar (33).

Asimismo, el contacto MM/CMMs también va a activar en las CMMs la
secrecion de numerosas citocinas que van a favorecer la angiogénesis, lo cual
indirectamente promovera el crecimiento de las células del MM al favorecer la
llegada de oxigeno y nutrientes dichas células y la eliminacién de productos de
desecho. Las citocinas involucradas en el proceso de angiogénesis son VEGF,
una de las mas importantes en el reclutamiento de nuevos vasos sanguineos en
la médula ¢6sea, bFGF (basic Fibroblast Growth factor), MMPs
(metaloproteasas), IL6, IGF1, TGFB, HGF, etc. (34,35). Algunas de estas
citocinas tienen otras funciones ademas de la promocion de la angiogénesis. Por
ejemplo, IGF1 tiene un papel importante a nivel de la proliferacion, migracién e
invasion de las células del mieloma, o lo que es lo mismo, del crecimiento tumoral
y las metastasis mediante la via de sefializacion PI3K/Akt (36). Por otro lado,
HGF, también con accidn pro-angiogénica, es una citocina que esta también
implicada a nivel 6seo promoviendo la formacion de los osteoclastos y
aumentando el nivel de resorcion 6sea, y en el crecimiento tumoral (37).

Es importante sefialar que la colonizacion exitosa de la médula 6sea por
las células del MM requiere el anidamiento (también llamado “homing”) de dichas
células en ese nicho. La principal quimiocina que va a mediar este proceso de
homing va a ser SDF1a, producida por las CMMs, que se une al receptor CXCR4
de las células del MM y va a causar la migracion de dichas células hacia el
estroma de la médula ésea (38). Ademas de esta funcion, SDF1a interviene
también en la adhesion, invasion, y la produccion de la IL-6 por las CMMs
mediante la activacion de la via de sefializacion P13K/AKT (39).

Por lo tanto, las moléculas de adhesion y factores solubles que intervienen
en la comunicacion entre las CMMs y las células del MM son variadas y
desempenan diversas funciones en ambas células lo que se traduce en un
complejo nodo de sefales que se traducen en la formacion de un microambiente
propicio para el crecimiento de las células del MM.
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Figura 3. Interaccién de las células del mieloma multiple con el microambiente de la
médula 6sea. La adhesion de las células del mieloma multiple a las células madre
mesenquimales da lugar a citocinas que median el crecimiento tumoral, supervivencia,
resistencia a los tratamientos y diseminacion. Tomado de: Understanding multiple mieloma
pathogenesis in the bone marrow to identify new therapeutic targets por Hidheshima T et al, 2007.
Nature Reviews Cancer, vol 7.

5.1.3 Interaccion MM/CMMs a través de Vesiculas Extracelulares.

Existen evidencias también de que hay vesiculas extracelulares (VEs) que
funcionan como mediadores en la comunicacién entre células del MM vy las
CMMs, transfiriendo entre estas células diferentes moléculas como lipidos,
proteinas, factores de transcripcion, mRNAs, microRNAs, etc. Estas VEs se
dividen tradicionalmente en tres subgrupos en funcion de su tamafio y su
mecanismo de liberacion desde la célula hacia la matriz extracelular. El grupo
mas importatne de estas VEs debido a su relevante papel en la comunicacion
celular son los exosomas. Estos corresponden a vesiculas de pequefio tamafio
(30-150nm de diametro) que se originan a partir de un proceso de endocitosis
de la membrana celular durante la maduracion de los cuerpos multivesiculares y
que posteriormente se secretan al medio por un proceso de exocitosis después
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de la activacién celular. Por otra parte, las microvesiculas, son VEs de mayor
tamano (50-1000 nm de diametro) y se forman a partir de invaginaciones de la
membrana plasmatica. Por ultimo, los cuerpos apoptéticos, el tercer grupo de
Ves que podemos encontrar formando parte del secretoma de las células, son
fragmentos celulares que miden entre 500nm-2um y que se liberan de forma
tardia en el proceso de apoptosis (40,41). Multiples trabajos han puesto de
manifiesto la importancia de estas VEs en los procesos de comunicacion celular,
ya que las VEs y mas concretamente las moléculas que transportan, estan
involucradas en varios procesos dentro del desarrollo del MM, tales como el
crecimiento tumoral, la angiogénesis, la metastasis, la formacion de lesiones
0seas, la inmunosupresion y resistencia a los farmacos.

5.2 Alteraciones de las células madre mesenquimales en Mieloma
Multiple.

Se ha comprobado que existen importantes diferencias entre las CMMs de
pacientes con MM (MM-CMMs) y las CMMs de donantes sanos (DS-CMMs). En
las siguientes secciones abarcaremos este tema ademas de estudiar como y
porqué se lleva a cabo la evolucion de las CMMs hacia otro estado que va a
facilitar la progresion de la enfermedad.

Las MM-CMMs parecen ser genética y funcionalmente diferentes en
comparacién a las DS-CMMs (42). En primer lugar, las MM-CMMs tienen una
capacidad proliferativa menor que las DS-CMMs, esto esta asociado a una
menor expresion de una serie de receptores celulares dentro de los que se
encuentran el receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(Platelet Derived Growth Factor o PDGF), el receptor de IGF-1, del factor de
crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor o EGF) y el receptor de bFGF
(43). Por otra parte, las MM-CMMs tienen una elevada produccion de diversas
citocinas en comparacion con los DS-CMMs. Dentro estas citocinas se incluyen
la IL-6, Dickkopf-1 (DKK1), IL-1p (Interleucina 1 beta), IL-3 (interleucina 3), IL-10
(interleucina 10), OPN (osteopontina), factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF o Granulocyte Colony Stimulating Factor), Factor de
Células Madre (SCF o Stem Cell Factor), TNF-a, HGF y BAFF. La caracteristica
mas destacable en lo que se refiere a las diferencias entre las MM-CMMs vy las
DS-CMMs es la elevacion anormal en las MM-CMMs, tanto de los niveles de
mMRNA como de los niveles proteicos de la IL-6, que resulta ser la citocina mas
importante para el crecimiento y desarrollo de esta enfermedad (43—47).

Otro rasgo caracteristico de las MM-CMMs es que tienen una mayor
expresion de marcadores de senescencia, tales como la [-galactosidasa
asociada a este proceso (Senescence Associated -B-galactosidasa). El proceso
de senescencia esta asociado con un aumento del tamafio celular, una
disminucién de la capacidad proliferativa y un perfil secretor caracterizado por
un aumento de la expresion de HGF, IGF-2, IL-6, IL-8 (interleucina 8), MCP-1
(Monocyte chemoattractant protein-1, CCL2), MIP-1a (Macrophage inflammatory
protein-1a), DKK1 and VEGF. Asimismo, se ha demostrado que en las MM-
CMMs existe un aumento del mRNA y proteinas implicadas en la angiogénesis
(bFGF, HGF y VEGF) (48). Cabe destacar también que las MM-CMM tienen un
potencial osteogénico menor, que se refleja en una disminucion de la
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mineralizacidon de la matriz y de la expresion y actividad de la fosfatasa alcalina
en analisis in vitro, ademas de la disminucion de factores de transcripcion
involucrados en la osteogénesis y aumento de aquellos que inhiben la
osteogénesis (44,49-51).

Las diferencias entre las MM-CMMs y las DS-CMMs no se circunscriben
a la expresion de RNAs mensajeros (MRNAs). También se han encontrado
diferencias significativas a nivel de la expresion de microRNAs (miRNA). Los
mMiRNAs son pequefios RNAs de aproximadamente 22 nucledtidos que no
codifican para proteina pero que tienen importantes funciones reguladoras
dentro de las células. Los miRNAS se encargan de regular la expresidén génica
de forma postranscripcional uniéndose a la region 3’UTR del mRNA dando lugar
a la degradacion de dicho mRNA o a la inhibicién de su traduccion (52). Existen
multiples miRNAs que actuan sobre la expresion de diferentes factores de
transcripcion y vias implicadas en osteogénesis. Entre estos distinguimos un
aumento de miR-129 en las MM-CMMs, el cual va a tener su diana en
marcadores de diferenciacion de los osteoblastos, inhibiéndolos, por tanto actua
fomentando el dafio éseo. También se ve un aumento de miR-135b en las MM-
CMMs, que regula de forma negativa la osteogénesis. Por otra parte, la
disminucién de otro miRNA, el miR-223 en CMMs produce un aumento de la
expresion de VEGF y IL-6 por parte de las MM-CMMs y una disminucion en su
potencial osteogénico (53-55).

Finalmente hay que destacar que existe también un cambio de expresion
de los genes involucrados en el ciclo celular, reparacion del DNA, adhesion
celular y metabolismo en las MM-CMMs respecto a las DS-CMMs. Se ha
observado que la disminucion de la proliferacion de las MM-CMMs no es por un
aumento de la apoptosis, sino por una acumulacién de las células en la fase S
debido a una disminucién de activadores de la fase S como CDK2 (cyclin-
dependent kinase 2), ciclina E y CDC25A (cell division cycle 25 homolog A).
Ademas de lo anterior, se ha observado también una sobreexpresién de
inhibidores de la fase S como p53 y p21 en las MM-CMMs. Por otra parte, varios
genes involucrados en reparacion del DNA se vieron también alterados, entre
ellos destacamos, TOP21, BRCA1, RAD51, etc. (49).

5.2.1 Evolucion de las células madre mesenquimales de individuos sanos a
MM: causa o consecuencia.

Se cree que hay diversos mecanismos involucrados en la evolucion de las
DS-CMMs hacia un fenotipo propio de MM-CMMs (Figura 4). Hay algunos
estudios que sugieren que las MM-CMMs tienen alteraciones propias y que
permanecen aun cuando estas se separan de las células del MM, mientras que
otros sugieren que las diferencias de las MM-CMMs provienen de la influencia
directa de las células del MM que alteran de forma temporal la expresion genética
de las CMMs (56).

Se ha demostrado que el cultivo de DS-CMMs junto con células del MM
puede dar lugar in vitro a CMMs con un fenotipo similar a las MM-CMMs (57).
Como ya se ha indicado, esto se logra mediante el contacto de estas CMMs con
las células del MM a través de moléculas de adhesion o mediante la secrecion
de diferentes citocinas y VEs que inician este proceso dando lugar a cambios en
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el nivel de expresion génica y también cambios a nivel del epigenoma, que en
su conjunto consiguen alterar el fenotipo de las CMMs (58). Sin embargo,
muchos de los cambios observados en las MM-CMMs no pueden atribuirse
unicamente a esta influencia de las células del MM. Existen estudios que
demuestran que hay alteraciones inherentes de las propias CMMs, por ejemplo,
se ha observado que persisten diferencias entre las MM-CMMs y las DS-CMMs
aun cuando hay cese de interacciones entre las CMMs vy las células del MM
durante un tiempo prolongado, ademas, también existen pacientes con facturas
patoldgicas que incluso una vez son libres de tumor estas no curan por alteracion
de la osteoblastogénesis, dejando a entender que existen alteraciones propias
de las CMMs . Actualmente el origen de las MM-CMMs sigue sin estar claro,
siendo posiblemente la interaccién entre multiples factores (56,58).

educate @ qfeedback

Transform
—

*  Gene expression: PDGF a and B, IGF-1, EGF, bFGF, EDG2, WISPI,
COL11A1,FBLN1,AGCI, TNFRSF19,NPR3, LAMA2, SDF-1

*  Osteogenic differentiation potential

*  WNT pathway, miR-223, miR-485-5p

*  Immunomodulatory capability

*  Proliferation

*  Cell size, stiffness

*  Senescence-associated B-galactosidase, telomere length

*  Cytokines: IL-6, IL-10, DKK1, of IL-1p, IL-3, CSF, GM-CSF, SCF, TNF-
a, OPN, HGF, BAFF, GDF 15, VEGF, PTGS2, TGFB, NOS2

*  Gene expression: AREG, ANGPTL4, SERPINB2, SERPINE1, CD200,
IL17D, SCG2, PADI2, TSLP, HDAC (1,7,8,9)

*  Notch pathway, miR-135b

Figura 4. Alteracion de las CMM en el microambiente del MM. Las DS-CMM son educadas
por las células del MM para transformarse en MM-CMM, que a su vez estan involucradas en el
desarrollo del MM. Ademas, es probable que existan de forma intrinseca ciertas anormalidades
en las CMM que no son inducidas por el MM. Tomado de: Mesenchymal stem cells in multiple
mieloma: a therapeutical tool or target? Por Song Xu et al, 2018. Leukimia.
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6 PAPEL DE LAS CMMs EN LA PROGRESION DEL MIELOMA MULTIPLE.
6.1 Papel de las CMMs en la proliferacion de las células del MM.

Las CMMs y el microambiente de la MO van a tener un papel esencial a
nivel de la proliferacion, diseminacion, afectacion 6sea y resistencia a los
tratamientos de las células del MM (Figura 5).

Como ya se ha comentado, las células del MM se van a unir a diferentes
proteinas de la matriz extracelular como el colageno, la fibronectina y acido
hialurénico, a través de varias moléculas de adhesion y la interaccion entre estos
dos tipos celulares a través de estas moléculas de adhesion va a dar lugar a la
activacion de multiples vias de sefalizacién que van a favorecer la proliferacion
de las células del MM a través de la activacion del ciclo celular, la produccion de
proteinas antiapoptéticas y la inhibicion de sefales proapoptéticas (59,60).
Ademas de a través del contacto célula-célula, diversos factores solubles van a
implicarse también en la activacion de determinadas rutas metabdlicas
relacionadas con la proliferacion celular. De hecho, estas moléculas solubles se
producen en ocasiones, gracias a la interaccién directa anteriormente
mencionada. Por ejemplo, ya se ha mencionado que la union de VLA-4 presente
en la superficie de las células del MM a VCMA1 en la superficie de las CMMs
induce la activacion de la via NF-xp en las células del MM estimulando la
secrecion de la IL-6 en las mismas (23,61). Esta IL-6 estimulara a las propias
células del MM de forma autocrina (62). Hay que aclarar que la IL-6 es el factor
de crecimiento mas importante de las células del MM, es producida por multitud
de células, incluidas las células del MM, pero su mayor produccion esta a cargo
de las CMMs y de forma paracrina va a activar el crecimiento celular de las
células del MM. La IL-6 activa la via de senalizacion JAK2/STAT3 que favorece
el crecimiento celular y mantiene la supervivencia regulando factores
antiapoptoticos.

Por otro lado, la union de BAFF y APRIL, producidas por las CMMs, a sus
receptores BAFFR y TACI/BCMA en la superficie de las células del MM facilita
la adhesion celular entre ambos tipos de células y la supervivencia de las células
del MM también a través de la activacion de la via NF-k favoreciendo la
produccion de los factores antiapoptoticos Mcl-1 (myeloid cell leukimia 1) y Bcl-
2 (B cell Lymphoma 2) (63).

Por su parte, la ruta PISK/AKT es activada por numerosas citocinas. De
entre ellas, las que mas estimulan su activacién y funcion como crecimiento
celular y supervivencia son la IL-6 y IGF1. La ruta MAPKs (ERK1/2) en las células
del MM se encuentra activada de forma constitutiva pero ademas se favorece su
activacion mediante citocinas como IL-6, VEGF, BAFF y CXCL12 contribuyendo
al crecimiento celular ademas de otras funciones que iremos comentando
posteriormente (60,62).
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Las adhesiones celulares van a mediar también la activacion de la via de
sefalizacion Notch que esta involucrada en la proliferacién celular por la
expresion de genes antiapoptéticos como survivina y Bcl-2 (64). Ademas, las
células del MM van a secretar DKK1 que al unirse a las CMMs va a inhibir su
diferenciacion hacia los osteoblastos. Al bloquear la diferenciacion de las CMMs
mediante DKK1, estas CMMs indiferenciadas van a seguir produciendo IL-6 que
a su vez actua sobre las propias CMMs estimulando la secrecion de DKK1 y por
lo tanto estableciéndose un circulo vicioso que se traduce en una disminucion
de la formacion de hueso (65). Toda esta sefalizacion paracrina mantiene el
crecimiento celular de las células del MM.

Otro factor importante a nivel del crecimiento tumoral es Gas6 (growth
arrest-specific gene 6). Este factor es secretado por las CMMs y actua sobre las
células del MM pero también va a ser secretado por las propias células del MM
ejerciendo una accion autocrina (Figura 6). Su funcion se va a dar
simultdneamente con las multiples acciones de la IL-6. Ambas moléculas al
unirse a sus receptores (el receptor de Gas6 es Mer, un receptor tirosin quinasa),
van a favorecer la proliferacion tumoral e inhibir la apoptosis mediante la
fosforilacion de las vias de sefalizacion ERK, Akt y NFkB en las células del MM.
Por otra parte, la accién paracrina de Gas6 al unirse a Mer va a estimular la
adhesion celular de las células del MM a las CMMs incrementando la sintesis de
ICAM-1 y de la IL-6, que va a favorecer la progresion de la enfermedad (66).
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Figura 6. Mecanismos autocrinos y paracrinos de la accion de Gas6. Tomado de: Autocrine
and Paracrina Interactions between Multiple Myeloma Cells and Bone Marrow Stromal Cells by
Growth Arrest-specific Gene 6 Cross-talk with Interleukin-6. Por Miki Furukawa et al, 2017. The
journal of biological chemistry vol. 292.

24



Por lo tanto, aunque hay multiples moléculas solubles que ejercen
acciones importantes para favorecer la progresion de la enfermedad, existen dos
actores principales, Gas6 e IL-6, que al unirse a sus receptores en las células
del MM va a dar lugar a la activacion de las vias de sefalizacion que favorecen
la proliferacion celular e inhiben la apoptosis de las células del MM.

Como ya se ha comentado anteriormente, el secretoma de las CMMs
tiene un componente soluble y un componente vesicular. No solamente las
moléculas solubles secretadas por las CMMs ejercen su accion sobre las células
del MM, sino que la fraccidén vesicular, concretamente los exosomas, también
influye en la progresion de la enfermedad. De hecho, se ha observado que existe
un contenido diferente de miRNA, proteinas oncogénicas y citocinas en los
exosomas de las MM-CMMs frente a los exosomas producidos por las células
sanas (67). En los exosomas producidos por las MM-CMMs esta sobre-
expresado el RNA no codificante LINC00461 que se une a miR15a/miR16
disminuyendo su expresion y por tanto su efecto represor de la transcripcion del
factor antiapoptético Bcl-2, por lo que el aumento de la expresién de LINC00461
actuaria, de forma indirecta, favoreciendo la proliferacion de las células del MM
(67,68). En los exosomas producidos por las MM-CMMs existe también una
sobreexpresion de miR-10a que tiene un efecto negativo a nivel de las propias
MM-CMM, pero a nivel de las células del MM actua favoreciendo su proliferacion
como un posible “onco-miR” (69).

Por otra parte, las células del MM también producen exosomas con un
cargamento que va a favorecer de forma indirecta su proliferacion. En los
exosomas producidos por estas células van a estar sobre-representados
miRNAs como el miR-146a, que al ser transferido a las CMMs favorece la
secrecion de citocinas como IL-6, IL-8, MCP-1, etc. que promueven a su vez la
proliferacién a nivel de las células del MM (70).

6.2 Papel de las CMMs en la diseminaciéon y homing de las células del MM.

La progresiéon del MM requiere la salida de las células del MM a la sangre
periférica y su homing en la MO, para invadir nuevas regiones de esta (Figura
7) (58).

Como ya se menciono6 en la seccion 5.1.3., el factor regulador del trafico
celular de las células del MM mas importante a nivel del homing en la MO es
SDF1a. SDF1a es producido por las CMMs y se une al CXCR4 de las células
del MM (14). Esto es de especial importancia en las fases iniciales de la
enfermedad en las cuales tiene lugar la colonizacion de la MO. En fases mas
tardias, para que se produzca la diseminacion de la enfermedad, tiene que darse
de nuevo una movilizacién de las células del MM a la sangre periférica. Para ello
tiene que producirse una disrupcion en la union entre las células del MM vy las
CMMs y también entre las células del MM y la matriz extracelular. La unién
SDF1a y CXCR4 puede romperse por una reduccion endogena o inactivacion
por proteasas del SDF1a. Las uniones con la matriz extracelular estan asociadas
a una degradacion de dichas uniones por las MMPs, principalmente las MT1-
MMP o MMP14 (metaloproteinasa 14) y MMP9 (metaloproteinasa 9) (71,72).
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En el proceso de homing el primer paso es la union de las células del MM
a las células endoteliales mediante selectinas. Una vez se produce esta unidn
en el vaso sanguineo, tiene lugar la extravasacion de las células del MM hacia
la médula 6sea. La extravasacion esta mediada por la interaccion de integrinas
como VLA-4 de la célula del MM a VCAM-1 de la célula endotelial, en esta unidn
ademas hay otras moléculas involucradas como LFA-1, VLA-5 (Very Late
Antigen 5), activacion de metaloproteasas que degradan la membrana basal
para permitir el paso de las células del MM, etc. VLA-4 aparece en la superficie
de las células del MM en respuesta a la unién de SDF1a a su receptor CXCR4
en dichas células. Esto permite la salida de las células del MM del vaso
sanguineo hacia el microambiente de la MO (71).
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Figura 7. Tréfico celular de las células malignas del Mieloma Multiple. Las células del
mieloma multiple alcanzan el nicho de la MO a través de los sinusoides y ocasionalmente pueden
salir a la circulacion sanguinea y producir metastasis extramedular. Homing: se produce la
interaccion de CXCL2 con CXCR4 que atrae a las células a la MO. Tomado de: The Role of
Tumor Microenvironment in Multiple Myeloma Development and Progression. Por Almudena
Garcia-Ortiz et al, 2021. Cancers.

6.3 Papel de las CMMs en la afectaciéon 6sea.

El hueso esta formado por varios tipos celulares entre los que destacan los
osteoclastos, los osteoblastos y los osteocitos que se encargan del remodelado
0seo. Este remodelado implica la constante formacién y resorcién (destruccion)
del hueso. Los pre-osteoclastos, que proceden de Ila célula madre
hematopoyética y pertenecen a la estirpe mieloide (monocito-macréfago), se
diferencian a su forma madura por la activacion de RANK (Receptor Activator of
Nuclear Factor kappa-B) al unirse su ligando RANKL (Receptor Activator of
Nuclear Factor kappa-B ligand) en la superficie del pre-osteoclasto. Esto da lugar
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a la aparicidn de los osteoclastos, células multinucleares maduras con capacidad
para llevar a cabo la resorcion 6sea. Los osteoblastos, por su parte, derivan de
las CMMs y se encargan de la formacion de la matriz 6sea. Un tercer tipo de
célula, los osteocitos, se forman a partir de los osteoblastos diferenciados que
quedan inmersos en la matriz 6sea durante su formacion y son las ceélulas
principales del tejido 6seo (forman un 90-95% del tejido dseo del adulto) (73).
Estos osteocitos secretan importantes moléculas que regulan la actividad de los
otros dos tipos celulares.

Las lesiones 6seas son una caracteristica principal en el MM. Un 80-90%
de los pacientes con MM van a tener una complicacion de este tipo en algun
estadio de su enfermedad. La clinica que pueden presentar es muy amplia ya
que alberga desde osteopenia difusa hasta osteoporosis, lesiones liticas focales,
fracturas patologicas, compresiones y facturas vertebrales. Ademas, la
presencia de fracturas patoldgicas se ha observado que esta asociado a una
disminucion de la supervivencia de los pacientes (74). Estas lesiones osteoliticas
se producen a consecuencia de una disrupcidon en la homeostasis 6sea, dando
lugar a un aumento de la resorcion ésea respecto a su formacién (22). En las
siguientes secciones vamos a tratar como las células del MM modifican la
actividad de las células del hueso afectando a la homeostasis 6ésea de forma que
se rompa el equilibrio entre la destruccion y la formacion de hueso.

6.3.1 |Interaccion de las células del MM con osteoclastos

Las lesiones Oseas en el MM se producen por la activacion de los
osteoclastos para dejar espacio al crecimiento tumoral de las células del MM.
Existe una relacion muy importante entre los osteoclastos, las células del MM y
las CMMs ya que van a estimular su activacion y funcion en la resorcion 6sea
(Figura 8).

Los osteoblastos y las CMMs producen una proteina denominada
Osteoprotegerina (OPG) que actua como un antagonista de RANKL. La unién
de la OPG al receptor RANK bloquea la union de RANKL, que activa la
diferenciacion de estas células, por lo que la OPG reduce la resorcion 6sea.
Debido a esto, el ratio entre las concentraciones de RANKL y OPG en suero es
un factor prondstico muy importante en el mieloma, ya que, como se ha
explicado, esta asociado con la medicion de la actividad de los osteoclastos y la
osteoclastogénesis, siendo asi que cuando mayor es el ratio mas se correlaciona
con la afectaciéon ésea y peor es el pronéstico de la enfermedad (75,76).

Las células del MM vy los osteoblastos inmaduros aumentan la
concentracion de RANKL, y, por lo tanto, la resorcidbn Osea, por dos vias
diferentes. Por una parte, de forma directa, aumentando su produccion y, por
otra parte, disminuyendo la expresion de la OPG. La union de las células del MM
a las CMMs mediante la interaccion VLA-4 /| VCAM1 va a estimular la produccién
de interleucinas como IL-6, IL-11 (interleucina 11) y IL-1b a nivel de las células
del MM que van a inducir la expresion de RANKL y a su vez disminuir la
produccion de OPG por parte de las CMMs y osteoblastos favoreciendo asi la
accion de los osteoclastos (77). Por otra parte, otros factores que actuan a este
nivel son la activina A y la esclerostina. La primera pertenece a la superfamilia
de la TFG-f y actua en numerosas vias de sefalizacion favoreciendo la

27



diferenciacion de los osteoclastos, entre ellas destacamos su accion estimulando
directamente a RANK y activando la via NF-kB. La esclerostina por su parte es
una citocina producida por los osteocitos que induce la apoptosis de los
osteoblastos y consecuentemente disminuye la osteogénesis, ademas de activar
también la via NF-xB y disminuir la produccion de OPG (78,79).

Las células del MM también secretan MIP-1a y MIP-1p3, ambas son
inductores de la formacion de los osteoclastos por una via independiente de
RANKL. MIP-1a se une a CCR1 (C-C Motif Chemokine Receptor 1) y CCR5 (C-
C Motif Chemokine Receptor 5) y MIP-1 a CCR5 y CCR8 (C-C Motif Chemokine
Receptor 8), estimulando la resorcion 6sea. Estos receptores se encuentran
tanto a nivel de las CMMs como de las células del MM. En estudios in vitro
mediante el uso de inhibidores frente a estos receptores, se ha observado una
reduccion de la actividad y del numero de los osteoclastos. Esto efecto se
observo también in vivo, donde se vio una disminucion de las lesiones Oseas y
de la carga tumoral (80).
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Figura 8. Aumento de Ila produccion de los osteoclastos y su papel en la resorcion ésea
en la evolucion del MM. Existen multiples factores activadores de los osteoclastos producidos
por las células del myeloma multiple y otras células en el microambiente de la médula ésea (entre
ellos RANK-L, CCL3 (MIP-1«), activina A, IL-3, HGF y IL-6) que favorecen la diferenciacion de
los osteoclastos o su actividad. Tomado de: Multiple myeloma mesenchymal stromal cells:
Contribution to myeloma bone disease and therapeutics. Por Antonio Garcia-Gomez et al, 2014.
World Journal of Stem Cells.

Ademas, los osteoclastos secretean IL-6 que estimulan a la proliferacion
tanto de las células del MM como de los propios osteoclastos. Otras citocinas
involucradas son IL1B, VEGF y HGF (81,82). La secrecién de RANKL, MIP-1a. y
IL-11 se ve favorecido por la via p38 MAPK de las CMMs que en el MM se
encuentra activada (83). Las glicoproteinas de la matriz extracelular, la
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osteopontina (OPN) y la IL-17 (interleucina 17) también estan implicadas en este
proceso (84,85).

La interaccion entre los osteoclastos y las CMMs va a regular al alza la
expresion de CHSY1, la cual modula la sefnalizacion de la via Notch, involucrada
en el crecimiento celular y resistencia a los farmacos del MM (86).

6.3.2 Interaccion de las células del MM con los osteoblastos.

Las células del MM inhiben la diferenciacion de las CMMs hacia
osteoblastos y su proliferacion, por lo tanto, afectan también a los osteocitos ya
que estas células derivan directamente de los osteoblastos (Figura 9). Para que
se pueda producir una correcta diferenciacion desde las CMMs a osteoblastos
son necesarias la integracion de la ruta de sefalizacion de Wnt/B-catenina y la
ruta de las BMPs (Bone morphogenetic proteins).
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Figura 9. Supresion de la diferenciacion de los osteoblastos y su funcion en la evolucioén
del MM. La supresion de la diferenciacion de los osteoblastos esta mediada por la interaccion
celular con las CMMs que da lugar a una reduccion de la expresion de Runx2/Cbfal y a la
inhibicién de la via no canénica Wntab por la disminucién de la expresiéon de Ror2 en los
preosteoblastos. Ademas, factores solubles producidos por las células del MM y células del
microambiente de la MO como antagonistas de la via Wnt (por ej. DKK1, esclerostina, sFRP2-
3), inhibidores de la via BMP (activina A, TGFp, HGF), citocinas (por ej. IL-7, TNFa, IL-3) y
factores apoptoéticos contribuyen a la inhibicion de la diferenciacion de los osteoblastos y su
funcién. Tomado de: Multiple myeloma mesenchymal stromal cells: Contribution to myeloma
bone disease and therapeutics. Por Antonio Garcia-Gomez et al, 2014. World Journal of Stem
Cells.

Una via importante a nivel de la osteoblastogenésis es la via Wnt/p-
catenina, las moléculas que participan en la inhibicion de esta via son la
esclerostina, que ya hemos mencionado previamente, DKK1, sFRP-2 (Secreted
frizzled-related protein 2) y sFRP-3 (Secreted frizzled-related protein 3). Estas
proteinas van a ser sobre-expresadas por las células del MM (87), inhibiendo por

29



lo tanto dicha ruta osteogénica en los osteoblastos. Por otra parte, la via Wnt/p-
catenina también regula la formacion de los osteoclastos y su resorcion
modulando la expresion de OPG y RANKL a nivel de los osteoblastos, por lo
tanto, al interrumpir esta via a través de moléculas como esclerostina y DKK1,
se observa una disminucion de la secrecién de OPG y un aumento de RANKL,
viéndose efectos importantes a nivel de la ostedlisis (79,88). La ruta de las BMPs
tiene un papel clave en la osteogénesis. En esta via, miembros de la superfamilia
de citocinas TGFpB (BMPs, activina A y TFGp) se unen a receptores que activan
a las proteinas Smad que regulan la expresion de genes que intervienen en la
diferenciacion de los osteoblastos a través de la formacion de un complejo con
Runx2/Cbfa1, que es el principal regulador de esta via (89). La activina A, que
es producida por los osteoclastos y las CMMs tras la interaccion con las células
del MM, regula de forma negativa la expresion del gen DLX5 (distal-less
homeobox 5) que codifica para un factor de transcripcion con un papel positivo
en la osteoblastogénesis (90). TGFp tiene una funcién similar, ya que también
actua regulando de forma negativa DLX5 e inhibiendo consecuentemente la
diferenciacion de los osteoblastos (91).

Otras de las citocinas que modulan la actividad de los osteoblastos es la
IL-7 (Interleucina 7), también producida por las células del MM. La IL-7 disminuye
la actividad de Runx2/Cbfa1 en células osteoprogenitoras, disminuyendo por lo
tanto la expresion de genes osteoblasticos (87). TNFa inhibe también a
Runx2/Cbfa1 y al factor de transcripcion Osterix, que coopera con Runx2
activando genes implicados en la diferenciacion osteoblastica (92). La IL-3 es
producida sobre todo por los linfocitos T y las células del MM y al igual que los
dos anteriores inhibe la diferenciacion osteoblastica (93).

El ligando Wnt5a de la via no candnica de Wnt/B-catenina también participa
en el proceso de osteogénesis a través de la activacion del receptor
transmembrana de tirosina-proteina quinasa Ror2 (Receptor Tyrosine Kinase
Like Orphan Receptor 2). La expresion de Ror2 aumenta de forma significativa
durante la diferenciacion de las CMMs a preosteoblastos. Las células del MM
actuan inhibiendo la expresion de Ror2 al interaccionar con los pre-osteoblastos
mediante la inhibicion de la via no candnica Wnta5 inhibiendo de esta forma la
diferenciacion de las CMMs a osteoblastos (94). Como ya hemos comentado,
las MM-CMM tienen una expresion de miRNA diferente a la de los DS-CMM,
entre los mMiRNAs expresados de forma diferencial, distinguimos una
sobreexpresion de miR-135b, que es un regulador negativo de la osteogénesis,
en MM-CMS (54).
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7 FACTORES DEL MICROAMBIENTE QUE FAVORECEN LA
RESISTENCIA A LOS TRATAMIENTOS.

La presencia de células tumorales después del tratamiento, es decir, la
enfermedad residual minima (MRD o Minimal Residual Disease), sugiere la
existencia de nuevas formas de resistencia a los tratamientos aplicados. La
resistencia a los farmacos en el MM puede darse por causas intrinsecas o
extrinsecas (95) (Figura 10). Dentro de las causas intrinsecas nos encontramos
con alteraciones genéticas y epigenéticas, sobreexpresion de las bombas de
eflujo, alteracion de las dianas de los farmacos y desregulacion de las vias de
sefalizacion intracelulares que estan involucradas en la apoptosis y reparacion
del DNA, entre otras. (96-98). Los mecanismos extrinsecos son aquellos en los
que participa el microambiente de la MO, como la produccion de citocinas
involucradas en este proceso (soluble factors-mediated drug resistance, SFM-
DR) o las adhesiones celulares (cell adhesion-mediated drug resistance, CAM-
DR) (99). Estos mecanismos extrinsecos van a estar directamente relacionados
con el microambiente de la MO. De hecho la relacion de las células del mieloma
con este microambiente son diana de numerosos farmacos que han demostrado
ser eficaces tanto en el tratamiento con en evitar mecanismos de resistencia
(100,101).
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Dada la tematica de este trabajo, vamos a centrarnos en los factores
extrinsecos que como ya hemos comentado, se dividen en dos categorias,
aquellos en los que participan factores solubles, como las citocinas (SFM-DR) y
aquellos en los que estan involucradas las adhesiones celulares a las CMMs o
al estroma (CAM-DR) (Figura 11).
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Figura 11. SFM-DR y CAM-DR actuan juntos en el entorno de la médula ésea. La adhesion
de las células del MM a las CMMs y la FN a través de moléculas de integrina desencadena
diversas vias de sefalizacion (como Ras/MAPK, PI3K/Akt, NFkB, Notch, Wnt, HSP) implicadas
en la proliferacion celular, la antiapoptosis, el RD y la secrecion de citocinas (IL-6), asi como la
regulacion al alza de los miembros antiapoptoticos de la familia BCL-2, BCL-2, MCL-1 o BCL-XL.
La adhesion anterior induce la secrecién de varias citocinas (IL-6, VEGF, HGF, IGF-1, SDF-1aq,
TNF-a, MCP-1) por parte de las BMSC, lo que desencadena la mayoria de las vias anteriores y
la induccién de la resistencia a la apoptosis y a los farmacos en las células del MM (paracrina).
La IL-6 también puede estimular las células del MM de forma autocrina, aunque este sistema
también se ha demostrado para algunas otras citocinas. Ademas, la mayoria de las citocinas
anteriores también pueden ser secretadas por los osteoclastos, las células endoteliales y los
macrofagos durante sus interacciones directas o indirectas con las células del MM, lo que
desencadena las respuestas funcionales mencionadas en estas Ultimas células. Tomado de:
Drug resistance in multiple myeloma: latest findings and new concepts on molecular mechanisms.
Por Jahangir Abdi et al, 2013. Oncotarget.

Las SFM-DR relacionadas con el microambiente de la MO estan
relacionadas mayoritariamente con la activacion de las vias JAK/STAT vy
PI3K/AKT. Entre los factores solubles que median la resistencia a farmacos
destaca la IL-6, que esta implicada en la resistencia frente a la dexametasoma e
implica la activacion de la via de sefalizacion JAK/STAT, que a su vez favorecera
la expresion de proteinas antiapoptéticas como son BCL-XL y MCL1 (102,103).
Ambas proteinas pertenecen a la familia de proteinas Bcl-2 que funcionan como
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reguladores de vias apoptoéticas. Estas proteinas ejercen su accion mediante el
control de la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna (Mitochondrial
Outer Membrana Permeabilization, MOMP) a través de interacciones entre
proteinas pro-apoptoticas y antiapoptéticas. Las proteinas antiapoptéticas
interaccionan con proteinas formadoras del poro en la membrana mitocondrial
(BAX 'y BAK), evitando su oligomerizacion y la formacién de dicho poro. Si estas
proteinas se oligomerizan y se forma el poro en la membrana mitocondrial, se
producira el eflujo del citocromo C desde la mitocondria al citoplasma. Este
citocromo C se une a factor activador de una proteasa apoptotica (Apoptotic
protease activating factor-1, APAF-1), que estimula a la caspasa 9 para activar
el efector de caspasas y la activacion de la ruta apoptética (Figura 12) (104). La
IL-6 por lo tanto, evitara este proceso de formaciéon de poros y, en ultima
instancia, la activacion proteolitica de las caspasa y la consiguente entrada en
apoptosis (105,106).

Cytotoxic stimuli
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Figura 12. Efecto regulador de Bcl-2 en la apoptosis. Tomado de: PROTACs are efective in
addressing the platelet toxicity associated with BCL-XL inhibitors. Por Peiyi Zhang et al, 2020.
ResearchGate.

Por otro lado, para que la dexametasona pueda inducir la apoptosis de las
células del MM es necesaria la activacion de RAFTK (Protein Tirosin Kinase 2
beta, PTK2B). Cuando la proteina RAFTK esta inactiva (desfosforilada) bloquea
la accidn de la dexametasona y no se produce la apoptosis. La IL6 también
participa en la actiacion de RAFTK en un mecanismo que involucra a la via
MAPK. En este aspecto participa la IL-6, la cual favorece la proliferacion de las
células del MM a través de la via MAPK. La proteina, la SHP2 (Protein Tyrosine
Phosphatase Non-Receptor Type 11, PTPN11), que participa en esta via, se
activa tras el contacto con la IL-6 e impide la activacion de la proteina RAFTK, y
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por lo tanto, actua favoreciendo la resistencia a la dexametasona (Figura 13)
(107-109). RAFTK pertenece a la subfamilia FAK (Focal Adhesion Kinase) de
protein-tirosina quinasas, es una proteina tirosina quinasa dependiente de calcio
que se activa en respuesta a diversos estimulos, entre ellos TNFa, luz
ultravioleta, etc., y su activacion esta involucrada en la regulacion de la
reorganizacion del citoesqueleto de actina, la polarizacion celular, la migracion
celular, adhesion, la induccién de la apoptosis, etc. (110) . SHP2 por su parte, es
una proteina que pertenece a la familia de las tirosinas fosfatasas que regula el
crecimiento celular, la diferenciacion, el ciclo mitotico y la transformacion
oncogénica (111).

Dexametasone Interleukin-6

Dephosphorylated

RAFTK / -
| | |
Apoptosis No apoptosis -

Figura 13. SHP2 regula de forma negativa a RAFTK. Modificado de: Advances in Disease
Biology: Therapeutic Implications. Por Kenneth G. Anderson et al, 2001. Semin Hematol 38.

Ademas de tener un papel relevante en la resitencia a dexametasona, la
la IL-6 parece estar también implicada en a la resistencia a bortezomib. El
tratamiento con bortezomib actua inhibiendo el proteosoma que favorece la
induccion de programas proapoptoticos. Si embargo, el bortezomib también
produce una activacion de proteinas de choque térmico (HSP, heat shock
protein), HSP-27, HSP-70 y HSP-90 con efecto antiapoptético por lo que un
tratamiento efectivo requeriria de forma simultanea el uso del bortezomib junto
con inhibidores de estas proteian de heat shock. La IL-6 va a actuar
favoreciendo la supervivencia a través de la activacion del factor de transcripcion
STAT-1 que interaccionara con HSF-1 facilitando la transcripcion de HSP-70 y
HSP-90 y por lo tanto la supervivencia celular (112).

La IGF-1, de forma similar a la IL-6, inhibe la apoptosis celular por la
activacion de las rutas MAPK, PI3K/AKT y NFkB que inducen la expresiéon de
proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) que ejercen un papel inhibitoria de
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las caspasas y de la muerte celular. Entre estas IAPs encontramos proteinas
tales como el inhibidor celular proteico de FLICE (C-FLIP: cellular FLICE
inhibitory protein), la survivina, el inhibidor celular de la proteina de apoptosis 2
(clAP2: cellular inhibitor of apoptosis 2), la proteina A1 relacionada con Bcl-2
(A1/BFL1: the Bcl-2-related protein A1) y, inhibidor de la proteina de apoptosis
ligado al cromosoma X (XIAP). Es importante destacar también que IGF-1
disminuye también la sensibilidad de Apo2L/TRAIL (ApoZ2 ligand / TNF-Related
apoptosis inducing ligand) (28,113). Apo2L/TRAIL es un inductor de la apoptosis,
se una a su ligando DR4 y/o DR5 dando lugar al reclutamiento de proteinas que
inducen la muerte celular mediante la formacion de una estructura conocida
como complejo de sefalizaciéon inductor de muerte (DISC) (Figura 14) (114).
Esto se da en numerosas células neoplasicas, entre ellas, las células del MM.
IGF-1 estimula a NF-xB, que tiene efectos antiapoptéticos y es un gran regulador
de la sensibilidad de Apo2L/TRAIL, disminuyendo la sensibilidad a la misma en
las células del MM (113). Ademas, IGF-1 también se ha visto involucrada en
mecanismos de resistencia frente a bortezomib, donde se ha observado que los
pacientes con MM refractario a este tratamiento presentaban una
sobreexpresion del receptor de IGF-1 y del propio IGF-1 y una regulacion al alza
de la via de senalizacion IGF-1/IGF-1R. De hecho, se ha comprobado que la
inhibicion farmacologica de IGF-1 favorece la sensibilidad de las células del MM
de los pacientes con MM al tratamiento con bortezomib (115).
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Figura 14. Accion de Apo2L/TRAIL en Ila apoptosis. Tomado de: Apo2L/TRAIL and its death
and decoy receptors. Por H N LeBlanc et Al, 2003. Nature.
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Por otro lado, las CAM-DR van a intervenir en la apoptosis inducida por
farmacos a través de otras formas de resistencia a los tratamientos que implican
a la glicoproteina-P, a la fibronectina, la laminina y el colageno IV (58). Entre los
farmacos que se pueden ver afectados son la doxorrubicina, el melfalan y d la
dexametosona. Las CAMs mas relevantes en este aspecto son VLA4 y LFA-1
(116).

El TNFa regula la adhesion entre las células del MM y las CMMs
incrementando los niveles de diferentes CAMs a través de la via NFkB. Estas
moléculas que aumentan en respuesta a TNFa son LFA1 y VLA4, que se
encuentra en la superficie celular de las células del MM e ICAM1 y VCAM1 que
estan en la superficie de las CMMs. Al aumentar la presencia de estas moléculas
aumenta la interaccion entre CMMs vy las células del MM, lo que a su vez
aumenta la expresion de la IL-6 por parte de las CMMs (Figura 15), con lo que
esto conlleva (117). Por otra parte, las células del MM se adhieren mediante
VLA4 a la fibronectina y VCAM-1, esto previene a la apoptosis y contribuye a una
seleccion positiva de las células del MM que sobreexpresan VLA-4, que favorece
la resistencia de farmacos como la doxorrubicina y melfalan (118). VLA-4 tiene
un papel muy importante a nivel de favorecer las resistencias, al unirse a la
fibronectina va a favorecer la expresién del inhibidor CDK p27 e inducir la
activacion de la via NF-«f3, las cuales confieren resistencia. Se ha comprobado
que los pacientes con MM con mayor expresion de moléculas de adhesion en
suero como VLA-4 e ICAM-1 existe una mayor resistencia a los farmacos,
adquirida por CAM-DR (116,119).

Finalmente podemos decir que el conocer el papel de las moléculas
solubles y las CAMs en la resistencia al tratamiento en el MM es esencial para
desarrollar estrategias terapeuticas efectivas para el MM. El bloqueo de la accidn
de estas moléculas o de las interacciones que propician las resistencias seria
fundamental para mejorar los tratamientos y el prondstico de los pacientes.
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Figura 15. Papel del TNFa en el MM. El TNFa aumenta la afinidad de la adhesion entre las
células del MM y las CMMs e induce la transcripcion y secrecion de la IL-6 en las CMMs. Tomado
de: Novel Therapies Targeting the Myeloma Cell and Its Bone Marrow Microenvironment. Por
Teru Hideshima et Al, 2001. Seminars in Oncology, Vol 28, No 6.

Por ultimo, las vesiculas extracelulares (VEs) secretadas por las MM-
CMMs también favorecen la resistencia a los tratamientos, dado que dichas
vesiculas contienen moléculas bioacivas como miRNA y proteinas que influyen
en estas resistencias. Se ha comprobado que en pacientes con MM, las VEs
tienen un contenido menor de los supresores tumorales miR-15a y miR-16a con
respecto a individuos sanos. Estos dos supresores tumorales actuan a nivel del
ciclo celular mediante la regulacion negativa de las ciclinas D1, E1 y D2 dando
lugar a una parada del ciclo celular en G1. La ciclina E1, la ciclina D1 y la ciclina
D2 son oncoproteinas que suelen estar desreguladas en los tumores. El
incremento de la actividad de estas ciclinas debido a la ampliacion génica, la
translocacidon o a un aumento de la estabilidad debido a la inactivacion de
proteinas responsables de su degradacion da lugar a una proliferacion celular
descontrolada. La pérdida de expresion de miR-15a y miR-16 en neoplasias
malignas se traduce en una regulacion al alza de estas ciclinas y al crecimiento
tumoral. Estos miRNAs también disminuyen la expresion Bcl-2, cuyo modo de
accion que ya hemos mencionado previamente (67,95,121).
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8 CONCLUSIONES.

Las CMMs interaccionan con las células del MM tanto de forma directa
mediante moléculas de adhesion como indirecta a través de citocinas que
inducen cambios en su perfil secretor, favoreciendo la supervivencia,
proliferacion, diseminacion, afectacion 6sea y resistencia a los tratamientos de
las células del MM.

Se ha observado que las CMMs de pacientes y donantes sanos son genética
y funcionalmente diferentes entre ellas, teniendo las primeras una capacidad
proliferativa menor, unos niveles de mRNA de IL-6 mayores, una mayor
expresion de marcadores de senescencia y un menor potencial osteogénico.

El microambiente de la médula ésea es esencial para el anidamiento
(homing) y diseminacion de la enfermedad, siendo SDF1a la quimiocina
fundamental en este proceso. Esta quimiocina, producida por las CMMs, se une
a su receptor CXCR4 en las células del MM causando su migracion hacia el
estroma de la médula 6sea.

La IL-6 es la interleucina mas importante en la patogénesis del MM ya que
estimula el crecimiento celular, la supervivencia, la diseminacion y la resistencia
a los tratamientos a través de diferentes vias de sefnalizacion.

Las células del MM contribuyen a un cambio en la homeostasis 6sea que
favorece la resorcion frente a la formacion de hueso provocando las lesiones
osteoliticas tipicas de esta enfermedad. Las células del MM y las CMMs
estimulan la activacion de los osteoclastos y la resorcidn ésea aumentando el
ratio RANKL/OPG mediante el aumento de la producciéon de RANKL vy
disminucion de OPG. Ademas, las células del MM inhiben la diferenciacion de
las CMMs hacia osteoblastos impidiendo su actividad.

La resistencia a los farmacos en el MM se puede dar por mecanismos
intrinsecos o extrinsecos. ElI microambiente de la médula ésea participaria en
los mecanismo extrinsecos de resistencia donde tienen un papel relevante
citocinas como IL-6 y |IGF-1, ademas de las moléculas de adhesion y las
vesiculas extracelulares.

Con todo esto, las CMMs tienen un papel fundamental en la progresion y
desarrollo de las células del MM, siendo de gran importancia y necesidad mas
investigaciones en este campo debido a que podrian ser un factor atractivo para
el mejor entendimiento de la enfermedad y una mejor caracterizacién de los
pacientes.
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