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ADN 	 Ácido DesoxiriboNucleico

APC 	 Del inglés Adenomatouspolyposiscoli

ARNm 	 Ácido RiboNucleico mensajero

BRCA1 	 Del inglés BReast CAncer  1

BRCA2 	 Del inglés BReast CAncer  2

CMF 	 Ciclofosfamida, Metrotrexate y Flurouracilo

CTCs 	 Del inglés Circulating tumor cells

ctDNA	 Del inglés Circulating Tumor DNA

DTCs 	 Del inglés Disseminated Tumor Cells

EGFR 	 Del inglés Epidermal Growth Factor Receptor

FAC 	 Fluorouracilo3, ciclofosfamida y doxorrubicina

FDA 	 Del inglés Food and Drug Administration

FGF 	 Del inglés fibroblast Growth Factor

FOXP3+	 Del inglés Forkhead boX P3 

HER2	 Del inglés Human Epidermial growth factor Receptor 2

HLA I 	 Del inglés Human Leukocyte Antigen class I molecules

HMGB1 	 Del inglés High Mobility Group Box 1 proteins 

HR 		 Del inglés Hazard Ratio

IC		  Intervalo de confianza al 95%

ISH 	 Del inglés In Situ Hybridisation

IRS 		 Del inglés ImmunoReactive Score 

ki67 	 Antígeno identificado por el anticuerpo monoclonal ki67

MEC 	 Matriz ExtraCelular 

MDSCs 	 Del inglés Myeloid-Derived Suppressor Cells

mTOR 	 Del inglés mammalian Target Of Rapamycin

NLR 	 Del inglés Neutrophil-to-Lymphocyte ratio

NK 		 Del inglés Natural Killer cells

NF-KB 	 Del inglés Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NGS 	 Del inglés Next Generation Sequencing

NPI 	 Del inglés Nottingham Prognostic Index 

OMS 	 Organización Mundial de la Salud

OSNA 	 Del inglés One-Step Nucleic Acid Amplification

pT 		  Tamaño tumoral (estudio anatomopatológico)

PAI-1 	 Del inglés Plasminogen Activator Inhibitor 1

PDL1/2	 Del inglés Programmed Death-ligand 1/2

ABREVIATURAS Y ANGLICISMOS
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PARP 	 Poli ADP Ribosa Polimerasa

PDGF	 Del inglés Platelet Derived Growth Factor

RE  		 Receptor de Estrógeno

RP 		 Receptor de Progesterona

RRHH 	 Receptores hormonales

RCB 	 Del inglés Residual Cancer Burden

RCp	 Respuesta completa patológica

RT-PCR 	 Del inglés Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

RS		  Del inglés Recurrence Score

ROR 	 Del inglés Risk Of Recurrence

SEER	 Del inglés Cancer incidence Public-Use Database Surveillance, 

		  Epidemiology and End Results

SG 		 Supervivencia Global

SLE 	 Supervivencia Libre de Enfermedad

SPARC 	 Del inglés Secreted Protein Acidic And Cysteine Rich

SNPs  	 Del inglés Single Nucleotide Polymorphisms

αSMA 	 Del inglés α-Smooth Muscle Actin 

TNM	 Estadificación/nódulos/metástasis

TILs  	 Del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes

Tregs	 Del inglés Regulatory T cells

Th1/Th2	 Del inglés linfocitos T helper tipo 1 o 2

TNC-C/W 	Del inglés Tenascin-C/W

TSP-1 	 Del inglés Thrombospondin 1

T-DM1	 Ado-trastuzumab emtansina

TGFβ 	 Del inglés Transforming Growth Factor β 
uPA 	 Del inglés Urokinase Plasminogen Activator

VEGF 	 Del inglés Vascular Endothelial Growth Factor
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En el tratamiento del cáncer de mama localmente avanzado o inflamatorio se impuso el uso de citostá-
ticos como opción de tratamiento inicial, la denominada quimioterapia neoadyuvante, de manera que 
muchos de los tumores previamente inoperables ahora son susceptibles de ser tratados con cirugía.

Disponemos de indicadores clínico-patológicos asociados al pronóstico de las pacientes, entre los 
que se incluyen el tamaño del tumor, el subtipo y grado histopatológico, la presencia de metástasis 
ganglionares y la invasión linfovascular. Sin embargo, su poder predictivo en la selección del enfoque 
terapéutico óptimo es bastante limitado. Ello es debido a que  los resultados obtenidos  de respuesta y 
toxicidad al tratamiento no son uniformes a pesar de que las pacientes pertenezcan al mismo subtipo 
histológico o presenten características immunohistoquímicas similares, que traduce la existencia de 
una heterogeineidad en el cáncer de mama.

Los métodos de alto rendimiento permiten identificar grupos de pacientes con una evolución diferente, 
pero éstas no reflejan todos los factores implicados en la respuesta al tratamiento neoadyuvante. La 
respuesta no solo se debe a las características propias del tumor sino también a un proceso dinámico 
basado en las interacciones de las células tumorales con su microambiente. 

A raíz de nuestro primer trabajo publicado de variantes farmacogenéticas pronósticas del gen SPARC 
en cáncer de páncreas nos dimos cuenta que éste podía tener un papel en la respuesta inmunitaria y 
que existían otros factores ligados al mismo que podían influir también en la respuesta a los tratamien-
tos en otros tumores como es el cáncer de mama.

Caracterizar in vitro e in vivo el complejo funcionamiento del microambiente tumoral es de vital im-
portancia en la mejora del manejo de las pacientes con cáncer. El objetivo de nuestro estudio ha sido 
identificar biomarcadores pronósticos y predictivos al tratamiento así como valorar la respuesta inmu-
nológica  del  microambiente tumoral en el cáncer de mama.

RESUMEN
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Treatment of locally advanced or inflammatory breast cancer, is usually based on  neoadjuvant chemo-
therapy  For instance many cases  with previously inoperable tumors , could be treated with surgery at 
the end of primary treatment. 

Classic prognostic clinical-pathological  variables for breast cancer patients include tumour size, sub-
type,histopathological grade, the presence of lymph node metastases and lymphovascular invasion. 
However, its predictive power in selecting the optimal therapeutic approach for neoadjuvant treatment 
is limited.  Results obtained in response and toxicity to chemotherapy are not uniform, despite  patients 
belonging to the same histological subtype or have similar immunohistochemical characteristics.

Nowadays, genomic signatures are available as prognostic biomarkers. Nonetheless, these signatures 
do not reflect all the factors involved in the response to neoadjuvant treatment. The response to treat-
ment is not only based on the characteristics of the tumour itself, but also depends on a dynamic pro-
cess based on interactions of the tumour cells with their microenvironment.

As a result of our first study evaluating pharmacogenetic variants of the SPARC gene in pancreatic can-
cer, we learned that SPARC and other factors could have a role in the immune response to treatments in 
other tumours such as breast cancer. The objective of our studywas to identify prognostic and predicti-
ve biomarkers for treatment, as well as to assess the immune response of the tumour microenvironment 
in breast cancer.

SUMMARY
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1. INTRODUCCIÓN
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1.1	 Epidemiología

El cáncer de mama es el tumor maligno más frecuente en la mujer española (2012) representando un 
29% de todos los nuevos casos diagnosticados de cáncer en el sexo femenino. En España en 2018 
se diagnosticaron 32.825 nuevos casos de cánceres de mama.  Es la primera causa de mortalidad por 
cáncer en la población femenina en España, representando un 15.5 % de las muertes por cáncer en la 
mujer, con una prevalencia a 5 años del 40.8%.   En el año 2018 se diagnosticaron en todo el mundo un 
total de  2.1 millones de nuevos casos de cáncer de mama en la mujer, representando uno de cada 4 
casos de cáncer en la población femenina, y 630.000 mujeres murieron por dicha causa (1).

Los avances terapéuticos y la implementación de medidas de diagnóstico precoz han permitido reducir 
significativamente la tasa de mortalidad por cáncer de mama en Europa (2) y en América del Norte (3).

1.2	 Etiología 

En el cáncer de mama se ha observado una predisposición genética hereditaria en una escasa pro-
porción que es inferior al 10 % de todos los casos, siendo fundamentalmente un tumor de aparición 
esporádica. Además, existe una fuerte interacción entre el estilo de vida, la historia reproductiva y las 
condiciones ambientales (4). Se estima que entre un 5 a un 10 % de los casos de cáncer de mama pue-
den atribuirse a mutaciones en los genes de alta penetrancia (los genes BRCA1 y BRCA2) que se trans-
miten mediante un patrón de herencia autosómica dominante. Las mujeres portadoras de mutaciones 
en estos genes tiene entre un 40 y un 80 % de probabilidades de desarrollar la enfermedad a lo largo 
de su vida (5). La identificación de diversos genes asociados a síndromes de predisposición hereditaria 
al cáncer ha permitido una valoración individualizada del riesgo de desarrollar cáncer de mama y poder 
recomendar estrategias de prevención y cribaje con el objetivo de minimizar el riesgo de aparición de 
la misma, detectar la enfermedad de forma precoz, disminuyendo así su incidencia y la mortalidad (6). 

Los datos publicados por la OMS en su informe Mundial sobre el Cáncer del 2014, alrededor de 1/3 de 
las muertes por cáncer eran debidas a causas evitables. En el caso concreto del cáncer de mama, entre 
los factores epidemiológicos destacan los factores asociados a una mayor exposición a las hormonas 
femeninas, incluidas la menarquia precoz, la menopausia tardía, la edad avanzada, el uso de tratamien-
to hormonal sustitutivo en la menopausia y la nuliparidad (7). El estilo de vida es una de las causas de 
mayor impacto. El consumo de alcohol se asocia a cáncer de mama (8)y el humo del tabaco contiene 
productos químicos, muchos de los cuales se sabe que son reconocidos como carcinógenos sobre el 
epitelio glandular mamario (9).

La obesidad estambién un factor de riesgo; se ha observado un incremento de casos de cáncer de 
mama en mujeres postmenopáusicas con receptores hormonales positivos y en mujeres premenopáu-
sicas de cáncer de mama de tipo triple negativo y que tienen obesidad (10). Por contra, el ejercicio y la 
actividad física protegen del desarrollo de cáncer de mama (11).

1.3	 Factores pronósticos

Un factor pronóstico es toda aquella característica de la paciente y del tumor que se relaciona con la su-
pervivencia global o con cualquier otro resultado intermedio (supervivencia libre de progresión, tiempo 
hasta la progresión, tasa de respuesta,  etc.) independientemente del tratamiento recibido.
Las variables demográficas de la paciente, como son la edad en el momento del diagnóstico o la raza 
pueden influir en la evolución pero no son propiamente consideradas variables pronósticas como tal. 
En cambio, los factores pronósticos patológicos clásicos del cáncer de mama son: el tamaño tumoral, 
el tipo histológico, el grado de diferenciación histológico, la afectación ganglionar, la invasión linfovas-
cular, la afectación perineuraly la capacidad de proliferación celular.
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1.3.1 	Factores pronósticos dependientes delas pacientes

	 Edad

La incidencia del cáncer de mama se incrementa con la edad, duplicándose cada 10 años hasta la 
menopausia donde esta progresión disminuye, produciéndose una inflexión que no es evidente para 
otras formas de cáncer (12). Esta inflexión, conocida como el gancho de Clemmensen puede reflejar la 
superposición de dos curvas diferentes, correspondientes a los tumores RE negativos y positivos. Los 
tumores con RE negativos aumentan su incidencia rápidamente hasta los 50 años y después se enlen-
tece o disminuye, mientras que los tumores con RE positivos aumentan rápidamente hasta los 50 años, 
y luego continúan aumentando a un ritmo más lento (12).

	 Edad y subtipo histopatológico

Además de los dos patrones de incidencia de edad para la expresión de RE, los datos de SEER mues-
tran tres curvas de tasa de incidencia según el subtipo histopatológico:

En primer lugar, hay un rápido aumento de la incidencia hasta los 50 años de edad y después un aumen-
to lento para los carcinoma de tipo ductal, tubular y lobulillar.
En segundo lugar, hay un rápido aumento hasta la edad de 50 años seguido de una nivelación de los 
carcinomas medulares.

Por último, hay un aumento constante, con el envejecimiento, de los carcinomas de tipo papilar y mu-
cinosos (12). 

	 Edad y subtipo molecular

La incidencia de cada subtipo molecular también varia con la edad tal como muestra la Tabla 1(13,14)

<40 años 40-49 años 50-59 años 60-69 años >70 años

Luminal A 2.9% 14.2% 28.3% 31.9% 22.7%

Luminal B 8.1% 20.7% 32.4% 20.8% 17.9%

Her2 5.5% 16.3% 31.6% 28.8% 17.8%

TN 10.8% 26.5.% 35.5% 17.5% 10.1%

Tabla 1: Incidencia del cáncer de mama en función de la edad. Adaptación deMcGuire A et.al. (13). TN  triple negativo; 
HER2 del inglés Human Epidermial growth factor Receptor 2;

Los casos luminales tienen una distribución predominante en las pacientes de mayor edad. Como era 
de esperar el subtipo más agresivo (triple negativo) es el que se ha presentado con mayor frecuencia en 
el grupo de mujeres menores de 40 años.
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	 Edad, pronóstico y supervivencia

Las mujeres diagnosticadas con cáncer de mama a los 20-30 años parecen tener peor pronóstico; las 
mujeres menores de 35 años muestran mayor porcentaje de tumores con RRHH negativos, invasión 
vascular o linfática y tumores grado III, que las mujeres de entre 35 años y 50 años. Las diferencias en el 
tamaño del tumor, la afectación de los ganglios linfáticos y el estado de HER2 entre mujeres jóvenes y 
ancianas diagnosticadas con cáncer de mama han sido menos claras (15). El efecto pronóstico negativo 
de la edad temprana se observa casi exclusivamente en mujeres diagnosticadas con enfermedad de 
bajo riesgo que no recibieron tratamiento con quimioterapia adyuvante. Estos resultados sugieren que 
las mujeres jóvenes con cáncer de mama, basándose únicamente en la edad, deberían ser considera-
das como pacientes de alto riesgo y recibir tratamiento citotóxico adyuvante (16).

La supervivencia relativa de las pacientes de 70 años con cáncer de mama es similar a la supervivencia 
de las pacientes de 40-70 años. Sólo se han observado tasas de supervivencia ligeramente inferio-
res para las pacientes de 80 años o más años de edad, a pesar de su más escasa distribución y bajo 
tratamiento, lo que indica que los tumores se comportan de manera menos agresiva en las pacientes 
mayores (17).

	 Etnia y raza

Las mujeres afroamericanas con cáncer de mama son las que presentan mayor tasa de mortalidad por 
cáncer de mama debido principalmente a que tienen más probabilidad de desarrollar cáncer de mama 
tipo triple negativo (18). Además, aunque que los resultados para la positividad de RRHH de cáncer de 
mama son generalmente peores comparadas con las de raza blanca, no hay diferencias significativas 
en resultados de supervivencia entre las pacientes afroamericanas y blancas para el cáncer de mama 
triple negativo. Hay dos razones potenciales para estas diferencias: 1) la discrepancia socioeconómica 
en los países subdesarrollados en cuanto al acceso al sistema sanitario (18,19). 2) las diferencias bioló-
gicas inherentes (genómicas tumorales) (20).

1.3.2		  Factores pronósticos dependientes del tumor

1.3.2.1	 Tamaño tumoral

El tamaño de la lesión se establece en el examen anatomopatológico midiendo los dos diámetros máxi-
mos del tumor en el transcurso del estudio macroscópico y microscópico del especimen (21). Con las 
medidas de la lesión infiltrante puede precisarse la categoría pT del TNM.

El pronóstico del cáncer de mama está influenciado por el tamaño tumoral independientemente de la 
afectación axilar, efectoque se mantiene en el seguimiento a largo plazo (22). En pacientes con tumores 
sin metástasis ganglionares, el aumento del tamaño tumoral se asocia a un aumento de la mortalidad 
específica por cáncer de mama (23,24).A su vez, el aumento del tamaño tumoral se correlaciona tam-
bién con mayor riesgo de afectación ganglionar en la axila (25).

1.3.2.2	 Histología del cáncer de mama

El cáncer ductal invasivo o infiltrante es el tipo histológico más frecuente del cáncer de mama y repre-
senta un 80 % de los casos. Puede afectar a cualquier edad y su diagnóstico es por exclusión, al no 
reconocer ningún tipo específico (también denominado carcinoma de tipo no específico o no especial)
(26). Tienen una supervivencia a los 10 años del 35-50%, dependiendo de las variables pronósticas 
clásicas.El 70-80% expresan RRHH y el 15 % son HER2 positivos. Existen otros subtipos histológicos 
asociados a diferentes pronósticos (Figura 1).
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El carcinoma lobulillar infiltrante es el segundo subtipo más frecuente (supone un 5-10%) (27) y se 
diferencia del carcinoma ductal infiltrante por presentar mayor multifocalidad, multicentralidad y bi-
lateralidad (28). Se presenta enpacientes de mayor edad, son tumores RRHH positivos de bajo grado 
nuclear,con una menor frecuencia presentan  invasión linfovascular y suelen debutar con estadíos más 
avanzados en el momento del diagnóstico (27,29). El perfil de diseminación también parece diferir del 
carcinoma ductal infiltrante observándose con más frecuencia metástasis leptomeníngeas, enperito-
neo, en retroperitoneo, en tracto gastrointestinal, en órganos reproductores y en hueso, en cambio, 
tienenun menor tropismo por el pulmón, hígado y parénquima cerebral (28). Su valor pronóstico es con-
trovertido si lo comparamos con el carcinoma ductal infiltrante (30).

Otros subtipos histológicos menos frecuentes como el papilar puro, el tubular, el mucinoso o coloide, 
los medulares típicos y adenoides quísticos se identifican como fenotipos menos agresivos mientras 
que los subtipos micropapilar y metaplásico parecen concebir un peor pronóstico (26).

 
Figura 1: Clasificación histológica del cáncer de mama. Este esquema, utilizado actualmente por los clínicos, clasifica la 
heterogeneidad del cáncer de mama en base a las características histológicas arquitectónicas y los patrones de creci-
miento;  extraído de Malhotra GK et. al. (31). HPF: Del inglés High Power Field.
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1.3.2.3	 Grado histológico

El grado histológico está definido por el patrón de diferenciación del tumor y es un factor pronóstico en 
el cáncer de mama. Adquiere mayor relevancia en tumores sin afectación ganglionar Además también 
representa un factor pronóstico post-neoadyuvancia aunque en asociación con el grado previo al tra-
tamiento (32,33).

El sistema de gradación recomendado por varias instituciones (OMS, AJCC, EU, UK RECPATH y UICC) 
es el método de Nottingham (34). Se basa en la evaluación de parámetros morfológicos y valora tres 
variables: grado de pleomorfismo nuclear, porcentaje de formación de túbulos e índice mitótico, en 
unagradación independiente en la que se asignan valores comprendidos entre de 1 y 3. El grado final 
deriva de la suma de estos parámetros, correspondiendo a: Bajo grado (3-5o 1), Grado intermedio (6-7 
o 2) y  Alto grado (8-9 o 3).

Entre un 30-60 % de tumores son clasificados como grado histológico II con un riesgo intermedio de 
recurrencia y son menos informativos de cara a una decisión clínica respecto a los grados histológicos I 
o III (35). Ello ha derivado la necesidad de establecer factores adicionales para seleccionar las pacientes 
con beneficio real a la quimioterapia complementaria, evitando así morbilidad secundaria en las pacien-
tes que no se benefician de estas terapias.  Los estudios moleculares y las plataformas génicas pueden 
analizar diferentes genes en un solo análisis y han identificado subgrupos moleculares con relevancia 
clínica directa (36). 

1.3.2.4	 Afectación ganglionar

La afectación axilar linfática es el factor pronóstico independiente más importante en el cáncer de 
mama. Se sabe que existe una relación directa entre el número de ganglios afectados por la enferme-
dad y la supervivencia, de manera que la proporción de pacientes libres de enfermedad a los 5 años 
del diagnóstico puede oscilar del 96 % sin afectación ganglionar al 66% con afectación de más de 4 
ganglios axilares  (23).

Una linfadenectomía axilar rutinaria conlleva a la identificación y el análisis patológico de, como mínimo,  
6 a 10 ganglios de los niveles axilares I y II. Debido a la alta morbilidad de la disección axilar, técnicas 
menos agresivas, como la biopsia selectiva del ganglio centinela, han cobrado mayor importancia en 
la práctica clínica habitual, sobretodo en aquellos casos en que el ganglio está libre de enfermedad o 
presenta células tumorales aisladas (<2mm) (37–39) o bien micrometástasis (0.2-2mm) (40) o , en casos 
seleccionados, también con macrometástasis (>2 mm) (41).

Para el análisis del ganglio centinela se puede hacer un estudio intraoperatorio en tejido fresco, un 
estudio postoperatorio de la pieza quirúrgica parafinada y, actualmente, también metodología OSNA, 
técnica que cuantifica el número de copias de ARNm de la queratina CK 19 y que permite el análisis 
intraoperatorio del ganglio centinela de una forma más precisa y sensible (42). 

1.3.2.5	 Invasión vascular, linfática y perineural

	 Invasión vascular y linfática

La invasión vascular y linfática se define como la presencia de émbolos tumorales intraendoteliales en 
el tejido adyacente al tumor invasivo. La presencia de invasión tumoral linfática y vascular es un factor 
pronóstico adverso en cáncer de mama y se relaciona con un mayor riesgo de recurrencia local, menor 
supervivencia global e intervalo libre de enfermedad (43,44). No obstante, la invasión tumoral linfática 
es elprincipal factor de riesgo para la afectación nodal axilar, que es el más importante predictor de 
pronóstico en cáncer de mama.
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	 Invasión perineural

Se define como la presencia de nidos de carcinoma infiltrante en los vasa nervorum de losnervios pe-
riféricos a lo largo de su trayecto en la proximidad del margen tumoral. La invasión perineural es un 
marcador de agresividad tumoral, sin embargo, su incidencia en cáncer de mama es muy baja y su 
efecto sobre el pronóstico de la enfermedad es poco relevante, siendo un dato de uso no obligatorio en 
los protocolos de esta enfermedad aunque sí recomendable. La invasión perineural en cáncer de mama 
ocurre con una frecuencia diez veces menor a la invasión vascular y linfática, con una incidencia entre 
un 1 y 4 % dependiendo de las escasas series publicadas (45). 

1.3.2.6	 Índice de proliferación celular: Ki67

El antígeno policlonal ki67 y el anticuerpo monoclonal MIB1 se unen y se expresan en las fases del ciclo 
celular denominadas G1 tardía, S, M, y G2, traduciendo el estado de la proliferación celular(46). Un valor 
alto de ki67 se asocia a peor pronóstico y factores pronósticos adversos (alto grado histológico, afecta-
ción ganglionar y receptores hormonales negativos) (47). No obstante, la validez clínica de éste marca-
dor de proliferación es controvertida dadas las limitaciones técnicas que dificultan su reproducibilidad, 
una difícil estandarización y falta de homogeneidad entre los distintos estudios para poder establecer 
un punto de corte y determinar el valor pronóstico.

Las últimas guías europeas adaptaron el punto de corte del índice ki67 para definir un alto o bajo riesgo 
proliferativo según la adaptación que se consensuó en la reunión de St Gallen de 2013 (48). donde se 
estableció como un factor pronóstico importante en la toma de decisiones terapéuticas en ausencia de 
plataformas genéticas. Aunque el valor que separa tumores de alta y baja proliferación debe adaptarse 
a los resultados del propio laboratorio, se definió que si la media de ki67 en un centro es del 20 %, la 
presencia de <10% de células con positividad nuclear para ki67 se podría considerar baja y la de más 
del 30 % alta, estableciendo así el límite entre baja y alta actividad proliferativa.

A parte de su valor pronóstico, puede tener valor predictivo de respuesta hormonal, al haberse obser-
vado una asociación de la eficacia del tratamiento con Letrozol aumentada en los grupos con tumores 
con alta expresión de ki67 (49).

La detección de marcadores mediante técnicas de inmunohistoquimica ha cobrado importancia en la 
práctica clínica ahora y han sido incorporados en la octava edición de  la estadificación del sistema 
AJCC TNM para redefinir el pronóstico del cáncer de mama.A su vez las plataformas genómicas son de 
utilidad en  su definición concretamente para aquellos tumores RE positivo y sin afectación ganglionar 
(50).

Los parámetros clínicos (edad, estadío tumoral, RE, RP, expresión HER2 y grado histológico) también 
han sido integrados en los sistemas de puntuación, que nos permiten una estimación relativa de la pro-
babilidad de recurrencia y muerte por cáncer de mama, como por ejemplo el Nottingham Prognostic 
Index (NPI), el PREDICTscore y el Adjuvant! Online (51–53).

1.4	 Factores predictivos

Un factor predictivo es toda aquella característicadel tumor que se relaciona con las probabilidades de 
respuesta a un tratamiento específico. 

Es importante diferenciar entre factor pronóstico y factor predictivo para separar aquellos pacientes 
que se van a beneficiar del tratamiento, de aquellos en los que la exposición a ciertos fármacos y el 
uso de nuevas terapias no solo no van a ser capaces de mejorar el pronóstico, la calidad de vida ni la 
supervivencia, sino que incluso es posible que les aporten toxicidad. 
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1.4.1	 Receptores hormonales

El RE es una proteína que pertenece a la superfamilia de receptores nucleares, que incluye los recep-
tores de la hormona tiroidea, del ácido retinoico y de la vitamina D2. El RE es un factor de transcripción 
que se une al ADN, pero tiene también funciones adicionales independientes de la unión a éste (54). 
Las dos isoformas más comúnmente expresadas del RE, α y β, están codificadas por sendos genes, 
ESR1 y ESR2. ESR1 está localizado en el cromosoma 6q (25.1), mientras que ESR2 se localiza en 14q 
(23-24.1) (55). En respuesta a la señalización estrogénica, el REα normalmente promueve la proliferación 
del epitelio normal y neoplásico, por lo que se le reconoce un papel fundamental en el desarrollo del 
cáncer de mama, mientras que  el REβ tiene en general un efecto antiproliferativo y pro-apoptótico. El 
RE activado por su ligando forma dímeros y en principio se considera que es un receptor citoplasmático 
en su estado inactivado, pero estudios de visualización lo localizan prácticamente siempre en el núcleo 
celular. Hoy en día se considera que el estrógeno actúa a nivel celular a través de tres mecanismos: vía 
genómica, vía no genómica y post-transcripcional (56,57).

El RP también forma parte de la súperfamilia de receptores hormonales nucleares. Tras unirse a su 
ligando en el citoplasma, el complejo RP-progesterona dimeriza,  se transloca al núcleoy actúa sobre 
el ADN, de manera similar a la vía genómica del RE. El gen que codifica para RP, PGR, se localiza en el 
cromosoma 11q22-q23 y su transcripción se halla regulada por el propio RE, que de esta manera, pue-
de mediar en los efectos de la progesterona durante el desarrollo de la glándula mamaria normal así 
como en la génesis del cáncer de mama (58).

Mediante las técnicas de inmunohistoquímica, el método que mide el grado de expresión del RE (mar-
cador nuclear) más empleado fue propuesto por el grupo de Allred (59) y tiene en cuenta tanto el por-
centaje de células positivas (valorado del 1 al 5) como la intensidad de la tinción (valorada del 1 al 3). 
La puntuación final se calcula sumando los dos valores. Se considera positivo si se expresa con una 
puntuación igual o mayor a 3. El RP también un marcador nuclear que detecta si las células expresan 
la proteína receptora de la progesterona y se mide mediante el método de Allred (59), y se valora como 
positivo empleando el mismo umbral que el mencionado para el RE.

El 60 % de los carcinoma de mama en mujeres menores de 50 años expresan RRHH, en comparación 
con el 80 % en las mujeres postmenopáusicas (60). La positividad de los RRHH está inversamente re-
lacionada con el grado histológico (61),el índice de proliferación celular ki67 (62) y es un factor de buen 
pronóstico reconocido (63).

La expresión de los RRHH no es solamente  un factor pronóstico sino que también representa un factor 
predictivo de respuesta a la hormonoterapia (64). En ausencia del RE o de RP, el tratamiento hormonal 
apenas tiene efecto en la recurrencia ni en la supervivencia. Además el grado de respuesta al tratamien-
to hormonal se correlaciona con los niveles de positividad del RE y la presencia del RP parece aumentar 
el valor predictivo de respuesta del RE a la hormonoterapia (65). Desafortunadamente , no todas las 
pacientes presenta respuesta  al tratamiento hormonal. Ello es debido a la presencia o adquisición  de 
resistencias al tratamiento hormonal (66). Diferentes estudios demuestran que la resistencia al trata-
miento hormonal estaría mediatizada por la vía de la PI3K–AKT–mTOR (67,68). 

En base a datos preclínicos, los tumores con mutaciones de ESR1 serían resistentes a la depleción 
estrogénica inducida por inhibidores de la aromatasa, y en menor medida también al tamoxifeno, y en 
cambio serían más sensibles a dosis más altas de fulvestrant u otros fármacos orales que degradan los 
RE. Estas mutaciones no se suelen detectar en los tumores primarios (<2%) y suelen ser más frecuentes 
a medida que aumenta el tiempo de exposición a inhibidores de la aromatasa en el contexto metastási-
co y el número de líneas hormonales recibidas (69–71).
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Aunque el metanálisis del Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group sugiere que el beneficio a la 
quimioterapia en pacientes con cáncer de mama se da independientemente del estatus de los RRHH 
(72),estudios más recientes basados en la expresión génica (73,74); sugieren que en algunos subgrupos 
de pacientes la expresión de receptores hormonales se asociaría a un menor beneficio al tratamiento 
con quimioterapia.

1.4.2	Oncogen HER2

La familia de las glicoproteínas Erb-B está compuesta por cuatro miembros: HER1 o EGFR, HER2 (que 
no tiene ligando conocido), HER3 (que carece de actividad tirosin-cinasa) y HER4. Los receptores HER 
se caracterizan por ser glicoproteínas transmembrana compuestas por 3 dominios (extracelular, trans-
membrana e intracelular que tienen una actividad protein cinasa).

Esta familia de receptores se encuentra expresada en las células epiteliales, mesenquimales, neurona-
les y en sus progenitores celulares. La familia de receptores Erb-B regula la proliferación, diferenciación 
y la función de numerosos tejidos en humanos y una desregulación de su función está relacionada con 
diferentes neoplasias (75,76). 

Cuando estos receptores se activan son translocados al núcleo, dónde participan en la señalización 
celular. La dimerización de estos receptores, ya sea entre dos diferentes miembros de la familia (hete-
rodimerización) o entre los mismos receptores HER (homodimerización), genera una cascada de seña-
lización capaz de activar otras vías.  El gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 
HER2/neu se localiza en el brazo largo del cromosoma 17 y codifica la proteína HER2, un receptor 
transmembrana de 185 kDa con actividad tirosin cinasa (77). 

La amplificación y/o sobreexpresión del receptor HER2  fue inicialmente considerado factor pronósti-
co negativo en todas las pacientes con cáncer de mama(78). En la era previa a la introducción de los 
tratamientos dirigidos, en este caso anti-HER2, la positividad mediante inmunohistoquímica de HER2 
suponía peor pronóstico en las pacientes con afectación ganglionar(79). En un estudio retrospectivo 
que incluía 2026  pacientes sin ganglios afectos también hallaron diferencias en cuanto a tiempo de 
recidiva y mortalidad relacionada con el cáncer en aquellas pacientes que presentaban amplificación/
sobreexpresión de HER2 mediante análisis de microarrays (80).

HER2 está sobreexpresado en alrededor del 20 % de los tumores de mama. La amplificación del gen 
HER2 se debe determinar rigurosamente en todos los carcinomas invasivos mediante la hibridación in 
situ (ISH), reemplazando la inmunohistoquímica o en los tumores con resultado equívoco, es decir tin-
ción de membrana moderada (++/+++) y completa en 10 % o > 10 % de las células tumorales. La eva-
luación de HER2 debe realizarse de acuerdo  con las guías de la ASCO CAP (Del inglés American Society 
of Clinical Oncology–College of American Pathologists). Se define como HER2 positivo si se detecta por 
inmunohistoquímica (+++/+++) una tinción completa de membrana en >10% de las células tumorales 
invasoras y por ISH si el número de copias del gen HER2 es >6, o si la ratio HER2/cromosoma 17 es >2 
y las copias de HER2 >4, o HER2/cromosoma17<2 y copias de HER2 > 6 (81).

El principal atributo del HER2 es predecir la respuesta biológica con anticuerpos monoclonales (tras-
tuzumab, pertuzumab, TDM1) combinados con la quimioterapia, tanto en la enfermedad avanzada 
como en el tratamiento neoadyuvante y adyuvante. 

No obstante, el papel del gen HER2 como factor  predictivo de respuesta a los citostáticos i a la hormo-
noterapia es controvertido: La amplificación de HER2 se ha asociado a un menor índice de respuesta a 
tratamientos tales como el CMF (79) o el tamoxifeno (82), en cambio, la amplificación de HER2 podría a 
su vez predecir una mayor sensibilidad a la quimioterapia con taxanos (83)y antraciclinas (84,85).
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1.4.3	  Nuevos biomarcadores:

	 Angiogénesis

La inducción de la neoangiogénesis por parte del tumor es uno de los procesos fundamentales en el 
desarrollo del cáncer y está presente desde etapas muy precoces. La formación de nuevos vasos-
presenta una estructura y funcionalidad aberrante que es producto del desequilibrio entre estímulos 
activadores e inhibitorios de diversos factores implicados, tanto de las células tumorales por medio de 
fenómenos autocrinos y quimiotaxis, como de las células inflamatorias peritumorales (86). La neoan-
giogénesis influye sobre el metabolismo del tejido tumoral; y a la inversa, el metabolismo puede influir 
en la inducción/inhibición de este proceso (87,88). En el cáncer de mama la aproximación terapéutica 
antiangiogénica más estudiada es a través de la inhibición de VEGF por el anticuerpo monoclonal beva-
cizumab, que ha demostrado cierto beneficio y seguridad en el  tratamiento del cáncer metastásicoen 
pacientes con una enfermedad agresiva y/o fenotipo triple negativo. Sin embargo, sigue siendo necesa-
rio encontrar biomarcadores capaces de predecir qué pacientes presentan más beneficio de este tipo 
de tratamiento (89).

	 uPA, PAI-1

La determinación de uPA/PAI-1 puede considerarse un factor pronóstico y predictivo en el cáncer de 
mama en estadios precoces (90,91). Su utilidad se circunscribiría a tumores con expresión de RRHH y 
sin sobreexpresión de HER2 que no presentan afectación ganglionar (92). Como factor pronóstico, unos 
niveles bajos de estos marcadores implican una mejor supervivencia a 10 años (93). Como factor pre-
dictivo, en este grupo de tumores, valores elevados de estos marcadores pueden ayudar a seleccionar 
la indicación de quimioterapia y evitarla hasta en el 39 % de los casos, sin repercusión en la supervi-
vencia (94,95).

Actualmente uPA y PAI-1 se están evaluando en dos ensayos prospectivos, que son el NNBC-3 (96) 
y el WSG-Plan B (97).

Para su determinación se utiliza el test UPA/PAI-1 (FEMTELLE; Sekisui Diagnostics, Lexington, MA) es 
un test inmunoabsorvente ligado a enzimas (ELISA) que evalúa el potencial metastásico de un tumor de 
cáncer de mama. A pesar de su nivel de evidencia (IA)(98) como valor pronóstico en las pacientes con 
cáncer de mama con o sin afectación ganglionar, no es un test que se haya extendido en la rutina de la 
práctica clínica y probablemente uno de los motivos sea porque se requiere de una muestra generosa 
del tejido tumoral en fresco (99).

	 Células tumorales circulantes y ADN circulante tumoral

En oncología, la obtención de muestras de tejidos tumorales son invasivas, costosas, requieren tiempo 
y pocas veces son susceptibles de repetición. Hay varios componentes de las células tumorales que 
puede ser liberados a la circulación sanguínea y pueden ser evaluados mediante la obtención de una 
muestra de sangre, que es lo que se conoce como biopsia líquida. En estas muestras es posible identi-
ficarcélulas tumorales circulantes (CTCs), ADN circulante tumoral (ctDNA) y los exosomas.

	 *CTCs

Las células tumorales que se vierten a la sangre desde las masas tumorales, se conocen como Célu-
las Tumorales Circulantes (100). El proceso de vertido de las CTCs hacia el torrente sanguíneo puede 
ocurrir desde el inicio del proceso del desarrollo tumoral, no obstante,  el proceso de extravasación es 
un proceso altamente ineficiente, solo unas pocas CTCs tendrán la capacidad de sobrevivir y poder 
desarrollar una metástasis (101).
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 La identificación de CTCs en pacientes de cáncer de mama constituye una nueva herramienta para es-
tratificar el riesgo de recaída en estas pacientes (102). La identificación de las características genéticas 
y fenotípicas de las CTCs nos puede permitir identificar qué esquema de tratamiento es el más eficaz 
para cada paciente, en base no solo a las tipologías biológicas del tumor, sino también en base a las ca-
racterísticas biológicas presentes en estas CTCs (103–105). El análisis genético, funcional y epigenético 
de estas CTCs, nos permitirá el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas, basadas en características 
propias del proceso de diseminación tumoral, responsable del desarrollo de la metástasis. Todo esto 
constituye una parte del nuevo concepto de “biopsia líquida”(106).

	 *ctDNA

La fracción de DNA libre de células tumorales que puede contener mutaciones tumorales de un pacien-
te se denomina ctDNA (107,108). Por lo tanto, el ctDNA en plasma constituye una fuente no invasiva de 
material que puede permitir la caracterización genómica de los tumores. En el ctDNA de pacientes con 
cáncer de mama se han detectado variantes únicas de nucleótidos somáticos derivados de tumor, al-
teraciones del número de copias y variantes estructurales (109,110). Por lo tanto, el ctDNA proporciona 
una nueva técnica para el estudio de los pacientes de cáncer de mama en términos de seguimiento de 
la carga tumoral, la evaluación de los mecanismos de respuestas terapéuticas y la resistencia, la detec-
ción de la enfermedad residual y la comprensión de los desafíos biológicos no resueltos planteados por 
la heterogeneidad tumoral y la evolución clonal (109). Todo ello plantea una serie de desafíos, el princi-
pal es la necesidad de estandarización y validación de tecnologías entre laboratorios y la incorporación 
de análisis basados en ctDNA en ensayos clínicos y en la practica clínica, entre otros (111).

	 Exosomas: Éste punto será discutido en el apartado 11.4.

	 TILs: Éste punto será discutido en el apartado 11.2.

1.5	 Clasificación molecular del cáncer de mama

	 Subtipos intrínsecos del cáncer de mama (Tabla 2)

Las ciencias “ómicas” (proteinómica, metabolómica, transcriptómica, epigenómica) y las firmas genéti-
cas concretamente han permitido asistir a un cambio en la forma de entender y clasificar una enferme-
dad tan heterogénea y compleja como es el cáncer de mama. La dificultad de llevar estos avances a la 
práctica clínica habitual, ha requerido aproximaciones subrogadas a esta nueva información. Así tras 
definir los subtipos intrínsecos por el Dr. Charles M Perou en el año 2000 (112),  se ha establecido una 
clasificación subrogada basada en los hallazgos de la inmunohistoquímica y la hibridación in situ. El Dr. 
Perou, mediante un estudio no supervisado con microarrays, definió 5 subtipos de cáncer de mama: Lu-
minal A, Luminal B, Basal-Like, Her 2  enriquecido y Normal-Like. Posteriormente se identificó un quinto 
subtipo molecular denominado claudin-low (113,114). Paralelamente al estudio del Dr. Charles M.Perou 
y cols;se desarrollaron perfiles genéticos supervisados (estudiando genes conocidos que están impli-
cados en el pronóstico del cáncer de mama) que indican el perfil de riesgo. 

Disponemos de varias plataformas genéticas que nos orientan sobre el pronóstico y nos pueden ayudar 
a tomar decisiones en cuanto a la indicación de quimioterapia complementaria en tumores con recep-
tores hormonales positivos como se comentará en un apartado posterior. 

No obstante la concordancia entre los subtipos intrínsecos del cáncer de mama y los subtipos basados 
en marcadores inmunohistoquímicos no es exacta (115).
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Tipo Luminal
Constituye alrededor de un 75-80% de los carcinomas de mama. Se caracteriza por la alta expresión de 
genes asociados a las células epiteliales luminales del ducto mamario. Engloba el grupo de tumores que 
expresan RE. Dentro de este grupo se han definido subtipos con pronóstico y evolución diferente (116).

Subtipo Luminal A: RE(+), RP(+), HER2 negativo, ki67 bajo. 
Constituye un 50-60% de los tumores luminales. Se caracteriza por su mejor pronóstico con menor 
incidencia de recaída, siendo la metástasis ósea la más frecuente y presentando una menor tasa de 
recaídas viscerales y en el sistema nervioso central. Asimismo presentan mayor supervivencia en caso 
de recaída, alta tasa de respuesta a la hormonoterapia y escaso o nulo beneficio de la quimioterapia. En 
este sentido, en las guías clínicas recomiendan la utilización de plataformas genéticas, si están disponi-
bles, para precisar el riesgo y ayudar a la decisión de tratamiento quimioterápico adyuvante.

Subtipo Luminal B RE(+), RP(+/-), HER2 +/-, ki67 alto.
Constituye un 10-20% de los tumores luminales. Presenta una expresión moderada baja de receptores 
de estrógeno y progesteronay una mayor expresión de genes de proliferación y ciclo celular. Represen-
ta el grupo de tumores luminales de mal pronóstico. Aunque la recaídaósea sea frecuente, presentan 
mayor tasa de recidivas viscerales y la supervivencia desde el diagnóstico de la recidiva es menor. Se 
benefician de la quimioterapia y de la hormonoterapia. 

Triple negativo RE(-), RP(-), HER2 (-). 
Se caracteriza por su negatividad a los receptores hormonales de estrógenos y progesterona y la au-
sencia de amplificación del gen HER2. Constituye un 10-15% de los cánceres de mama. A este grupo 
heterogéneo pertenecen los tumores con características tan diferentes como el carcinoma medular y 
el carcinoma metaplásico. Se han propuesto diferentes subclasificaciones (117,118), que nos permiten 
diferenciar cuatro subtipos (119) dentro del cáncer de mama triple negativo, como son:

Subtipo Basal-like
Se asocia con la expresión de genes característicos de las células mioepiteliales basales del acino 
mamario. Por inmunohistoquímica presenta expresión de las citoqueratinas  5/6. Se asocia con la ex-
presión de BRCA1 y de EGFR, con una alta tasa de proliferación y mal pronóstico clínico con mayor 
tropismo visceral y cerebral (120,121). Cada vez hay más evidencia de la respuesta de este subtipo a 
tratamiento que incluyen sales de platino así como terapias dirigidas como son los inhibidores de 
PARP (122).

Subtipo Mesenquimal
También llamado “claudin low”. Presentan alteraciones de los genes implicados en la motilidad celu-
lar, interacción extracelular con la matriz, transición epitelio-mesenquima y la respuesta a factores de 
crecimiento. Más de la mitad suelen corresponder al subtipo histopatológico de carcinoma metaplási-
co(123). Presentan activación de la vía PI3K/AKT, por lo que se han propuesto que podrían ser sen-
sibles a los inhibidores de mTOR (117).

Subtipo inmuno-enriquecido
Se caracterizan por la activación de genes relacionados con los procesos inmunes. Están activadas las 
vías de señalización de las células T, células B, las Natural Killer y las células dendríticas. También la 
señalización responsable de la presentación de antígenos, señalización de citocinas y la transducción 
de señal inmune. Se ha de considerar este subtipo histológico en la infiltración linfocitaria del estroma 
o el carcinoma medular. Este suele tener mejor pronóstico que los demás triples negativos. 

Subtipo Luminal Receptor de Andrógeno
Es el que presenta características más diferentes. Presenta alteración de las vías de la regulación hor-
monal y presentan vías de estrógenos/andrógenos diferentes a otros subtipos moleculares. Se están 
ensayando terapias de bloqueo androgénico, con bicalutamida (124) o enzalutamida (125).
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Tipo HER2 enriquecido: RE(-) HER2(+)
Se caracteriza por tener receptores de estrógenos negativos y alta expresión de genes relacionados 
con la amplificación de HER2. Se asocian a un peor pronóstico que los subtipos luminales A y B y son 
tributarios de un tratamiento diana específico. Representan un 5-10% de todos los cánceres de mama 
(115,126).

Tipo Normal Like
Los tumores incluidos en este grupo sobreexpresan  genes propios de las células mioepiteliales de la 
mama normal y de las células adiposas, con disminución de la expresión de genes característicos de 
las células luminales. Este subtipo carece de correlación clínica, por lo que no se acostumbra a usar en 
la práctica clínica.

SUBTIPO INTRÍNSECO DEFINICIÓN CLÍNICO-PATOLÓGICA
Luminal A “Luminal A like”

RE-positivo
HER2-negativo
Ki67 bajo a

RP alto b

Firma molecular de bajo riesgo (si está dis-
ponible)

Luminal B ‘Luminal B-like (HER2-negativo)’
RE-positivo
HER2-negativo
Y no de estos:
Ki67 alto o
RP bajo
Firma molecular de alto riesgo (si está dispo-
nible)
‘Luminal B-like (HER2-positivo)’
RE-positivo
HER2-positivo
cualquier Ki67
cualquier RP

HER 2 ‘HER2-positivo (no-luminal)’
HER2-positivo
RE y RP ausente

Basal-like ‘Triple-negativo’c

RE y RP ausente c

HER2-negativo c

Tabla 2: Clasificación subrogada de los subtipos intrínsecos del cáncer de mama. a  Los scores deben ser interpretados 
según los valores del laboratorio local. b  El punto de corte sugerido es del 20 %. Se necesita de una calidad técnica del 
laboratorioa la hora de reportar estos resultados. c   Existe un solapamiento del 80% entre el “triple negativo” y el subtipo 
intrínseco “basal like”, pero el “triple-negativo” también incluye algunos subtipos histológicos como el carcinoma enrique-
cido de infiltrado linfocitario estromal (medular), carcinoma secretor, carcinoma metaplásico de bajo grado y carcinoma 
adenoide quístico. RE: Receptor de estrógeno; RP: Receptor de progesterona; HER2 Del inglés Human Epidermial 
growth factor Receptor 2. Adaptación del Consenso de St Gallen 2013; ESMO clinical Practice Guidelines for diagnosis, 
treatment and follor-up(48)
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1.6	 Concepto de quimioterapia neoadyuvante

El tratamiento neoadyuvante, preoperatorio, primario o de inducción en el cáncer de mama se define 
como todo aquel tratamiento sistémico que se administra previamente al tratamiento quirúrgico en ca-
sos de cáncer de mama localmente avanzado no inflamatorio (estadio III), cáncer de mama inflamatorio 
y cáncer de mama operable mayor de 2 centímetros.

Los objetivos del tratamiento neoadyuvante en el cáncer de mama son esencialmente dos:

1- 	 Disminuir el tamaño del tumor y erradicar la afectación axilar, esto permite poder ofrecer a la pa-
ciente un tratamiento quirúrgico  menos agresivo tanto en la mama como en la axila disminuyendo 
la morbilidad secundaria a dichas terapias.

2-	 Mostrar la sensibilidad in vivo del cáncer a la terapia administrada como modelo de trabajo para la 
investigación y como oportunidad única para evaluar biomarcadores pronósticos y predictivos.

1.6.1- Impacto de la RCp.     

La mayoría de las pacientes tratadas con quimioterapia preoperatoria experimentan una respuesta clí-
nica y patológica pero globalmente solo el 30 % alcanzan una RCp (127).

La RCp se define como la ausencia de tumor invasivo en la mama y en los ganglios axilares en el mo-
mento de la cirugía, independientemente de la presencia de carcinoma intraductal (ypT0/is ypN0)(128). 
La respuesta clínica completa no siempre se correlaciona con la RCp. Los resultados de varios estudios 
demuestran una tasa alta de respuesta clínicas (49-93%) y una tasa baja de RCp (4%-30%). Asimismo la 
exploración radiológica también tiene sus limitaciones para evaluar la respuesta al tratamiento, siendo 
la resonancia magnética  la prueba de imagen más sensible para medir la respuesta a la quimioterapia 
neoadyuvante, aunque esta respuesta no es igual para todos los fenotipos (129–131).

Los esquemas de quimioterapia secuenciales con antraciclinas y taxanos ofrecen una tasa de RCp 
entre un 26% y un 34%, superiores a las que se obtenían previamente solo con antraciclinas. Los tra-
tamientos con una duración mayor  de 3 meses incluyendo de 6 a 8 ciclos de quimioterapiapermiten 
obtener tasas de RCp superiores a los esquemas con solo 4 ciclos (34-20% vs 5-17%)(132,133).

En cuanto al valor de la RCp como parámetro subrogado para supervivencia a largo plazo sigue sien-
do un tema discutido. Las pacientes con cáncer de mama de tipo triple negativo y las de tipo HER2 
positivo, se conoce que pueden presentar de 6 a 9 veces más riesgo de recaída si no alcanzan una 
RCp (134,135). En estos grupos de mayor agresividad biológica se puede observar una asociación más 
firme entre la RCp y los resultados a largo plazo (136). Sin embargo, el análisis agrupado de la mayoría 
de ensayos clínicos solo pudo identificar la RCp como objetivo subrogado para SLE y SG en un grupo 
seleccionado de pacientes (137), plateando dudas sobre su posible valor predictivo.

Incluso en cáncer de mama de tipo triple negativo, a pesar de haber demostrado que un incremento 
en la RCp se traduce en un beneficio significativo en supervivencia,se requiere de una validación en un 
mayor número de pacientes que el calculado previamente en los ensayos clínicos (138,139).

Por todo ello, es imprescindible seguir profundizando en un mejor conocimiento de biomarcadores y 
sin duda el mejor escenario lo constituye la neoadyuvancia, ya que, a diferencia de los estudios de ad-
yuvancia, los estudios neoadyuvantes necesitan de menor tamaño muestral, son menos costosos y el 
objetivo principal (generalmente la RCp) se alcanza en unos meses en lugar de años, a diferencia de lo 
que sucede cuando el objetivo primario es supervivencia.
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1.7	 Estudios farmacogenéticos en el cáncer de mama

1.7.1	 Concepto de Farmacogenética
	
La farmacogenética tiene como objetivo comprender la respuesta concreta a un fármaco en función 
de la variabilidad genética individual. Mientras que las mutaciones somáticas ocurren únicamente en 
el órgano afecto o en el tumor, los polimorfismos de linea germinal tienen un origen ancestral y son 
hereditarios. Investigar el impacto de la variación genética individual en la respuesta a los diferentes 
tratamientos ha dado lugar a datos muy prometedores en distintos tipos de tumor a lo largo de los 
años(140–143). Este enfoque personalizado de la quimioterapia es actualmente objeto de  investigación  
e implementación no solo para reducir la tasa de toxicidades sino también para optimizar los costes.
Desde el punto de vista farmacogenómico, esta búsqueda está basada en el análisis de ADN, ARN y 
proteínas. 

No obstante, los estudios farmacogenéticos en ocasiones conducen a resultados confusos y contradic-
torios que obligan a ser cautos en la interpretación de los resultados.

Hay que tener muy presente que no solo la identificación de genes o de perfiles genéticos permitela se-
lección personalizada del tratamiento para algunos pacientes. Otros biomarcadores analizados, ya sea 
en sangre periférica o en tumor, como son los marcadores anatomopatológicos y los inmunológicos, 
entre otros, también son útiles como predictores.

Es por todo ello que uno de los objetivos de  la presente tesis doctoralpretende estudiar la respuesta 
desde un punto de vista farmacogenético, sin embargo, y teniendo en cuenta lo mencionado anterior-
mente, hemos queridodar un paso mas allácorrelacionando nuestras variantes polimórficascon nuevos 
biomarcadores con elobjetivo de entender la implicación de nuestros SNPs en el microambiente tumo-
ral y la respuesta inmunitaria.

1.7.2	 Polimorfismos en genes relacionados con la respuesta a la quimioterapia 
	 neoadyuvante en cáncer de mama

La farmacogenética en el cáncer de mama juega unpapel importante en distintos aspectos, tanto a 
nivel pronóstico en el momento del diagnóstico, como en la respuesta a un tratamiento específico de 
la que muchas veces se derivan toxicidades. Hasta hace unos años la mayor parte de la investigación 
ha ido dirigida a evaluar la predisposición genética de desarrollar cáncer de mama, sin embargo,se ha 
trabajado poco en la identificación de variables genéticas que predisponen a una respuesta concretaa 
las distintas terapias (Tabla 3)(144).
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Tabla 3: Posibles polimorfismos que pueden influir en la eficacia y seguridad en los tratamientos más comunmente apli-
cados en el tratamiento del cáncer de mama. DME: enzima metabolizadora de la droga; DPD: dihidrooirimidina deshidro-
genasa; ER: receptor de estrógeno; GST:gluation-S-transferasa; MDR: resitencia multidroga;MHTFR: metilenetetrahidro-
folato reductasa; SULT1A1: sulfotransferasa 1A1; TS: timidilato sintasa; UGT-UDP: glucuronosiltransferasa. Extraido de V 
Stearns et. al. (144)

La farmacogenética se ha enfocado en la identificación de SNPs en ADN germinalque se encuentran en 
más de un 1% de la población y que pueden afectar de forma significativa tanto a la farmacocinética 
como a la farmacodinámica de los tratamientos (145).

La mayoría de las publicaciones se han centrado en estudiar polimorfismos en genes implicados en 
procesos tales como la protección contra el estrés oxidativo, la apoptosis, la transformación oncogé-
nica, la proliferación, la respuesta inmune, la reparación del ADN y las vías de metabolización de los 
fármacos implicados en el tratamiento del cáncer de mama (146–150).

De entre los estudios publicados, destacar un estudio francés (151) que demostró quelos genes ERCC1, 
BRCA1 y SLCO1B3 podían jugar un papel como marcadores de respuesta para la quimioterapia neo-
adyuvante en cáncer de mama y que la combinación de ERCC1/CYP1B1 era de particular interés en 
predecir respuesta para el subgrupo RE positivo.
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Más recientemente, y dentro del marco del ensayo clínico PROMIX, se publicaron datos del impacto 
farmacogenético de Docetaxel en el tratamiento neoadyuvante del cáncer de mama, resultados de gran 
interés teniendo en cuenta las toxicidades que algunos pacientes presentan en la práctica clínica con 
este citostático (152).

Sin embargo, y como ya hemos comentado, los resultados en muchos casos son discordantes y, entre 
otros motivos, se postula que puede ser debido a la influencia de factores inherentes al microambiente 
tumoral y otros procesos epigenéticos.

1.8	 El microambiente tumoral

La investigación basada en oncogenes y genes supresores de tumores ha revelado mucho sobre el 
papel de alteraciones genéticas en las vías de señalización subyacentes para la función celular normal 
y para la progresión tumoral. Sin embargo, está claro que las teorías de un solo gen o incluso la adqui-
sición secuencial de las mutaciones subestiman la naturaleza de los cambios genéticos y epigenéticos 
en los tumores, y no tienen en cuenta la observación de que muchos genes de susceptibilidad al cán-
cer (por ejemplo, BRCA1, APC) muestran un alto grado de especificidad tisular en su asociación con 
la transformación neoplásica. Por lo tanto, el lecho celular y tisular debe conferir información adicional 
necesaria para entender cómo los genes mutados ejercen su acción. Cada vez hay más evidencia de la 
existencia de interaccionesentre las células y de las células con la MEC que a su vez juegan un papel 
crucial en la regulación de la homeostasis y la especificidad tisular. La pérdida de esta integridad fun-
cional es la que da lugar a los procesos neoplásicos.

Los factores de crecimiento, las hormonas, las citocinas, las moléculas de la MEC y metaloproteasas 
ejercen su función en cada uno de estos procesos de remodelación de la glándula mamaria (153,154) 
pero también tienen un papel en el cáncer de mama (155). El equipo de Fiorino y cols. (156) ha publicado 
recientemente datos que demuestran una relación evidente entre las modificaciones de la composición 
del estroma en la mama y los resultados clínicos de las pacientes. No es la primera vez que se constata 
como la alteración en la composición de factores tales como lasmetaloproteasastiene un impacto en el 
pronóstico de las pacientes concáncer de mama. 

Los análisis comparativos de patrones de expresión genética de líneas celulares y de tumores de mama 
sugieren que la tumorogénesis dentro del tejido mamario es el resultado de distintos patrones de ex-
presión genética que reflejan la influencia del contexto tisular en el desarrollo del cáncer de mama (157). 
Por todo ello el desarrollo de modelos biológicos se debe realizar en condiciones donde participe el 
microambiente y la comunidad de células que forman el órgano.

Hace unosaños varios estudios demostraron que el cáncer de mama se origina de las células epiteliales 
luminales, pero en el desarrollo del carcinoma puede diferenciarse hacia un fenotipo de miofibroblas-
to (158). Por otro lado, las células mioepiteliales pueden a su vez suprimir tanto el crecimiento normal 
como el tumoral de las células epiteliales mamarias, y la presencia de células mioepiteliales normales 
residualesen los tumores se asocia con mejor pronóstico (159). Hay datos publicados que avalan el 
posible papel del estroma intratumoral como predictor de respuesta a la quimioterapia en pacientes 
afectas de cáncer de mama (160). 

Por todo ello, ya se han publicado en la literatura firmas genéticas estromales que predicen resistencia 
a las Antraciclinas en el cáncer de mama (208). A raíz de estos hallazgos se ha propuesto una clasifi-
cación del cáncer de mama en base a su perfil genético estromal, cuyo patrónaporta una información 
pronóstica independiente que podría ser de utilidad clínica en el futuro (209).

El cáncer de mama no es el único escenario donde el ecosistema tumoral está cobrando importancia. 
En otros tumores malignos, como por ejemplo el Adenocarcinoma ductal pancreático, también se ha 
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observado un enriquecimiento de ciertos genes implicados en  las vías de señalización del estroma que 
implican peor supervivencia y resistencia a ciertos tratamientos como la Gemcitabina (163).

El estroma intratumoral estimula directamente la proliferación tumoral celular secretando factores de 
crecimiento, hormonas y citoquinas. Su contribución en la invasión y la metástasis, así como la respues-
ta al tratamiento, lo realiza principalmente induciendo la transición epitelio-mesénquima, un programa 
epigenético muy conocido que convierte a las células en un fenotipo móvil y proteolítico (164). Las prin-
cipales proteínas que se expresan a nivel del estroma intratumoral son las TSP-1, la TNC, la fibronecti-
na, SPARC y α-SMA, siendo además las más reportadas en su implicación en procesos oncogénicosy 
de respuesta a tratamiento.

En resumen, reproducir in vitro o in vivo el complejo funcionamiento del microambiente tumoral supone 
un reto.

1.9	 El gen SPARC

1.9.1	 Definicióny función biológica	

Tal como mencionábamos en apartados anteriores, la MEC es una red que determina la arquitectura 
tisular y proporciona el engranaje estructural necesario para las células. Es un entramado que regula la 
diferenciación celular, la supervivencia, la proliferación y la migración. La remodelación de la MEC está 
regulada por una familia de proteínas extracelulares denominadas proteínas matricelulares (165).

SPARC, también conocida como osteonectina o BM-40, es una glicoproteína multifuncional de 32–35 
kDa que ejemplifica el tipo de proteínas que conforman la MEC (166). SPARC tiene una alta afinidad de 
unión a la albumina lo que facilita su interacción con las células de la MEC (167).

En el desarrollo de los mamíferos la expresión de SPARC es robusta, pero declina a medida que avanza 
el proceso de maduración. En la fase final de este desarrollo, SPARC se expresa principalmente en los 
tejidos donde existe una continua renovación (por ej.: el hueso o el epitelio intestinal). Algunos de los 
procesos donde también se induce su expresión son la cicatrización de las heridas, la angiogénesis y 
en el estroma durante la oncogénesis (168).

Todas estas observaciones sugieren que SPARC funciona como un regulador de la remodelación tisular. 
De hecho, los estudios con ratones deficientes en SPARC validan los hallazgos de que SPARC controla 
la remodelación tisular y que es necesario para la correcta maduración del colágeno de la MEC (169). 
Los ratones deficientes en SPARC suelen debutar con procesos de cataratas a edades tempranas, 
laxitud en la piel, osteopenia progresiva y una cola rizada, todo ello indicando defectos del ensamblaje 
de la MEC (166).  También se ha observado alteración en el proceso de deposición del colágeno y en la 
fibrogénesis de la dermis y de las estructuras oculares. En esta consistente participación en el proceso 
de renovación de la MEC, SPARC une directamente las proteínas de la MEC e influye en la secreción 
y activación de las metaloproteasas. Además, SPARC interactúa de forma directa o indirecta con dife-
rentes factores de crecimiento involucrados en procesos de angiogénesis y remodelación tisular como 
son FGF, VEGF,PDGF y TGFβ.

Debido a esta implicación SPARC tiene la capacidad de regular procesos de oncogénesis como la an-
giogénesis, la migración, la proliferación y la supervivencia. El concepto propuesto de que el microam-
biente tumoral es un “remanente de una herida que nunca llegó a cicatrizar” ha conducido a muchos 
investigadoresa desarrollar diversos estudios en pacientes con cáncer en los que se analiza la partici-
pación de SPARC en estos procesos (170). 
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1.9.2	 Implicación en procesos neoplásicos 

De forma general, SPARC tiene un papel crucial en modular el microambiente tumoral y la actividad de 
la célula cancerígena (171). La propiedad “antiadhesiva” a nivel de la MEC viene condicionada por no 
permitir la adhesión entre célula y célula (172). SPARC puede estimular la propagación metastásica de 
las células tumorales regulando cinasas como las integrinas y otros factores de crecimiento, así como a 
través de la estimulación de enzimas que degradan la matriz y las metaloproteasas (173).

Hasta ahora todos los datos que se han publicado sobre la función de SPARC durante la tumorogénesis 
han sido inconsistentes y en su mayoría contradictorios, incluso dentro del mismo tipo de tumor.

La literatura ha demostrado que su expresión se encuentra aumentada en  melanoma, cáncer de mama, 
carcinoma hepatocelular, cáncer de colorectal, cáncer de pulmón y carcinoma gástrico. Por el contrario, 
se ha constatado menor expresión en otros tipos de tumores. Por esta razón se han descrito posibles 
variaciones en la expresión de proteasas específicas de cáncer que explicarían las acciones opuestas 
en cuanto a su papel en la carcinogénesis (171).

En relación con su implicación en la oncogénesis, cada vez hay más evidencia de que su función como 
supresor tumoral se debe a un proceso de hipermetilación del promotor de SPARC, reduciendo así la 
producción de SPARC por parte de las células tumorales. Dicha metilación se ha reportado en casos de 
cáncer colorectal, cáncer de pulmón, cáncer de ovario, cáncer pancreático, cáncer de próstata y cáncer 
de endometrio. En la mayoría de estos casos la hipermetilación se correlaciona con un peor pronóstico 
y una menor supervivencia (174–176).

Las afirmaciones anteriores sugieren que hay una expresión compartimental en los diferentes tipos 
de cáncer epitelial. Vinculado a este concepto se ha observado una regulación al alza de SPARC en 
el estroma intra y peritumoral y en cambio una regulación a la baja del mismo en las células malignas. 
Este patrón paradójico de la expresión de SPARC es característico del cáncer de mama y de páncreas,  
entre otros (177,178). Por ejemplo, se ha observado una alta expresión en tejido mamario normal com-
parado con el tejido de carcinoma ductal infiltrante donde la expresión está claramente disminuida, sin 
embargo, el estroma del tumor muestra una intensa inmunoreactividad a SPARC. Asimismo, aunque el 
compartimento tumoral en cáncer de páncreas exhibe una reducción en la producción de SPARC de-
bido a una hipermetilación del promotor, las células estromales infiltrantes responden con una mayor 
expresión de SPARC (177). 

Por consiguiente, una de las explicaciones propuestas es que la heterogeneidad y la compartimenta-
lización de la expresión de SPARC podría justificar los resultados contradictorios dentro de un mismo 
tipo de tumor, como son el cáncer de páncreas y el cáncer de mama.

1.9.3	 Función pronóstica y predictiva en el cáncer de mama: 
	 ¿el gen SPARC tiene un papel en el microambiente tumoral?

Hasta ahora los estudios de expresión génica de los tumores de cáncer de mama han identificado sub-
tipos con diferentes resultados clínicos y respuesta a los tratamientos, pero pocos han tenido en cuenta 
el componente estromal de los tumores (36,112).

Los estudios de expresión génica que identificaran genes implicados en el tejido estromal nos podrían 
aportar mucha información de la relación de un fenotipo tumoral concreto con las características del 
estroma tumoral. El equipo de A Bergamaschi y cols (179); constataron en su publicación la composi-
cióndel estroma tumoral de distintos tumores de carcinoma mamario a partir de la caracterización de 
la MEC. En este estudio propusieron una clasificación de los tumores de cáncer de mama en base a la 
expresión de los componentes de la MEC y correlacionaron esta clasificación con diferentes resulta-
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dos clínicos. Además identificaron marcadores cuya expresión se correlacionaba con la supervivencia 
y el riesgo de recaída, entre los cuales se encontraba SPARC. Este estudio representó un  elemento 
adicional demostrativo de  como el comportamientodel cáncer de mama está muy relacionado con las 
características del estroma adyacente

Los niveles de transcripción de SPARC son mayores en los tumores de mama que en el tejido mamario 
normal (180).  En modelos de ratón en donde las células de cáncer de mama fueron seleccionadas para 
colonizar los pulmones, las células metastásicas expresaron de forma significativa mayores niveles de 
SPARC comparado con aquellas células parentales no seleccionadas (181). Además, varios análisis 
de muestras de tejido de cáncer de mama revelan que la expresión de SPARC se correlaciona con la 
progresión del mismo. Esta expresión se ve incrementada en aquellos tipos de cáncer de mama con 
mayor grado histológico, afectación adenopática y en general en tumores de peor pronóstico y peores 
resultados clínicos(182). Otros datos de interés nos demuestran que los niveles de ARNmde SPARC en 
tejidos de cáncer de mama están inversamente correlacionados con la expresión de RE (183). Dentro de 
este marco también tenemos información de posibles vías de señalización en las que está implicada la 
proteína SPARC, ya que se ha observado que la producción de SPARC está regulada por la integrina β4 
que estimula mTOR y conduce a una menor producción de miR-29, uniéndose a su vez a SPARC (184).
Además, SPARC también estaría implicado en el proceso de la angiogénesis. Se conoce que la angio-
génesis es esencial para el crecimiento y la diseminación de un tumor. Este proceso está mediado por 
varios factores, de los cuales el VEGF es uno de los más importantes.Concretamente, en el cáncer de 
mama SPARC modula la actividad mitogénica de VEGF uniéndose directamente a él mediante varios 
mecanismos específicos y de esta manera reduce a su vez la interacción de VEGF con sus corres-
pondientes receptores de superficie inhibiendo además la fosforilación de las proteínas tirosin cinasa 
(185–187). 

Tal como hemos ido mencionando en los apartados anteriores, SPARC no es una proteína específica de 
tumor, pero su sobreexpresión se ha asociado a crecimiento tumoral, metástasis y agresividad (165).Las 
afirmaciones que hemos expuesto anteriormente sugieren que la sobreexpresión de SPARC en cáncer 
de páncreas se correlaciona con un peor pronóstico,pero hemos comprobado que en el caso del cáncer 
de mama existe mucha controversia cuando revisamos su implicación pronóstica en función del subti-
po molecular. Hay publicaciones que sugieren que la expresión de SPARC es mayor en el subtipo triple 
negativo de cáncer de mama que en otros subtipos y que a su vez  se correlaciona con un peor pronós-
tico,mientras que otras publicaciones demuestran resultados diferentes e incluso opuestos (188–190). 
El estudio de Zhu y cols (191); es un estudio retrospectivo que se diseñó con el objetivo de investigar si 
la expresión de SPARC en tejidos humanos afectos de cáncer de mama de tipo triple negativo podría 
tener un valor pronóstico. Con un seguimiento de 10 años, observaron que una mayor expresión de 
SPARC es un factor pronóstico independiente para recurrencia y muerte en las pacientes con cáncer de 
mama triple negativo tras ajustar por factores como edad, status menopáusico, grado histopatológico, 
tamaño tumoral, afectación ganglionar, invasión vascular, estadio tumoral y tratamiento dirigido del 
cáncer.

Por el contrario Nagai y cols (189); con 10 años de seguimiento, reportaron que la menor señalización 
de SPARC se correlacionaba con un peor pronóstico en pacientes con cáncer de mama triple negativo, 
tanto para de SLE como para SG (p=0.001 para ambos), comparado con aquellos con altos niveles de 
SPARC. Su conclusión fue que el pronóstico era peor cuando la tinción para SPARC resultaba negativa.

Adicionalmente, Azim y cols (188); estudiaron los niveles de mRNA y demostraron que la mayor expre-
sión del gen SPARC se asociaba con peores respuestas clínicas (similar al estudio de Zhu y cols). En 
su población de estudio encontraron que la mayor expresión de SPARC se presentaba en el subtipo 
luminal A. Todo ello nos hace sospechar que la habilidad de SPARC para inducir o progresar un tumor 
depende del contexto de tipo celular, el estadio tumoral y el microambiente (165).

El pronóstico del cáncer de mama está sujeto al riesgo de recaída local, pero también al riesgo de me-
tástasis oseas, por esta razón, mejorar el conocimiento de los mecanismos moleculares que impulsan 
la diseminación de las células cancerígenas a los huesos también ha sido de especial interés.
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La recurrencia y progresión metastásica en el esqueleto es una de las causas principales de muerte por 
cáncer de mama, cuya evolución puede debutar hasta 10 años después de la cirugía local del tumor 
primario (192). Las complicaciones derivadas de las metástasis óseas incluyen dolor, aumento de ries-
go de fracturas, hipercalcemia y disminución del recuento de células rojas.  Una vez han alcanzado el 
hueso, las células malignas provocan una disrupción del proceso de remodelación normal, modificando 
el número de osteoclastos y aumentando consecutivamente la reabsorción ósea y la liberación de fac-
tores necesarios para la expansión de células metastásicas. La cantidad de osteoblastos dependerá 
del tipo de lesión que se establece en el hueso, es decir, si son osteoblásticas, osteoclásticas o mixtas. 
Los procesos biológicos que dan lugar a este trofismo esquelético ha suscitado interés y se han ana-
lizado varios marcadores cuyos niveles en sangre u orina pueden servir como herramienta predictora 
de detección precoz de estos eventos. El microambiente óseo debe proveer factores estimulantes de 
crecimiento u otras proteínas que estimulan la adhesión y la proliferación. En este contexto, han sido 
varios los grupos de investigadores que han mostrado su interés en explorar el rol de SPARC en las 
metástasis óseas. Los resultados de Maroni y cols; (193) indicaron que la función biológica de SPARC 
depende de la fase progresiva del cáncer de mama, el tejido compartimental en el que se expresaba y 
su distribución en el organismo, revelando que los niveles plasmáticos de SPARC se correlacionaban de 
forma opuesta a la implantación metastásica. Se halló que la mayor expresión de SPARC se localizaba 
en el estroma de las metástasis óseas, sugiriendo un efecto positivo directo de la expresión de SPARC 
sobre el crecimiento de las células metastásicas. Cabe destacar que este estudio pone de manifiesto 
otras posibles hipótesis respecto a las  vías de actuación de SPARC, como la existencia de una pro-
ducción local en el hueso regulada por la vía Endothelin 1/ETAR,  necesaria para la formación del nicho 
en el hueso. Por consiguiente, los niveles de SPARC en plasma fueron indetectables en las pacientes 
con cáncer de mama y metástasis óseas. También sugieren que las células madre progenitoras de los 
fibroblastos serían las principales responsables de la migración de SPARC a las células tumorales. Pos-
tulan que SPARC debe sufrir un proceso de reciclaje en el que estarían implicadas microvesículas que 
modularían las células diana tumorales a diferentes distancias;estas células tumorales contactarían con 
moléculas de superficie permitiendo activar vías de señalización internas (194).

Otro estudio más reciente reveló que el aumento de SPARC estromal se correlacionaba con menores 
tasas de metástasis óseas y que SPARC podía inhibir la migración e invasión in vitro. Sus hallazgos 
demuestran que SPARC podría estar suprimiendo la activación osteoclástica en el microambiente del 
cáncer de mama y que podría posicionarse como futura diana terapéutica para el tratamiento de las 
metástasis óseas (195).

Además de toda la información pronóstica relatada hasta ahora, cabe destacar que SPARC y el conte-
nido estromal también han sido objeto de evaluación desde un punto de vista predictivo.

Las mujeres premenopáusicas con cáncer de mama  sin afectación axilar, que han recibido tratamiento 
perioperatorio basado en quimioterapia y cuyos  tumores tienen mayor contenido estromal, tienen más 
posibilidades de presentar una recaída independientemente de otros parámetros clinicopatológicos 
(196).Por otra parte, las alteraciones en el patrón de expresión de genes estromales son predictoras de 
resistencia al tratamiento peroperatorio de quimioterapia basada en antraciclinas (161). Farmer y cols. 
demostraron que el incremento de la expresión genética estromal en la zona de estroma reactivo de 
tejido de cáncer de mama predecía resistencia al tratamiento peroperatorio de quimioterapia basada en 
5-fluororacilo, epirrubicina y ciclofosfamida.

Refiriéndonos de nuevo exclusivamente al gen SPARC, la publicación en el año 2013 por Azim y cols 
(197) confirmó la asociación entre la mayor expresión de RNAm de SPARC y la menor respuesta patoló-
gica completa, especialmente para el subtipo biológico HER2 positivo tras quimioterapia neoadyuvante 
basada en antraciclinas con o sin taxanos. 

Posteriormente se han publicado varios trabajos que han evaluado la alteración de la expresión de 
SPARC en cáncer de mama y su principal implicación en la respuesta a los tratamientos de quimiotera-
pia. Unos de los más recientes es el estudio Gepartrio (190) donde se evaluó la expresión de SPARC por 
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inmunohistoquímica utilizando el IRS en 667 pacientes. El estudio finalmente constató que la mayor ex-
presión de SPARC (IRS>6) se asociaba con un incremento en la respuesta patológica completa respecto 
a los de menor expresión (IRS<6) (47% vs. 26%, P = 0.032). La mayor expresión se halló sobretodo en 
el subtipo histológico triple negativo  (37 %; P=0.038) comparado con el resto de subtipos. SPARC ade-
más fue factor predictor independiente de respuesta para toda la población (P = 0.010) así como tam-
bién para el subtipo triple negativo (P = 0.036). Sin embargo, en este estudio no hubo significación es-
tadística para la asociación con supervivencia.De forma consistente con el estudio de Zhu y cols (191), 
la mayor expresión de SPARC tampoco se asociaba con el tamaño tumoral o el grado histopatológico.

Tal como mencionábamos en apartados anteriores, SPARC se une a la albúmina con una alta afinidad, 
por esta razón la mayor expresión de SPARC en tejidos malignos puede promover la acumulación de 
la albúmina y mejorar la respuesta a la nanopartícula unida a ésta (Nab-pacliaxel). Nab-paclitaxel está 
aprobado en cáncer de mama en segunda línea de tratamiento para estadios metastásicos.  El estudio 
Geparsepto (198) reveló que Nab-paclitaxel incrementaba de forma significativa la tasa de respuestas 
patológicas completas tras quimioterapia neoadyuvante, especialmente en cáncer de mama triple ne-
gativo. En un subestudio, evaluaron los niveles citoplasmáticos de la proteína SPARC en tejido tumoral 
(positivo [IRS de 6-12] vs negativo[IRS 0-5]). Lo que observaron es que la tasa de RCpera significativa-
mente mayor en el grupo de nab-paclitaxel respecto al comparador con paclitaxel  para el grupo  de 
SPARC negativizado (38% vs 29%, P = 0.0034); de todas maneras para el grupo positivo de SPARC, la 
tasa de RCp fue similar en ambos grupos  (42% vs 30%, p = 0.10). Además la tasa de RCp fue compara-
ble entre los grupos de SPARC negativo y positivo (38% vs 42%) para las pacientes que fueron tratadas 
con nab-paclitaxel. Esta inconsistencia respecto a los resultados del estudio Gepartrio podría ser atri-
buida a la población estudiada: menor tasa de positividad de SPARC en Gerparsepto (15.8% vs 26%) y 
además solo el 23 % de las pacientes eran triple negativo. No obstante, los datos que disponemos has-
ta el momento nos sugieren que la eficacia de nab-paclitaxel no está asociada a la expresión de SPARC, 
resultados que ya habían obtenido Schneeweiss y cols. en 2014 (199) para enfermedad metastásica.

Tal como muestran los datos expuestos anteriormente, la mayoría de la investigación del gen SPARC en 
cáncer de páncreas y en cáncer de mama se basaen la evaluación de SPARC a nivel deexpresión tisular. 
A nuestro conocimiento, se han reportado datos escasos en la literaturaque estudien el posible papel 
de variantes polimórficas del gen SPARC como  biomarcadores para el cáncer de mama.

1.10	 Inmunidad y  cáncer de mama

1.10.1	Introducción

El cáncer de mama generalmente no se ha caracterizado por ser un tumor inmunogénico, aunque la 
investigación de los últimos años ha revelado la existencia de un microambiente inmune que confiere 
una implicación clínica en ciertos subtipos de cáncer de mama.

El infiltrado inmune comprende células tanto de la respuesta inmune innata como de la adaptativa 
y puede detectarse en las mismas piezas de biopsias con valor pronóstico. Referente al sistema in-
mune adaptativo, los TILs son los principales representantes del infiltrado mononuclear inmune en el 
microambiente del tumor de mama y se pueden identificar de forma sencilla en las muestras de tejido 
fijadas en parafina tras una tinción estándar con hematoloxilina- eosina. 

Inicialmente, la observación temprana de que existían nichos de infiltrados inmunes, tanto en estroma 
como en tumor, introdujo un nuevo foco de investigación en cuanto a entender la cronología de la res-
puesta inmune en el cáncer. Todo ello sugiere que los linfocitos, concretamente aquellos pertenecientes 
a la inmunidad adaptativa, están capacitados para reconocer y eliminar a las células malignas. Por el 
contrario, se supone que también existe un proceso que permite a las células tumorales evadir la defen-
sa inmune y proliferar permitiendo explicar la anergia asociada a los infiltrados inmunes. El proceso que 



37

permite a las células tumorales escapar del reconocimiento inmune se conoce como Inmunoedición, un 
mecanismo descrito por primera vez por Dunn y cols en 2004 (200).

La inmunoedición es un proceso de tres pasos: eliminación,  equilibrio y escape. Este proceso tiene lu-
gar como resultado de las interacciones que se establecen entre las células inmunes y el microambiente 
y permite que las células tumorales sean capaces de evadir el reconocimiento inmune del huésped y 
ser erradicadas. Habitualmente el cáncer es el resultado del proceso de inmunoedición y solo es clíni-
camente detectable en la fase de escape. El microambiente tumoral incluye células polimorfonucleares, 
macrófagos, células T, células natural killer, células dendríticas y células B. De hecho, el proceso de las 
células tumorales de evadir dicho reconocimiento se sustenta en el hallazgo de que los tumores con 
baja expresión del HLA I comprenden un número bajo de infiltrado linfocitario (201). Todas estas célu-
las varían en composición e intensidad en función del tipo de cáncer que se establece (202). Durante 
las etapas tempranas de este proceso, los linfocitos relacionados con la inmunovigilancia (Linfocitos 
T CD8+, Linfocitos T CD4+ helper 1 y las células NK) son capaces de reconocer y eliminar las células 
malignas (fase de eliminación). A pesar de ello, las células también empiezan a padecer una selección 
darwiniana que conlleva a favorecer de forma progresiva la proliferación de clones malignos. Estos 
están más condicionados a evadir el reconocimiento inmune adoptando varias estrategias biológicas 
que les permite a las células tumorales transformarse en “invisibles”, reduciendo la expresión en la su-
perficie de antígenos carcinogénicos y disminuyendo a su vez la inmunogenicidad (fase de equilibrio). 
Las células cancerígenas también incrementan su capacidad para inhibir a los linfocitos por un proce-
so relacionado con la inmunovigilancia. Para ello, las células sobreexpresan moléculas de tipo inmu-
ne checkpoints que promueven la proliferación y supervivencia de células inmunosupresoras (células 
Tregs FOXP3+ y MDSCs (fase de escape). Las células inmune checkpoints, que normalmente tienen 
la función de evitar la propia reactividad de huésped, se transforman en un mecanismo deletéreo; au-
mentan el microambiente inmunosupresor que conlleva a que una lesión maligna se caracterice por la 
presencia de TILS inefectivas, que confirma la existencia de este mecanismo de inmunovigilancia (203).

1.10.2	 Infiltrados inmunes en cáncer de mama: 

1.10.2.1	 Subtipos celulares de TILs (Tabla 4)

Según la evidencia científica hay presencia de poblaciones inmunes en el cáncer de mamaque son cru-
ciales en el proceso de malignización (204). 

En este trabajo nos vamos a enfocar en el papel del sistema adaptativo inmune caracterizado principal-
mente por la presencia de TILS. Tenemos conocimiento de que la composición linfocitaria del cáncer de 
mama ha sido ampliamente estudiada y que está aceptado que una mayor presencia de TILS conlleva  
a un mejor pronóstico, sin embargo, la correlación entre las distintas subpoblaciones de TILS y la res-
puesta sigue siendo un tema controvertido (205): 

	 1-Células dendríticas: Las células dendríticas son células centrales en la regulación de la res-
puesta inmune adaptativa y por consiguiente son necesarias para la respuesta inmunitaria del cáncer 
mediada por células T (206). La respuesta antitumoral depende específicamente de un subtipo de célula 
dendrítica que se encarga de transportar antígenos tumorales, drenarlos en los nódulos linfáticos y pre-
sentar el antígeno a los linfocitos T citotóxicos activados. La maduración de las células dendríticas es 
necesaria para proporcionar señales co-estimuladoras a las células T, sin embargo, mientras la madu-
ración de las células dendríticas sucede en los tumores, a veces es insuficiente para producir una res-
puesta inmunitaria potente, particularmente en el ambiente inmunosupresor característico de los tumo-
res. A pesar de ello, existen otros tipos de células presentadoras de antígenos que pueden, de la misma 
manera, presentar el antígeno mediante el sistema de histocompatibilidad tipo I o II (207). Hay pocos 
datos en el cáncer de mamarespecto a su caracterización individual y su papel pronóstico y predictivo. 
Las antraciclinas, esquema que sigue siendo habitual en el tratamiento del cáncer de mama, pueden 
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causar una muerte celular inmunogénica promoviendo la fagocitosis de células tumorales y emitiendo 
señales co-estimuladoras mediante células dendríticas. De hecho, los sistemas inmunes adaptativos e 
innatos en el nicho tumoral son co-dependientes, tal como se ilustra cuando se requiere la funcionali-
dad de las células T citotóxicas para conseguir una eliminación tumoral más eficiente en respuesta al 
tratamiento con antraciclinas (208).

	 2-Macrófagos: Los macrófagos asociados a tumor son también una parte importante del mi-
croambiente tumoral.  Estos pueden cambiar su fenotipo en función de las señales que reciben del 
microambiente tumoral, y de la misma manera pueden inhibir o estimular las células tumorales (209). En 
los estadíos tempranos del cáncer de mama, los tumores están infiltrados normalmente por macrófagos 
de tipo I que liberan una serie de citoquinas proinflamatorias y quimocinas que promueven la diferen-
ciación de TH17 a partir de los linfocitos T CD4 naive. Por otro lado, en estadíos avanzados, los macró-
fagos asociados a tumor se polarizan a macrófagos de tipo II que liberan TGF 𝛽1 y   IL-10 e  inducen la 
diferenciación de los Th2, favoreciendo el desarrollo de las Tregs y por consiguiente la inhibición de la 
respuesta a  terapias inmunes (210).

	 3-Linfocitos T CD8+: Los linfocitos T CD8+ son las células efectoras primarias del sistema in-
mune, habitualmente conocidas como linfocitos T citotóxicos. Su papel principal es el de identificar los 
complejos de clase I del complejo mayor de histocompatibilidad en la superficie de cualquier célula pro-
duciendo su muerte por citotoxicidad. Son los que infiltran en mayor proporción los nichos tumorales 
del cáncer de mama.El 75 % de las TILs son de tipo linfocitos T y de éstos, los Linfocitos T CD8 + son 
el tipo de linfocitos que mejor se correlacionan con resultados clínicos favorables y con mejores tasas 
de supervivencia global (211). 

	 4-Linfocitos T CD4 +: El papel primordial de estas células es el de activar los linfocitos CD8+ 
específicos para un determinado antígeno, comúnmente conocidos como linfocitos T “cooperadores”. 
Esta definición no valora suficientemente el papel real de los linfocitos CD4+, dado que en muchas si-
tuaciones resultan indispensables para iniciar las respuesta citotóxicas mediadas por linfocitos T CD8+. 
Los linfocitos T CD4+ identifican los péptidos de cadena larga presentados por las moléculas de clase 
II del complejo mayor de histocompatibilidad. Cuando un linfocito T identifica su antígeno específico 
en la superficie de una célula presentadora de antígeno, mediante diferentes pasos, permitirá que se 
activen los linfocitos T CD4+, que a su vez activan las células presentadoras de antígeno. La activación 
de estas células presentadores de antígeno incrementa la capacidad de activar los linfocitos T CD8+. 
Posteriormente la función de los linfocitos T “cooperadores” es determinada por la producción de cier-
tas citoquinas activadoras (tipo 1) o inhibidoras (tipo 2). En el cáncer de mama, tal como sucede con los 
Linfocitos T CD8+, también representan un factor de buen pronóstico, asociándose a mejores resulta-
dos clínicos  (212).  Por otro lado, las células Tregs, un subtipo específico de linfocitos T CD4+,se han 
analizado en varios estudios y han generado cierto grado de controversia. Algunos datos afirman que 
la mayor infiltración por estas células se correlaciona con peor grado tumoral y menor expresión de re-
ceptores hormonales (213). Por el contrario, también se ha reportado una correlación positiva entre las 
altas tasas de infiltración de Tregs y mejores resultados clínicos, sobretodo en las formas más agresivas 
del cáncer de mama (214). De forma interesante, lo que cada vez se ha puesto más de manifiesto es que 
parece que la importancia reside en la ratio Linfocitos T CD8+/Tregs;  se ha constatado una correlación 
positiva entre las altas tasas de infiltración de Tregs y mayor cantidad de células T CD8+ reflejando el 
intento del huésped de eliminar las células malignas (inmunovigilancia) en un ambiente inmunosupresor 
(inmunoedición). Por otra parte, la correlación entre Tregs y Linfocitos T CD8 + ha demostrado un mejor 
resultado pronóstico y predictivo (215).

	 5- Células NK: Son el primer punto de defensa en asociación con los Linfocitos T CD8 +. Se 
encuentran infiltrando las lesiones de cáncer de mama en una proporción de aproximadamente un 5% 
del total de la población linfocitaria. Recientemente se ha observado que los niveles bajos de NK están 
aparentemente relacionados con peores resultados clínicos (216).
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	 6- Linfocitos B CD19 +: No está claro el papel que desempeñan los linfocitos B en la respuesta 
inmune antitumoral. Se sabe que las inmunoglobulinas son mediadores en otros procesos celulares 
que eliminan las células neoplásicas. Así, pueden unirse a las células malignas y mediar opsonización y 
fagocitosis por parte de los macrófagos. También pueden intervenir en la citotoxicidad celular mediada 
por anticuerpos. Esta subpoblación ha sido menos estudiada y disponemos de pocos datos hasta el 
momento. Habitualmente su presencia en los infiltrados de cáncer de mama se encuentra en un pro-
medio de un 20 % del total del cáncer de mama, y por lo general se asocia a un pronóstico favorable 
debido a su capacidad para diferenciarse a células secretoras de granzima B a partir de la estimulación 
de la señal mediada por IL-2 (204).

Célula Marcador Subtipos
Función en microambiente 
tumoral

Proporción de 
TILs

Células T 
citotóxicas

CD3 NA
Citolisis de las células 
tumorales

20%

 CD8    
Células T 
helpers

CD3 TH1
Dar soporte a las células 
CD8+ T secretando IFNγ 40%

 CD4 TH2
Asociado con una inmunidad 
antitumoral inefectiva

 

  TH17
Efectos antitumorales y 
protumorales

 

  TFH
Papel en las estructuras 
linfocitarias terciarias

 

  TREG
Tolerancia de antígenos 
tumorales

 

Células B CD19 NA Anticuerpos antitumorales 20%
 CD20    

Macrófagos CD14 M1
Secreción de citoquinas 
antitumorales

<5%

 CD11b   
 HLA DR   
  M2 Citoquinas inmunosupresoras  
   Angiogénesis  
Células NK CD16 NA Matar células tumorales <5%
 CD56   
 NKG2D    
Células 
dendríticas

CD135 NA
Presentación cruzada de pép-
tidos de antígenos tumorales

1%

 Flt3   
 CD117   
 CD26   
 CD103    

	  	  	  

Tabla 4:Subpoblaciones de TILs y marcadores moleculares. 
CTLA-4: proteína 4 asociada a linfocito T citotóxico; IDO: indolamina 2,3-dioxigenasa; NA: no aplica; PD-1: proteína 1 
de muerte celular programada; PD-L1 ligando 1 de PD-1; TIM3: proteína de membrana 3 de linfocito T.Adaptación del 
artículo de Savas et.al. (206)
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1.10.2.2	 Evaluación de los TILs en cáncer de mama

A medida que crece el interés en considerar a los TILs como un biomarcador inmunológico, también 
aumenta la necesidad de disponer de un método estandarizado de evaluación de los mismos. El Inter-
national Immuno-Oncology Biomarker Working Group  ha desarrollado unas guías de práctica clínica en 
las que se expone la metodología y forma de cuantificar los TILS en cáncer de mama en las muestras 
de hematoxilina-eosina (217) . Más recientemente se ha publicado una actualización de las mismas aña-
diendo las recomendaciones de evaluación de los TILs en la enfermedad residual tras neoadyuvancia y 
en el carcinoma in situ (218).

Las principales conclusiones del consenso son:

1- Las muestras de tejido completas son preferibles respecto a las biopsias (aunque en el escenario 
neoadyuvante se aceptan las biopsias).

2- El compartimento estromal es por el momento la localización donde deben medirse los TILS, ya 
que es la que nos puede proporcionar la información más valiosa desde un punto de vista clínico.

3- Aunque clínicamente no se ha podido demostrar el punto de corte exacto, el TIL Working Group 
describe el término “Cáncer de mama predominantemente linfocitario”  para aquellos tumores 
cuyo índice de infiltrado inmune es elevado (>60 %). Este tipo de cáncer de mama representa 
entre el 15 y el 30 % de los cánceres de mama y se encuentra de forma más frecuente en los sub-
tipos triple negativo y HER2 positivo.

Actualmente, la mayoría de grupos de investigación clínica a nivel internacional están utilizando estas 
guías para sus estudios con el objetivo de hacer más comparables y reproducibles los resultados. Este 
aspecto permitirá evitar lo ya ocurrido con otros marcadores conocidos, como el Ki67.

1.10.2.3	 Relevancia clínica de los TILs:

	 Biomarcador pronóstico

El valor pronóstico de los TILs como biomarcador en estadios localizados del cáncer de mama ya está 
establecido a partir de la evaluación de muestras tumorales procedentes de diversos ensayos clínicos. 
Se ha demostrado una relación lineal entre el incremento de TILs y la mejoría de SLE para triple negativo 
y Her2 positivo (206).

Uno de los primeros análisis de TILs documentados en el escenario de tratamiento adyuvante fue en los 
estadios localizados con afectación ganglionar en el estudio BIG 02-98 (219) donde se analizaron los 
TILs en aproximadamente 2000 muestras. En las muestras con cáncer de mama triple negativo, cada 
incremento en el nivel de TILs de un 10 % se traducía en una reducción del riesgo de recaída del 17 % 
y una disminución del riesgo de muerte del 27 %, independientemente del tipo de quimioterapia recibi-
da. Estos resultados se validaron también  en las muestras del estudio FinHER (220). En este estudio,  
en las pacientes con cáncer de mama de tipo triple negativo y HER2 positivo se constató como cada 
incremento de un 10 % de TILs se asociaba con un descenso de riesgo de recurrencia a distancia. En 
otra publicación,  con 506 muestras tumorales de cáncer de mama fenotipo triple negativo proceden-
te de los ensayos clínicos de adyuvancia ECOG E2197 y E1199, los TILs estromales evaluados como 
una variable continua se asociaban con mejor pronóstico (221). De forma similar, en un análisis de 647 
muestras de cáncer de mama de tipo triple negativo, los TILs, tras una mediana de seguimiento de 6,9 
años también,  se asociaron con mejor pronóstico (222). Por cada incremento del 10 % de TILs, el ries-
go del intervalo libre de cáncer de mama se reducía un 13 % (HR 0.87, 95% CI: 0.79–0.95, P = 0.003).  
Mayores niveles de TILs se asociaban también a mejor SLE y SG, con reducciones de riesgo de hasta 
el 11%  (P = 0.005) y el 17% (P < 0.001), respectivamente.
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Ali y cols (223); analizaron muestras de 4 estudios que incluían más de 12000 pacientes. Lo que obser-
varon fue que en los tumores con RRHH negativos la presencia de linfocitos T CD8+  tanto a nivel estro-
mal como intratumoralse correlacionaba con mejor supervivencia por cáncer de mama. Sin embargo, 
en cáncer de mama con RRHH positivos no se identificó dicha correlación.

De forma interesante, cuando se evalúan las TILs como variable estratificada en sus diferentes subtipos 
y se analizan exclusivamente los Linfocitos T CD8+, se constata  como una mayor densidad de células 
citotóxicas  en el estroma se correlaciona con mejor supervivencia por cáncer de mama a largo plazo 
en el subtipo triple negativo. En el caso de FOXP3+ Tregs, cuya acción principal es la de impedir una 
actividad efectiva de las células T citotóxicas, cuando se analiza su ratio Linfocitos TCD8+ T/FOXP3+ 
Tregs, se demuestra que a mayor valor de la misma mejor predicción de SLE y SG, por lo que puede 
representar otro parámetro útil en este contexto (223).

Teniendo en cuenta los estudios arriba mencionados podemos deducir que a día de hoy de la evaluación 
delos TILs supone un marcador pronóstico robusto en los estadios localizados de cáncer de mama tri-
ple negativo y en algunos HER2 positivos, en cambio, para los subtipos luminales aún es controvertido.

	 Biomarcador predictivo

Los resultados reportados de los diferentes ensayos clínicos de adyuvancia en cáncer de mama nos 
sugieren que los TILs deben funcionar como un biomarcador predictivo de beneficio a la quimioterapia. 
Ali y cols (223); observaron que la presencia de células T CD8+ se asociaba con mayor beneficio a la 
Epirrubicina, sin diferencias cuando se analizaron los resultados según los subtipos histológicos. Este 
hallazgo se fundamenta en estudios preclínicos donde se demostró que la quimioterapia basada en 
antraciclinas induce muerte celular y que además es particularmente inmunogénica (208).

Asimismo la asociación entre RCp al tratamiento neoadyuvante y la presencia de TILs se ha descrito en 
diferentes estudios (224,225). En los ensayos clínicos GerparDuo y GeparTrio, se incluyeron pacientes 
que recibieron quimioterapia neoadyuvante con esquemas basados en antraciclinas y taxanos. Obtu-
vieron muestras tumorales de hasta 1.058 pacientes donde estaban representados todos los subtipos 
histológicos (224). Se analizaron los TILs como variable continua y también como variable dicotómica 
con un punto de corte del 60 % (donde se definió el concepto de cáncer de mama predominantemente 
linfocitario  para los que tenían una presencia de más del 60 %). La tasa de RCp fue de un 30 % mayor 
para los TILs>60 % comparada con aquellos que presentaban ≤ del 60 % en el estudio GeparDuo, mis-
mo hallazgo que el observado en el ensayo GeparTrio. 

Estos resultados con consistentes con los procedentes de otros estudios prospectivos (277,283,284).

En uno de los estudios más recientes (el ensayo Geparsixto (225)), las pacientes con cáncer de mama 
predominantemente linfocitario fueron tratadas con carboplatino además de antraciclinas y taxanos. 
Las tasas de RCp para este grupo fueron sorprendentes (74 % en cáncer de mama fenotipo HER 2 po-
sitivo y 78 % en cáncer de mama fenotipo triple negativo), valores muy superiores a los obtenidos en el 
grupo de pacientes que no fueron tratadas con carboplatino (43% y  50% en cáncer de mama de tipo 
triple negativo y HER2 positivo, respectivamente). Esta diferencia fue estadísticamente significativa (P 
<0.005). 

El trabajo más recientemente reportado en este escenario ha sido liderado por el German Breast Cancer 
Group (GBG). Un total de 3771 pacientes tratadas con diferentes esquemas de quimioterapia neoad-
yuvante procedentes de los ensayos GeparDuo, Gepartrio, GeparQuattro, GeparQuinto, GeparSixto y 
GeparSepto fueron analizadas siguiendo las guías del TIL Working Group (228).  Estaban representados 
todos los subtipos histológicos: Her2 positivo, luminal-Her2 negativo y triple negativo (38, 37 and 25%, 
respectivamente) así como también los 3 grupos predeterminados en función de la densidad de TILs:  
predominantemente linfocitario (60–100%), intermedio (11–59%) y bajo (0–10%). Los casos definidos 
como cáncer de mama predominantemente linfocitario  se encontraron con más frecuencia en los sub-
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tipos triple negativo y HER2 positivo  (30 y 19 %, respectivamente). Los resultados demostraron que el 
incremento de la concentración de TILs fue predictor de respuesta para todos los subtipos, alcanzando 
tasas de RCp de un 20 % para el grupo de niveles bajos de TILs, 27 % para los de nivel intermedio y un 
44 % para los de concentración de TILs alta, con diferencias estadísticamente significativas (p=0.0001),  
confirmando de esta manera los resultados de los estudios previamente publicados. 

Sin embargo a día de hoy, la guías de consenso internacionales no recomiendan su uso como criterio de 
decisión terapéutica para escalar o desescalar tratamientos (229). En estas pacientes, los TILs podrían 
representar una herramienta útil para identificar las que podrían evolucionar de una forma excelente 
sugiriendo asimismo la posibilidad de una desescalada en el tratamiento o incluso evitar quimioterapias 
peroperatorias.

Probablemente se necesiten más estudios que evalúen el papel de cada unas de las subpoblaciones y 
correlacionarlas con otros marcadores implicados en el microambiente tumoral y  a respuesta inmuni-
taria.

1.10.3	 SPARC y respuesta inmunológica

Para que las células abandonen el tumor primario y puedan acceder al torrente sanguíneo necesitan 
de procesos de des-adhesión de la masa tumoral, introducirse en el tejido colindante y finalmente de 
una intravasación. La extravasación será requerida cuando puedan alcanzar el órgano secundario. Por 
todo ello, para poder completar esta compleja cascada de una manera exitosa, las células tumorales 
requieren de la existencia de un microambiente permisivo y de una interacción dinámica con la célula 
huésped (230). Algunos datos publicados ponen en evidencia que los macrófagos derivados de SPARC 
están involucrados en el proceso de metástasis, principalmente en la migración de las células invasi-
vas mediada por integrinas (231). Varios resultados publicados exponen la capacidad antiproliferativa, 
proapoptótica y antimetastásica de SPARC en procesos neoplásicos,  a través de su implicación en 
la respuesta inmunitaria. Asimismo, una de las hipótesis planteadas ha sido la posibilidad de diseñar 
un modelo terapéutico que permita la liberación de la proteína SPARC en ciertas cavidades, como por 
ejemplo, en el espacio intraperitoneal en la enfermedad avanzada del cáncer de ovario (231–236). 

Por otro lado, hay trabajos que apoyan la implicación de SPARC en la respuesta inmunitaria, no nece-
sariamente relacionado con el escenario neoplásico (237–241)

Lo anteriormente descrito expone la posible implicación de SPARC en la respuesta inmunitaria que, 
aunado a su función en los procesos neoplásicos, ha conducido a explorar su posible papel a nivel 
terapéutico y se ha propuesto como un antígeno diana para la inmunoterapia en varios tipos de cáncer 
(242).

1.10.4	 Biomarcadores emergentes
	

	 Exosomas

Definición

Las vesículas extracelulares son un conjunto heterogéneo de estructuras membranosas liberadas por 
las células. Las principales vesículas extracelulares son los exosomas, las microvesículas y los cuerpos 
apoptóticos.

Los exosomas son vesículas de comunicación de 30 nm a 150 nm de diámetro y que tienen un origen 
endocítico. Se liberan al espacio extracelular tras la fusión de los cuerpos multivesiculares con la mem-
brana plasmática (243,244).
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Inicialmente se descubrió que los exosomas eran liberados por linfocitos B y células dendríticas a tra-
vés de una vía muy similar. Posteriormente se demostró que la liberación de los exosomas mediante la 
fusión endosómica de cuerpos multivesiculares también podía proceder de otros tipos celulares, tanto 
hematopoyéticos como no hematopoyéticos, como por ejemplo células citotóxicos tipo T, plaquetas, 
neuronas, oligodendrocitos, células de Schwann, células intestinales y epiteliales. Se han aislado vesí-
culas con propiedades exosómicas de diversos tipos de fluidos incluyendo el semen, la sangre, la orina, 
la saliva, la lecha materna, el líquido ascítico y amniótico, la bilis etc. (243).

Estructura y composición de los exosomas

Los exosomas se caracterizan por una composición específica. Contienen ADN, ARN codificante y no 
codificante, enzimas asociadas a tráfico vesicular (por ejemplo la familia Rab) y moléculas de adhesión 
celular (tetraspaninas). La membrana de los exosomas está formada por lípidos saturados (esfingomie-
lina, fosfatidilserina y colesterol).
En la biogénesis de los exosomas están implicadas un grupo de proteínas del complejo ESCRT, prove-
niente de la sigla en inglés “Endosomal Sorting Complex Required for Transport” (243,244). 
Los exosomas ejercen un mecanismo de feedback regulatorio liberando  más exosomas de la glándula 
mamaria normal, eso se traduce en que los exosomas liberados, tanto en el contexto del cáncer de 
mama como de las células epiteliales humanas de una glándula mamaria normal, son regulados por 
exosomas que se desprenden de sus propias células (245). En las células de cáncer de mama, la libera-
ción celular de sus anclajes de adherencia del nicho tumoral son un motor estimulante para la secreción 
exosómica (246).

Funciones biológicas  

Uno de los primeros estudios que nos reportó la funcionalidad del exosoma (interacción de vesículas 
extracelulares con las células) fue el trabajo de motilidad de la célula espermática por los prostasomas 
(247). Posteriormente se la han ido atribuyendo diversas funciones. En los años 80 la secreción de 
exosomas por reticulocitosis fue reportada como mecanismo de erradicación de moléculas obsoletas 
(248). Más tarde, se describió la capacidad de los exosomas para actuar como vesículas presentado-
ras de antígeno, estimular la respuesta inmune antitumoral o incluso inducir tolerancia inmunológica 
(249,250). Las células tumorales y otro tipo de células del microambiente tumoral también secretan 
vesículas extracelulares (tanto exosomas como microvesículas) y cada vez hay más evidencia de que 
contribuyen a la progresión tumoral estimulando la angiogénesis y la migración de la células tumorales 
en la metástasis (251,252). Las vesículas que derivan de células tumorales también tiene propiedades 
inmunosupresoras que les permite inactivar linfocitos T o células NK o incluso motivar la diferenciación 
de Linfocitos T reguladores y suprimir respuestas inmunes (253).

Debido a todas las propiedades anteriormente mencionadas (angiogénesis, inflamación, apoptosis, 
presentación de antígenos) hoy en día los exosomas se consideran como potenciales biomarcadores 
para el diagnóstico y pronóstico de varias enfermedades, entre las que se encuentra el cáncer. 

Los exosomas implicados en procesos neoplásicos contribuyen a una transformación horizontal y fe-
notípica de reprogramación que se traduce en una modulación del microambiente tumoral. Diferentes 
trabajos han permitido testar y evaluar como ciertos miRNAS contenidos en exosomas pueden ser úti-
les como biomarcadores para el diagnóstico del cáncer (254).

Además también se está evaluando el comportamiento exosómico para algunos de los subtipos bioló-
gicos del cáncer de mama. Un estudio reveló como los exosomas derivados de pacientes con cáncer 
de mamasubtipo triple negativo con linaje Hs578Ts(i) mejoraban de forma significativa la proliferación, 
migración e invasión de las células que las contenía estimulando a su vez un tipo de muerte celular 
programada (anoikis) (255).

Curiosamente tenemos que mencionar que no solo los exosomas que derivan de células cancerígenas 
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contribuyen a la oncogénesis sino que también lo hacen aquellos cuyo origen proviene de células no 
cancerígenas. Por ejemplo, la vía de señalización tipo WNT puede estimular la secreción exosómica y 
participar en el transporte de moléculas de exosoma en la progresión del cáncer de mama (256).

	 MDSCs

Las MDSCs son una población heterogénea de células mieloides inmaduras concapacidad inmunosu-
presora que poseen características intermedias entre monocitos y granulocitos (257). En condiciones 
normales, las células mieloides inmaduras generadas en la médula ósea mediante el proceso de mielo-
poyesis, se diferencian rápidamente y dan lugar a macrófagos, células dendríticas o granulocitos (258). 
En cambio, en condiciones patológicas como en cáncer, las mieloides inmaduras proliferan y se activan, 
adquiriendo propiedades inmunosupresoras que las convierten en MDSCs (258). La acumulación de las 
MDSCs ocurre tanto en los ganglios linfáticos, como en el foco inflamatorio, e induce la disminución 
de la respuesta inmune y la expansión del tumor (259).  Por lo tanto, podemos observar que las MDSCs 
son células que dañan la respuesta inmunitaria anti-tumoral y que normalmente se expanden cuando 
responden a estímulos inflamatorios (260). Actualmente los focos de investigación han estado dirigidos 
a conseguir estrategias para inhibir la actividad de estas células, como por ejemplo, utilizando inhibido-
res tirosin-cinasa(261). Uno de los mecanismos a partir del cual las MDSCs pueden suprimir respuestas 
inmunes necesarias y beneficiosas es perjudicando la función de las células T liberando reactantes de 
oxígeno gracias a la producción de moléculas supresoras. Otra vía es por el agotamiento de arginina, 
todos estos son mecanismos susceptibles de ser bloqueados terapéuticamente para reducir la función 
supresora (262,263). Esto sería lo deseable ya que niveles elevados de MDSCs están asociados a mal 
pronóstico de los pacientes en varios tipos de cáncer (264). A pesar del interés creciente en la relevan-
cia clínica de las MDSCs  en cáncer, sorprendentemente solo hay unos poco estudios que examinan el 
papel clínico de las MDSCs periféricas de origen monocitario en cáncer de mama (265–267).

	 NLR

Las células inflamatorias así como otros mediadores del microambiente tumoral juegan un papel pro-
nóstico en la progresión tumoral. Hay estudios publicados que evalúan el papel de “ratios” o proporcio-
nes de diferentes tipos celulares del sistema inmune en la evolución de la progresión tumoral, como son 
los linfocitos y monocitos o las plaquetas y los monocitos (268–270).

La presencia de un valor  periférico elevado de la ratio de neutrófilos respecto a linfocitos (NLR) es indi-
cativo de una inflamación sistémica y ha sido reconocido como un posible factor de mal pronóstico en 
varios cánceres (271), sin embargo dicha relación está poco definida en el cáncer de mama.
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2. JUSTIFICACIÓN
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La quimioterapia neoadyuvante en el cáncer de mama ha mejorado los resultados clínicos para algu-
nos subtipos biológicos. En concreto, para aquellas pacientes que presentan una respuesta patológica 
completa al tratamiento, con una mayor supervivencia respecto a aquellas que no la presentan. 

Además la indicación de la quimioterapia neoadyuvante nos ha permitido evaluar los efectos de los 
tratamientos aplicados sobre la masa tumoral, ya que la respuesta clínica y patológica obtenida propor-
ciona una oportunidad única para adquirir información pronóstica y predictiva.

Sin embargo, en el cáncer de mama a pesar de pertenecer al mismo subtipo histológico o presentar 
características inmunohistoquímicas similares,  tanto la respuesta al tratamiento como la toxicidad pre-
sentada no es uniforme, lo que traduce la existencia de una heterogeneidad en esta patología que exige 
disponer de mejores biomarcadores.
El rápido desarrollo de métodos de alto rendimiento ha permitido el análisis de varios biomarcadores, 
pero,  a pesar de ello, éstos siguen sin reflejar todos los factores implicados en la respuesta al trata-
miento neoadyuvante, ya que dicha respuesta no solo se debe a señales propias del tumor sino también 
a cambios dinámicos en las interacciones de las células tumorales con su microambiente, entre otros.

Este background justifica la realización de esta tesis doctoral, cuyo proyectose diseñó en pacientes con 
cáncer de mama HER2 negativo que han recibido tratamiento con quimioterapia neoadyuvante, en las 
que la heterogeneidad en la respuesta al tratamiento mencionada exige la identificación de nuevos bio-
marcadores. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de una publicación nuestra en referencia al 
gen SPARC, hemos querido explorar de una forma más específica, no solo su papel como  predictor de 
respuesta al tratamiento, sino también su posible participación en la respuesta inmunológica. Además 
hemos explorado otros biomarcadores relacionados directa o indirectamente con el microambiente tu-
moral que conjuntamente con el gen SPARC nos puedan ayudar a generar un modelo de predicción de 
pronóstico y de respuesta al tratamiento.

Los resultados derivados de esta tesis pueden contribuir a diseñar en el futuro nuevas estrategias diri-
gidas a mejorar el pronóstico y permitiráseleccionar mejor los tratamientos de las pacientes con diag-
nóstico de cáncer de mama.
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3. HIPÓTESIS
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La hipótesis a partir de la cual se genera el trabajoque incluye esta tesis es la siguiente:

•	El microambiente tumoral tiene una influencia en los resultados clínicos de las pacientes afectas 
de cáncer de mama fenotipo HER2 negativo tratadas con quimioterapia neoadyuvante (antracilci-
nas-taxanos).

•	Los polimorfismos del gen SPARC y la presencia de ciertas subpoblaciones de TILs, conjunta-
mente con otros biomarcadores emergentes, pueden suponer  un conjunto de variables útiles en la 
generación de un modelo de predicción,empleando la respuesta patológica completa como mar-
cador subrogado de quimiosensibilidad.
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4. OBJETIVOS
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PRINCIPAL

Identificar marcadores implicados en el microambiente tumoral y en la respuesta inmunológica como 
predictores de respuesta a esquemas de quimioterapia y analizar su implicación pronósticaen pacien-
tes con cáncer de mama.

SECUNDARIOS

1- Estudiar el papel pronóstico y predictivo de polimorfismos de SPARC y de su expresión en el 
tejido tumoral en pacientes afectas de cáncer de mama. Así como su correlación con otros biomar-
cadores con el fin de investigar la función de SPARC en la respuesta inmunológica.
(Objetivo 1).

2- Determinar si existe una correlación de la cantidad de TILsen tejido tumoral con la respuesta 
patológica (biomarcador predictivo) y con la supervivencia (biomarcador pronóstico), además de 
evaluar su asociación con biomarcadores de expresión sistémica en cáncer de mama. 
(Objetivo 2). 

3- Explorar la posible asociación de los biomarcadores emergentes (NLR, MDSCs, exosomas) con 
las variables clínico-patológicas, la respuesta patológica y la supervivencia.
(Objetivo 3). 

4- Generar un modelo predictivo de respuesta a la quimioterapia en cáncer de mama integrando 
las variables clínico-patológicas, las subpoblaciones de TILs y los biomarcadores de interés 
(Objetivo 4).
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5. MÉTODOS
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5.1	 Diseño del estudio

Esta tesis es un estudio de cohorte, observacional y retrospectivo, realizado en una población de pa-
cientes con cáncer de mama que recibieron quimioterapia neoadyuvante  en las que de forma correlati-
va se obtuvieron muestras tisulares y plasmáticas para efectuar las determinaciones que a continuación 
se detallan.

5.2	 Selección de pacientes

Se analizó una muestra de 161 pacientes diagnosticadas de carcinoma infiltrante de mama de tipo 
HER2 negativas que habían recibido tratamiento de quimioterapia neoadyuvante con esquemas de 
antraciclinas y taxanos entre el año 2011 y 2017. Las pacientes se seleccionaron según muestreo de 
conveniencia y de acuerdo con los criterios que a continuación se especifican: pacientes mujeres ma-
yores de 18 años, estadios II-III que hubieran recibido tratamiento con quimioterapia con intención 
neoadyuvante (esquema de antraciclinas y taxanos) y que fueran potencialmente resecables además de 
tener una evaluación de la respuesta patológica según los criterios del sistema de Miller y Payne y del 
sistema de RCB (272). Quedaron excluidas las pacientes con sobreexpresión de HER2 y aquellas que 
hubieran recibido tratamiento con hormonoterapia en neoadyuvancia.

5.3	 Procedimientos

	 Recogida de datos clínicos

Los datos clínicos (edad, status menopáusico, tamaño del tumor, afectación de la axila, fecha de inicio 
y fin de tratamiento, tipo de respuesta patológica, fecha de recidiva/progresión/muerte etc.) e histológi-
cos (grado de diferenciación, status receptor hormonal, % de ki67, invasión vascular y/o perineural) de 
las pacientes fueron recogidos retrospectivamente de la base de datos clínica.

La evaluación de la respuesta se realizó de forma asistencial: clínicamente cada 3 semanas y radioló-
gicamente tras completar los 6 meses de quimioterapia neoadyuvante, según el protocolo de nuestro 
hospital. 

La respuesta patológica se evaluó en las pacientes una vez operadas en base a los hallazgos histológi-
cos de las piezas obtenidas durante el acto quirúrgico. La RCp se define como la ausencia de elemen-
tos celulares de cáncer infiltrante residual en la evaluación efectuada mediante hematoxilina y eosina de 
la pieza de mama resecada y de todos los ganglios linfáticos ipsilaterales aislados  tras la finalización 
del tratamiento sistémico neoadyuvante (e de forma abreviada esta situacióne s categorizada como: 
ypT0 ypN0  en el sistema de estadificación AJCC). La presencia de carcinoma ductal in situ o carcinoma 
lobulillar in situ residual en la pieza quirúrgica no conlleva un cambio en la definición de RCp propuesta 
por la FDA.

La respuesta tumoral se evaluó en la pieza quirúrgica utilizando el sistema Miller y Payne y el RCB. Las 
variables RCB y las de respuesta por Miller y Payne tanto en la mama como en la axilase ordenaron en 
varias categorías cada una de ellas según gravedad (RCB: 0 vs I/II vs III; Miller y Payne; 1/2/3 vs 4/5 y 
en axila AD vs BC). Los tumores con RCp, Miller y Payne 4/5 y RCB 0 se clasificaron como respuesta, 
mientras que RCB I/II y III y Miller y Payne 1/2/3 como no respuesta.

Para la SG se consideró como tiempo a riesgo el tiempo comprendido entre el diagnóstico de la enfer-
medad y la muerte de la paciente o en su caso, el final del seguimiento. Para la SLE, se calculó el tiempo 
hasta la recaída local, contralateral o progresión a distancia o, en su defecto, hasta fin de seguimiento.

Las pacientes con carcinoma infiltrante fueron estadiadas según la clasificación de la WHO (Del inglés 
World Health Organization (WHO) classification) (273) y el grado histológico de cada tumor se analizó se-
gún el método de Elston y Ellis (274).
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Los datos inmunohistoquímicos para el RE, RP, HER2 y Ki67 se obtuvieron retrospectivamente de la 
base de datos clínica recogida. Todos fueron evaluados utilizando los protocolos estándares. El RE se 
determinó utilizando el clon 6F11(dilution1:40) de Novocastra (Newcastle); el RP con el clon 16 (1:200) 
de Novocastra; Ki67 con el clon MIB-1 (prediluido) de Dako (Glostrup, Denmark). El RE, RP y el Ki67 
fueron pretratados con un tampón de citrato de pH=6 en autoclavo por 8 minutos. La proteína de HER2 
se evaluó utilizando el anticuerpo Herceptest (Dako; Glostrup, Denmark).

En el presente estudio utilizamos el Consenso de St Gallen de 2011 (275) y los datos procedentes del 
equipo de Cheang MCU y cols (276); para la clasificación de los subgrupos moleculares.

Los marcadores subrogados para los Luminal A fueron: positividad para RE y/o RP, HER2 negativo (277) 
y con un índice de Ki-67 bajo en un punto de corte de<14%. Para los tumores Luminal B los marcadores 
subrogados fueron: RE y/o RP positivo, HER2 negativo e índice de ki67 alto para valores ≥14%. Los 
tumores Triple negativos fueron los que presentaron RE y RP ausentes y HER2 negativos. Se procedió 
a un buen control de calidad local en nuestro laboratorio para la tinción de ki-67.

La duración global del tratamiento fue de un máximo de 8 meses de quimioterapia, en función de la 
respuesta y tolerancia de las pacientes. Todas las pacientes fueron seguidas durante al menos 1 año 
después del fin del tratamiento.

	 Obtención de muestras

Para el desarrollo de la hipótesis de trabajo de la presente tesis, se analizaron biomarcadores de 
expresión sistémica y biomarcadores de expresión tumoral. Para ello se extrajo el ADN germinal de 
132 pacientes en las que se analizaron los polimorfismos seleccionados del gen SPARC (rs4958487, 
rs12153644, rs10065756, rs17718347, rs2347128, rs967527, rs1978707,  rs3210714). En 74 de estas pa-
cientes se analizaron los niveles totales de la proteína SPARC en suero y en 45 de ellas se determinó la 
expresión proteica de SPARC en tejido tumoral procedente de biopsias basales.
Los TILs han sido estudiados como recuento total en el tejido tumoral de biopsias basales de 118 pa-
cientes y como subpoblaciones moleculares por inmunohistoquímica en 100 de las pacientes. 
Finalmente, se estudiaron 3 biomarcadores emergentes en las mismas 74 muestras de las que disponía-
mos de suero, estos son: MDSCs, NLR pre y post quimioterapia y exosomas. Cabe destacar que la ex-
tracción de muestras se realizaron en tiempos diferentes, los TILs y NLR prequimioterapia se analizaron 
en las muestras extraídas previo al inicio de quimioterapia mientras que el resto de biomarcadores se 
recogieron en tiempos diferentes (algunas durante el tratamiento de quimioterapia y otras tras finalizar 
el mismo).

	 Genotipado 

En el presente estudio fueron seleccionados los 8 mismos tagging single-nucleotide polymorphisms 
(TagSNPs) del gen SPARC analizados en nuestro estudio anterior (278). El trabajar con TagSNPs permite 
reducir el número SNPs a analizar, ya que el tagSNP representa a un conjunto de SNPs de una región 
con alto desequilibrio de ligamiento y, por lo tanto, permite inferir la variación genética en esa región. Se 
utilizaron fuentes literarias, el buscador genómico de HapMap (www.hapmap.org) y el software Haplo-
view 4.2 (http://www.broad.mit.edu/personal/jcbarret/haplo/) basándonos en dos criterios predefinidos: 

1) coeficiente con punto de corte de 0.80; 2) frecuencia del alelo minoritario (MAF, del inglés minor 
allel frequency) ≥0.10. 

El ADN genómico se extrajo a partir de sangre total mediante el equipo Autopure (Qiagen, Hilden, Ger-
many) y se cuantificó mediante el espectrofotómetro BioSpec-nano (Shimadzu, Kyoto, Japón). 
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Los SNPs se genotiparon mediante discriminación alélica por PCR (reacción en cadena de la polimera-
sa, de las siglas en inglés PCR: polymerase chain reaction) a tiempo real en el equipo BioMarkTM (Flui-
digm, San Francisco, CA, EE.UU.). Para ello se utilizaron ensayos SNPtype diseñados para este estudio 
y chips dinámicos de 48.48 de Fluidigm. Los ensayos SNPtype consisten en una pareja de primers 
específicos de alelo marcados con los fluorocromos FAM™ o HEX™, y otra pareja de primers específi-
cos de locus. Las muestras se llevaron a una concentración de 60 ng/μL. Tanto las muestras como los 
ensayos se prepararon según las indicaciones del fabricante. Los datos fueron analizados mediante el 
software de análisis de genotipado de SNPs de Fluidigm.

En la tabla 5 se indica la referencia de cada uno de los SNPs en la base dbSNP (NCBI), la referencia de 
la secuencia, sus ubicaciones en el genoma y sus valores de MAF reportados en población europea 
delproyecto1000 Genomas, o en su ausencia (rs12153644) la reportada en población caucásica del 
proyecto HapMap. 

refSNP referencia secuencia localización MAF 

rs4958487 c.-14+2752T>C Intron 1 0.403

rs12153644 c.-13-4174A>T Intron 1 0.333

rs10065756 c.-13-3184G>T Intron 1 0.258

rs17718347 c.-13-3131G>A Intron 1 0.358

rs2347128 c.-13-1945G>C Intron 1 0.483

rs967527 c.58-484A>G Intron 2 0.115

rs1978707 c.208+31C>T Intron 4 0.451

rs3210714 c.*1200G>A Exon 10(3'-UTR) 0.477

Tabla 5. Características de los TagSNPs analizados.refSNP: Referencia del SNP; MAF: frecuencia del alelo minoritario 
(HapMAp);

	 Análisis in sillico

Para analizar el posible papel de los SNPs estudiados, hemos utilizado las bases de datos Regulome y 
Haploreg que integran datos provenientes del proyecto ENCODE. El Regulome (https://regulomedb.org/
regulome-search/) contiene información sobre elementos reguladores en regiones no codificantes del 
genoma, como la unión de factores de transcripción, la modificación de la cromatina y la metilación del 
ADN, etc. (279) y el HaploReg (https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php), que 
recoge información de desequilibrio de ligamiento del proyecto 1000 Genomas, del efecto de los SNPs 
en los elementos de regulación y en la expresión génica (eQTL), etc.(280).

	 Evaluación anatomopatológica

Evaluación de los TILs estromales tumorales

Se cuantificaron los TILs estromales  en los cortes de hematoxilina-eosina obtenidos de las biopsias 
previas al inicio del tratamiento con quimioterapia neoadyuvante. Se evaluaron los TILs en base a las 
guías del International TIL working group (218). Los TILs estromales se cuantificaron como porcentaje 
de células inmunes en el estroma y se recogieron como variable continua. Los TILs estromales a su vez 
fueron estratificados en 2 grupos: bajo si ≤ 10 % y alto si >11% Estos dos grupos fueron escogidos 
teniendo en cuenta la literatura (281) y el punto de corte obtenido del análisis de curvas ROC en nues-
tros datos, con la sensibilidad y especificidad más altas.También se recogieron  los TILs intratumorales 
aunque no se incluyeron en el análisis estadístico.
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	 Inmunohistoquímica de SPARC y de las subpoblaciones de TILs

Todas las tinciones inmunohistoquímicas se realizaron en las muestras de biopsia obtenidas con aguja 
fina previo al tratamiento de quimioterapia neoadyuvante. 

Se cortaron secciones seriadas de 5μm y se tiñeron usando el método Envision (Dako; Glostrup, Den-
mark) para todos los marcadores. 

Para la determinación de la proteína SPARC, seleccionamos el anticuerpo anti SPARC (ON1 1;ph High, 
30 min incubación primario. ON1-1. Dilución 1:200 ; Invitrogen). Los scores de inmunotinción de SPARC 
fueron calculados multiplicando el porcentaje de células marcadas en estroma y en epiteliopor la inten-
sidad de la tinción  (H-score; range 0-300) (282).

Se procedió a la determinación de las diferentes subpoblaciones de TILs usando el método Dako (Dako; 
Glostrup, Denmark) y según las siguientes condiciones: CD20 (ph High, 20 min incubación primario. 
Clone L26 Ready to use), CD4 (ph High, 20 min incubación primario, mouse linker. Clone 4b12 Ready 
to use), CD8 (ph High, 20 min incubación primario. Clone C8-144B Ready to use ), CD68 (ph High, 35 
min incubación primario. Clone KP1 Ready to use), y CD1a (ph High, 20 min incubación primario, mou-
se linker. Clone 010 Ready to use )   La evaluación de los linfocitos infiltrantes de tumor (CD20, CD8 y 
CD4), células dendríticas (CD1a) e histiocitos (CD68) se efectuó cuantificando la positividad celular en 
10 campos diferentes para cada uno de los marcadores.

Todas las tinciones inmunohistoquímicas se evaluaron por dos patólogos de forma independiente y los 
resultados discordantes se revisaron para conseguir un consenso mutuo.

	 Estudio inmunológico:

Tinción inmunoflurescente

Un millón de células mononucleadas fueron resuspendidas en muestra de sangre periférica (MSP) y 
se tiñeron con dos paneles de anticuerpos (paneles A y B) durante 15 minutos  en la oscuridad y a 
temperatura ambiente. El panel A incluyóanti-CD33-APC, CD15-PECy7, HLA-DR-APCH7, CD14-PER-
CP (Miltenyi), CD11b-PE (Immunotools) y VIVID-VioBlue (Thermo Fisher Scientific). El panel B incluyó 
anti-CD3-FITC, CD20-FITC, CD56-FITC, CD11c-APC (Immunotools), HLA-DR-APCH7, CD14-PERCP, 
CD123-VioGreen, (Miltenyi), CD86-PE (BDBiosciences) y VIVID-VioBlue (Thermo Fisher Scientific, Ore-
gon, USA). Seguidamente se procedió al lavado de las células con 1 ml de DMSO por centrifugación a 
547xg por 5 minutos a temperatura ambiente  Las células del pellet fueron finalmente resuspendidas 
con 200μl de MSP para el análisis de citometría de flujo. Los dos valores recogidos para los cálculos 
estadísticos fueron el valor relativo de MDSCs (% total de MDSCs respecto del total de células mono-
nucleadas) y el valor absoluto de MDSCs (número de células MDSCS maduras por μl de sangre).

Determinación de concentraciones plasmáticas de SPARC

SPARC se midió en el plasma de las pacientes con cáncer de mama utilizando el kit  SimpleStep enzy-
me-linked immunosorbent assay (ELISA) (Abcam). Los pasos que se siguieron se detallan a continua-
ción:

1. Se añadieron 50µl  de las muestras diluidas (1:50) en una microplaca recubierta anti-tag (Sim-
pleStep ELISA Kit).  Para el estándad, se añadieron 50μl de cada serial diluido por duplicado a la 
placa. 

2. Para la captura y la detección de los anticuerpos, se añadieron 50μl del Cocktail de Anticuerpo a 
la placa. A su vez la placa fue incubada a TA por una hora. 
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3. Tras la incubación,  la placa  fue lavada tres veces con 350μl de wash buffer. 

4. Una vez la placa ya estaba lavada, se añadieron 100μl de solución sustrato a cada pocillo. 
	 Seguidamente la placa fue incubada durante 10 minutos.

5. Después de este tiempo, se añadieron 100μl de solución stop a cada uno de los pocillos.
	 La densidad óptica de cada pocillo se determinó utilizando un lector de microplacas ELISA a 

450 nm y se obtuvo una curva estándar confiable. La concentración de las muestras (pg/ml) se 
determinó extrapolando su valor de absorvancia dentro de la ecuación de la curva estándar y 
multiplicándolo por el factor de dilución.

Aislamiento y caracterización exosómica

La obtención de exosomas se realizó a partir de una muestra de plasma. Un volumen de 1mL de plas-
ma se centrifugó 5 minutos a 5400 rpm. Después el sobrenadante se volvió a centrifugar 30 minutos a 
temperatura ambiente a 14.000g. Del sobrenadante se separó 100 uL.
Mientras tanto se prepararon los reactivos del kit para cuantificar los exosomas (ExoStep Plasma, Im-
munostep). Primero se resuspendió y agitó el vial que contenía las bolas de captura que llevan anti-
cuerpos anti-CD63 durante 20 segundos. De este vial, se pipetearon 25 uL y se pasaron al tubo con 
100 uL de plasma. La mezcla se incubó toda la noche a TA y sin agitación. Al día siguiente, se añadió 
1 mL de  Assay buffer 1x y se centrifugó a 2500g 5 min TA. Se aspiró todo el sobrenadante dejando los 
100 uL del pellet sin tocar.  A continuación se añadieron 25uL  del anticuerpo anti-CD81 conjugado con 
phycoerythriny se mezcló la suspensión pipeteando. Se volvió a incubar durante 1h a 4ºC y en la oscu-
ridad. Pasado este tiempo se volvió a añadir 1ml Assay buffer 1x y centrifugar 5 min a 2500g. Se aspiró 
el sobrenadante, dejando 100uL de pellet al que se añadió 350 uL Assay Buffer 1x. La muestra estaba 
preparada para ser adquirida por el citómetro de flujo. 

Cálculo NLR

La ratio  neutrófilos / linfocitos fue calculada en las muestras basales preoperatorias (previas al inicio 
de la quimioterapia neoadyuvante) y en las postoperatorias dividiendo el número absoluto de recuento 
de neutrófilos por el número absoluto de recuento de linfocitos. En base a los estudios previamente 
publicados (283–285), se escogió el punto de corte  de NLR de 3 para discriminar entre alto NLR (≥3) y 
bajo NLR (< 3).

5.4	 Análisis estadístico

- Análisis estadístico

Para el análisis estadístico inicial, se describieron las variables cuantitativas mediante la media aritméti-
ca y su correspondiente desviación estándar. Las variables categóricas se describieron mediante tabla 
de frecuencias (número y porcentaje).

Las variables respuesta de interés se analizaron según su tipología. Así, las variables binarias (RCp, 
ki67, etc) se analizaron mediante regresión logística binaria. Las variables RCB y las de respuesta por 
Miller y Payne tanto en la mama como en la axila, se analizaron mediante regresión logística ordinal. 
Para estos análisis los resultados se expresaron como OR.

Por su parte, la supervivencia y el tiempo de recidiva se representaron con las curvas de Kaplan-Meier y 
se expresaron mediante % debido a que el 50% de las pacientes no experimentaron un evento (muerte 
o recurrencia) en el tiempo de seguimiento del estudio y, por lo tanto, no se pudieron obtener las media-
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nas. La SG y la SLE se analizaron mediante long-rank test y regresión de Cox de riesgos proporcionales. 
Los resultados se expresaron mediante HR.

Se evaluaron posibles diferencias entre las categorías de las variables NLR pre y postquimioterapia y 
los TILs mediante test ji-cuadrado para las variables categóricas y el test no paramétrico de Mann –
Whitney para las variables continuas. Para el análisis de correlación entre variables continuas se empleó 
el coeficiente de correlación de Spearman evaluando su significación estadística. Estos resultados se 
presentan en forma de gráficos X-Y o Scatter Plots.

Las variables de ajuste utilizadas en los análisis realizados fueron el grado histológico (G3 vs G1/G2), el 
tamaño tumoral (T2/T3/T4 vs T1), el estatus ganglionar (N+ vs N0) y el tipo molecular (luminal A, luminal 
B, triples negativas).

Las asociaciones del análisis estratificado para cada uno de los subtipos moleculares, se evaluaron 
mediante test ji-cuadrado o test exacto de Fisher. El reducido tamaño muestral disponible al dividir la 
muestra en subtipos planteó la limitación de la falta de potencia estadística y de factibilidad de los pro-
pios cálculos, por lo que solo se presentan los resultados de los p-values de los análisis univariados.

Las asociaciones entre las medianas de las distintas subpoblaciones de TILs con las respuestas pato-
lógicas se evaluaron mediante el test ji-cuadrado para las variables categóricas y el test no paramétrico 
de Kruskal-Wallis para las variables continuas. Las variables categóricas se obtuvieron teniendo en 
cuenta los puntos de corte específicos para cada subpoblación mediante las curvas ROC (CD4: 1; CD8: 
5; CD20:1; CD68: 16; CD1a:1). La SLE se analizó mediante long-rank test y regresión de Cox de riesgos 
proporcionales.

Se consideraron asociaciones estadísticamente significativas aquellas cuyo p-valor <0.05. Los análisis 
estadísticos se realizaron mediante el paquete estadístico STATA 15.1, el programa R (V.3.2.3) y el sof-
tware estadístico SPSS (v26.0, IBM).

Se generaron heat maps y clusters de los datos de pacientes basados en los diferentes marcadores para 
todos los pacientes y para cada uno de los subtipos moleculares. Estos análisis se realizaron en R (ver-
sión 3.6.3; https://www.R-project.org/), utilizando paquetes estándar así como los paquetes haven (R 
package versión 2.2.0; https://CRAN.R-project.org/package=have) y pheatmap (versión 1.0.12; https://
CRAN.R-project.org/package=pheatmap) con los valores de los parámetros por defecto.

La selección de los pacientes, la realización del estudio y el análisis de datos se llevó a cabo siguiendo 
las guías REMARK (Reporting Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies) (286) .

- Cálculo del score predictivo:

Se realizó regresión logística multivariada con las variables que se seleccionaron para introducir en el 
score (edad, grado histológico, status de los RRHH, ki67, cT, cN). En nuestro caso se han considerado 
variables cuyo p-valor fuera de <0.2 y se evaluó colinealidad. Tras encontrar el modelo se analizó su po-
der predictivo (Área bajo la curva ROC=AUC). Una vez se analizó el poder predictivo del modelo (AUC) 
se valoraron sus coeficientes y odds ratios correspondientes. Esto se realizó para construir un modelo 
que simplificara el dato para la regresión logística multivariada. Todo ello sin pérdida del poder predic-
tivo o con una pérdida mínima.  El peso para el risk score se ha calculado redondeando el coeficiente 
de regresión al entero más próximo. Seguidamente se valoró la curva ROC (y su AUC) correspondiente 
al modelo simplificado que define el score. Una vez se estableció como válido el sistema de puntuación 
del score, se consideró la posibilidad de establecer un punto de corte que defina la población en alto y 
bajo riesgo en una tabla 2 x 2 que permitió calcular la sensibilidad, especificidad y las otras medidas de 
exactitud diagnóstica. El método utilizado para el cálculo del punto de corte es el asociado a maximizar 
el índice de Youden (J). Se define J = Sensibilidad + Especificidad – 1.



58

5.5	 Consideraciones éticas

Ambos estudios se han llevado a cabo siguiendo rigurosamente las recomendaciones éticas internacio-
nales para la investigación médica en humanos. El investigador ha sido responsable de garantizar que 
el estudio se realice de acuerdo con las normasrecogidas en la Declaración de Helsinki.

Ambos estudios han sido aprobados por el comité de ética del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Los 
pacientes que en el momento de la inclusión estaban vivos, otorgaron previamente su consentimiento 
informado, en los casos de incapacidad por cualquier motivo,  lo hicieron sus familiares más cercanos.
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6. RESULTADOS
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1.1 Características de las pacientes.

1.2 Estudiar el papel pronóstico y predictivo de polimorfismos de SPARC y de su expre-
sión en el tejido tumoral en pacientes afectas de cáncer de mama. Así como su correla-
ción con otros biomarcadores con el fin de investigar la función de SPARC en la respuesta 
inmunológica.  
(Objetivo 1).

1.3 Determinar si existe una correlación de la cantidad de TILsen tejido tumoral con la 
respuesta patológica (biomarcador predictivo) y con la supervivencia (biomarcador pro-
nóstico), además de evaluar su asociación con biomarcadores de expresión sistémica en 
cáncer de mama. 
(Objetivo 2).

1.4 Explorar la posible asociación de los biomarcadores emergentes (NLR, MDSCs, exo-
somas) con las variables clínico-patológicas, la respuesta patológica y la supervivencia. 
(Objetivo 3). 

1.5 Generar un modelo predictivo de respuesta a la quimioterapia en cáncer de mama 
integrando las variables clínico-patológicas, las subpoblaciones de TILs y los biomarca-
dores de interés. 
(Objetivo 4).
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 1.1	 Características de las pacientes

La tabla 6 muestra las características de las 161 pacientes incluidas en nuestro estudio. La mediana 
de edad de las pacientes incluidas al diagnóstico fue de 55 años. De las 161 pacientes que recibieron 
quimioterapia neoadyuvante, el 27% se clasificaron como triples negativas, el 27 % como luminales A 
y el 46 % como luminales B. La respuesta al tratamiento fue de RCp en un 16,8 % y no-RCp en un 83,2 
% de las pacientes.Basándonos en el subtipo molecular, 77 pacientes con cáncer de mama triple nega-
tivo alcanzaron una RCp (48%), en 13 (8%) pacientes luminales A y en 71 de las pacientes luminales B 
(44%). Según el sistema de gradación de Miller y Payne las lesiones se clasificaron en grado 1 (12,4%), 
2 (16,8%), 3 (39,1%), 4 (13,7%) y 5 (18%). La clase RCB fue 0 (17,4%), I (8,7%), II (46,6%) y III (27,3%).

La mediana de seguimiento fue de 63 meses (10.2 - 116.0). 24 pacientes (14.9%) presentaron una recu-
rrencia, se dieron 17 muertes (10,6%), 10 debidas a cáncer de mama y 7 debidas a otras causas (datos 
no mostrados en las tablas). La mediana de SLE y SG a 5 años fue del 85.6% (CI95: 78.6%, 90.4%) y del 
89.9% (CI95: 83.5%, 93.9%), respectivamente.

Característica Nº de pacientes (%) (n=161)
Edad

<50 55 (34.2)
≥50 106(65.8)
Estado menopáusico
Premenopausia 61(37.8)
Postmenopausia 88 (54.7)
Perimenopausia 12 (7.5)
Tamaño tumoral
T1 11 (6.8)
T2 67(41.6)
T3 42(26)
T4 41(25.6)
Tipo tumoral
Lobulillar 14 (8.7)
Ductal 140 (86.3)
MIxto 3 (1.9)
Otro tipo histológico 4 (3.1)
Grado histológico
G1 10 (6.2)
G2 104 (65.2)
G3 45 (28.6)
Invasión linfovascular
Negativo 133 (82.6)
Positivo 28 (17.4)
Invasión perineural
Negativo 147 (91.3)
Positivo 14 (8.7)

Tabla 6: Características de las pacientes. KI 67 Antígeno identificado por el anticuerpo monoclonal ki67; RE Receptor de 
estrógeno; RP Receptor de progesterona; RCp respuesta patológica completa.
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Característica Nº de pacientes (%) (n=161)
Ki 67%
0-14% 53 (32.9)
>14% 108 (67.1)
Estadio clínico N
cN0 60 (37.3)
cN+ 101(62.7)
RE
Positivo 116 (72)
Negativo 45 (28)
RP
Positivo 97 (60.2)
Negativo 64 (39.8)
Respuesta patológica
No-RCp 134 (83.2)
RCp 27 (16.8)

Tabla 6 (cont.)
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Tal como nos han mostrado publicaciones previas, el grado histológico,  los receptores hormonales 
negativos, ki67 >14 % se han asociado de forma significativa con RCp, SLE y SG (Tabla 7).

Por este motivo, las covariables de grado histológico y tipo molecular, junto con el tamaño tumoral y el 
estado ganglionar, son las que se han incluido en el modelo multivariado.

Variable
 

RCp SLE SG
OR (IC 95%) P’ HR (IC 95%) P’ HR (IC 95%) P’

Edad
<50 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
>=50 0.86 [0.36;2.03] 0.727 1.13 [0.48;2.64] 0.780 1.96 [0.64;6.04] 0.238
SM
Pre Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
Post 0.77 [0.33;1.81] 0.558 1.15 [0.47;2.81] 0.763 1.79 [0.55;5.83] 0.333
Peri 0.37 [0.04;3.16] 0.395 3.80 [1.13;12.8] 0.031 9.24 [2.27;37.7] 0.002
Grado
1 o 2 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
3 2.84 [1.21;6.66] 0.019 3.38 [1.51;7.55] 0.003 3.72 [1.41;9.78] 0.008
RRHH
Positivo Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
Negativo 3.22 [1.37;7.59] 0.009 4.87 [2.16;11.0] <0.001 6.00 [2.22;16.2] <0.001
Ki67
<14 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
>14 4.76 [1.36;16.6] 0.006 2.87 [0.98;8.40] 0.055 4.22 [0.96;18.5] 0.056
cT
<=2 Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
>2 2.10 [0.26;17.1] 0.543 75279428 

[0.00;.]
0.998 75724296 [0.00;.] 0.998

cN
N+ Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
N0 1.43 [0.62;3.31] 0.407 0.81 [0.35;1.89] 0.623 0.35 [0.10;1.22] 0.100

Tabla 7: Correlación entre características clínico-patológicas y la respuesta a la quimioterapia neoadyuvante, SLE y SG. SM 
estado menopáusico;  RRHH receptores hormonales; LV: invasión linfovascular; KI 67 Antígeno identificado por el anticuer-
po monoclonal ki67; IPN: invasión perineural; OR  Odds ratio; SLE Supervivencia libre de enfermedad; SG Supervivencia 
Global ; HR  Hazard ratio ; RCp respuesta patológica completa ;IC Intervalo de confianza; P’: P-valor basado en el test de 
log-rank 

Variable
 

RCp SLE SG
OR (IC 95%) P’ HR (IC 95%) P’ HR (IC 95%) P’

LV
No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
Si 0.00 [0.00;.] 0.003 0.60 [0.24;1.52] 0.280 2.54 [0.94;6.87] 0.066
SIPN
No Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
Si 0.00 [0.00;.] 0.068 0.60 [0.18;2.01] 0.404 3.99 [1.29;12.3] 0.016

Tabla 7 (cont.)
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1.2	 Estudiar el papel pronóstico y predictivo de polimorfismos de SPARC y de su expresión 	
	 en el tejido tumoral en pacientes afectas de cáncer de mama. Así como su correlación 	
	 con otros biomarcadores con el fin de investigar la función de SPARC en la respuesta 	
	 inmunológica (Objetivo 1):

En nuestra muestra de estudio la distribución de las frecuencias alélicas de los polimorfismos fue 
comparable a las reportadas por el proyecto 1000 genomas (The 1000 Genomes Project. Available at: 
http://www.internationalgenome.org/.Accessed January, 2019).Asimismo, las frecuencias genotípicas 
observadas para los polimorfismos estudiados cumplían el equilibrio de Hardy-Weinberg, excepto las 
de rs967527 que, por lo tanto, fue excluido de los análisis.

• Asociaciones entre polimorfismos SPARC y las variables clinico-patológicas:

Al analizar las relaciones entre los polimorfismos de SPARC y las variables clínicas se identifica-
ron asociaciones con 4 polimorfismos (Tabla 8). El alelo A del rs12153644 se asoció con una mayor 
probabilidad de presentar receptor hormonal positivo, el 83.3% de las pacientes con genotipo AA y 
el 80.3% con genotipo TA eran positivas para los receptores hormonales frente al 62.8% de las pa-
cientes homozigotas para el alelo T (TA p= 0.046; AA p= 0.124). El polimorfismo rs4958487 presentó 
una asociación con la afectación ganglionar, el 81% de las pacientes con genotipo GG presentaban 
afectación ganglionar comparadas con el 65.3% de las heterozigotas y el 48.7% de las pacientes con 
genotipo AA (AG p= 0.097; GG p= 0.017). Por otro lado, el rs3210714 mostró una asociación estadís-
ticamente significativa con una menor probabilidad de presentar invasión linfovascular, el 92.7% de 
las pacientes con genotipo GG no presentaron invasión linfovascular comparadas con el 77.2% de las 
heterozigotas y el 73.5% de las pacientes con genotipo AA (GA p= 0.043; AA p= 0.031). Se observó un 
resultado similar con el rs19789707, el 92% de las pacientes con genotipo GG no presentaron invasión 
linfovascular comparadas con el 83.9% de las heterozigotas y el 71.1% de las pacientes con genotipo 
AA (AG p= 0.124; GG p= 0.043).
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SNPs
 

N
 

RCp RCB M y P mama M y P axila

OR(IC95%)    P´ OR(IC95%)    P' OR(IC95%)    P' OR(IC95%)    P'

rs2347128:

C/C 36 1      Ref. Ref.

C/G 61 1.22 [0.42;3.61] 0.732 0.97 [0.43;2.19] 0.934 0.73 [0.30;1.80] 0.511 0.49 [0.21;1.13] 0.098

G/G 35 0.47 [0.11;2.04] 0.336 2.07 [0.82;5.20] 0.123 0.96 [0.34;2.70] 0.942 0.72 [0.28;1.85] 0.503

rs3210714:

G/G 41 1      Ref. Ref.

G/A 57 1.03 [0.36;2.99] 0.961 1.33 [0.60;2.95] 0.482 0.97 [0.40;2.35] 0.958 0.57 [0.25;1.29] 0.185

A/A 34 0.65 [0.17;2.43] 0.543 1.75 [0.71;4.29] 0.224 0.76 [0.29;2.01] 0.588 0.75 [0.30;1.89] 0.557

rs4958487:

A/A 39 1      Ref. Ref.

A/G 72 0.74 [0.26;2.12] 0.577 1.01 [0.47;2.18] 0.983 0.69 [0.29;1.65] 0.414 1.55 [0.69;3.46] 0.293

G/G 21 1.08 [0.28;4.20] 0.906 1.07 [0.37;3.11] 0.903 0.69 [0.22;2.19] 0.542 2.93 [0.96;8.99] 0.064

Tabla 9 (cont.)

SNPs
 

RCp RCB M y P mama M y P axila

OR(IC95%)    P´ OR(IC95%)    P' OR(IC95%)    P' OR(IC95%)    P'

rs10065756

C/C      Ref.  

A/C 0.89 [0.32;2.45] 0.825 0.91 [0.44;1.89] 0.803 0.75 [0.33;1.68] 0.483 0.62 [0.26;1.46] 0.272

A/A 0.32 [0.03;3.00] 0.321 1.35 [0.42;4.35] 0.618 1.46 [0.34;6.33] 0.614 2.08 [0.45;9.52] 0.346

rs12153644

T/T      Ref.  

T/A 1.03 [0.36;2.99] 0.956 0.82 [0.38;1.78] 0.615 0.71 [0.30;1.70] 0.447 0.74 [0.29;1.84] 0.514

A/A 0.75 [0.13;4.39] 0.751 0.97 [0.32;3.01] 0.964 1.18 [0.30;4.65] 0.812 1.45 [0.37;5.77] 0.597

rs17718347

T/T      Ref.  

T/C 0.57 [0.20;1.68] 0.312 1.31 [0.62;2.78] 0.481 1.03 [0.45;2.38] 0.937 1.03 [0.43;2.48] 0.952

C/C 0.65 [0.14;2.92] 0.573 1.16 [0.40;3.35] 0.791 1.55 [0.45;5.35] 0.492 1.20 [0.34;4.26] 0.782

rs19789707

A/A      Ref.  

A/G 2.52 [0.79;8.04] 0.118 0.45 [0.20;0.99] 0.048 0.80 [0.33;1.91] 0.615 0.93 [0.37;2.36] 0.884

G/G 0.47 [0.08;2.67] 0.391 0.83 [0.31;2.22] 0.704 3.37 [0.93;12.22] 0.065 1.74 [0.52;5.81] 0.365

rs19789707

A/A o A/G       Ref.  

G/G 0.28 [0.06;1.36] 0.114 1.31 [0.55;3.13] 0.543 3.81 [1.15;12.56] 0.028 1.82 [0.62;5.30] 0.274

Tabla 10: Análisis multivariado de las SNPs con las respuesta patológicas. SNPs Del inglés Single Nucleotide Polymor-
phisms; RCp respuesta patológica completa;  RCB  Del inglés Residual Burden Cancer ; MyP Miller y Payne ; OR  Odds 
ratio; IC Intervalo de confianza; P’ P-valor basado en el test de log-rank.
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SNPs
 

RCp RCB M y P mama M y P axila

OR(IC95%)    P´ OR(IC95%)    P' OR(IC95%)    P' OR(IC95%)    P'

rs2347128

C/C       Ref.  

C/G 1.33 [0.41;4.31] 0.635 1.14 [0.49;2.68] 0.759 0.55 [0.21;1.46] 0.232 0.51 [0.19;1.37] 0.181

G/G 0.41 [0.08;1.95] 0.260 2.48 [0.94;6.52] 0.066 0.78 [0.26;2.33] 0.654 0.65 [0.22;1.98] 0.451

rs3210714

G/G       Ref.  

G/A 1.32 [0.42;4.13] 0.636 1.43 [0.63;3.27] 0.393 0.71 [0.28;1.81] 0.471 0.54 [0.21;1.44] 0.221

A/A 0.62 [0.15;2.51] 0.502 1.88 [0.74;4.77] 0.187 0.62 [0.22;1.73] 0.358 0.53 [0.18;1.58] 0.254

rs4958487

A/A       Ref.  

A/G 0.92 [0.30;2.83] 0.891 0.76 [0.34;1.70] 0.504 0.64 [0.25;1.60] 0.339 1.14 [0.44;2.92] 0.787

G/G 1.56 [0.35;6.95] 0.560 0.66 [0.22;2.04] 0.475 0.60 [0.17;2.06] 0.413 1.51 [0.41;5.54] 0.534

Tabla 10 (cont.)

• Polimorfismos de SPARC como marcador pronóstico

En los análisis univariados, la variante rs19789707 mostró una tendencia a la significación con la SG (p= 
0.069), debido a una mayor supervivencia de las pacientes heterozigotas (no hubo evento) respecto a 
las homozigotas (AA y GG). La SG a 5 años fue 100% (95% CI NA–NA) en las pacientes heterozigotas 
en comparación con 95.2% (95% CI 81.9–98.8%) en las pacientes con genotipo AA y 91.1% (95% CI 
68.8–97.7%) en las pacientes con genotipo GG. Las variantes rs19789707 y rs4958487 se asociaron con 
la SLE (Tabla 11 y 12).Para la variante rs19789707, las pacientes con genotipo GG presentaron una me-
nor SLE a 5 años, 84.1% (95% CI 57.1–94.8), que las pacientes portadoras del alelo A, 94.1% (95% CI 
87.4–97.3%), (p=0.089, modelo recesivo), sin llegar a ser significativo al ajustar por las covariables del 
estudio (HR 2.44 (0.66-8.93); p= 0.179).

Esta asociación mostró significación estadística al analizar el grupo de pacientes luminales A(p= 0.022 
modelo codominante; p=0.006, modelo recesivo) (Datos mostrados en el apartado ANEXO). Para la 
variante rs4958487, no se obtuvieron asociaciones significativas con la SLE al analizar toda la muestra 
(p=0.479), aunque al analizar por tipo molecular se observó que en el grupo de pacientes luminales B, 
las que tenían el genotipo GG presentaban una menor SLE que el resto de pacientes (p=0.066 modelo 
codominante; p=0.022 modelo recesivo) (Tabla 11 y 12).
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SNPs
 

SLE SG

HR(IC95%)    P´ HR(IC95%)    P'

rs10065756

C/C    

A/C 0.48 [0.12;1.92] 0.299 0.68 [0.11;4.04] 0.668

A/A 1.64 [0.33;8.26] 0.546 1.40 [0.15;13.5] 0.769

rs12153644

T/T    

T/A 0.69 [0.18;2.58] 0.577 0.40 [0.07;2.42] 0.321

A/A 1.37 [0.25;7.52] 0.719 0.86 [0.09;8.28] 0.897

rs17718347

T/T    

T/C 1.07 [0.29;4.01] 0.916 1.36 [0.23;8.15] 0.736

C/C 1.61 [0.29;8.91] 0.583 1.48 [0.13;16.4] 0.747

Tabla 11: Análisis univariado de los polimorfismos de SPARC con SLE y SG
SNPs Del inglés Single Nucleotide Polymorphisms; SLE Supervivencia Libre de Enfermedad; SG Supervivencia Global; 
HR  Hazard ratio ; IC Intervalo de confianza; P’ P-valor basado en el test de log-rank

SNPs
 

SLE SG

HR(IC95%)    P´ HR(IC95%)    P'

rs19789707

A/A    

A/G 0.51 [0.11;2.27] 0.374 0.00 [0.00;.] 0.998

G/G 2.00 [0.50;8.05] 0.329 1.01 [0.18;5.56] 0.989

rs19789707

A/A o A/G    

G/G 2.83 [0.82;9.76] 0.101 2.37 [0.43;13.0] 0.321

rs2347128

C/C    

C/G 0.22 [0.04;1.14] 0.071 0.19 [0.02;1.87] 0.156

G/G 0.79 [0.21;2.94] 0.723 0.61 [0.10;3.66] 0.590

rs3210714

G/G    

G/A 0.41 [0.10;1.70] 0.219 0.24 [0.02;2.27] 0.211

A/A 0.69 [0.17;2.92] 0.618 0.70 [0.12;4.19] 0.693

rs4958487

A/A    

A/G 0.85 [0.20;3.59] 0.830 0.82 [0.14;4.90] 0.826

G/G 2.02 [0.41;10.0] 0.391 0.99 [0.09;10.9] 0.994

Tabla 11 (cont.)
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SNPs
 

SLE SG

HR(IC95%)    P´ HR(IC95%)    P'

rs10065756

C/C    

A/C 0.47 [0.12;1.92] 0.294 0.72 [0.12;4.40] 0.722

A/A 1.57 [0.30;8.20] 0.596 0.99 [0.10;9.99] 0.992

rs12153644

T/T    

T/A 0.89 [0.23;3.45] 0.865 0.62 [0.10;3.90] 0.608

A/A 1.80 [0.31;10.48] 0.511 0.91 [0.09;9.31] 0.940

rs17718347

T/T    

T/C 1.17 [0.31;4.45] 0.821 1.60 [0.26;9.92] 0.616

C/C 1.30 [0.23;7.48] 0.766 0.86 [0.08;9.88] 0.906

rs19789707

A/A    

A/G 0.67 [0.15;3.10] 0.610 ND*  

G/G 2.02 [0.48;8.61] 0.340  

rs19789707

A/A o A/G    

G/G 2.44 [0.66;8.93] 0.179 1.86 [0.31;11.03] 0.495

rs2347128

C/C    

C/G 0.14 [0.02;0.84] 0.031 0.28 [0.03;3.08] 0.299

G/G 0.47 [0.11;2.10] 0.326 0.41 [0.06;2.87] 0.368

Tabla 12: Análisis multivariado de los polimorfismosde SPARC con SLE y SG .
SNPs Del inglés Single Nucleotide Polymorphisms; SLE Supervivencia Libre de Enfermedad; SG Supervivencia Global; 
HR  Hazard ratio ; IC Intervalo de confianza; P’ P-valor basado en el test de log-rank; ND*: HR no estimable debido a la 
ausencia de datos en el análisis ajustado.

SNPs
 

SLE SG

HR(IC95%)    P´ HR(IC95%)    P'

rs3210714

G/G    

G/A 0.42 [0.10;1.84] 0.250 0.38 [0.04;3.87] 0.411

A/A 0.57 [0.13;2.55] 0.462 0.47 [0.07;3.16] 0.438

rs4958487

A/A    

A/G 1.17 [0.27;5.02] 0.834 1.28 [0.20;8.02] 0.794

G/G 3.39 [0.59;19.31] 0.170 0.97 [0.08;11.74] 0.979

Tabla 12 (cont).
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• Asociaciones de los polimorfismos de SPARC con su expresión en tejido y sus niveles en sangre, 
con la cantidad de TILs  en tejido y con los nuevos biomarcadores (exosomas, NLR, MDSCs)

1)	 Polimorfismos de SPARC y expresión de SPARC en tejido: 

En la Tabla 13 podemos identificar fuertes correlaciones entre varios polimorfismos de SPARC y su ex-
presión proteica en el tejido tumoral cuantificada mediante el sistema H-score (0-300), tanto en estroma 
como en epitelio. Para la variante rs10065756, en estroma, las pacientes con genotipo CC presentaron 
una mediana del H-score (120) superior al de las pacientes con genotipo CA (40) y AA (100) (p=0.046); 
en epitelio se observó que las pacientes con genotipo CC presentaron una mediana del H-score (160) 
superior al de las pacientes heterozigotas (100) y de las pacientes con genotipo AA (40) (p=0.068). 
Para la variante rs121553644, en estroma, las pacientes con genotipo TT presentaron una mediana del 
H-score (140) superior al de las pacientes heterozigotas (60) y de las pacientes homozigotas para el ale-
lo A (80) (p=0.010); en epitelio se observó que las pacientes con genotipo TT presentaron una mediana 
del H-score (180) superior al de las pacientes heterozigotas (120) y de las pacientes homozigotas AA 
(60) (p=0.007). Destacar que, la variante rs4958487 asociada en nuestro estudio con variables clínicas 
también se correlacionó con el H-score de SPARC en estroma y en epitelio. En estroma, las pacientes 
con genotipo AA presentaron una mediana de H-score (150) superior a la de las pacientes heterozigotas 
(40) y de las pacientes homozigotas para el alelo G (80) (p= 0.005). En epitelio, las pacientes con geno-
tipo AA presentaron una mediana de H-score (210) superior a la de las pacientes heterozigotas (120) y 
de las pacientes con genotipo GG (90) (p= 0.005). Finalmente, el rs17718347 presentó correlación solo 
en epitelio; las pacientes con genotipo TT presentaron una mediana del H-score (160) superior al de las 
pacientes con genotipo TC (120) y CC (40) (p=0.030). El resto de variantes estudiadas no mostró corre-
lación con la expresión de la proteína en estroma y/o epitelio. 

2)	 Polimorfismos de SPARC y niveles de SPARC en suero: 

En este caso no hubo significación estadística para ninguna de las variantes de interés (Tabla 13). A pe-
sar de ello, si analizamos los números, se constata una linealidad de la variante rs4958487 y los niveles 
de SPARC en suero que, aunque no es estadísticamente significativa, es muy parecida a la observada 
en tejido: los valores son inferiores en los pacientes con genotipo GG.



73

SNPs
 

N
 

SPARC tejido SPARC suero

Epitelio Estroma

Mediana P´ Mediana P' Mediana P'

rs10065756 132      0.068      0.046      0.740

C/C 60 160.0 (120.0, 195.0)  120.0 (75.0, 145.0)  88.0 (69.5, 108.0)  

A/C 58 100.0 (40.0, 180.0)  40.0 (20.0, 140.0)  82.0 (66.3, 113.8)  

A/A 14 40.0 (20.0, 60.0)  100.0 (80.0, 120.0)  82.1 (62.5, 95.5)  

rs12153644 132      0.007        0.215

T/T 43 180.0 (150.0, 240.0)  140.0 (120.0, 160.0)     0.010 95.5 (74.7, 141.0)  

T/A 71 120.0 (40.0, 180.0)  60.0 (20.0, 140.0)  79.9 (66.1, 104.6)  

A/A 18 60.0 (40.0, 60.0)  80.0 (40.0, 80.0)  82.1 (66.3, 95.5)  

rs4958487 132      0.005      0.005      0.675

A/A 39 210.0 (160.0, 240.0)  150.0 (120.0, 160.0)  89.5 (69.5, 104.7)  

A/G 72 120.0 (40.0, 160.0)  40.0 (20.0, 140.0)  83.5 (67.9, 113.8)  

G/G 21 70.0 (60.0, 120.0)  80.0 (60.0, 100.0)  80.6 (66.3, 95.4)  

rs17718347 132      0.030      0.161      0.640

T/T 54 160.0 (120.0, 180.0)  120.0 (70.0, 140.0)  85.3 (68.3, 111.3)  

T/C 59 120.0 (40.0, 180.0)  40.0 (20.0, 140.0)  85.1 (70.5, 104.6)  

C/C 19 40.0 (12.5, 60.0)  100.0 (42.5, 130.0)  75.1 (62.2, 95.5)  

Tabla 13: Correlación de los polimorfismos de SPARC con la expresión de SPARC en tejido y sus niveles en suero. SNPs 
Del inglés Single Nucleotide Polymorphisms; SPARC, secreted protein acid and rich in cysteine; P’ P-valor basado en el 
test de log-rank

3)	 Polimorfismos de SPARC y cuantificación de TILs:

Los análisis de la relación de los polimorfismos de SPARC con el % de TILs estromales, tanto de forma 
cuantitativa como estratificada, mostraron una relación de la variante rs2347128 que no llegó a ser es-
tadísticamente significativa. Las pacientes con genotipo CC presentaron una mediana de TILs (7.5%) 
inferior a la de las pacientes con genotipos GC (15%) y CC (20%) (p= 0.135, modelo codominante). Al 
realizar el análisis según el modelo de herencia dominante, dicha asociación sí fue estadísticamente 
significativa en el total de la muestra genotipada (p=0.044),y prácticamente mantuvo la significación en 
el grupo de pacientes luminales B (p=0.073) (datos no mostrados en las tablas). Los análisis con el resto 
de polimorfismos no mostraron ninguna asociación significativa. 
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4)	 Polimorfismos de SPARC y marcadores emergentes:

Identificamos como la varianters121553644 se asociaba de manera significativa con los niveles de exo-
somas: los pacientes con genotiposT/T (9.0) y T/A (11.3) presentaron medianas de exosomas mayores 
que los pacientes con genotipo AA (6.6) (p=0.028). Del mismo modo, la variante rs17718347 presentó 
una correlación casi significativa con las MDSCs (p =0.068, modelo codominante): los pacientes con 
genotipo TT presentaron una mediana de MSDCs (1.3) inferior a los pacientes con genotipo TC (1.9) 
y CC (1.4) (Tabla 14). Cuando lo analizamos según el modelo dominante, sí resultó en una asociación 
estadísticamente significativa (p= 0.043).  En cuanto a las variantesrs4958487 y rs19789707 con las que 
observamos resultados clínicos, no hayamos una correlación ni con la cuantificación exosómica, ni con 
las MDSCs, ni tampoco con la NLR.

SNPs
 

N
 

MDSCs* NLR* Exosomas*

   count/microL P´ % P' pre-QT P’ post-QT P’ P’

bajo alto bajo alto

rs12153644 132  0.863  0.568   0.421   0.631  0.028

T/T 43 45.5 
(16.8, 69.9)

 1.6 
(1.1, 2.1)

 13 
(21.3%)

5 
(41.7%)

 13 
(22.4%)

5 
(33.3%)

 9.0 
(5.6, 10.0)

 

T/A 71 50.3 
(31.4, 73.2)

 1.6 
(1.2, 2.4)

 40 
(65.6%)

6 
(50.0%)

 38 
(65.5%)

8 
(53.3%)

 11.3 
(8.6, 21.7)

 

A/A 18 49.8 
(33.9, 67.0)

 2.1 
(1.3, 2.4)

 8 
(13.1%)

1 
(8.3%)

 7 
(12.1%)

2 
(13.3%)

 6.6 
(6.0, 10.5)

 

rs17718347 132  0.138  0.068   0.831   0.270  0.319

T/T 54 45.4 
(16.8, 54.9)

 1.3 
(1.1, 2.1)

 21 
(34.4%)

5 
(41.7%)

 21 
(36.2%)

5 
(33.3%)

 9.4 
(7.5, 18.0)

 

T/C 59 55.2 
(33.5, 84.5)

 1.9 
(1.3, 2.5)

 31 
(50.8%)

6 
(50.0%)

 31 
(53.4%)

6 
(40.0%)

 10.8 
(8.4, 18.6)

 

C/C 19 47.5 
(33.9, 67.0)

 1.4 
(1.1, 2.3)

 9 
(14.8%)

1 
(8.3%)

 6 
(10.3%)

4 
(26.7%)

 7.6 
(6.1, 17.5)

 

Tabla 14: Correlación de los polimorfismos de SPARC con MDSCs, NLR pre y postquimioterapia y Exosomas.*los datos 
se presentan como medianas. SNPs Del inglés Single Nucleotide Polymorphisms; P’ P-valor basado en el test de log-
rank; NLR Del inglés Neutrophil-to-Lymphocyte ratio;pre-QT pre-quimioterapia; post-QT post quimioterapia; MDSCs Del 
inglés Myeloid-Derived Suppressor Cells; 

Análisis in sillico

Hemos estudiado in sillico la posible funcionalidad de las variantes intrónicas rs1978707 y rs4958487 
mediante las bases de datos RegulomeDB y Haploreg que integran datos provenientes del proyecto 
ENCODE. La base de datos RegulomeDB asigna un score de 5 a la variante rs1978707 (intrón 4), lo que 
indica que la evidencia de que regule la expresión del gen es mínima. No obstante, la variante está en 
desequilibrio de ligamiento (r2>0.8) con 15 SNPs (HaploReg), de los cuales dos de ellos tienen un score 
de 1f: rs725937 (D’=1; r2=0.95) y rs7719521 (D’=1; r2=1). En este caso, el bajo valor de score es indica-
tivo de una alta evidencia de que dichos SNPs pueden afectar la expresión génica, ya que son eQTL 
para SPARC en monocitos de sangre periférica. Además pueden alterar el dominio de unión de factores 
de transcripción, rs725937 (E2F, Irf, SIX5) y rs7719521 (Spz1), aunque por ChIP-Seq no se ha observado 
la unión de las correspondientes proteínas. Por consiguiente, estas dos variantes sí serían candidatas 
a ser la variante causante de las asociaciones observadas con rs1978707. A la variante rs4958487 el 
RegulomeDB le asigna un score elevado de 4 (intrón 1), por lo que aunque la variante altera posibles do-
minios de unión a factores de transcripción (Duxl, Pbx3) su funcionalidad es poco evidente. La variante 
se encuentra en desequilibrio de ligamiento con un único SNP, rs1545030 (D’=1; r2=0.99),  que presenta 
un score de 3a. Este altera el lugar de unión de varios factores de transcripción (ELF3 y familia de FOX).



75

• Asociaciones entre expresión de SPARC en tejido y variables clínicas, respuesta patológica, 
   supervivencia y  otros biomarcadores del estudio (datos no mostrados en las tablas).

Los valores de la mediana de expresión de SPARC en tejido tumoral (h-score) son de 120 en epitelio y de 
80 en estroma. Observamos que hay una correlaciónentre la expresión de SPARC en epitelio y en estro-
ma (p<0.001). No obstante, cuando realizamos el análisis entre el subtipo molecular y h-score de SPARC 
en epitelio y/o estroma no identificamos asociaciones significativas, aunque los resultados sugieren 
diferencias entre los subtipos luminales y triples negativos, constatando mayor expresión de SPARC 
en el subtipo triple negativo. Concretamente para el subtipo luminal se identifica mayor expresión en 
epitelio  (Luminal A (N=14): mediana 160; Luminal B (N=25) mediana 110; Triple negativo (N=6) mediana 
110; p =0,861). En cambio, para el subtipo triple negativo la mayor expresión de SPARC se observa a 
nivel estromal (Luminal A: mediana 40; Luminal B: mediana 80; Triple negativo: mediana 150; p =0.398).

En la presente tesis, no identificamos asociación significativa de la expresión de SPARC en tejido con 
las variables clínico-patológicasanalizadas. A excepción del interesante hallazgo de una asociación que 
rozó la significación entre la expresión de SPARC en epitelio y la probabilidad de presentar ganglios axi-
lares afectos (ganglios no afectos (N=21): mediana 160; ganglios afectos (N=24): mediana 80, p=0.093).A 
su vez, se observó una mayor expresión estromal para aquellas pacientes con afectación axilar, aunque 
sin ser significativo estadísticamente (ganglios no afectos: mediana 60; ganglios afectos: mediana 100, 
p=0.664). 

No observamos asociaciones con la posibilidad de presentar una RCp o un impacto en supervivencia. 

En este apartado encontramos una correlación que rozó la significación entre el valor de NLR pre-qui-
mioterapia y la expresión de SPARC en epitelio, una mayor expresión se relacionó con un mayor nivel 
de la ratio en sangre (NLR<3 (N =36): mediana 117; NLR >3 (N=8): mediana 170; p=0.064).

Cuando analizamos la posible relación entre la expresión de SPARC y el infiltrado inflamatorio (subpo-
blaciones de TILs), constatamos que una mayor expresión de SPARC en estroma se correlacionó con 
más infiltrado inflamatorio para el subtipo de los linfocitos CD20 (r=0.429, p=0.006). Sin embargo,una 
mayor expresión de SPARC en epitelio se relacionaba con menos densidad de células dendríticas CD1a 
(r=-0.298, p=0.062).

1.3	 Determinar si existe una correlación de la cantidad de TILs en tejido tumoral con la 
	 respuesta patológica (biomarcador predictivo) y con la supervivencia (biomarcador 
	 pronóstico) además de evaluar su asociación con biomarcadores de expresión 
	 sistémica en cáncer de mama (Objetivo 2).

• TILs y variables clínico- patológicas:

La tabla 15 muestra las asociaciones entre la cuantificación de TILs (explorada tanto de forma continua 
como estratificada) y las variables clínico-patológicas. La cuantificación de los TILs pudo ser evaluada 
en 118 muestras de biopsia tumorales (73%), 91 de las cuales se clasificaron como luminales y 27 como 
triples negativas. Del total de las pacientes, 65 se clasificaron en el grupo bajo de TILs (46% Luminales/ 
9% triples negativas), y 53 en el alto (31% Luminales/14% triples negativas).

Se observó una asociación que se aproximó a la significación estadística entre la cantidad de TILs y 
el grado histológico observando que aquellas pacientes con menor cantidad de TILs presentaban un 
mayor grado histológico: para TILS estratificada (grado 3: 37.7% (11-100%) vs 21.5% (0-10%) p=0.058) 
y para TILs continua (p=0.023) La variable TILS analizada tanto de forma continua como de forma es-
tratificada no se asoció con el estatus del receptor hormonal, tampoco con el grado de KI67, el tamaño 
tumoral, la afectación de la axila, invasión perineural o linfovascular.
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• TILs como biomarcador predictivo

La Tabla 16 y 17 muestran las asociaciones entre la cuantificación de TILs y las respuestas patológicas. 
Respecto a la probabilidad de presentar una RCp hubo una asociación estadísticamente significativa de 
los TILs tanto de forma estratificada (22.6% (11-100%) vs 6.15% (0-10%); p=0.011) como continua (p= 
0.010). En este análisis podemos identificar un efecto protector del nivel alto de TILs en relación al nivel 
bajo, debido a que la probabilidad estimada de RCp es 4.5 (1/0.22) veces mayor en el grupo de TILs alto 
respecto al bajo. Esta significación se mantuvo en el análisis multivariado: TILs de forma estratificada 
(OR = 0.27; 95%CI, 0.07-0.99; p= 0.048) y continua (OR=0.83; 95%CI, 0.07-1.00; p= 0.046). 

Cuando analizamos estos datos según tipo molecular, identificamos como la significación se da princi-
palmente en el grupo de luminales, de las pacientes que sí responden el 16.2% tienen niveles de TILS 
altoy el 3.7% bajo (p=0.058) (datos mostrados en el apartado ANEXO).

Al analizar la respuesta por Miller y Payne en la mama, identificamos una correlación entre mayor nivel 
de TILs y mayor respuesta considerando los TILs de forma estratificada (39.6% (11-100%) vs 20% (0-
10%); p=0.022) y continua (p= 0.013). De nuevo, la significación se mantuvo en el análisis multivariado: 
TILs de forma estratificada (OR = 2.45; 95%CI, 1.02-5.88; p= 0.045) y continua (OR=1.17; 95%CI, 1.02-
1.35; p= 0.027). Una vez más se observa que dicha significación es principalmente para el subtipo lu-
minal, de las pacientes que sí responden el 35.1% tienen niveles de TILS alto y el 16.7% bajo(p=0.043) 
(datos mostrados en el apartado ANEXO). Respecto a la respuesta axilar no identificación correlación 
estadística.

En cuanto a la respuesta patológica por RCB, no observamos asociación con la cantidad de TILS (ver 
tabla). Aunque sí cuando realizamos los análisis por subtipo molecular, las luminales presentaron una 
tendencia a la significación (p=0.085): RCB=0 (16.2% (11-100%) vs 3.7% (0-10%)), RCB=1 (51.4% (11-
100%) vs 68.5% (0-10%)  y RCB=3 (32.4% (11-100%) vs 27.8% (0-10%) (datos mostrados en el apartado 
ANEXO).

TILs N RCp RCB MyP mama MyP axila

  OR (IC 95%) P' OR (IC 95%) P' OR (IC 95%) P' OR (IC 95%) P'

TILs estrat.         

11-100% 53 1      Ref. Ref.

0-10% 65 0.22 [0.07;0.74] 0.011 1.43 [0.69;2.95] 0.333 2.62 [1.16;5.96] 0.022 1.46 [0.70;3.05] 0.324

TILs cont.  0.82 [0.70;0.95] 0.010 1.11 [0.98;1.26] 0.110 1.18 [1.04;1.34] 0.013 1.05 [0.93;1.19] 0.458

Tabla 16: Análisis univariado de TILs con respuesta patológica.
TILs, del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes; TILs estrat.: se presenta como variable categórica; TILs cont.: Se presenta 
como variable continua; RCp Respuesta patológica completa; RCB del inglés Residual Burden Cancer; MyP Miller y Payne; 
OR  Odds ratio; IC Intervalo de confianza; P’ P-valor basado en el test de log-rank 
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TILs RCp  RCB  MyP mama  MyP axila  

 OR (IC 95%) P' OR (IC 95%) P' OR (IC 95%) P' OR (IC 95%) P'

TILs estrat.     

11-100% 1     Ref.  

0-10% 0.27 [0.07;0.99] 0.048 1.14 [0.53;2.45] 0.728 2.45 [1.02;5.88] 0.045 1.55 [0.58;4.12] 0.383

TILs cont. 0.83 [0.70;1.00] 0.046 1.08 [0.94;1.23] 0.259 1.17 [1.02;1.35] 0.027 1.05 [0.90;1.24] 0.530

Tabla 17: Análisismultivariado TILs con respuesta patológica
TILs, del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes; TILs estrat.: se presenta como variable categórica; TILs cont.: Se presenta 
como variable continua; RCp Respuesta patológica completa; RCB del inglés Residual Burden Cancer; MyP Miller y Payne; 
OR  Odds ratio; IC Intervalo de confianza; P’ P-valor basado en el test de log-rank 

• TILs como biomarcador pronóstico

En la Tabla 18 y 19 constatamos, tanto en el análisis univariado como en el multivariado, que a menor 
presencia de TILs en el tejido peor SLE. La SLE a 5 años fue 98.1% (95% CI 87.1–99.7) para TILs alto 
en comparación con 89.8% (95% CI 78.4–95.3%) para TILs bajo (univariado p=0.055; multivariado HR= 
11.28; 95%CI 1.33-96.03; p=0.027). Para TILs en forma continua (univariado p=0.109; multivariado HR= 
1.56 95%CI, 0.96-2.53; p=0.071). Si analizamos los resultados en función del subtipo molecularencon-
tramos que a menor cantidad de TILS más riesgo de recaída en las triples negativas (p =0.024) y la mis-
ma tendencia en las luminales (p=0.171) (datos mostrados en el apartado ANEXO). 

En cambio no encontramos una asociación con SG con el tiempo de seguimiento establecido.

TILs N
 
 

SLE SG  

Univariado Univariado

HR (IC 95%) P' HR (IC 95%) P'

TILs estrat.      

11-100% 53     

0-10% 65 7.53 [0.95;59.5] 0.055 2.39 [0.25;23.0] 0.450

TILs cont.  1.53 [0.91;2.57] 0.109 1.25 [0.75;2.07] 0.388

Tabla 18: Análisis univariado de los TILs con SLE y SG.TILs, del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes; TILs estrat.: se 
presenta como variable categórica; TILs cont.: Se presenta como variable continua; IC Intervalo de confianza; P’ P-valor 
basado en el test de log-rank; SLE Supervivencia Libre de Enfermedad; SG Supervivencia Global; HR  Hazard ratio.

TILs SLE SG  

Multivariado Multivariado

HR (IC 95%) P' HR (IC 95%) P'

TILs estrat.   

11-100%    

0-10% 11.28 [1.33;96.03] 0.027 4.83 [0.40;58.04] 0.215

TILs cont. 1.56 [0.96;2.53] 0.071 1.41 [0.79;2.50] 0.244

Tabla 19: Análisis multivariado de los TILs con SLE y SG. TILs, del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes; TILs estrat.: se 
presenta como variable categórica; TILs cont.: Se presenta como variable continua; IC Intervalo de confianza; P’ P-valor 
basado en el test de log-rank; SLE Supervivencia Libre de Enfermedad; SG Supervivencia Global; HR  Hazard ratio.
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•  Correlación de cada una de las subpoblaciones de TILs con la respuesta patológica y la 
   supervivencia.

Cuando analizamos el impacto que tienen las 5 subpoblaciones de TILs seleccionadas con la respuesta 
y la supervivencia obtuvimos los siguientes resultados. Identificamos una asociación, con una tenden-
cia a la significación estadística, de los linfocitos CD4 con respuesta por Miller y Payne en la mama, 
tanto para la población en conjunto (p=0.055) como para el subtipo luminal B (p=0.054). Además esta 
asociación presentaba un tendencia auna mejor SLE para este subtipo molecular (p=0.06). Por otro 
lado, las células dendríticas (CD1a) se asociaron de forma estadísticamente significativa con la SLE en 
el subgrupo con fenotipo luminal B (p=0.012).

Finalmente los histiocitos (CD68) se correlacionaron con RCp para el subtipo molecular triple negativo 
siendo el p-valor estadísticamente significativo (p=0.027). No identificamos un impacto de las poblacio-
nes linfocitarias en respuesta por RCB o en SG (datos mostrados en el apartado ANEXO).

•  Correlación entre los biomarcadores de expresión tisular y los biomarcadores de expresión 
    sistémica.

Este apartado tiene como objetivo hacer una correlación no paramétrica entre los biomarcadores anali-
zados en tejido respecto a los biomarcadores medidos en sangre. Tal como muestra la Tabla 20 identi-
ficamos una asociación entre la cantidad de exosomas y la variable continua de TILs, constatando que 
a mayor cantidad exosómica menor cantidad de TILs (r= -0.293; p=0.035). Asimismo se observa una 
asociación similar entre las MSDCs y la cantidad de TILs, de tal manera que a más concentración rela-
tiva del marcador CD33+ en células monocíticas en suero  menor densidad de TILs en tejido (r= -0.277; 
p=0.039).	

Suero Tejido Rho P-valor

Sparc suero TILs continua 0.023 0.862

Sparc suero Sparc epitelio -0.046 0.766

Sparc suero Sparc estroma 0.054 0.727

MDSCs_abs TILs continua -0.118 0.385

MDSCs_abs Sparc epitelio 0.055 0.728

MDSCs_abs Sparc estroma -0.116 0.464

MDSCs_rel TILs continua -0.277 0.039

MDSCs_rel Sparc epitelio -0.256 0.101

MDSCs_rel Sparc estroma -0.237 0.131

exosomas TILs continua -0.293 0.035

exosomas Sparc epitelio 0.022 0.894

exosomas Sparc estroma -0.016 0.923

Tabla 20: Asociaciones entre TILs como variable continua y SPARC tisular con biomarcadores en suero.
MDSCs Del inglés Myeloid-Derived Suppressor Cells ; MDSCs_abs: el valor absoluto de MDSCs (número de células 
MDSCS maduras por μl de sangre; MDSCs_rel : Valor relativo de MDSCs ( % total de MDSCs respecto del total de célu-
las mononucleadas); TILs, del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes; SPARC, secreted protein acid and rich in cysteine
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Cuando utilizamos la variable TILs como variable estratificada, de nuevo constatamos una correlación 
entre TILs y la variable MDSCs traduciéndose en una mayor presencia del biomarcador MDSCs en las 
muestras que menos cantidad de TILs presentan (2.0 (11-100%) vs 1.4 (0-10%); p= 0.031) (Tabla 21).

Biomarcador suero TILs 0-10% TILs 11-100 Total P’

(N = 65) (N = 53) (N = 118)  

SPARC suero (ug/ml)     0.866

      Mediana 83.5 (69.5, 103.3) 80.2 (62.8, 100.3) 80.6 (66.3, 101.8)  

MDSCs_abs     0.197

      Mediana 54.9 (41.0, 84.0) 42.1 (24.9, 72.8) 52.1 (29.9, 77.0)  

MDSCs_rel     0.031

      Mediana 2.0 (1.5, 2.5) 1.4 (1.1, 2.2) 1.7 (1.2, 2.3)  

Exosomas     0.154

      Mediana 14.1 (7.5, 23.7) 8.7 (6.6, 18.0) 9.8 (7.0, 18.5)  

Tabla 21: Asociaciones entre TILs como variable estratificada con biomarcadores en suero.

MDSCs Del inglés Myeloid-Derived Suppressor Cells ; MDSCs_abs: el valor absoluto de MDSCs (número de células 
MDSCS maduras por μl de sangre; MDSCs_rel : Valor relativo de MDSCs ( % total de MDSCs respecto del total de célu-
las mononucleadas); TILs, del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes; SPARC, secreted protein acid and rich in cysteine; 
P’ P-valor basado en el test de log-rank.

Cuando analizamos estos datos solo para la población de cáncer de mama de tipo luminal, se mantiene 
la asociación entre la variable MSDCs y la cantidad de TILs como variable continua (r= -0.311; p=0.038) 
y estratificada (2.1 vs 1.4; p=0.037) (Tabla 22 y 23). No pudimos obtener datos interpretables para el 
subgrupo de triples negativas debido al bajo número de muestras disponibles para este grupo.

Suero Tejido Rho P-valor

SPARC suero TILs continua -0.057 0.699

SPARC suero SPARC epitelio -0.117 0.485

SPARC suero SPARC estroma -0.049 0.771

MDSC_abs TILs continua -0.123 0.419

MDSC_abs SPARC epitelio 0.207 0.226

MDSC_abs SPARC estroma -0.043 0.803

MDSC_rel TILs continua -0.311 0.038

MDSC_rel SPARC epitelio -0.238 0.162

MDSC_rel SPARC estroma -0.269 0.113

exosomas TILs continua -0.255 0.103

exosomas SPARC epitelio 0.022 0.905

exosomas SPARC estroma -0.002 0.990

Tabla 22: Asociaciones entre TILs como variable continua con biomarcadores en suero para la población de tipo Luminal.

MDSCs Del inglés Myeloid-Derived Suppressor Cells ; MDSCs_abs: el valor absoluto de MDSCs (número de células 
MDSCS maduras por μl de sangre; MDSCs_rel : Valor relativo de MDSCs ( % total de MDSCs respecto del total de célu-
las mononucleadas); TILs, del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes; SPARC, secreted protein acid and rich in cysteine.
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Biomarcador suero TIL 0-10% TIL 11-100 Total P’

(N = 54) (N = 37) (N = 91)  

SPARC suero (ug/ml)
      Mediana

88.6 (69.5, 104.6) 80.2 (66.1, 95.5) 84.3 (67.3, 101.0)  0.548

MDSCs_abs
      Mediana

54.9 (46.4, 84.5) 40.3 (23.5, 72.8) 52.7 (31.4, 78.5) 0.275 

MDSCs_rel
      Mediana

2.1 (1.5, 2.6) 1.4 (1.2, 2.0) 1.6 (1.3, 2.3) 0.037

Exosomas
      Mediana

11.7 (6.8, 21.7) 9.3 (6.2, 18.3) 9.8 (6.6, 18.6) 0.525 

Tabla 23: Asociaciones entre TILs como variable estratificada con biomarcadores en suero para la población de tipo 
Luminal.

MDSCs Del inglés Myeloid-Derived Suppressor Cells ; MDSCs_abs: el valor absoluto de MDSCs (número de células 
MDSCS maduras por μl de sangre; MDSCs_rel : Valor relativo de MDSCs ( % total de MDSCs respecto del total de célu-
las mononucleadas); TILs, del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes; SPARC, secreted protein acid and rich in cysteine; 
P’ P-valor basado en el test de log-rank.

1.4 	 Explorar biomarcadores emergentes (NLR, MDSCs, exosomas) y estudiar su asociación 	
	 con las variables clínico-patológicas, la respuesta patológica y la supervivencia 
	 (Objetivo 3).

En este apartado se exponen las asociaciones identificadas entre los biomarcadores emergentes y la 
clínica. Encontramos una asociación de la NLR prequimioterapia con la afectación axilar, de tal manera 
que a menor proporción de NLR (NLR<3) más riesgo de encontrar un ganglio afecto por neoplasia ma-
maria (65.6% vs 33.3%; p= 0.048). Otras asociación se presentó entre el nivel de MDSCs (valor relativo) 
y respuesta patológica axilar por Miller y Payne, donde se puede deducir una mejor respuesta cuando 
hay mayor cantidad de este biomarcador en suero (37.9% vs 25.5%; univariado p=0.036; multivariado 
OR= 0.98 (95%CI, 0.96-1.00); p=0.046. En nuestra muestra de estudio no hallamos asociaciones de es-
tos biomarcadores con el resto de respuestas patológicas ni con la supervivencia (datos nos mostrados 
en las tablas).

1.5 	 Generar un modelo predictivo de respuesta a la quimioterapia en cáncer de mama 
	 integrando las variables clínico-patológicas, las subpoblaciones de TILs y los 			 
	 biomarcadores de interés (Objetivo 4).

Para analizar la relación entre los diferentes marcadores, se realizaron los estudios de clúster no je-
rarquizado incluyendo los marcadores correspondientes a linfocitos infiltrantes de tumor (CD20, CD8 
y CD4), células dendríticas (CD1a) e histiocitos (CD68) y, a continuación, eliminando cada marcador 
consecutivamente hasta hallar el mejor clúster. Finalmente seleccionamos el clúster que incluía los mar-
cadores CD4, CD8, CD20 y CD68 (denominado Clúster CD4/8/20/68) descartando, por lo tanto, el mar-
cador de células dendríticas (CD1a).
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Para la representación gráfica de los heatmaps hicimos una transformación logarítmica de la expresión 
de los diferentes marcadores, de tal manera que obtuvimos marcadores sobre-expresados (representa-
dos de color rojo) e infra-expresados (representados de color azul).

Los diferentes tumores de las pacientes se agruparon según el dendrograma mostrado en la figura 2, 
correspondiente al Clúster CD4/8/20/68. El heatmap muestra la abundancia relativa de las poblaciones 
inmunes en las muestras de biopsia para cada campo. Cada fila se corresponde con la muestra tumoral 
de un paciente y cada columna ilustra el enriquecimiento para cada población celular inmune. Las co-
lumnas de la izquierda hacen referencia a las variables incluidas en el análisis: la respuesta patológica, 
las recaídas y el estadio clínico.

Figura 2: Clúster CD4/8/20/68 para todos los subtipos moleculares. RPC: respuesta patológica completa; RCBtri: 
Del inglés Residual Burden Cancer.

(A) Recaída

(B) Estadio clínico

(C) RCP

(D) RCBtri
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El análisis identificó dos grupos (Figura 3).  El grupo marcado de color rojo (Grupo 2; N=20) en la parte 
inferior de la figura se comparó con el grupo de la parte superior de la figura de color azul (Grupo 1; 
N=76). Como podemos observar son dos grupos que se caracterizan por comportamientos clínicos y 
biológicos distintos.

La población del grupo 1 (color azul) se caracteriza clínicamente por presentar mayor número de recaí-
das (9 %) y una baja probabilidad de alcanzar una respuesta patológica (RCp 9%; Miller y Payne 4/5 
15%). Por otro lado, el grupo 2 (color rojo) no presenta recaídas y hay un mayor porcentaje de respues-
tas (28% RCp; Miller y Payne 4/5 52%). A nivel de subpoblaciones de TILs, el grupo de buen pronóstico 
(grupo 2), a diferencia del grupo de mayor riesgo clínico (grupo 1), se caracteriza por una gran cantidad 
de histiocitos (CD68) acompañado de un mayor infiltrado del resto de linfocitos, ya sean CD4, CD8 o 
CD20.  

Figura 3: Clúster CD4/8/20/68: Grupo 1 (color azul) y Grupo 2 (color rojo) para todos los subtipos moleculares. RPC: 
respuesta patológica completa; RCBtri: Del inglés Residual Burden Cancer, clasificacióncategorizada en 3 grupos.

(A) Recaída

(B) Estadio clínico

(C) RCP

(D) RCBtri
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Cuando analizamos los heatmaps del Clúster CD4/8/20/68 por subtipo molecular, los resultados mas 
interesantes los obtuvimos en los tumores de tipo luminal B y de tipo triple negativo. Tanto para las de 
tipo Luminal B (Figura 4) como para las de tipo triple negativa (Figura 5) observamos como el clustering 
identifica de nuevo dos grupos con compartamientos similares; uno de los grupos con mayor infiltrado 
inflamatorio y con mejores resultados clínicos. En la Figura 4 para luminales B observamos como el 
grupo marcado de color azul (Grupo 1; N=32) tiene dos recaídas mientras que en el otro grupo de colo 
rojo (Grupo 2; N=10) no se observa ninguna recaída. El grupo 2 tiene dos RCp (20%) mientras que en el 
grupo 1 las RCp representan una menor proporción (15%). Además en el grupo 1 se constata un 23.5% 
de respuesta 4/5 por Miller y Payne en comparación con el 60 % del grupo 2. 

La agrupación de los marcadores inflamatorios se mantiene de forma similar al obtenido cuando estu-
diamos toda la muestra en conjunto sin seleccionar por subtipo molecular: en el grupo 2 se constata 
mucha presencia de histiocito y mayor densidad inflamatoria de todos los linfocitos. En la Figura 5 de 
pacientes con cáncer de mama de tipo triples negativas vemos que el grupo con mejores resultados 
en este caso está representado en la parte superior de color rojo (grupo 2; N=5), caracterizado por no 
presentar ninguna recaída, 40 % de RCp y 60% de Miller y Payne 4/5, mientras que en el de color azul 
(grupo 1; N=20) se identifican 3 recaídas, 25 % de RCp y 40 % Miller y Payne 4/5. 

El cluster sigue seleccionando un grupo de tumores con marcada reacción inflamatoria y denso infiltra-
do por histiocitos (grupo2).

Teniendo en cuenta las poblaciones seleccionadas por los heatmaps descritos previamente, solo va-
mos a destacar los resultados obtenidos para los subtipos moleculares luminales By triples negativos 
del cáncer de mama.

Figura 4: Clúster CD4/8/20/68: Grupo 1 (color azul) y grupo 2 (color rojo) para subtipo Luminal B.
RPC: respuesta patológica completa; RCBtri: Del inglés Residual Burden Cancer, clasificación categorizada en 3 grupos.

(A) Recaída

(B) Estadio clínico

(C) RCP

(D) RCBtri
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Figura 5: Clúster CD4/8/20/68: Grupo 1 (color azul) y Grupo 2 (color rojo) para subtipo Triple negativo. RPC: respuesta 
patológica completa; RCBtri: Del inglés Residual Burden Cancer, clasificacióncategorizada en 3 grupos.

(A) Recaída

(B) Estadio clínico

(C) RCP

(D) RCBtri
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Clúster
 CD4/8/20/68

RCp RCB MyP mama My P 
axila

RCp RCB MyP mama My P 
axila

OR (IC 95%) P' OR (IC 95%) P' OR (IC 95%) P' OR (IC 95%) P'

Total         

G1 1      Ref.  

G2 2.34 [0.62;8.79] 0.208 0.54 [0.20;1.48] 0.231 0.36 [0.13;1.03] 0.057 0.48 [0.14;1.70] 0.255

Luminal B         

G1 1.00  1.00  1.00  Ref.  

G2 2.50 [0.30;20.93] 0.399 0.24 [0.05;1.14] 0.072 0.15 [0.03;0.77] 0.023 0.10 [0.01;0.70] 0.020

Triple negativo         

G1 1.00  1.00  1.00   

G2 1.93 [0.18;20.84] 0.590 0.80 [0.12;5.58] 0.826 0.54 [0.07;4.29] 0.562   

 
Tabla 26: Análisis multivariado del Clúster CD4/8/20/68 con respuesta patológica; OR  Odds ratio; IC Intervalo de con-
fianza; P’ P-valor basado en el test de log-rank. RCp, Respuesta patológica completa; RCB, del inglés Residual Cancer 
Burden; MyPMiller y Payne.

• Asociación entre el Clúster CD4/8/20/68 y supervivencia:

No identificamos ninguna asociación estadísticamente significativa ni para supervivencia libre de pro-
gresión ni para supervivencia global, por lo que solo mostramos resultados para el análisis univariado 
(Tabla 27).

Clúster
 CD4/8/20/68

N
 

SLE OS

HR (IC 95%) P' HR (IC 95%) P'

Total  

G1 79    

G2 21 0.00 [0.00;.] 0.999 0.00 [0.00;.] 0.999

Luminal B      

G1 34    

G2 10 0.00 [0.00;.] 0.999 0.00 [0.00;.] 0.999

Triple negativo      

G1 20    

G2 5 0.00 [0.00;.] 0.999 0.00 [0.00;.] 1.000

Tabla 27:  Análisis univariado del Clúster CD4/8/20/68 con SLE y SG. 
SLE, Supervivencia libre de enfermedad;  SG Supervivencia Global; HR  Hazard ratio; IC Intervalo de confianza; P’ P-valor 
basado en el test de log-rank;
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• Asociación entre el Clúster CD4/8/20/68 y los biomarcadores analizados:

Al analizar si los polimorfismos de SPARC pueden predecir los grupos identificados por las subpobla-
ciones de TILs en el total de la muestra, observamos una asociación con la variante rs19789707. Las 
pacientes heterozigotas (90.7%) para esta variante presentaron una mayor probabilidad de pertenecer 
al grupo 1 (grupo con peores respuestas patológicasy una población inflamatoria más pobre) que las 
pacientes homocigotas AA (70%) y GG (64.3%) (AG p= 0.030; GG p= 0.713) En la Tabla 28 solo mos-
tramos los resultados de los dos polimorfismos de SPARC de interés de la presente tesis (rs4958487 y  
rs19789707).

Los análisis también mostraron una correlación con la expresión de SPARC en tejido (p=0.044), según la 
cual la mediana del H-score en estroma para el grupo 2 (136) era superior a la del grupo 2 (80.2). (Grupo 
1 (N=33): mediana 70; Grupo 2 (N=8) mediana 145: p=0,066).

También se obtuvo una correlación con los niveles de TILs en tejido (tanto para variable estratificada 
como variable continua) con la probabilidad de pertenecer al grupo 1 ( estratificada 11-100%: 61.7% vs 
0-10%: 93.9%; p< 0.001, continua  p< 0.001). Finalmente no identificamos resultados significativos para 
los biomarcadores emergentes (Tabla 28). Cuando analizamos los resultados por subtipo molecular no 
obtuvimos resultados significativos.
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• Diseño del modelo predictivo en nuestra muestra:

Según nuestro modelo de regresión logística multivariada se tomó como variable dependiente el Clúster 
CD4/8/20/68 para toda la población (subtipos luminal A, B y triple negativo) (Figura 6) y se consideraron 
las  siguientes variables con p-valor <0.2: edad, grado histológico y variable estratificada de TILs. El 
peso para el risk score de estas variables resultó en: edad ≥50 =1 (OR:2.13 [0.70 ; 6.51]; p-valor =0,186); 
grado histológico I o II =1 ( OR: 2.83 [0.93 ; 8.61], p-valor 0,0066, TILs 0-10%=2 (OR: 8.39 [2.21 ; 31.84]; 
p-valor= 0,002)

Tras sumar las puntuaciones del score y calcular el punto de corte de índice de Youden (fue de 1,5 que 
a la práctica se considera 1) obtuvimos los valores correspondientes de bajo riesgo y de alto (Tabla 29).

 Figura 6: Poder predictivo del modelo (Área bajo la curva) 

Variables Puntuación Score

TILs 11-100% GH≠ 1 o 2 Edad < 50 0 0 0 0

TILs 11-100% GH≠ 1 o 2 Edad ≥50 0 0 1 1

TILs 11-100% GH=1 o 2 Edad < 50 0 1 0 1

TILs 11-100% GH=1 o 2 Edad ≥50 0 1 1 2

TILs 0-10% GH≠ 1 o 2 Edad < 50 2 0 0 2

TILs 0-10% GH≠ 1 o 2 Edad ≥50 2 0 1 3

TILs 0-10% GH=1 o 2 Edad < 50 2 1 0 3

TILs 0-10% GH=1 o 2 Edad ≥50 2 1 1 4

Tabla 29: Score para nuestro modelo predictivo; El score = 0 o 1 corresponde a bajo riesgo y el score =2, 3 o 4 corres-
ponde a alto riesgo. GH Grado histológico.
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7. DISCUSIÓN
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En el cáncer de mama la quimioterapia neoadyuvante ha permitido obtener mejores respuestas clínicas 
para algunos subtipos moleculares. No obstante, actualmente no disponemos de biomarcadores espe-
cíficos para predecir la respuesta al tratamiento de quimioterapia. Por ello, la caracterización biológica 
de biomarcadores, así como su influencia en el pronóstico puede contribuir a diseñar estrategias que 
nos permitan optimizar el manejo de las pacientes, minimizando a su vez las toxicidades secundarias.

En esta tesis se ha explorado, en una amplia serie de pacientes con cáncer de mama incluidas de mane-
ra consecutiva durante 6 años, si ciertos biomarcadores del microambiente tumoral tiene una influencia 
en los perfiles de respuesta inmunitaria y en la evolución clínica tras recibir tratamiento con esquemas 
de quimioterapia. 

A continuación se discuten los resultados obtenidos en este trabajo:

La selección de nuestro primer biomarcador, el gen SPARC, parte de una publicación previa en la que 
incluimos pacientes con cáncer de páncreas (278), y que nos sirvió de punto de partida para desarrollar 
la presente tesis. Hasta ese momento en la literatura se había descrito el aumento de la expresión de 
SPARC en diferentes tipos de tumor, entre los cuales se incluían el cáncer de mama, el melanoma, el 
colon y el cáncer de páncreas. Tomando como génesis el cáncer de páncreas, los diferentes trabajos 
nos revelan como SPARC se sobreexpresa en el microambiente tumoral a nivel celular y a nivel estro-
mal, sugiriendo su papel en las interacciones del tumor y el estroma. Se hace necesario resaltar, que la 
mayoría de estudios publicados hasta el momento analizaban SPARC desde un punto de vista inmuno-
histoquímico y que muchos de ellos no fueron concluyentes. Por otro lado, el análisis de variantes gené-
ticas como biomarcadores se realiza mediante técnicas de genotipado robustas que son poco costosas 
y que, por lo tanto, tienen una fácil traslación a la práctica clínica. Además, los polimorfismos de línea 
germinal han demostrado predecir el pronóstico y la respuesta a diferentes terapias en enfermedades 
neoplásicas (287–289). Lo anteriormente expuesto nos ha conducido a analizar el papel de variantes del 
gen SPARC como biomarcadores pronóstico y de respuesta al tratamiento de quimioterapia neoadyu-
vante en cáncer de mama.

De forma remarcable, dos de los ocho polimorfismos seleccionados de SPARC (rs1978707 y rs4958487) 
se asociaron con respuesta patológica y con supervivencia. Ambos polimorfismos se asociaron con una 
menor probabilidad de presentar respuesta patológica y con peor SLE, especialmente para el grupo de 
luminales (Objetivo 1). Este resultado es de especial interés en la práctica clínica ya que representa 
la posibilidad de disponer de estos biomarcadores en sangre periférica antes de iniciar el tratamiento. 
A nuestro conocimiento nuestro estudio es el primero que intenta analizar las variantes polimórficas 
de SPARC desde el punto de vista pronóstico y predictivo para pacientes que han recibido quimiote-
rapia en el cáncer de mama.  Recientemente se ha publicado un trabajo cuyos investigadores se han 
servido de la farmacogenética para otorgarnos más información pronóstica de SPARC en el cáncer 
de mama. Bawazeer S. y cols (290), con un diseño de caso-control, estudiaron el posible papel de los 
polimorfismos de SPARC en el desarrollo del cáncer de mama y los correlacionaron con la expresión 
de VEGF. Consideraron el NPI para medir el riesgo de cáncer de mama, que a su vez,  traduce la tasa 
de crecimiento, susceptibilidad metastásica e inestabilidad genética. Los pacientes de este estudio se 
clasificaron de acuerdo con el NPI en moderado y pobre pronóstico sin candidatos para el grupo de 
buen pronóstico. Lo que constataron fue que el NPI se asoció de forma estadísticamente significativa 
con el polimorfismors 7719521 del gen SPARC, y que este además se correlacionaba con la expresión 
de VEGF. Estos datos en su conjunto podrían sugerir el posible papel de la variante genética en el riesgo 
de desarrollo del cáncer de mama y su implicación en la angiogénesis. Tras realizar el análisis in sillico-
de nuestras variantes identificamos que el rs1978707 se encuentra en desequilibrio de ligamiento con 
el rs7719521 (D’=1; r2=1). Parece poco probable que la variante intrónica rs1978707 regule la expresión 
del gen y sea funcional, mientras que rs7719521 sí podría afectar la expresión génica al ser eQTL para 
SPARC y alterar el dominio de unión de factores de transcripción.



95

Por otro lado, la funcionalidad de la variante rs4958487 queda menos clara. En este trabajo de tesis, 
además de estudiar los polimorfimos de SPARC, se han analizado sus niveles séricos y su expresión en 
tejido. Tras analizar la posible correlación de nuestros polimorfismos del gen SPARC con su expresión 
en tejido y en suero nos encontramos que el rs4958487 se asociaba con menor expresión tanto a nivel 
de epitelio como de estroma. Al mismo tiempo, aunque no de forma estadísticamente significativa, sí 
observamos una linealidad numérica con menores niveles de la proteína a nivel sérico (Objetivo 1). Todo 
ello es indicativo de una posible funcionalidad del SNP, aunque sería necesario realizar más estudios.

Mencionar también, que en nuestro primer estudio (278) identificamos que dos de los ocho polimorfis-
mos de SPARC analizados se asociaban a supervivencia en pacientes con cáncer pancreático tratados 
con quimioterapia o terapia combinada con radioterapia tras ajustar por las características basales 
(rs17718347 y rs2347128). Este estudio aporta más datos al hecho de que las variantes en SPARC pue-
dan tener una implicación pronóstica y predictora.

Dentro de este marco, y teniendo en cuenta la gran incógnita expuesta en la literatura respecto al pa-
pel de la expresión de SPARC en tejido en el cáncer de mama, nosotros identificamos una asociación 
estadísticamente significativa entre la expresión de SPARC en epitelio y  la expresión de SPARC en 
estroma (p<0,001). Por lo tanto, estos resultados podrían sugerir que su expresión tanto a nivel de epi-
telio como de estroma nos aporta información, y que en la práctica clínica deberían analizarse en con-
junto. Además, este hallazgo podría sugerir que hay más procesos que influyen en el comportamiento 
de SPARC. Esto está en concordancia con algunos estudios que explican como las células tumorales 
probablemente median un efecto paracrino que induce la expresión de SPARC por parte del estroma 
colindante, proceso en el cual podrían intervenir exosomas. Al respecto, se han aislado fibroblastos de 
tejido normal de páncreas que aumentan la expresión de SPARC cuando se ponen en cultivo con cé-
lulas pancreáticas de cáncer de páncreas (178). Por lo tanto, parece que la capacidad de SPARC para 
promover o inhibir la progresión tumoral podría ser dependiente del tipo de célula donde se inicia y el 
contexto del microambiente y no tanto de la hipótesis compartimental (la hipótesis compartimental, tal 
como mencionábamos en el apartado de la introducción, hace referencia a que la implicación clínica de 
SPARC se deba a su expresión en el estroma o en el epitelio, pero no a ambas). Finalmente, no encon-
tramos diferente expresión entre las muestras de pacientes con cáncer de mama de tipo luminal y las 
de tipo triple negativo. Tampoco pudimos demostrar una correlación de su expresión con las variables 
clínico-patológicas, con la respuesta patológica ni con la supervivencia, todo ello posiblemente debido 
al bajo número de muestras disponibles (Objetivo 1).

En cuanto a la forma de evaluar SPARC en tejido, en nuestro estudio, y de acuerdo con nuestros pató-
logos, utilizamos el método H-score (0-300) (282). Este método difiere del método del estudio de Nagai 
y cols(189), cuyos investigadores analizaron la expresión de SPARC de forma cuantitativa a partir de un 
sistema de imagen de captura. En cambio, nuestro método es similaral utilizado por el equipo de Zhu 
y cols (191) y al empleado en el ensayo Gepartrio (190); que evaluaron la expresión del gen SPARC  te-
niendo en cuenta la intensidad de la tinción y la proporción de las células positivas e integraron ambos 
parámetros en un score estandarizado semicuantitativo.

Otro de los principales hallazgos de la presente tesis ha sido identificar una posible influencia de SPARC 
en la respuesta inmunológica (Objetivo1). Constatamos como la expresión de SPARC en las biopsias 
podría influir en el patrón del infiltrado inflamatorio, tanto de forma directa (en los Linfocitos T CD20 y 
las células dendríticas en tejido) como de forma indirecta (en el valor NLR pre-quimioterapia en suero). 
Nuestros resultados sugieren que SPARC podría estar favoreciendo la inmunogenicidad ya que la mayor 
expresión de SPARC en tejido se asoció con menos densidad de células dendríticas, con más infiltrado 
inflamatorio para el subtipo de los linfocitos CD20 y con mayor cantidad de neutrófilos en sangre. Ade-
más a esta información se suma la asociación entre la expresión de SPARC en estroma y la probabilidad 
de pertenecer al grupo 2 de nuestro clúster un grupo caracterizado por un mayor infiltrado inflamatorio y 
mejores tasas de respuesta patológica. Por el contrario, nosotros no identificamos asociación de estas 
variantes de SPARC con los otros biomarcadores emergentes (Exosomas, NLR o MDCSs) ni con los 
TILs.
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En líneas generales se conoce que SPARC no está vinculado a una vía de señalización en concreto, si 
no que puede estar implicado en múltiples vías dependiendo de las interacciones celulares estableci-
das y del estadio del cáncer. Algunos ejemplos de éstas vías de señalización son: (ILK)/PI3K/Akt, Ras/
Raf/MEK/ERK1/2/AP-1 y NF-κB (291). De este modo se ha observado como SPARC a través de la vía 
AKT podría activar la transición epitelio-mesénquima para algunos tipos de cáncer, incrementando en 
consecuencia la progresión tumoral (292). Llama la atención la identificación de la mayoría de los re-
ceptores de las moléculas de la matriz extracelular en la literatura excepto para SPARC; sigue siendo 
una incertidumbre como éste coopera con la superficie celular para llevar a cabo sus funciones (172).

El infiltrado inmune tumoral está asociado a mejores resultados para el cáncer de mama de tipo HER2 
positivo y triple negativo, tanto en enfermedad localizada como en enfermedad avanzada (206,293).
La incorporación de la densidad del infiltrado de la respuesta inmune pre-existente con otros facto-
res pronósticos y clínicos, permitirá a los clínicos estimar mejor la supervivencia a largo plazo tras un 
diagnóstico de cáncer de mama. Sin embargo, el valor pronóstico y predictivo de los TILs en el cáncer 
de mama de tipo luminal sigue siendo controvertido (294). Por este motivo,  en nuestro trabajo de tesis 
hemos querido evaluar el papel de los TILs en una cohorte de pacientes de tipo luminal, además de las 
de fenotipo triple negativo, tratadas y seguidas en nuestra institución.

Los autores Carsten Denkert y cols (228);  estudiaron el valor pronóstico y predictivo de la concentra-
ción de TILs, examinándolo en las muestras de biopsias teñidas con hematoxilina-eosina previas al tra-
tamiento en 6 ensayos clínicos aleatorizados cuyo objetivo era estudiar el tratamiento neoadyuvante en 
cáncer de mama. Los autores confirmaron la importancia de la cantidad de TILs en la predicción de la 
RCp, independientemente del subtipo molecular de cáncer de mama. Además la RCp se asoció a mejor 
pronóstico (SLE) en pacientes con cáncer de mama de tipo HER2 positivo y triple negativo, pero no en 
el pequeño subgrupo de luminales-HER2 negativas. En el grupo de luminales, la concentración de TILs 
no se asociaba con SLE y, sorprendentemente, una baja densidad de TILs se asociaba de forma signi-
ficativa con mayor SG que las de alta concentración de TILs, mostrando resultados opuestos a los de 
las poblaciones de triple negativas y HER2 positivas. De momento no se ha dado ninguna explicación 
con un buen aval científico respecto a esto. A todos nos surgió la cuestión de si los TILs confieren peor 
evolución en la enfermedad de tipo luminal. Esta asociación paradójica entre los TILs y los tumores de 
tipo luminal-HER2 negativo traduce una biología peculiar del infiltrado inmunológico.

Estudios previos al mencionado muestran los resultados de cada uno de los ensayos más destacados 
(GeparDuo, GeparTrio, y GeparQuinto) revelando datos similares para el total de la población y para el 
grupo de luminales. En éstos, el análisis exploratorio del  subgrupo de cáncer de mama predominante-
mente linfocitario presentaban de forma estadísticamente significativa mayores tasas de RCp compara-
do con aquellas que no eran de este subtipo (224,226). En los tumores RRHH positivos, la tasa de RCp 
para el subtipo predominantemente linfocitario fue de 28.2 % en contraste con los que no lo eran (8.2%). 
Por lo tanto, el uso de TILs como biomarcador para cáncer de mama de tipo luminal requiere de más 
validación(226). En uno de los metanálisis realizados a partir de grandes cohortes incluyeron pacientes 
con tumores de alto grado de tipo luminal que alcanzaban RCp impactando a su vez en supervivencia 
a largo plazo, mientras que estos hallazgos no se observaron para tumores de grado I o II (137). Re-
cientemente, un estudio de neoadyuvancia en cáncer de mama de tipo luminal altamente proliferativo 
ha reportado una estimación de tasas de respuesta patológica completa mayor para las pacientes que 
reciben pembrolizumab junto con terapia estándar frente a las que solo recibían tratamiento estándar 
(295).

Uno de las principales aportaciones de la presente tesis ha sido identificadar datos de la implicación 
de los TILs para el grupo de pacientes con cáncer de mama de tipo luminal. A través de la evaluación 
de la cantidad de TILs como variable continua y estratificada (en este caso como variable dicotómica) 
identificamos una asociación entre cantidad de TILs y un mayor grado histológico. En el grupo de lumi-
nales, las pacientes cuyas biopsias presentaban mayor concentración de TILs se traducía en una ma-
yor probabilidad de presentar RCp y mayor grado de respuesta por Miller y Payne que además podría 
tener un impacto en SLE. Por el contrario no observamos estos datos en SG, probablemente debidoa 
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la necesidad de un seguimiento de las pacientes superior. El posible impacto en supervivencia para el 
grupo de luminales está en consonancia con la publicación reciente del equipo de Curigliano (296). Para 
el grupo de triples negativas, a pesar de no constatar impacto en respuesta patológica,  sí observamos 
su impacto en SLE (Objetivo 2). Los hallazgos de la presente tesis conjuntamente con las del equipo 
de Curigliano podrían sugerir que los TILs tienen un valor pronóstico que difiere entre las pacientes tra-
tadas con quimioterapia respecto a las que no la recibieron. Ciertamente también se puede intuir que 
hay un subgrupo dentro de las luminales más inmunogénico y que merecen de una mejor exploración 
para inmunoterapias futuras. El trabajo de Curigliano difiere del nuestro en 2 aspectos, por un lado era 
un estudio de adyuvancia y por otro establecieron el punto de corte de TILS en 5%, punto de corte 
que en nuestro caso no llegamos a utilizar tras confirmar en nuestra muestra buenos resultados para el 
grupo de RE positivo con el umbral de TILs al 10%. Estos resultados también respaldan la posibilidad 
de que esquemas que contienen antraciclinas aportan un grado de inmunogenicidad. Algunos grupos 
argumentan que la muerte celular inducida por la quimioterapia implica una variedad de reacciones 
inmunes que median un “efecto vacuna”, liberando una serie de señales antigénicas que representan el 
éxito de la terapia citostática en las enfermedades oncológicas (297). Los tratamientos de quimioterapia 
destruyen las células tumorales por apoptosis y estudios recientes sugieren que algunos quimioterápi-
cos deben inducir una destrucción tumoral que mejora el reconocimiento de la célula cancerígena por 
el sistema inmune (298). La explicación para esta activación inmunitaria selectiva es por un incremento 
de la expansión de los Linfocitos T CD8+ y un aumento de la densidad de TILs mediada por el sistema 
HLA clase I, que permite una presentación antigénica efectiva (299). Actualmente hay una evidencia 
clara que da soporte a que ciertos quimioterápicos como las antraciclinas, la ciclofosfamida o la gem-
tamicina puedan promover la apoptosis en las células cancerígenas con efectos inmunogénicos a tra-
vés de mecanismos diferentes (300). Este patrón de muerte tumoral inmunogénica se caracteriza por 
una secuencia temporal de eventos que incluyen procesos tales como la translocación temprana de la 
calreticulina a la superficie celular y, consecutivamente, la interacción de la calreticulina con múltiples 
receptores presentes en las células dendríticas (299).

Los principales ensayos clínicos prospectivos del grupo alemán previamente descritos no nos han 
caracterizado las subpoblaciones de TILs en las biopsias y tampoco nos han diferenciado los grupos 
moleculares luminal A vs B. Por este motivo, con el objetivo de estudiar mejor el impacto de la res-
puesta inmune y el microambiente tumoral tras un tratamiento neoadyuvante en pacientes con cáncer 
de mama,  hemos determinado 5 subpoblaciones: histiocitos (CD68), linfocitos T (CD4 y CD8), células 
dendríticas (CD1a) y linfocitos B (CD20). Seguidamente, realizamos un estudio de clusteringa partir de 
los diferentes marcadores de linfocitos y seleccionamos el Clúster CD4/8/20/68 como el mejor predictor 
de respuesta patológica.En el análisis del clustering,teniendo en cuenta los resultados previamente 
descritos en el grupo de pacientes con cáncer de mama de tipo luminal, diferenciamos los subtipos 
luminales A vs B.Los resultados obtenidos de este análisis, además de identificarnosun patrón de infil-
trado inflamatorio que nos permitió generar nuestro modelo predictivo final, nos aportó datos para los 
dos primeros objetivos de la tesis: 

1) 	 Una subpoblación de pacientes con tumores de tipo luminal B y otra de triple negativo con una 
mejor respuesta patológica, a nivel local y algunas también a nivel ganglionar, y cuya población 
linfocitaria se caracteriza por un enriquecimiento de histiocitos y linfocitos T y B (Objetivo 2); 

2) 	 Del grupo 1 del Clúster CD4/8/20/68 por una variante de SPARC (rs1978707) se puede traducir 
en una posible implicación en la respuesta inmunológica (Objetivo 1). El grupo 1 además se 
asoció con peor evolución clínica,  con menor infiltrado inflamatorio y con características clínico 
patológicas de peor pronóstico (mayor grado histológico y ki67>14%). 
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En resumen, en su conjunto estos datos apoyan una posible correlación entre el fenotipo molecular y el 
perfil inmunogénico en el cáncer de mama.

Los datos obtenidos de nuestro Clúster CD4/8/20/68 revelan además el tipo de poblaciones linfocitarias 
que pueden tener un papel en resultados clínicos de nuestra cohorte de cáncer de mama, concreta-
mente observamos una implicación tanto de los macrófagos como de las células B, poblaciones cuyos 
datos publicados hasta ahora son controvertidos, a diferencia de lo que sucede con los linfocitos T CD4 
y CD8. Los macrófagos pueden afectar el microambiente tumoral, ya que proporcionan factores con 
capacidad trófica y promueven la migración y la extravasación (301). Además los macrófagos, reclu-
tados por el factor estimulador de colonias derivado de tumor tipo 1 produce el factor de crecimiento 
epidérmico que activa la migración celular en tumor. Pocos son los estudios que han evaluado el valor 
pronóstico de los macrófagos en el cáncer de mama. Los datos que disponemos para la mayoría de 
procesos malignos apuntan a que la infiltración macrocitaria se correlaciona con peor pronóstico (302). 
En nuestro estudio, aunque no pudimos proceder a la diferenciación de los dos subtipos de macrófagos 
(M1/2), observamos que la presencia de los mismos en el grupo 2 de nuestro clúster selecciona un grupo 
de pacientes de tipo luminal B con una tasa de respuesta patológicas mayor a la quimioterapia, sin em-
bargo,  nuestro seguimiento no nos ha permitido demostrar un impacto en la supervivencia.

Otra población celular poco estudiada en cáncer de mama y para la que también hemos aportado da-
tos, es la de los linfocitos B. Muy pocos estudios han examinado el valor pronóstico o predictivo de TILs 
CD20 tras un tratamiento de quimioterapia. Denkert y cols (224);encontraron una correlación estadísti-
camente significativa entre los TILs CD20 y la RCp. En otro trabajo, un grupo de pacientes con cáncer 
de mama con altas tasas de respuesta se caracterizó por un alto infiltrado de TILs CD20 en las biopsias 
pre-tratamiento, y con un decrecimiento del infiltrado tras recibir la quimioterapia (303). En otro estudio 
que incluía 580 biopsias con cáncer de mama previas al tratamiento, una alta expresión de CD20 se 
asoció con 5.5 veces más de probabilidad de presentar RCp al tratamiento neoadyuvante basado en el 
esquema de antracilinas y taxanos (304).

Esta información se añade a la identificada en un análisis previo que realizamos para cada una de las 
poblaciones de TILs de forma individualizada: identificamos una correlación de las subpoblaciones 
CD68, CD20, CD4 y CD1a  con la respuesta patológica y la SLE, siendo especialmente significativa para 
las células dendríticas, lo cual, aunque nuestro clúster no las seleccionó, avala la posible implicación 
de las mismas en nuestra cohorte de pacientes con cáncer de mama. Los datos identificados en nues-
tra tesis para las poblaciones CD4 y CD8 están en consonancia con los datos publicados (211,212) y 
además añaden un valor a su función predictiva para los grupos moleculares de tipo luminal  y triple 
negativo. 

Los TILs no pueden considerarse como una única pieza del puzle inmunogénico del tumor y debe ser 
complementario a la evaluación de otros datos morfológicos (subtipos moleculares) genómicos (perfiles 
de expresión génica) para establecerse como un marcador robusto de utilidad clínica. Como ejemplo,  
el Working Group  ha activado un esfuerzo internacional para incluir los TILs en el índice de RCB con 
el objetivo de ganar precisión en la estratificación del riesgo del cáncer de mama tras un tratamiento 
neoadyuvante (305). Por consiguiente,  desde un punto de vista especulativo, quisimos explorar nuevos 
biomarcadores cuyo rol en el cáncer de mama no está bien estudiado, sin embargo,  podrían ser inte-
grados a futuro en un modelo predictivo y pronóstico, conjuntamente con SPARC y TILs, entre otros. 
Cuando analizamos los 3 biomarcadores seleccionados en nuestro segundo estudio (NLR, exosomas, 
MDSCs) no identificamos datos interpretables respecto a su correlación con las variables clínico-pato-
lógicas, respuesta patológica o supervivencia, probablemente debido al bajo número de muestras para 
cada uno de ellos (Objetivo 3). En cambio, los datos más interesantes los obtuvimos en el subestudio 
donde enfrentamos los biomarcadores séricos con los biomarcadores tisulares: cabe destacar la aso-
ciación observada de los niveles de TILs con los exosomas y las MDSCs. Esta asociación se mantenía 
de una forma característica cuando analizamos exclusivamente la población de tipo luminal. Lo que 
observamos es un efecto supresor de los exosomas y de las MDSCs, cuyos niveles en sangre nos están 
disminuyendo la expresión de TILs a nivel tisular, y especialmente en la población luminal. Las fuentes 
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literarias nos argumentan que en la mayoría de estudios en cáncer de mama los exosomas emiten se-
ñales negativas, lo que supone un efecto supresor en la respuesta inmune antitumoral ya que inhibe la 
respuesta de célula T convirtiendo a las células inmunes a un fenotipo pro-tumoral (306). Los exosomas 
que derivan de lesiones tumorales de cáncer de mama contribuyen a su vez al crecimiento tumoral 
bloqueando la señal mediada por IL-2 que activa a las células NK y su respuesta inmune contra las 
células tumorales (307). Otro trabajo demostró que los exosomas circulantes secretados por células de 
cáncer de mama contribuyen a la activación del NF-kB de los macrófagos lo que induce una respuesta 
pro-inflamatoria incrementando los niveles de citoquinas inflamatorias (308). Respecto a lo observado 
con las MDSCs también está en consonancia con trabajos reportados en otros muchos tipos de cáncer, 
pero en el caso concreto de cáncer de mama hay escasa evidencia (309). Esta aproximación permitirá 
en un futuro estudiar la potencialidad de algunas otras células del torrente sanguíneo como las Tregs 
y otras poblaciones mieloides inmunosupresoras e identificar las diferencias con grupos de mujeres 
sanas respecto a las pacientes con cáncer de mama con el objetivo de explorar nuevas dianas para la 
inmunoterapia.

En el cáncer de mama de tipo luminal, teniendo en cuenta nuestros resultados, podemos especular que 
su comportamiento biológico podría estar relacionado con una mayor señalización sistémica (mayor 
concentración en suero de marcadores indirectos tales como MDSCs y exosomas), que retroactivamen-
te suprime el infiltrado linfoide en el tejido. Se conoce que el grupo de luminales se caracteriza por un 
mayor número de mutaciones en TP53 así como amplificaciones en FGFR1  y CCND1,  que implica una 
mayor inestabilidad genómica y que podría activar una respuesta inmunogénica, sin embargo, por los 
motivos previamente expuestos, no parece ser suficiente para ser contrarrestado por el sistema inmune 
adaptativo, esto explicaría la peor evolución de algunas pacientes (310).

Respecto al biomarcador NLR, aunque los estudios más recientes (311,312) apuntan a que una mayor 
proporción de NLR se relaciona con peores resultados de supervivencia, sobretodo para el cáncer de 
mama de tipo no luminal HER2 negativo, nosotros no lo hemos podido demostrar.

Desafortunadamente en nuestro estudio tampoco encontramos una relación delos biomarcadores 
emergentes con el clúster seleccionado, ni tampoco con el gen SPARC. A destacar una reciente publi-
cación que propone a SPARC como un potencial marcador de las MDSCs con capacidad inmunosupre-
sora y pro-tumoral incluyendo procesos tales como la transición epitelio mesénquima y la angiogénesis 
(313). Sin duda sería algo interesante de explorar en estudios futuros para entender la funcionalidad y 
el comportamiento de estos marcadores indirectos de fácil obtención para los distintos subtipos de 
cáncer de mama.

Los resultados de este estudio nos proporcionan una visión de la contribución del microambiente tu-
moral en la biología del cáncer de mama, principalmente para los fenotipos triple negativo y luminar. 
Además, la integración de los biomarcadores analizados en nuestra muestra nos ha permitido diseñar 
un modelo predictivo que,  validado de forma prospectiva, nos podría ayudar a seleccionar aquellas 
pacientes con una mejor respuesta y evolución pronóstica (Objetivo 4). Estos datos nos permitirán 
además desescalar o escalar tratamientos y seleccionar las pacientes que podrían beneficiarse de nue-
vas terapias inmunológicas.

Nuestro modelo predictivo ha sido el resultado de comprender la interacción que se establece entre las 
células cancerígenas con el microambiente. Además traduce las posibles vías que controlan la trans-
formación y crecimiento de un tumor, de la metastásis, la tolerancia inmune y la respuesta terapéutica. 



100

Esta tesis tiene algunas limitaciones. Los resultados no pueden generalizarse a todos los pacientes 
debido al pequeño tamaño muestral y al diseño retrospectivo que podría haber sesgado la selección 
de la muestra,  por lo que deben ser interpretados con cautela. Cabe destacar la ausencia de un gru-
po control para discernir realmente si la tasa de RCp o de mayor gradación de respuesta se deben a 
los esquemas de quimioterapia empleados. Resaltar además que el momento de la obtención de las 
muestras para cada uno de los biomarcadores ha sido en momentos distintos, resultando un número de 
muestras distintas para cada uno de ellos.

En resumen, una mejor comprensión de estos biomarcadores en pacientes seleccionados de forma 
prospectiva, y en distintos momentos evolutivos de la enfermedad,  nos ayudará a comprender mejor 
los cambios dinámicos que se establecen en el ecosistema tumoral.
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8. CONCLUSIONES
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 	 El gen SPARC tiene una función pronóstica y predictiva en el cáncer de mama. 
	 La variante rs19789707 del gen SPARC así como la expresión de SPARC en tejido tanto 
	 a nivel de estroma como de epitelio tienen una implicación en la respuesta inmune 
	 (Objetivo 1).

	 En el cáncer de mama, la densidad de TILs y las subpoblaciones CD4, CD8, CD20, 		
	 CD1a, CD68,  analizados en las biopsias previas al tratamiento de quimioterapia 
	 neoadyuvante, tienen un papel pronóstico y predictivo para los subtipos de cáncer 
	 de mama de tipo triple negativo y luminal. 
	 (Objetivo 2).

	 El análisis de nuevos biomarcadores séricos (exosomas, NLR, MDSCs) aporta 
	 información indirecta de lo que está sucediendo en el tejido tumoral y describe un 
	 posible comportamiento biológico para el cáncer de mama de tipo luminal 
	 (Objetivo 3).

	 La integración de las subpoblaciones de TILs (clúster), el gen SPARC y los 
	 biomarcadores emergentes en un modelo predictivopermite identificar una 
	 subpoblación de pacientes con cáncer de mama triple negativo y  una de tipo 
	 luminal B con una mejor respuesta patológica y mejor evolución clínica 
	 (Objetivo 4).
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9. LINEAS DE FUTURO
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1.	 Teniendo en cuenta que algunos de estos biomarcadores ofrecen beneficio en el 
	 diagnóstico obtenido a partir de una biopsia líquida, entender y caracterizarlos 
	 biológicamente, recogiendo muestras basales, pre y post-tratamiento, es de vital 
	 importancia ya que permitirá investigar el potencial terapéutico de cada uno de ellos.

2.	 Es indispensable estandarizar la forma de evaluar cada uno de los biomarcadores. 
	 Concretamente los TILs aún no han sido integrados en la decisión terapéutica a pesar 	
	 de haberse establecido ya su valor pronóstico. Los TILs deben incorporarse en un 
	 modelo de predicción de riesgo para guiar decisiones terapéuticas, tanto en la 
	 neoadyuvancia como la adyuvancia. El análisis digital probablemente será una 
	 herramienta útil, ya que además permitirá obtener el patrón general de infiltrado inmune 	
	 en el cáncer de mama, escaneando la heterogeneidad de esta población gracias a la 
	 imagen proporcionada por un software.

3.	 Finalmente, deberán validarse los biomarcadores en estudios randomizados y 
	 controlados. Combinando estos marcadores podremos disponer de un modelo 
	 pronóstico y predictivo que correlacionado con otras variables clínico-patológicas, 
	 con la expresión génica y con la  carga mutacional nos permita predecir la respuesta 
	 a los tratamientos, tanto de quimioterapia como de las nuevas terapias.
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11.2 	 Resultados no presentados en la tesis

• Correlación de cada una de las subpoblaciones de TILs con la respuesta patológica y la 
   supervivencia:
 	

 
 

Todas Triple negativo Luminal A Luminal B

P´ P´ P´ P´

RPC     

CD1a 0.403 0.659 0.503 0.653

CD20 0.208 0.656 0.226 0.692

CD4 0.175 1.000 1.000 0.210

CD8 0.369 0.378 1.000 0.693

CD68 0.181 0.027 0.488 1.000

RCB     

CD1a 0.656 0.460 0.848 0.806

CD20 0.525 0.871 0.475 0.573

CD4 0.444 0.427 0.716 0.188

CD8 0.638 0.640 1.000 0.710

CD68 0.528 0.151 0.399 0.904

M y P mama     

CD1a 0.776 1.000 1.000 0.722

CD20 0.386 1.000 1.000 0.313

CD4 0.055 1.000 0.394 0.054

CD8 0.450 0.697 1.000 0.521

CD68 0.289 0.677 0.185 0.163

M y P axila     

CD1a 0.566 1.000 1.000 0.498

CD20 0.280 1.000 0.722 0.060

CD4 0.328 0.594 1.000 0.128

CD8 0.400 1.000 0.200 0.763

CD68 0.904 1.000 0.815 1.000

SG     

CD1a 0.504    

CD20 0.208    

CD4 0.143    

CD8 0.246    

CD68 0.120    

SLE     

CD1a 0.339 0.758 0.551 0.012

CD20 0.095 0.648 0.180 0.239

CD4 0.505 0.577 0.666 0.060

CD8 0.774 0.758 0.992 0.186

CD68 0.316 0.274 0.866 0.044

Tabla 30: Correlación de las subpoblaciones de TILs con las respuestas patológicas y la supervivencia.TILs, del inglés Tu-
mor-Infiltrating Lymphocytes ; RCp respuesta patológica completa;  RCB  Del inglés Residual Burden Cancer ; MyP Miller 
y Payne; SLE, Supervivencia libre de enfermedad;  SG Supervivencia Global; P’ P-valor basado en el test de log-rank.  



139

• Correlación de los polimorfismos de SPARC y la densidad de TILs (variable estratificada) 
   con la respuesta y la supervivencia por subtipo molecular.

SNPs
 

Triple negativo Luminal A Luminal B Luminales (A+B)

P´ P´ P´ P´

rs10065756: 1.000 0.302 1.000 0.540

C/C     

A/C     

A/A     

rs12153644: 1.000 0.698 0.875 1.000

T/T     

T/A     

A/A     

rs17718347: 0.416 0.157 0.767 0.404

T/T     

T/C     

C/C     

rs19789707: 0.198 0.629 1.000 0.752

A/A     

A/G     

G/G     

rs19789707: 0.217 1.000 1.000 0.687

A/A o A/G     

G/G     

rs2347128: 0.303 0.457 0.537 0.252

C/C     

C/G     

G/G     

rs3210714: 0.246 1.000 0.655 0.505

G/G     

G/A     

A/A     

rs4958487: 1.000 0.090 0.289 0.508

A/A     

A/G     

G/G     

TILs* 0.405 0.351 0.221 0.058

11-100%     

0-10%     

	  

Tabla 31: Correlación entre los polimorfismos de SPARC y la cantidad de TILs (*variable estratificada) con la RCp. TILs, 
del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes ; SNPs Del inglés Single Nucleotide Polymorphisms; RCp respuesta patológica 
completa;  P’ P-valor basado en el test de log-rank.  
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SNPs
 

Triple negativo Luminal A Luminal B Luminales (A+B)

P´ P´ P´ P´

rs10065756: 0.879 0.110 0.199 0.851

C/C     

A/C     

A/A     

rs12153644: 1.000 1.000 0.569 0.692

T/T     

T/A     

A/A     

rs17718347: 1.000 0.084 0.512 0.733

T/T     

T/C     

C/C     

rs19789707: 0.212 0.717  0.116

A/A   0.203  

A/G     

G/G     

rs19789707: 0.458 0.559 0.150 0.062

A/A o A/G     

G/G     

rs2347128: 0.542 0.866 0.836 1.000

C/C     

C/G     

G/G     

rs3210714: 0.566 1.000 0.236 0.491

G/G     

G/A     

A/A     

rs4958487: 0.886 1.000 0.148 0.386

A/A     

A/G     

G/G     

TILs* 0.696 0.321 0.238 0.043

11-100%     

0-10%     

 	  	  

Tabla 32: Correlación entre los polimorfismos de SPARC y la cantidad de TILs (*variable estratificada) con la respuesta 
patológica por Miller y Payne en la mama. TILs, del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes ; SNPs Del inglés Single Nu-
cleotide Polymorphisms; P’ P-valor basado en el test de log-rank. 
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SNPs
 

Triple negativo Luminal A Luminal B Luminales (A+B)

P´ P´ P´ P´

rs10065756: 1.000 0.541 0.255 0.126

C/C     

A/C     

A/A     

rs12153644: 1.000 0.205 0.813 0.345

T/T     

T/A     

A/A     

rs17718347: 0.395 0.336 0.846 0.274

T/T     

T/C     

C/C     

rs19789707: 0.541 0.255 0.793 0.911

A/A     

A/G     

G/G     

rs19789707: 0.385 0.357 0.741 0.907

A/A o A/G     

G/G     

rs2347128: 0.043 0.813 0.452 0.737

C/C     

C/G     

G/G     

rs3210714: 0.117 0.613 0.806 0.729

G/G     

G/A     

A/A     

rs4958487: 1.000 0.112 0.886 0.283

A/A     

A/G     

G/G     

TILs: 0.615 0.495 0.784 0.395

11-100%     

0-10%     

Tabla 33: Correlación entre los polimorfismos de SPARC y la cantidad de TILs (*variable estratificada) con la respuesta 
patológica por Miller y Payne en la axila. TILs, del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes ; SNPs Del inglés Single Nucleoti-
de Polymorphisms; P’ P-valor basado en el test de log-rank. 
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SNPs
 

Triple negativo Luminal A Luminal B Luminales (A+B)

P´ P´ P´ P´

rs10065756: 0.948 0.485 0.651 0.834

C/C     

A/C     

A/A     

rs12153644: 0.951 0.967 0.915 0.990

T/T     

T/A     

A/A     

rs17718347: 0.650 0.610 0.924 0.701

T/T     

T/C     

C/C     

rs19789707: 0.374 0.203 0.964 0.546

A/A     

A/G     

G/G     

rs19789707: 0.390 0.477 1.000 0.650

A/A o A/G     

G/G     

rs2347128: 0.303 0.196 0.828 0.439

C/C     

C/G     

G/G     

rs3210714: 0.344 0.102 0.886 0.613

G/G     

G/A     

A/A     

rs4958487: 0.888 0.330 0.577 0.843

A/A     

A/G     

G/G     

TILs* 0.876 0.261 0.309 0.085

11-100%     

0-10%     

	  	  	  

Tabla 34: Correlación entre los polimorfismos de SPARC y la cantidad de TILs (*variable estratificada) con el RCB. TILs, 
del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes; RCB  Del inglés Residual Burden Cancer; SNPs Del inglés Single Nucleotide 
Polymorphisms; P’ P-valor basado en el test de log-rank. 
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SNPs
 

Triple negativo Luminal A Luminal B Luminales (A+B)

P´ P´ P´ P´

rs10065756: 0.359 0.927 0.359 0.689

C/C     

A/C     

A/A     

rs12153644: 0.643 0.579 0.327 0.820

T/T     

T/A     

A/A     

rs17718347: 0.974 0.429 0.486 0.612

T/T     

T/C     

C/C     

rs19789707: 0.537 0.022 0.728 0.240

A/A     

A/G     

G/G     

rs19789707: 0.764 0.006 0.448 0.092

A/A o A/G     

G/G     

rs2347128: 0.168 0.160 0.966 0.470

C/C     

C/G     

G/G     

rs3210714: 0.572 0.365 0.966 0.850

G/G     

G/A     

A/A     

rs4958487: 0.680 0.802 0.066 0.319

A/A     

A/G     

G/G    

rs4958487:    

A/A o A/G 0.395 0.715 0.022 0.132

G/G     

TILs* 0.024 0.350 0.272 0.171

11-100%     

0-10%     

Tabla 35: Correlación entre los polimorfismos de SPARC y la cantidad de TILs (*variable estratificada) con la SLE. TILs, 
del inglés Tumor-Infiltrating Lymphocytes; SNPs Del inglés Single Nucleotide Polymorphisms;  SLE Supervivencia libre de 
evento; P’ P-valor basado en el test de log-rank. 
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