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DESCRIPCIÓN 

 
Método para determinar el tratamiento de cáncer de mama 
 

Remisión a solicitudes relacionadas 5 
 

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos n.º 61/692.331, 
presentada el 23 de agosto de 2012. 
 
Campo de la invención 10 
 
La presente invención se refiere a un método para determinar un procedimiento de tratamiento para el cáncer de 
mama, un método de predicción de una respuesta clínica a un tratamiento de cáncer de mama y un método para 
seleccionar un agente de tratamiento endocrino en el tratamiento del cáncer de mama. En general, los métodos de 
la presente invención comprenden determinar la relación de receptores de estrógenos (ER) y receptores de 15 
andrógenos (AR). En particular, la relación de AR a ER puede usarse para determinar el tratamiento eficaz para el 
cáncer de mama; predecir una respuesta clínica a un modo particular de tratamiento para el cáncer de mama; y 
seleccionar un agente de tratamiento endocrino para el tratamiento de cáncer de mama. 
 
Antecedentes de la invención 20 
 
El cáncer de mama es una enfermedad extremadamente complicada. Pero en su más simple expresión, puede 
dividirse en dos tipos: cáncer de mama positivo al receptor de estrógenos (ER), que representa aproximadamente un 
70 % de todos los cánceres de mama, y cáncer de mama negativo a ER. Los tratamientos endocrinos, a veces 
llamados terapias hormonales, abordan el cáncer positivo al receptor de estrógenos. Por tanto, en el pasado, se ha 25 
usado ER como biomarcador para determinar si tratar el cáncer de mama con tratamiento endocrino o algún otro 
tratamiento de base no endocrina. 
 
Recientemente se ha demostrado que en los cánceres de mama, el receptor de andrógenos (AR) se expresa más 
ampliamente que el receptor de estrógenos (ER) alfa o el receptor de progesterona (PR). Por consiguiente, AR 30 
recientemente ha surgido como un marcador útil para el refinamiento adicional de la clasificación del subtipo de 
cáncer de mama (1, 2). Se ha descubierto que en un estudio particular que implica 2171 cánceres de mama 
invasivos de mujeres incluidas en el Nurses’ Health Study, un 77 % eran positivos para AR por inmunohistoquímica 
(IHC) (3). Entre los subtipos, un 88 % de ER+ (es decir, positivos al receptor de estrógenos), un 59 % de HER2+ y 
un 32 % de cánceres de mama triple negativo (ER-/PR-/HER2-) eran positivos para la expresión de AR por IHC (3). 35 
Similar a ER y PR, la expresión de AR está asociada con un estado bien diferenciado (4) y cánceres de mama más 
inactivos (5). 
 
Como los tumores ER+ se estimulan por estrógenos, tratamientos tales como el antagonista de ER tamoxifeno o 
inhibidores de la aromatasa (AI), que bloquean la conversión de andrógenos en estrógenos, generalmente son 40 
eficaces para inhibir la progresión de dichos tumores. Sin embargo, un 30-50 % de todos los pacientes con cáncer 
de mama ER+ presentan resistencia de novo a estos tratamientos endocrinos tradicionales y finalmente todos los 
cánceres de mama ER+ metastásicos adquieren resistencia (6, 7). 
 
De forma interesante, incluso entre los tumores ER+, algunos cánceres de mama responden bien a un tratamiento 45 
endocrino tradicional mientras que otros no (58). Actualmente, no hay un método fiable para determinar si un cáncer 
de mama responderá mejor a un tratamiento endocrino tradicional o un tratamiento antiandrógenos. Por tanto, en la 
mayoría de los casos, la primera línea de tratamiento por quimioterapia para el cáncer de mama usa un tratamiento 
endocrino tradicional, que es eficaz en únicamente algunos de los pacientes con cáncer de mama. Como con la 
mayoría de los tratamientos de quimioterapia, la administración de un tratamiento endocrino tradicional a aquellos 50 
que probablemente no responderán positivamente causa una sobrecarga y carga física y financiera excesiva. 
 
Por consiguiente, existe una necesidad de un método para determinar si un cáncer de mama particular responderá 
positivamente a un tratamiento endocrino. 
 55 
Sumario de la invención 
 
Algunos aspectos de la invención proporcionan métodos para determinar si un cáncer de mama responderá 
probablemente a un tratamiento dirigido a ER o si podría responder mejor a un tratamiento antiandrógenos. Como se 
usa en este documento, la expresión "tratamiento dirigido a ER" se refiere a una quimioterapia que usa un agente 60 
antiestrógenos convencional (por ejemplo, antagonistas del receptor de estrógenos tales como tamoxifeno o 
fulvestrant) o una clase de fármaco de inhibidor de aromatasa (AI). 
 
La presente invención se basa al menos en parte en el descubrimiento por el autor de la presente invención de que 
tumores que responden a un tratamiento endocrino tradicional (es decir, antiestrógenos o AI) tiene una correlación 65 
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positiva entre AR y ER (por ejemplo, cuando AR es elevado, ER también es elevado y cuando AR es bajo, ER 
también es bajo) mientras que los tumores que responden menos bien a un tratamiento endocrino (medido por 
encogimiento del tumor o un tiempo más corto hasta la recidiva o supervivencia sin enfermedad más corta) no 
muestran esta correlación, o tienen significativamente más AR que ER (por ejemplo, relación AR:ER >3, típicamente 
>2 y a menudo >1,3). 5 
 
Algunos aspectos de la invención divulgan un método para determinar la forma más eficaz de tratamiento endocrino 
para cáncer de mama (un tratamiento dirigido a ER, es decir, endocrino o un tratamiento dirigido a AR, por ejemplo, 
usando un antagonista de AR). Otras aspectos más de la invención divulgan un método para predecir o controlar la 
respuesta clínica a un modo particular de tratamiento de cáncer de mama. Aún en otros aspectos de la invención se 10 
proporciona un método para determinar el tratamiento de quimioterapia a usar en un paciente con cáncer de mama 
particular. 
 
Un aspecto particular de la invención divulga un método para predecir una respuesta clínica de un paciente con 
cáncer de mama a un modo dado de tratamiento. 15 
 
En un aspecto, la presente invención proporciona un método para predecir la probabilidad de responder 
positivamente a un tratamiento endocrino de un paciente con cáncer de mama que comprende: (a) determinar la 
relación entre el receptor de andrógenos (AR) y el receptor de estrógenos (ER) presente en una muestra tisular del 
paciente; y (b) comparar la cantidad de AR y ER en la muestra tisular; en el que una correlación positiva entre AR y 20 
ER es indicativa de una probabilidad de una respuesta positiva a un tratamiento endocrino antiestrógenos. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona un método para seleccionar un agente de quimioterapia para 
tratar el cáncer de mama en un sujeto que necesita dicho tratamiento, comprendiendo dicho método: (a) determinar 
la relación entre el receptor de andrógenos (AR) y el receptor de estrógenos (ER) presente en una muestra tisular 25 
del sujeto; y (b) seleccionar un modulador de ER para tratar al sujeto cuando la relación entre AR y ER en la muestra 
tisular es inferior a 1,3 o seleccionar un modulador de AR para tratar al sujeto cuando la relación entre AR y ER en la 
muestra tisular es mayor de 1,3. 
 
En general, los métodos de la invención incluyen determinar la relación del receptor de andrógenos (AR) y el 30 
receptor de estrógenos (ER) en una muestra celular del paciente. Una correlación positiva entre AR y ER (por 
ejemplo, cuando ER está elevado, AR también está elevado y viceversa) es indicativa de una probabilidad de una 
respuesta positiva a un tratamiento endocrino dirigido a ER tradicional (tal como antiestrógenos como tamoxifeno o 
fulvestrant, o AI). En contraste, las células tumorales que no muestran la correlación positiva (o "una correlación 
inversa") entre AR y ER (es decir, relación AR:ER de >1,3) es indicativa de una probabilidad de una respuesta 35 
positiva a un tratamiento antiandrógenos. 
 
Otro aspecto de la invención divulga un método para determinar un procedimiento de tratamiento para un paciente 
con cáncer de mama. Dicho método incluye determinar la relación del receptor de andrógenos (AR) y el receptor de 
estrógenos (ER) en una muestra celular del paciente. Si hay una correlación positiva entre AR y ER, entonces el 40 
paciente se trata con un tratamiento endocrino tradicional, mientras que si no hay correlación positiva o hay una 
correlación inversa de AR:ER, por ejemplo, la relación es mayor de 1,3, entonces el paciente se trata con un 
tratamiento antiandrógenos. Típicamente, el tratamiento antiandrógenos comprende administrar un inhibidor del 
receptor de andrógenos al paciente que padece cáncer de mama, mientras que un tratamiento endocrino tradicional 
comprende administrar un inhibidor del receptor de estrógenos (tal como tamoxifeno o fulvestrant o raloxifeno), un 45 
inhibidor de aromatasa o una combinación de los mismos. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 

La figura 1 muestra gráficos de AR frente ER en una muestra celular y portaobjetos de inmunotinción de AR y ER 50 
de células de tumor de mama (A y B) y células normales adyacentes (C). Se tomaron biopsias centrales de 

pacientes antes de recibir cuatro meses de tratamiento endocrino neoadyuvante y se tiñeron para AR y ER. El 
valor de tinción (porcentaje de tinción positiva X intensidad) para AR se representó frente a la de ER y se 
muestra para pacientes que respondían (A, izquierda), aquellos que no (B, izquierda), y células normales 
adyacentes (C, izquierda). La pendiente de la línea (β) se indica, así como el valor P, y la correlación de 55 
Spearman. También se muestran imágenes representativas de tinción de AR y ER en los que respondían (A, 
derecha), los que no respondían (B, derecha), y aquellos de células normales adyacentes (C, derecha). 

 
La figura 2 muestra el resultado del ensayo de proliferación inducido por estrógenos. 

 60 
Descripción detallada de la invención 
 
El autor de la presente invención descubrió que en tumores ER+ que respondían a tratamiento endocrino no 
adyuvante, disminuía tanto la expresión de ARNm como de proteína de ER y AR. Sin embargo, en tumores que no 
lograban responder a tratamiento endocrino, la expresión de ARNm y proteína de AR permanecía elevada (8, 9). 65 
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Adicionalmente, la sobreexpresión de AR aumentaba la resistencia a tamoxifeno en modelos de cáncer de mama in 
vitro e in vivo (10). De forma interesante, el autor de la presente invención también observó que los niveles de AR 

aumentaban en respuesta a E2 y también en respuesta a tamoxifeno en tumores de xenoinjerto. Sin limitarse a 
teoría alguna, se cree que esto es una indicación de que la actividad agonista parcial de tamoxifeno da lugar a 
regulación por aumento de AR (8). Estos datos indican que la resistencia de novo o adquirida tratamientos 5 
antiestrógenos en tumores de mama es un resultado de un cambio de dependencia de estrógenos a andrógenos. 
 
Hay un subconjunto de cánceres de mama negativos a ER llamados apocrinos moleculares o de receptor de 
andrógenos luminales (LAR) que retienen AR (11-14), y el patrón de expresión génica activada por AR en estos 
tumores se parece mucho a la de cánceres de mama ER+ (15, 16). El compuesto antiandrógenos bicalutamida 10 
inhibe el crecimiento de líneas celulares apocrinas moleculares in vitro y los datos preclínicos en ratones con una 
línea celular representativa, MDA-MB-453, indican que los antiandrógenos pueden ser tratamientos dirigidos útiles 
para dichos tumores (2, 17-20). Sin embargo, la bicalutamida tiene propiedades agonistas parciales y la resistencia a 
bicalutamida es una frecuente circunstancia en cánceres de próstata (21, 22). 
 15 
La enzalutamida es un inhibidor de la señalización de AR novedoso que inhibe AR con una afinidad 5 veces mayor 
que la bicalutamida, altera la translocación nuclear de AR, inhibe la unión a ADN en células de cáncer de próstata y 
carece de actividad agonista a dosis eficaces (23-25). La enzalutamida ha demostrado mejorar significativamente la 
supervivencia global en un ensayo clínico en fase III en pacientes con cáncer de próstata resistente a la castración 
(CRPC) (26). 20 
 
Algunos aspectos de la invención divulgan un método para identificar tumores, en particular cánceres de mama, que 
responden a un tratamiento antiestrógenos y aquellos que responden mejor a tratamiento antiandrógenos. Como se 
usa en este documento, el término "responder" cuando se refiere a un tratamiento particular significa que el 
tratamiento es eficaz en el tratamiento del tumor de modo que ralentiza o detiene el crecimiento tumoral o se 25 
consigue regresión del crecimiento tumoral (es decir, reducción en el tumor). Como se usa en este documento, la 
expresión "tratamiento antiestrógenos" se refiere a un tratamiento endocrino que usa un antagonista del receptor de 
estrógenos (ER) tal como tamoxifeno. Otros antagonistas de ER incluyen ICI o inhibidores de la síntesis de 
estrógenos tales como inhibidores de la aromatasa, así como aquellos conocidos para los expertos en la materia. 
Como se usa en este documento, la expresión "tratamiento antiandrógenos" se refiere a un tratamiento que usa un 30 
antagonista del receptor de andrógenos (AR). Los antagonistas de andrógenos ejemplares incluyen enzalutamida, 
bicalutamida o inhibidores de la síntesis de andrógenos tales como abiraterona, así como aquellos conocidos para 
los expertos en la materia. Debe apreciarse que las expresiones "antagonistas de ER" y "antagonistas de AR" no 
excluyen que dicho compuesto sea activo contra otros receptores. La expresión simplemente indica que la actividad 
de un antagonista de ER es más activa hacia ER que hacia otros receptores, tales como AR, y asimismo un 35 
antagonista de AR es más activo hacia AR que hacia otros receptores, tales como ER. Típicamente, la actividad 
para un receptor particular es al menos dos veces, a menudo al menos cinco veces, y más a menudo al menos diez 
veces la del otro receptor. 
 
Los aspectos de la presente invención se basan al menos en parte en el descubrimiento por el autor de la presente 40 
invención de que los tumores que responden a tratamiento antiestrógenos tienen una relación AR:ER en tumores 
que responden a tratamiento antiestrógenos de menos de 1,3. La relación de AR:ER puede determinarse fácilmente 
por inmunotinción. Por tanto, se puede valorar o determinar la inmunotinción para AR y ER multiplicando el 
porcentaje de células teñidas x la intensidad de tinción. Como alternativa, simplemente se puede determinar el 
porcentaje de células que se tiñen positivamente para AR y/o ER. Se descubrió que los tumores que no responden a 45 
tratamiento antiestrógenos tienen una relación o correlación no significativa entre ER y AR. 
 
Otros aspectos de la invención proporcionan un método para determinar un tratamiento de quimioterapia de acuerdo 
con la correlación de ER frente a AR diagnóstica. Determinando la relación de AR:ER usando métodos descritos en 
este documento, se puede seleccionar si administrar una quimioterapia antiestrógenos o una quimioterapia 50 
antiandrógenos. En general, cualquier método conocido para un experto en la materia para determinar la cantidad 
relativa o absoluta o valor de ER o AR (por ejemplo, nivel de expresión de ARNm, cantidad de ARNm, métodos de 
inmunotinción tales como ELISA y transferencia de Western) pueden usarse para determinar la relación de ER y AR 
presente en el tumor. En una realización particular, se usa inmunotinción para determinar la relación de AR:ER. 
Usando un método divulgado en este documento, los pacientes que se encontraron que tenían tumores con 55 
características que indican que responderán positivamente a tratamiento antiestrógenos se tratan con tratamiento 
antiestrógenos, y los pacientes con tumores que tienen características que indican que no responderán 
positivamente a terapia antiestrógenos se tratan con un tratamiento diferente (por ejemplo, un inhibidor 
antiandrógenos o de la ruta de los andrógenos). Debe apreciarse que si el análisis indica que el tratamiento 
antiestrógenos es eficaz, se puede administrar una combinación de los tratamientos antiandrógenos y 60 
antiestrógenos. 
 
De forma sorprendente e inesperada, el autor de la presente invención ha descubierto que los tumores de cáncer de 
mama que tienen una correlación positiva entre los receptores de estrógenos y los receptores de andrógenos (es 
decir, cuando ER es elevado AR es elevado y viceversa) son más sensibles a tratamiento endocrino tradicional o 65 
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antiestrógenos (por ejemplo, con tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa) y que los tumores que tienen una 
correlación positiva o tumores que tienden a tener una correlación inversa en AR y ER no responden a tratamiento 
antiestrógenos. Por lo tanto, los tumores que no tienen una correlación positiva entre AR y ER (es decir, que tiene 
significativamente más AR que ER, por ejemplo, la relación de AR:ER es 1,3 o mayor, típicamente 2 o mayor y a 
menudo 3 o mayor) son candidatos para el tratamiento con un inhibidor antiandrógenos o de la ruta de los 5 
andrógenos. Como se usa en este documento, la expresión "correlación positiva entre AR y ER" se refiere a la 
relación de menos de 1,3, típicamente en el intervalo entre 0,5 y 1,3, y a menudo entre 0,7 y 1,3. 
 
En algunas realizaciones, la relación o correlación de ER frente a AR se determinó por inmunotinción para los 
valores del receptor de estrógenos y del receptor de andrógenos (por ejemplo, porcentaje de células que se tiñen x 10 
intensidad de tinción). Como alternativa, la relación de AR:ER puede obtenerse simplemente determinando el 
porcentaje de células que son positivas para la inmunotinción. 
 
Como se indica anteriormente, los aspectos de la presente invención se basan al menos en parte en el 
descubrimiento por el autor de la presente invención de que cuando estos valores (por ejemplo, inmunotinción de AR 15 
y ER) se representan uno frente al otro en el mismo gráfico, los tumores que respondían a tratamiento 
antiestrógenos tienen un valor R como se describe en este documento. En particular, los resultados de este estudio 
de correlación demostraron que tumores que responden a tratamiento endocrino tradicional (con tamoxifeno o 
inhibidores de la aromatasa) tenían una correlación positiva estadísticamente significativa entre ER y AR (es decir, 
cuando ER es elevado AR tiende a ser elevado y viceversa). Sin embargo, los tumores de pacientes que no 20 
respondían a tratamiento endocrino no mostraban la correlación positiva; en su lugar mostraban típicamente una 
tendencia hacia una correlación inversa con un valor de AR a menudo significativamente mayor que ER, por 
ejemplo, la relación de AR:ER de 1,3 o mayor, típicamente 2 o mayor y a menudo 3 o mayor. 
 
Objetivos adicionales, ventajas y características novedosas de esta invención llegarán a ser evidentes para los 25 
expertos en la materia tras examinar los siguientes ejemplos de la misma, que no pretenden ser limitantes. En los 
Ejemplos, se describen procedimientos que se redujeron de forma constructiva a la práctica en tiempo presente, y 
los procedimientos que se han realizado en el laboratorio se exponen en tiempo pasado. 
 
Ejemplos 30 

 
Métodos 
 
Cultivo celular. Todas las líneas celulares usadas en estos estudios se autentificaron por análisis de repetición en 
tándem individual. Las células BCK4 son una línea celular de cáncer de mama derivada de una efusión pleural. Las 35 
células BCK4 y MCF7 se cultivaron en MEM, FBS al 5 %, NEAA, insulina y penicilina/estreptomicina. Las células 
ZR75 se cultivaron en el mismo medio con la adición de HEPES y L-glutamina. Las células T47D se cultivaron en 
DMEM complementado con FBS al 10 %, L-glutamina, penicilina/estreptomicina. Las células LNCaP se cultivaron en 
RPMI, FBS al 5 % y penicilina/estreptomicina. Todas las células se cultivaron en una incubadora a 37 ºC con CO2 al 
5 %. MDA-MB-453 y MDA-kb2, (un derivado de MDA-MB-453 que expresa de forma estable la construcción del gen 40 
indicador de luciferasa-MMTV dependiente de AR, ATCC) se cultivaron en medio L-15 Leibovitz (Invitrogen) que 
contenía FBS al 10 % (Gibco) y penicilina/estreptomicina. Las células MCF7-TGL se generaron por expresión 
estable del vector SFG-NES-TGL retrovírico, que codifica una fusión triple de timidina cinasa, GFP y luciferasa. Las 
células que expresan la proteína de fusión se clasificaron para GFP. Las identidades de todas las líneas celulares se 
confirmaron por perfil de ADN usando el kit Identifier (Applied Biosystems). 45 
 
Ensayo de proliferación. Las células MCF7 o BCK4 (1000 y 10 000 células por pocillo, respectivamente) se 
sembraron en una placa de 96 pocillos en medio sin rojo de fenol que contenía suero separado con carbón vegetal 
(CSS). Veinticuatro horas después de la siembra, las células se trataron con un control de vehículo (etanol + 
DMSO), estradiol 10 nM (E2, Sigma), dihidrotestosterona 10 nM (DHT, Sigma), bicalutamida 1 μM (ChemPacific), 50 
enzalutamida 10 μM (Medivation) o combinaciones de los anteriores. Las células se volvieron a tratar en el día 3. La 
proliferación se evaluó usando un ensayo MTS (según las instrucciones del fabricante, Roche). Todos los valores se 
presentan como un cambio factorial sobre el día de tratamiento (día 0). 
 
La figura 2 muestra el resultado del ensayo de proliferación inducido por estrógenos. Las células MCF7 se 55 
sembraron en medio que contenía CSS al 5 % durante 72 h antes del tratamiento con control de vehículo, E2 10 nM, 
E2 10 nM + bicalutamida 1 uM, E2 10 nM + Enza 10 uM, E2 10 nM + MJC13 30 uM (véase De Leon et al., PNAS, 
2011, 108(29), 11878-11883), o E2 10 nM + ICI 10 nM. Los datos se muestran como cambio factorial sobre el tiempo 
(A) o en el día 7 (B). Las barras de error representan la desviación típica. Dev., *p<0,05, ***p<0,01 
 60 
Estudios en tumor. Se realizaron experimentos de MCF7 con enzalutamida (es decir, MDV3100) suministrada en 
pienso de roedores. Se realizaron experimentos con MCF7 y MDA-MB-453 en que se suministró enzalutamida por 
sonda oral. En resumen, se mezclaron 106 células MCF7-TGL que expresan de forma estable una fusión triple de 
timidina cinasa, GLP y luciferasa (vector retrovírico SFG-NES-TGL) con fines de imágenes IVIS con Matrigel (BD 
Biosciences) y se inyectaron en la cuarta almohadilla de grasa mamaria inguinal de ratones hembra, atímicas nu/nu 65 
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o no obesas diabéticas (NOD)/SCID (Taconic) ovariectomizadas. En el momento de la inyección del tumor, se 
implantaron por vía subcutánea (SQ) gránulos E2 (liberación de 60 días, 1,5 mg/gránulo, Innovative Research of 
America) o DHT (8 mg/gránulo, envasado y precintado en tubo de silastic) en la parte posterior del cuello. La carga 
tumoral se evaluó usando sistema de imágenes in vivo (IVIS) o mediciones con calibre. Una vez se hubieron 
establecido los tumores, los ratones se emparejaron en grupos basándose en la carga tumoral total medida por IVIS 5 
o calibre. Los grupos que recibían tamoxifeno tenían un gránulo (liberación de 90 día, 5 mg/gránulo, Innovative 
Research of America) implantado SQ. A los ratones se les administró enzalutamida en su pienso (aproximadamente 
una dosis diaria de 50 mg/kg) o por sonda oral (10 mg/kg/día o 25 mg/kg/día, Medivation Inc). La enzalutamida se 
mezcló con pienso de ratón molido (n.º de cat. AIN-76, Research Diets Inc; New Brunswick, NJ) a 0,43 mg por 
gramo de pienso. El alimento se irradió y almacenó a 4 °C antes de su uso. Los ratones en el grupo de control 10 
recibieron el mismo pienso de ratón molido pero sin enzalutamida. A todos los ratones se les dio acceso libre a 
MDV3100 mezclado con pienso o pienso de control durante el periodo completo del estudio y aun promedio de 
3,5 g/día de ingesta de alimento. El alimento se cambió en las jaulas de los animales dos veces a la semana. Se 
preparó agua y alimento ad libitum. Dos horas antes del sacrificio, a los ratones se les inyectó IP 50 mg/kg de BrDU 
(Sigma-Aldrich). Los ratones se sacrificaron por asfixia con CO2 seguido por dislocación cervical y se recogió la 15 
sangre, los tumores, los colones, los úteros y las glándulas mamarias. 
 
Para el estudio de tumor MDA-453, se inyectaron 6 x 106 células en la cuarta almohadilla de grasa mamaria inguinal 
de ratones hembra NOD-SCID-IL2Rgc-/-. Se implantó SQ un gránulo de DHT (liberación de 60 días, Innovative 
Research of America) en el momento de la inyección celular. Se midió el tamaño del tumor usando calibres y una 20 
vez que los tumores alcanzaron 100 mm3, los ratones comenzaron a recibir 10 mg/kg de enzalutamida o vehículo 
por sonda oral. Una vez que los tumores alcanzaron 400 mm3, se inició otro grupo con 25 mg/kg de enzalutamida. 
una vez se sacrificaron los ratones, se pesaron los tumores y se fijaron para el análisis inmunohistoquímico. 
 
Análisis estadístico. La estadística se realizó usando el programa informático Graphpad Prism 5.0 y el programa 25 
estadístico SAS (versión 9.1). Para ensayar la correlación entre la tinción de AR y ER, se usó la correlación de 
Spearman. Cuando se compararon los dos grupos, se usó el ensayo de la t de Student (para datos distribuidos de 
forma normal) o del orden de Wilcoxon (para datos no distribuidos de forma normal). Se usó un ensayo de la t para 
datos emparejados o el ensayo del orden con signo de Wilcoxon para comparar los datos emparejados. Para la 
comparación de múltiples grupos, se usó ANOVA con corrección de ensayo de comparación múltiple Bonferonni 30 
(datos distribuidos de forma normal) o el ensayo de Kruskal-Wallis con corrección de ensayo de comparación 
múltiple de Dunn (datos no distribuidos de forma normal). Para los datos in vitro donde los cambios factoriales 
calculados para cada punto temporal eran mediciones independientes, se usó un ANOVA de efectos fijos bilateral 
que compara los cambios factoriales medios para diferentes días y grupos de tratamiento. Se ensayó la interacción 
entre los términos fijos en el modelo. Se realizó un posensayo usando el ensayo de la t de Bonferroni para 35 
determinar los grupos que diferían significativamente entre sí. Los ensayos estadísticos eran bilaterales y un valor p 
de menos de 0,05 se consideró estadísticamente significativo. 
 
Estudio de tratamiento endocrino neoadyuvante. Los criterios de inclusión y el diseño del estudio se describen en 

otra parte (8, 11). En resumen, se incluyeron mujeres con cánceres de mama ER+ en un ensayo clínico en fase II 40 
aleatorizado para recibir exemestano en solitario (25 mg al día) o exemestano en combinación con tamoxifeno 
(20 mg al día) durante cuatro meses antes de la cirugía. Las mujeres incluidas en el ensayo eran posmenopáusicas 
con cánceres recién diagnosticados de fase II/III, T2-3. Se tomaron biopsias centrales con aguja antes del 
tratamiento y se tomaron trozos de tumor de la cirugía de escisión final para el análisis. Los criterios para las "que 
responden" variaron de respuesta mínima a respuesta completa, mientras que las "que no responden" tenían 45 
enfermedad estable o progresiva. 
 
Estudio de tamoxifeno. Este estudio incluye un subconjunto de 221 pacientes mujeres diagnosticada con cáncer de 

mama en el Massachusetts General Hospital (MGH) entre 1977 y 1993, que se trataron con tamoxifeno adyuvante y 
con un seguimiento en el MGH hasta 1998. Los tumores incluidos en parafina fijados en formalina del archivo en 50 
este conjunto de datos se emparejaron basándose en la edad del paciente al diagnóstico, el tamaño del tumor, el 
grado del tumor y el estado de los nódulos y si el paciente no respondía al tratamiento con tamoxifeno en 60 meses 
después del tratamiento empezado. Como los datos sobre el tratamiento con tamoxifeno estaban incompletos, los 
pacientes sin un fracaso registrado en 60 meses del inicio del tratamiento se consideró que no habían fracasado, 
mientras que aquellos con un fracaso registrado en 60 meses se clasificaron como fracasos. Una vez se completó el 55 
emparejamiento, se determinó que algunos de los portaobjetos de tumor incluido en parafina fijado en formalina 
restantes no eran evaluables para la tinción de AR debido a la edad los portaobjetos de corte (10 casos en total, 5 
en cada grupo). Con los casos eliminados, hubo un total de 38 casos restantes en cada grupo para el análisis. Por lo 
tanto, esto representa una equivalencia parcial y se analizó como un estudio de control de casos. 
 60 
Se usaron correlaciones de momento de producto de Pearson para describir las asociaciones entre AR y otras 
variables. Se usaron tablas de contingencia para estudiar las asociaciones entre la relación de AR/ER y las variables 
clinicopatológicas. En este análisis, cada variable clinicopatológica se dividió en dos o tres categorías (ganglio 
linfático negativo frente a ganglio linfático positivo; ganglio linfático negativo frente a uno a tres positivos frente a 
cuatro o más positivos; edad del paciente < 50 frente a ≥ 50 años; tamaño del tumor ≤ 2 cm frente a > 2 cm; grado 1 65 
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frente a 2 frente a 3; receptor de progesterona (PgR) negativo frente a positivo; erbB2 ≤ 30 % frente a > 30 %, MIB-1 
< mediana frente a ≥ mediana, mitosis/10 campos de alta energía (MI) < mediana frente a ≥ mediana, EGFR < 
mediana frente a ≥ mediana). La relación AR:ER se calculó usando un análisis de eficacia diagnóstica (ROC) manual 
donde la relación que producía la mejor diferencia entre un buen pronóstico y un mal pronóstico en relación con la 
supervivencia sin enfermedad se investigó para identificar el punto de corte para esta variable. Se usó un ensayo 5 
exacto de Fisher para todas las variables dicotomizadas y el ji al cuadrado para todas las variables tricotomizadas 
para comparar la relación AR:ER con otros marcadores predictivos. Las curvas de Kaplan Meier se dibujaron usando 
la relación AR:ER calculada. Todos los datos estadísticos se calcularon usando StatView (Versión 5.0, SAS Institute, 
Cary, NC). La significación se determinó a p<0,05 y todos los ensayos fueron bilaterales. 
 10 
Inmunohistoquímica. Los portaobjetos se desparafinizaron en una serie de xilenos y etanoles y los antígenos se 
recuperaron con calor en tampón citrato 10 mM pH 6,0 (BrdU, Ki67) o tampón Tris 10 mM/EDTA 1 mM a pH 9,0 (AR, 
ER, caspasa 3). Se incubó tejido para BrdU en HCl 2 N seguido por borato de sodio 0,1 M después de la 
recuperación del antígeno. Los anticuerpos usados fueron: AR clon 441 y ER clon 1D5 (Dakocytomation), caspasa 3 
escindida (Cell Signaling Technology), Ki67 (Santa Cruz sc-15402) y BrdU (BD Biosciences). Se usó Envision-HRP 15 
(Dakocytomation) para la detección de anticuerpos. Se realizó tinción TUNEL para la apoptosis usando el kit de 
detección de apoptosis In Situ de peroxidasa ApopTag Plus (Millipore), según las instrucciones del fabricante. La 
tinción de AR y ER se evaluó por un patólogo y el valor se presentó como la intensidad multiplicada por el porcentaje 
de células positivas o en el caso de la cohorte tratada con tamoxifeno, la curva KM se basa en el porcentaje de 
células positivas, aunque los resultados son similares y aun significativos cuando la intensidad se multiplica por el 20 
porcentaje de positivas. Para la tinción BrdU y TUNEL en estudios de xenoinjerto, se tomaron tres campos 200X 
diferentes en cada tumor de xenoinjerto usando un microscopio Olympus BX40 (Center Valley, PA) con una cámara 
y programa informático SPOT Insight Mosaic 4.2 (Diagnostic Instruments, Inc., Sterling Heights, MI). Se ajustó un 
umbral de color (RGB para núcleos de tinción positiva, y HSB para los núcleos totales) manualmente usando ImageJ 
(National Institutes of Health) para cada imagen, y se analizaron las partículas creadas por los umbrales para el área 25 
total. El área RGB se dividió por el área HSB y se multiplicó por 100 para cada imagen. Para el análisis del receptor 
nuclear de andrógenos, la caspasa 3 escindida y Ki67, se exploraron los portaobjetos a 20x en un Aperio Scan 
ScanScope XT. El tejido de tumor mamario se rastreó por separado para cada tumor y las áreas necróticas del 
tumor se retiraron usando una herramienta de pluma negativa en el programa informático Scanscope de Aperio. Se 
utilizó un algoritmo nuclear para medir el porcentaje de células positivas para los portaobjetos teñidos con Ki-67 y 30 
receptor de andrógenos y se exportaron los datos. Los portaobjetos teñidos con caspasa 3 escindida se analizaron 
usando un algoritmo de recuento de píxeles positivos modificado. 
 
Inmunotransferencia. Se desnaturalizaron extractos de proteína celular completa (50 μg), se separaron en geles 
SDS PAGE y se transfirieron a membranas de PVDF. Después del bloqueo en BSA al 3 % en TBS-T, las 35 
membranas se sondearon durante una noche a 4 °C. Los anticuerpos primarios utilizados incluyen: ERα 
(Neomarkers Ab-16, dilución 1:500), AR (Upstate PG-21, dilución 1:500 o Santa Cruz N-20, dilución 1:1000), GAPDH 
(Santa Cruz V-18, dilución 1:1000), Topo 1 (Santa Cruz C-21, dilución 1:1000) y α-tubulina (clon B-5-1-2 de Sigma, 
dilución 1:15000). Después de la incubación con el anticuerpo secundario apropiado, se detectaron los resultados 
usando Western Lightning Chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer). 40 
 
Fraccionamiento celular. Para el MDA-MB-453, se realizó análisis de fraccionamiento celular como se describe en 
Current Protocols in Cell Biology (57). En resumen, se lavaron células MDA-kb2 con solución salina tamponada con 
fosfato de Dulbecco (DPBS) enfriada en hielo, pH 7,4, se sedimentaron usando centrifugación y se resuspendieron 
en 2 volúmenes de NSB enfriado en hielo (Tris-Cl 10 mM, pH 7,4, NaCl 10 mM, MgCl2 2 mM, inhibidores de la 45 
proteasa 1X). El volumen se ajustó con NSB enfriado en hielo hasta 15 veces el volumen inicial y se incubó durante 
30 minutos en hielo. La fracción citoplasmática se obtuvo por adición de NP-40 hasta una concentración final de un 
0,3 %. Los núcleos y el citoplasma se separaron usando un homogeneizador Dounce de depuración de 0,4 mm. 
Después de la centrifugación, se recogió el sobrenadante que contenía la fracción citoplasmática. El sedimento que 
contenía la fracción nuclear se resuspendió en una solución de sacarosa 250 mM que contenía MgCl2 10 mM y 50 
después se añadió 1 volumen a sacarosa a 880 mM que contenía MgCl2 5 mM en la fracción nuclear. Los núcleos 
después se purificaron por centrifugación a través de un lecho de sacarosa. Para las MCF7, se realizó 
fraccionamiento celular usando el kit de extracción nuclear y citoplasmática NE-PER, según las instrucciones del 
fabricante. 
 55 
Ensayo de translocación nuclear. Se sembraron células MDA-kb2 a 2 x 103 células/cm2 en microplacas ópticas en 

medio L-15 de Leibovitz complementado con CSS al 5 %. Después de tres días de cultivo, las células se pretrataron 
con Enza (1 o 10 μM) durante 2 h y después se cotrataron con DHT 1 nM durante 1 h en presencia de Enza (total 3 
h de tratamiento con Enza). Las células se lavaron con solución salina tamponada con fosfato (PBS), se fijaron con 
formaldehído al 4 % durante 30 minutos a temperatura ambiente y se permeabilizaron con triton X-100 al 0,2 %. Las 60 
muestras después se bloquearon con BSA al 5 % durante 1 h y se incubaron con un anticuerpo contra AR (AR [N20] 
Santa Cruz sc-815 1:100) en triton al 0,1 % en PBS durante la noche. La incubación con el anticuerpo secundario 
anticonejo Alexa Fluor 488 (1:1000) se hizo en BSA al 2,5 % durante 2 h a temperatura ambiente. Los núcleos se 
tiñeron con DAPI (1 μg/ml) durante 30 minutos. Las células se visualizaron con un objetivo 60 X y una cámara digital 
Qimaging acoplada a un microscopio de fluorescencia Olympus X71 usando un filtro de proteína fluorescente 65 
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amarilla (YFP) (Chroma U-N31040). La distribución nuclear de AR (relación de señal nuclear de AR/señal total de 
AR) se cuantificó en un mínimo de 48 células usando el programa informático ImageJ. 
 
Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qPCR). Se sintetizó ADNc a partir de 1 μg de ARN 
total, usando la enzima transcriptasa inversa M-Mulv (Promega). Para FASN, PRLR y GCDFP-15, se realizó análisis 5 
de expresión génica cuantitativa de SYBR green usando los siguientes cebadores: FASN F 5’-AAGGAC-
CTGTCTAGGTTTGATGC-3’, FASN R 5’-TGGCTTCAT-AGGTGACTTCCA-3’; PRLR F 5’-TATTCACTGACT-
TACCACAGGGA-3’, PRLR R 5’-CCCATCTGGTTAGT-GGCATTGA-3’; GCDFP-15 F 5’-TCCCAAGTCAG-TACGT 
CCAAA-3’, GCDFP-15 R 5’-CTGTTGGTG-TAAAAGTCCCAG-3’; 18S F 5’-TTGACGGA AG-GGCACCACCAG-3’, 
18S R 5’-GCACCACCACCCACG-GAATCG-3’. Para PR y SDF-1, se realizó PCR en tiempo real taqman usando 10 
conjuntos de cebadores/sondas validados de Applied Biosystems (ID de ensayo: PR Hs01556702_m1, SDF-1 
Hs00171022_m1, 18S Hs99999901_s1). Se calculó la expresión génica relativa usando el método Ct comparativo y 
los valores se normalizaron a 18S. 
 
Ensayos de luciferasa. Se sembraron células MDA-kb2 a 5x103 células/pocillo en placas de luminiscencia de 96 15 

pocillos y se incubaron durante la noche. Las células se trataron con diluciones en serie de factor 10 de Enza (10, 1, 
0,1 μM) y DHT (10, 1, 0,1, 0,01, 0,001 nM) que se prepararon en DMSO. Después de 24 h de incubación, se 
determinaron los niveles de luminiscencia con el sistema de ensayo de luciferasa (Promega). Se realizaron tres 
experimentos independientes y se determinaron los valores de luminiscencia como unidades relativas (UR) y se 
normalizaron al vehículo. Los valores se expresaron como la media de la inducción factorial ± el error típico (ET). 20 
 
Ensayo de unión de radioligando. Los ensayo de unión de radioligando se realizaron por Ricera Biosciences, LLC. 
Se incubaron ERα o ERβ con [3H] Estradiol 0,5 nM y MDV3100 sin marcar (enzalutamida) a concentraciones que 
varían de 0,1 μM a 100 μM a 25 °C en tampón de incubación (Tris-HCl 10 mM, BSA al 0,1 %, glicerol al 10 %, DTT 
1 mM) durante 2 horas. Los valores de CI50 y el % de inhibición se determinaron por un análisis de regresión de 25 
mínimos cuadrados no lineal usando MathIQTM (ID Business Solutions Ltd., R.U.). 
 
Resultados 
 
Correlación positiva en tumores sensibles a tratamiento endocrino no adyuvante. La expresión de AR disminuyó en 30 
cánceres de mama luminales sensibles a tratamiento AI neoadyuvante, pero se mantuvo en tumores que no logran 
responder (8). Para determinar si hubo una relación entre la relación de AR a ER y la respuesta clínica, se examinó 
una cohorte de pacientes tratados con tratamiento AI neoadyuvante. En los tumores sensibles a AI no hubo una 
correlación positiva fuerte entre la expresión de proteína AR y ER en biopsias previas al tratamiento (p=0,006, fig. 
1A, izquierda). En contraste, en tumores que no lograron responder no hubo correlación significativa entre la 35 
expresión de AR y ER (p=0,59, fig. 1B, izquierda). Las imágenes representativas de tinción de AR y ER en tumores 
sensibles demuestran cantidades similares de los dos receptores (fig. 1A, derecha), sean bajas (parte superior), 
medias (parte central) o altas (parte inferior), mientras que los tumores no sensibles tienden a tener niveles mayores 
de AR que ER (fig. 1B, derecha). Los epitelios normales adyacentes de tumores tanto sensibles como no sensibles 
también se examinaron y valoraron para AR y ER. La expresión "epitelios normales adyacentes" se refiere a células 40 
no tumorales que están adyacentes al sitio del tumor mamario. 
 
El epitelio normal adyacente también contenía una correlación positiva significativa entre los dos receptores 
(p=0,0003, fig. 1C, izquierda). Como en los tumores, se mantuvo una correlación sustancial de AR a ER ya sea con 
expresión baja, media o alta de los receptores (fig. 1C, derecha). La mediana de la relación de la expresión de AR a 45 
ER en células epiteliales de mama normales adyacentes fue de 0,94, en tumores sensibles fue de 1,00, mientras 
que en tumores no sensibles la mediana de la relación AR:ER fue de 3,79 (no mostrada). Por tanto, en general la 
relación de AR a ER en células epiteliales de mama normales adyacentes de menos de 3, típicamente, menos de 
2,5, a menudo menos de 2 y más a menudo menos de 1,5 es indicativa que el cáncer de mama responderá a un 
tratamiento endocrino. Por tanto, la relación inicial de AR a ER y el mantenimiento de la expresión de AR después 50 
de tratamiento endocrino parece ser determinantes de la respuesta al tratamiento endocrino. Como AR también está 
presente en el núcleo cuando se une al ligando, se cree que la señalización de AR también desempeña una función 
en la resistencia a tratamientos dirigidos contra ER. Esto se indicó además por la observación de que un nivel de 
mayor de AR respecto a ER proporcionaba resistencia de novo o adquirida a tratamientos endocrinos tradicionales 
que abordan la ruta de ER. Esta observación también indica que dichos cánceres de mama han cambiado de 55 
dependencia de estrógenos a ser dependientes de andrógenos. 
 
Una alta relación AR:ER indica una mala respuesta a tamoxifeno. Para determinar si una alta cantidad de proteína 
AR en comparación con ER podría predecir el fracaso para tratamientos dirigidos a ER, se examinó una cohorte de 
pacientes tratados con tamoxifeno con datos de resultado. Este estudio incluyó un subconjunto de 221 pacientes 60 
mujeres diagnosticadas con cáncer de mama en el Massachusetts General Hospital MGH) entre 1977 y 1993, 
tratadas con tamoxifeno adyuvante y con seguimiento en el MGH hasta 1998. Los pacientes que fracasaron con 
tamoxifeno y que no fracasaron se emparejaron inicialmente basándose en la edad del paciente al diagnóstico, el 
tamaño del tumor, el grado del tumor y el estado del nódulo. Sin embargo, algo del tejido de archivo se había 
degradado y se retiró del análisis (10 casos en total, 5 en cada grupo). Después de emparejar y retirar los casos 65 
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subóptimos, permaneció un total de 38 casos en cada grupo para el análisis. Como la selección de muestras fue el 
resultado de un emparejamiento parcial, el estudio se analizó en gran medida como un estudio de control de casos 
para determinar las diferencias en las características de los pacientes y los tumores entre fracasos de tratamiento y 
ausencia de fracaso. Se determinó una relación AR:ER de 1,3 como el punto en que está la mejor separación entre 
un buen pronóstico y un mal pronóstico. Se realizó un análisis de Kaplan-Meier para examinar las diferencias en las 5 
tasas de fracaso mediante el estado de relación AR:ER. El grupo con una mayor relación AR:ER obtuvo una 
supervivencia sin enfermedad más corta, con un tiempo medio hasta el fracaso de 29 +/-4,3 meses, en comparación 
con el grupo con AR:ER <1,3 que tuvo un tiempo medio hasta el fracaso de 45 +/- 2,3 meses. 
 
Cuando se examina la mediana del tiempo hasta el fracaso (en oposición a la media presentada anteriormente), en 10 
tumores con AR:ER >= 1,3, la mediana del tiempo hasta el fracaso fue de 30 +/- 2 meses, mientras que en tumores 
con AR:ER < 1,3 la mediana del tiempo hasta el fracaso aún no se alcanzaba a los 120 meses. El número total de 
pacientes que no fracasaron con el tratamiento con tamoxifeno del conjunto de datos total fue aproximadamente tres 
veces la cantidad de pacientes que fracasaron, aunque este subconjunto está uniformemente dividido entre fracasos 
y ausencia de fracaso. La tinción de AR positiva dentro de la cohorte global de pacientes se correlacionó 15 
negativamente con el índice mitótico y la expresión de erbB2. Sin embargo, no hubo correlaciones significativas con 
ninguna de las características del tumor cuando se separaron en grupos de relación AR:ER baja y alta. 
 
Los andrógenos son proliferativos en líneas celulares de cáncer de mama ER+/AR+ y la proliferación mediada por 
andrógenos puede bloquearse con un inhibidor de la señalización de AR, tal como enzalutamida. Como los datos 20 
clínicos mostraron que la señalización de andrógenos desempeña una función en cáncer de mama, se usaron 
modelos in vitro de cáncer de mama para examinar la proliferación mediada por andrógenos. El AR se expresa 
ampliamente en cánceres de mama luminales (3, 27-29) y se descubrió que en muestras clínicas, un 100 % (35/35) 
de los tumores de mama luminales expresaban AR mientras que únicamente algunos cánceres de mama triple 
negativo expresan AR por IHC. Se sondearon lisados de cuatro líneas celulares de cáncer de mama liminal para la 25 
expresión de AR y ER. La línea celular de cáncer de próstata LNCaP y la línea celular de cáncer de mama apocrina 
molecular MDA-MB-453, que expresan altos niveles de AR, se usaron como controles positivos para la expresión de 
AR (20, 30, 31). El nuevo inhibidor de la señalización del receptor de andrógenos enzalutamida evitó la 
estabilización mediada por ligando de la proteína AR. Las células MCF7 y la línea celular BCK4 recién obtenida 
expresaban tanto AR como AR, y ambas líneas celulares proliferaron en respuesta a DHT in vitro. Los estudios han 30 
demostrado que las células MCF7 expresan un AR de tipo silvestre, aunque con una repetición CAG acortada (32), 
que a menudo es indicativa de un receptor más activo (33). Para determinar si la proliferación mediada por 
andrógenos en células de cáncer de mama puede bloquearse por un antiandrógenos, se ensayó la eficacia de 
enzalutamida. Se bloqueó la proliferación estimulada por DHT por enzalutamida en ambas líneas celulares. Además, 
el fraccionamiento celular reveló que la enzalutamida inhibía la translocación nuclear mediada por DHT de AR. 35 
 
Para determinar si la enzalutamida inhibe el crecimiento mediado por andrógenos in vivo, se inyectaron células 
MCF7 que expresan de forma constitutiva luciferasa (MCF7-TGL) en la almohadilla de grasa mamaria de ratones 
hembra inmunocomprometidas ovariectomizadas a las que se ha implantado un gránulo de DHT. Se midió la carga 
tumoral total usando imágenes luminiscentes de todo el cuerpo y mediciones con calibre. Una vez se establecieron 40 
los tumores, los ratones se emparejaron en dos grupos de tratamiento (día -2) basándose en la carga tumoral 
medida por luminiscencia, recibiendo uno pienso de control y recibiendo el otro pienso que contiene 50 mg/kg de 
enzalutamida. Los tumores en los ratones tratados con DHT siguieron creciendo, mientras que los ratones que 
recibieron DHT + enzalutamida mostraron regresión de los tumores por el sistema de imágenes de luminiscencia in 
vivo (IVIS) y por medición por calibre. En el día final de las imágenes (día 19) los tumores habían sufrido regresión 45 
hasta niveles casi indetectables, con una disminución de un 83,2 % en la luminiscencia en ratones que recibieron 
DHT + enzalutamida en comparación con el grupo de DHT. La proliferación en los tumores tratados con 
enzalutamida fue un 31,3 % inferior que en tumores tratados con DHT en solitario, determinada por incorporación de 
BrdU. Además, la tinción TUNEL indicó un aumento de un 50 % en células apoptóticas en los tumores tratados con 
enzalutamida. Coherente con la enzalutamida que altera la entrada nuclear de AR (25), se observó una disminución 50 
drástica (92,5 %) en la localización nuclear de AR en tumores tratados con enzalutamida. Asimismo, en ratones a los 
que se administró enzalutamida por sonda oral, la carga tumoral disminuyó de una manera dependiente de la dosis. 
 
La enzalutamida inhibe el crecimiento mediado por andrógenos en células de cáncer de mama ER- in vitro e in vivo. 
Este estudio se diseñó para determinar si la enzalutamida podía bloquear la proliferación inducida por andrógenos 55 
de líneas de cáncer mama AR+ (tanto ER+ como ER-) in vitro y el crecimiento tumoral in vivo. Los datos indican que 

la enzalutamida no solamente inhibe el crecimiento tumoral mediado por andrógenos de cánceres de mama AR+, 
independientemente del estado ER, sino que también puede inhibir el crecimiento tumoral estimulado por estrógenos 
en un modelo preclínico de cáncer de mama ER+/AR+. 
 60 
Similar a los informes previos (3, 34), se observó que la mayoría de los cánceres de mama luminales y 
aproximadamente un 25 % de los tumores de mama ER- eran positivos para la expresión de AR. Las líneas 
celulares ER- y los tejidos ER- presentaban un patrón heterogéneo de expresión de AR. Las células MDA-MB-453 
representan una línea celular apocrina molecular con altos niveles de AR que contiene una mutación puntual que 
disminuía la sensibilidad a DHT (35). No obstante, estas células proliferan en respuesta a andrógenos (30, 31) y, por 65 
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lo tanto, se realizaron experimentos para determinar si la enzalutamida podría bloquear los efectos mediados por 
DHT sobre la expresión génica y la proliferación. De hecho, la enzalutamida anuló de forma sustancialmente 
completa la proliferación inducida por DHT. La expresión de los genes dependientes de andrógeno/AR ácido graso 
sintasa (FASN), proteína del líquido de la enfermedad quística normal (GCDFP-15) y el receptor de prolactina 
(PRLR) (31) se redujo por enzalutamida. Además, en una sublínea de células MDA-MB-453 que expresa de forma 5 
estable un indicador de luciferasa sensible a andrógeno (MDA-kb2 (36)), la enzalutamida inhibió la activación de la 
construcción de luciferasa de una manera dependiente de la dosis. La enzalutamida altera la importación nuclear 
mediada por ligando de AR en células de próstata (25). La señal de AR nuclear a total se cuantificó usando IHC y se 
realizó fraccionamiento celular. Se descubrió que lo mismo era cierto en células MDA-MB-453. 
 10 
Para determinar si la enzalutamida inhibe el crecimiento tumoral inducido por andrógenos, se cultivaron xenoinjertos 
MDA-MB-453 en el sitio ortotópico en ratones inmunocomprometidos a los que se ha implantado un gránulo de DHT. 
Similar a los informes previos (20), DHT estimulaba el crecimiento tumoral. Una vez que los tumores alcanzaron 100 
mm3, los ratones se trataron con 10 mg/kg/día de enzalutamida o vehículo por sonda oral. Los ratones tratados con 
enzalutamida mantenían los tumores sustancialmente al mismo tamaño que los ratones que no recibían tratamiento 15 
con DHT. Otro grupos de ratones recibió una dosis mayor de enzalutamida (25 mg/kg/día por sonda oral) una que 
los tumores alcanzaron 400 mm3. A esta dosis mayor, hubo una tendencia hacia un tamaño del tumor disminuido. 
Los pesos de los tumores tratados con la dosis alta o la dosis baja de enzalutamida eran significativamente menores 
que los de los ratones tratados con DHT, una disminución de un 85,2 % y un 65,0 % respectivamente, que indica 
que las mediciones con calibre para la alta dosis de enzalutamida subestima la carga tumoral disminuida en este 20 
grupo. De forma interesante, no hubo diferencia significativa en la tasa de proliferación de ninguno de los grupos, 
medida por tinción de Ki67, pero hubo un aumento estadísticamente significativo en la apoptosis en ambos grupos 
de tratamiento con enzalutamida frente a DHT (aumento de un 60,0 % y un 54,3 % en los grupos de dosis baja y alta 
respectivamente), medida por la cantidad de caspasa 3 escindida. Esto indicó que en tumores MDA-MB-453, DHT 
protege a las células contra la apoptosis y la enzalutamida altera este efecto antiapoptótico. Coherente con los datos 25 
in vitro, la enzalutamida podía atenuar la entrada nuclear mediada por ligando de AR, de modo que hay una 
disminución significativa (un 50,0 % en el grupo de dosis baja y un 44,3 % en el grupo de dosis alta) en la cantidad 
de núcleos positivos a AR en los tumores tratados con enzalutamida. Asimismo, cuando se realizó un estudio de 
xenoinjerto MDA-MB-453 con tratamientos de dosis baja y alta de enzalutamida, ambos iniciados cuando los 
tumores alcanzaron 100 mm3, se disminuyó el crecimiento tumoral de una manera dependiente de la dosis asociada 30 
con la tinción de AR nuclear reducida. 
 
La enzalutamida inhibe el crecimiento mediado por estrógenos vitro e in vivo. Como E2 es el mitógeno principal en 
tumores ER+, se realizó un estudio para determinar si la enzalutamida afectaría a la proliferación mediada por E2 en 
células de cáncer de mama ER+/AR+. Aunque la enzalutamida tiene una unión de alta afinidad por AR, un ensayo 35 
de unión de radioligando in vitro demostró que la enzalutamida no se unía significativamente a ERα o ERβ. Sin 
embargo, la enzalutamida inhibió significativamente la proliferación inducida por E2 tanto de células MCF7 como 
BCK4 in vitro. La enzalutamida también inhibía la regulación por aumento inducida por E2 de PR y el factor 1 
derivado de estroma (SDF-1) (también conocido como CXCL12), dos genes sensibles a estrógenos. Para determinar 
si otros andrógenos también inhiben la proliferación mediada por E2, se ensayó el efecto de bicalutamida sobre la 40 
proliferación mediada por E2 in vitro. La bicalutamida inhibía la proliferación mediada por DHT en células MCF7, tal 
como se esperaba, pero en contraste con la enzalutamida, aumentaba significativamente la proliferación mediada 
por E2. Esta inducción de la acción mediada por E2 también se detectó a nivel de expresión génica, donde la 
bicalutamida aumentaba la inducción mediada por E2 de ARNm de PR SDF-1. 
 45 
Para determinar si la enzalutamida afecta al crecimiento de tumores de mama mediado por E2in vivo, se realizó un 
estudio de xenoinjerto con células MCF7-TGL que expresan constitutivamente luciferasa cultivadas en ratones 
hembra inmunocomprometidas ovariectomizadas a las que se ha implantado un gránulo de E2. Las células se 
inyectaron de forma ortotópica y una vez que los tumores se establecieron (tamaño promedio de 100 mm3), los 
ratones se emparejaron en tres grupos: 1) pienso de control, 2) pienso de control y un gránulo de tamoxifeno, 3) 50 
pienso que contiene 50 mg/kg de enzalutamida. La enzalutamida inhibió significativamente el crecimiento tumoral del 
xenoinjerto MCF7 mediado por E2 de forma tan eficaz como el tamoxifeno, con una disminución en la luminiscencia 
en todo el cuerpo de un 59,9 % para el grupo de tamoxifeno y un 70,3 % en el grupo de enzalutamida en el día 11. 
El día 11 fue el día final de imágenes para el grupo de E2 ya que la luminiscencia estaba próxima de la saturación y 
los ratones tenían que sacrificarse debido a una gran carga tumoral. Se midió el flujo de luminiscencia para aminales 55 
individuales y se tomaron imágenes de los ratones para el día de emparejamiento (día -3) y el último día de 
imágenes cuando todos los ratones estaban vivos (día 11). Se descubrió que ambos fármacos disminuían 
significativamente la proliferación celular, con una disminución de un 46,4 % en el grupo de E2 + tamoxifeno y una 
disminución de un 54,2 % en el grupo de E2 + enzalutamida en comparación con el grupo de E2, medida por la 
incorporación de BrdU. En contraste con lo que se observó en el crecimiento mediado por DHT, la enzalutamida no 60 
inducía apoptosis en condiciones de crecimiento estimulado por E2. Estos resultados se recapitularon en estudios 
de xenoinjerto en que los ratones se trataron con enzalutamida por sonda oral. 
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Discusión 
 
Los experimentos descritos en este documento demuestran que tanto en células MCF-7 como en la línea de cáncer 
de mama recién obtenida de una efusión pleural (BCK4), los andrógenos pueden inducir proliferación de cánceres 
de mama ER-/AR+, una observación coherente con los informes previos (31, 37-39). Además, los experimentos 5 
demostraron que un antagonista de AR, enzalutamida, inhibe el crecimiento inducido por andrógenos de tumores de 
mama tanto ER+/AR+ como ER-/AR+ in vivo. La inmensa mayoría de los cánceres de mama ER+ también son AR+ 
(84-91 %) (5, 40, 41) y los pacientes con tumores que coexpresan AR con ER y PR tienen una supervivencia sin 
enfermedad más larga que aquellos cuyos tumores son negativos para los tres receptores (40), probablemente 
debido a que dichos tumores están mejor diferenciados. Sin embargo, el AR es un predictor independiente de 10 
metástasis axilar (41) y se correlaciona con el estado positivo del ganglio linfático (42). Aún hay controversia sobre la 
manera en que el AR unido al ligando afecta a la proliferación y crecimiento de los cánceres de mama ER+ (43) y si 
difiere en mujeres premenopáusicas frente a posmenopáusicas cuando la cantidad de estrógenos en circulación 
difiere, o en mujeres con cáncer de mama que se están tratando con tamoxifeno o AI. Como se divulga en este 
documento, una relación mayor de proteína AR a ER es indicativa de ausencia de respuesta a tratamiento AI 15 
neoadyuvante y también supervivencia sin enfermedad más corta en pacientes tratados con tamoxifeno. Estos 
hallazgos muestran que la relación AR:ER es un predictor independiente novedoso de respuesta para los 
tratamientos endocrinos tradicionales dirigidos a la ruta de estrógenos. La presente invención también divulga que 
los pacientes que recaen mientras están con tamoxifeno o AI son buenos candidatos para tratamiento dirigido a AR. 
 20 
En contraste con los datos in vitro en las células MCF7 y BCK4 ER+/AR+ que proliferan en respuesta a DHT, en 
algunas líneas celulares de cáncer de mama ER+/AR+, DHT disminuía la proliferación inducida por E2 (30, 44-46). 
El autor de la presente invención también ha observado que la bicalutamida aumentaba la proliferación mediada por 
E2, lo que indica que la bicalutamida inhibe la capacidad de AR de disminuir la proliferación mediada por ER. En 
combinación con el hecho de que AR es predictivo de mejor pronóstico, se aceptó que estos resultados indican que 25 
AR es protector contra cáncer de mama estimulado por E2. El autor de la presente invención descubrió que el 
inhibidor de la señalización de AR, enzalutamida, altera la localización nuclear de AR e inhibe la proliferación 
mediada por E2 in vitro e in vivo. 
 
La evidencia de que AR desempeña una función proliferativa en el desarrollo de la glándula mamaria proviene del 30 
análisis de ratones hembra que carecen de AR. El desarrollo de la glándula mamaria se retarda en ratones AR-/-, con 

ramificación reducida de los conductos, menos células Cap en las yemas de los extremos terminales, desarrollo 
lobuloalveolar disminuido y menos alveolos productores de leche en glándulas de lactación. Las glándulas mamarias 
de ratones AR-I- tienen un 50 % menos de proliferación que las glándulas de ratones AR+/+ en cuatro a seis semanas 
de edad (47). De forma interesante, las células MCF7 con AR eliminado mostraban una respuesta proliferativa muy 35 
alterada a E2 y el crecimiento de estas células se inhibía en medio normal y privado de esteroides (47). 
 
Se cree que las influencias hormonales sobre la mama son bastante diferentes en mujeres premenopáusicas frente 
a posmenopáusicas. Los datos que sugieren un efecto protector de los andrógenos provienen de experimentos que 
utilizan andrógenos en presencia de estrógenos, formando un modelo más cercano de esa manera del estado 40 
premenopáusico (48). Por tanto, la teoría de que los andrógenos y AR son protectores contra la proliferación 
mediada por E2 puede ser precisa en mujeres premenopáusicas. El AR puede unirse al cofactor de ER FOXA1 y a 
elementos de respuesta a estrógenos (ERE), aunque como un activador transcripcional más débil que ER en estos 
locus. Por lo tanto, el efecto neto del AR unido a ligando que compite con el ER unido a ligando puede ser 
proliferación mediada por E2 disminuida (44). Adicionalmente, en tumores ER-/AR+ tales como la línea celular MDA-45 
MB-453, los eventos de unión AR globales revelan un perfil en gran medida solapante con el de ER en tumores 
luminales A ER+ (15). En mujeres posmenopáusicas con cáncer de mama ER+ (que representan la mayoría de los 
casos) y particularmente en aquellas que se están tratando con AI, los niveles en circulación de E2 son 
extremadamente bajos, mientras que los niveles de andrógenos en circulación son relativamente altos porque los AI 
bloquean la conversión de andrógenos en estrógenos (49). De hecho, los niveles en circulación de testosterona, 50 
androestenediona y deshidroepiandroesterona-sulfato (DHEA-S) aumentan en mujeres en tratamiento con AI (50). 
En este contexto, AR probablemente puede activar las rutas de señalización proliferativas y antiapoptóticas. De 
hecho, los altos niveles del andrógeno suprarrenal DHEA-S antes del tratamiento son predictivos de fracaso con AI y 
el DHEA-S en circulación aumenta durante el tratamiento en pacientes con tumores que no logran responder a 
tratamiento con AI (51). 55 
 
El autor de la presente invención ha descubierto que la enzalutamida bloquea de forma eficaz la protección mediada 
por DHT contra la apoptosis tanto en tumores positivos como en tumores negativos a ER. Sin embargo, cuando se 
opone al crecimiento tumoral estimulado por E2 en células ER+/AR+, la enzalutamida inhibía la proliferación. 
Aunque la enzalutamida mostró únicamente una afinidad de unión competitiva pequeña por ER, se descubrió que la 60 
enzalutamida bloquea la regulación por aumento mediado por E2 de genes regulados por ER clásicos. La 
quimiocina SDF-1 se induce por E2 y media los efectos mitogénicos de E2 en células de cáncer de mama (52). De 
hecho, la ruta de SDF-1/CXCR4 activa ER mediante fosforilación de modo que se bloquea la proliferación mediada 
por E2 por inhibición de esta ruta (53). Sin embargo, que la inhibición de SDF-1 inducida por E2 sea el mecanismo 
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principal por el que la enzalutamida inhibe la proliferación mediada por E2 no está claro. Otra posibilidad es que AR 
esté directamente implicado en la proliferación mediada por E2. 
 
En contraste con la enzalutamida, la bicalutamida potenció la regulación por aumento de los genes regulados por E2 
y potenció la proliferación celular de cáncer de mama mediada por E2 en ausencia de andrógenos. Esta diferencia 5 
en la manera en que la enzalutamida y bicalutamida afectan a la actividad de ER se cree que es un resultado de las 
diferencias en su mecanismo de acción. Esta diferencia puede proporcionar ideas sobre la función de AR en cáncer 
de mama. Cuando se une a bicalutamida, el AR se transloca al núcleo y se une a ADN; sin embargo, la transcripción 
no se activa porque se reclutan correpresores en lugar de coactivadores (54). En contraste, la enzalutamida altera la 
entrada nuclear de AR (25, 55). Esta observación y el hecho de que la enzalutamida bloquee la proliferación 10 
inducida por E2 e inhiba la actividad de ER unido a ligando en los genes regulados por ER clásicos, sugiere que el 
AR nuclear (y quizá unido a ADN) puede ser crítico para la función de ER. De hecho, se ha informado de que el AR 
y el ER interactúan directamente (56, 57). 
 
Antes de la presente divulgación, AR no se usaba como biomarcador en cáncer de mama. Sin embargo, como se 15 
divulga en este documento, no son las cantidades totales de ER o AR, sino en su lugar la relación la que es un 
indicador significativo de la biología del tumor. Una alta relación de AR a ER es predictiva de una mala respuesta a 
tratamiento endocrino. Sin limitarse a teoría alguna, esta mala respuesta se cree que es un resultado de la 
resistencia de novo y/o adquirida a antiestrógenos. Además, una mayor expresión nuclear de AR respecto a ER es 

indicativa de AR unido a ligando activo, ya que la proteína AR se transloca al núcleo y se estabiliza tras la unión al 20 
ligando. La presente divulgación muestra que la proteína AR y ER se expresan a cantidades casi equivalentes en 
tumores que responden a tratamiento endocrino neoadyuvante y en epitelio no implicado adyacente, lo que indica 
que niveles de cercanos a iguales de AR y ER reflejan un estado más normal o bien diferenciado. Además de ser un 
indicador de respuesta a tratamientos dirigidos a ER, altos niveles de AR respecto a ER también indican tumores 
que se beneficiarían de un tratamiento antiandrógenos tal como enzalutamida. 25 
 
Aunque el AR se ha considerado una diana terapéutica potencial en cánceres de mama ER-/AR+ (13, 14, 16, 20), no 
se ha sugerido previamente como una diana en cánceres de mama ER+. Sin embargo, como algunos pacientes con 
cáncer de mama ER+ finalmente fracasan en tratamientos dirigidos antiestrógenos tradicionales, abordar AR para 
inhibir el crecimiento tumoral estimulado por andrógenos, o como una manera alternativa/adicional de inhibir el 30 
crecimiento mediado por E2, puede ser clínicamente muy útil. Además, una alta relación de AR a ER indica un 
subconjunto de cánceres de mama que responderían más favorablemente a tratamiento antiestrógenos (por 
ejemplo, usando enzalutamida) que un tratamiento dirigido antiestrógenos o al menos indica que dichos tumores se 
benefician de un compuesto antiestrógenos, tal como enzalutamida, tras recaída mientras se está en tratamiento 
dirigido a ER tradicional. Se observó que incluso en xenoinjertos MCF-7, que expresan más ER que AR, la 35 
enzalutamida era tan eficaz como el tamoxifeno en inhibir el crecimiento tumoral. Tomados en conjunto, los datos 
presentados en este documento apoyan una función para AR en la resistencia a tratamiento endocrino tradicional, 
particularmente en mujeres posmenopáusicas. Además, los datos divulgados en este documento indican el uso de 
un compuesto antiandrógenos o antagonista de AR, tal como enzalutamida, para el tratamiento de tumores AR+ 
independientemente del estado ER, ya que este fármaco tiene la capacidad de bloquear el crecimiento tumoral 40 
mediado tanto por andrógenos como por estrógenos. 
 
La discusión anterior de la invención se ha presentado con fines de ilustración y descripción. Lo anterior no pretende 
limitar la invención a la forma o forma divulgadas en este documento. El alcance de protección se define por las 
reivindicaciones adjuntas. 45 
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REIVINDICACIONES 

 
1. Un método para predecir la probabilidad de un paciente con cáncer de mama de responder positivamente a un 
tratamiento endocrino, comprendiendo el método: 
 5 

determinar la relación entre el receptor de andrógenos (AR) y el receptor de estrógenos (ER) presente en una 
muestra tisular del paciente; 
en el que, si la relación entre AR y ER en la muestra tisular es menor de 1,3, es probable que el paciente tenga 
una respuesta positiva a un tratamiento endocrino antiestrógenos; y 
en el que, si la relación entre AR y ER en la muestra tisular es mayor de 1,3, es probable que el paciente tenga 10 
una respuesta positiva a un tratamiento endocrino antiandrógenos. 

 
2. El método de la reivindicación 1, en el que, si la relación entre AR y ER varía de 0,45 a 0,85, es probable que el 
paciente tenga una respuesta positiva a un tratamiento endocrino antiestrógenos. 
 15 
3. El método de la reivindicación 1, en el que, si la relación entre AR y ER varía de 0,55 a 0,75, es probable que el 
paciente tenga una respuesta positiva a un tratamiento endocrino antiestrógenos. 
 
4. Un método para seleccionar un agente quimioterapéutico para tratar el cáncer de mama en un sujeto que necesita 
dicho tratamiento, comprendiendo dicho método: 20 
 

determinar la relación entre el receptor de andrógenos (AR) y el receptor de estrógenos (ER) presente en una 
muestra tisular del sujeto; y 
seleccionar un modulador de ER para tratar al sujeto cuando la relación entre AR y ER en la muestra tisular es 
inferior a 1,3 o seleccionar un modulador de AR para tratar al sujeto cuando la relación entre AR y ER en la 25 
muestra tisular es mayor de 1,3. 

 
5. El método de la reivindicación 4, en el que el modulador de AR comprende un inhibidor de AR o inhibidor de la 
síntesis de andrógenos. 
 30 
6. El método de la reivindicación 4, en el que el modulador de ER se selecciona cuando la relación de AR a ER varía 
de 0,5 a 1,0. 
 
7. El método de la reivindicación 4, en el que el modular de ER comprende tamoxifeno, un inhibidor de aromatasa o 
una combinación de los mismos. 35 
 
8. El método de la reivindicación 1 ó 4, en el que la muestra tisular se selecciona del grupo que consiste en: tejido de 
cáncer de mama, célula del epitelio adyacente o una combinación de los mismos. 
 
9. El método de la reivindicación 1 ó 4, en el que dicha etapa de determinación de la cantidad de AR y ER en la 40 
muestra tisular comprende inmunoteñir la muestra tisular. 
 
10. El método de la reivindicación 9, en el que dicha etapa de determinación de la relación entre AR y ER en la 
muestra tisular comprende determinar el porcentaje de células teñidas por inmunotinción. 
 45 
11. El método de la reivindicación 10, en el que dicha etapa de determinación de la relación de AR y ER en la 
muestra tisular comprende además determinar la intensidad de tinción de las células teñidas por inmunotinción. 
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