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Resumen

Objetivo: previamente se reportd que tumores de seno
con proporcion receptor de andrégenos/receptor de estro-
genos 22 (AR/ER 22) se asocian con peores prondsticos. De
acuerdo con lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
evaluar la relacion entre la proporcién AR/ER y una sefial gé-
nica de proliferacién celular en cancer de seno (CS; también
conocido como cdncer de mama) ER positivo (ER+).

Métodos: se obtuvieron 1093 muestras de CS primario
con datos de expresién génica de la base de datos publica NCI
Genomic Data Commons. Se ejecutaron andlisis bioinformati-
cos para establecer niveles de expresion génica de AR y ER,
asi como de los marcadores de proliferacion AURKb, BUB1B,
BUB1, CDK1 y CHEK1. Adicionalmente, se definieron subtipos
moleculares de CS utilizando el bioclasificador PAM50.

Resultados: 835 casos se reportaron como ER+. Entre es-
tos, 58 tumores (7%) presentaron mayores niveles de expre-
sién de AR respecto a ER (AR/ER 22). En dichos casos se ob-
servaron niveles significativamente mds altos de proliferaciéon
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con respecto a tumores, con proporcién AR/ER <2 (p=0,02),y
preferencialmente se clasificaron dentro de los subtipos mole-
culares luminal B y HER2 enriquecido (76,5%).

Conclusion: nuestros resultados confirman reportes pre-
vios y sugieren que los casos de CS con proporcion AR/ER 22 se
asocian con tumores que tienen un comportamiento biolégico
mas agresivo. Asimismo, se refuerza la idea de utilizar inhibi-
dores de AR para el tratamiento de pacientes con CS ER+ que
presentan altos niveles de expresion de este tipo de cancer.

Palabras clave: cancer de seno, receptor de andrégenos,
receptor de estrdgenos, proliferacion celular, subtipos mole-
culares.

Abstract

Purpose: Previously have been reported that breast cancers
(BC) with high expression of AR relative to estrogen receptor
(AR/ER 22) are associated with worse prognosis. The aim of this
study was to evaluate the relationship between the AR/ER ratio
and a gene proliferation signature in ER - positive (ER+) tumors.

Methods: 1093 BC samples with gene expression data were
obtained from NCI Genomic Data Commons. Bioinformatic
analysis were performed to establish gene expression levels of
AR, ER and also levels of cellular proliferation markers AURKD,
BUB1B, BUB1, CDK1 and CHEK1. Furthermore, molecular subty-
pes were defined based on the PAM50 bioclassifier.

Results: 835 cases were reported as ER+ and, from them,
58 tumors (7%) showed higher level of AR respect to ER (AR/
ER 22). These last cases had significantly higher levels of cellu-
lar proliferation markers, compared with AR/ER <2 ratio cases
(p = 0.02) and were mainly classified as luminal B and HER2-
enriched molecular subtypes (76.5%).
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Conclusions: our results confirm previous reports and su-
ggest that BC cases with ratio AR/ER 22 are associated with
tumors having more aggressive biological behavior. Moreover,
it reinforces the insight of use of AR-inhibitors for treatment of
ER+ BC patients which have higher AR expression levels.

Keywords: Breast Neoplasms, Receptors, Androgen; Recep-
tors, Estrogen, Cell Proliferation, Gene Expression Profiling, Mo-
lecular typing.

Introduccion

El cancer de seno (CS; o cancer de mama) es una enfermedad
ampliamente reconocida como hormono-dependiente, ya que re-
ceptores de estrogenos (ER) y progesterona (PR) son expresados
en la gran mayoria de tumores de seno (~75%) y ambos han mos-
trado utilidad significativa como marcadores de prondstico y pre-
diccidn al tratamiento). Sin embargo, el significado clinico y bio-
logico en CS de otro receptor hormonal, tal como lo es el receptor
de andrégenos (AR), no se ha definido claramente. El AR es un
factor de transcripcion citoplasmatico dependiente de ligando (tes-
tosterona o dihidrotestosterona) y su positividad se ha detectado
en mas del 61% de las lesiones primarias y metastasicas de CS*?.
Alrededor del 75% de los tumores de seno ER-positivos (ER+) es
también AR-positivo (AR+). Muchos estudios han mostrado que
la expresion de AR en tumores luminales (ER+) se considera un
factor independiente asociado con caracteristicas de buen pronds-
tico (bajo grado, tamafio tumoral pequeno, bajo indice prolifera-
tivo y supervivencia libre de enfermedad mas larga)“*”. Por otro
lado, mas del 31% de los tumores de seno ER negativo (ER-) se
reporta como AR+, pero el valor prondstico de este marcador en el
subgrupo de CS ER- no es claro, ya que investigaciones originales
y metaanalisis muestran resultados contradictorios® * 719,

Patrones de expresion similares entre AR y ER son evi-
dentes en tejido de seno normal y a nivel celular ambos colo-
calizan, lo que indica que pueden ocurrir interacciones entre
las vias de sefializacién de estos dos receptores®. De hecho,
estudios in vitro muestran que la sefializacién de AR inhibe
la proliferacién mediada por ER en células luminales de CS
(MCF7 - ER+) cuando esta es inducida por estrogenos(¢18),
Este efecto inhibidor de AR parece ser regulado por diferentes
mecanismos, pero el mas importante incluye la habilidad que
tiene AR para competir con ER por los elementos de respuesta
a estrogenos (ERE), lo que bloquea la transcripcion de genes
blanco dependientes de ER implicados en la proliferacion ce-
lular®. En linea con estas observaciones, diferentes autores
han reportado que incrementar la expresion de AR relativa a
ER conllevaria a una mayor inhibicién de la funcién protumo-
rogénica de ER(%29,

Por el contrario, a pesar del efecto aparentemente inhi-
bidor de AR en células ER+, algunos autores han reportado
proliferacién incrementada de la linea celular MCF7 cuando se
estimula la sefializacion de AR®" 2. Ademads, varios estudios
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han demostrado extensamente que AR puede promover proli-
feracion de células de CS ER-, particularmente en el subgrupo
de CS triple negativo (ER-/PgR-/HER2-), conocido como apo-
crino o subtipo molecular LAR (luminal AR)#* 2%, Asimismo, y
de acuerdo con lo anterior, recientes investigaciones estable-
cen que casos de CS ER+ con altos niveles de AR respecto a ER
(AR/ER =2) tienen tumores asociados con caracteristicas cli-
nicas y bioldgicas mds agresivas, son resistentes al tamoxifeno
y presentan periodos de supervivencia libre de la enfermedad
mds cortos; todas estas caracteristicas relacionadas con po-
bres prondsticos en CS?526),

La evidencia anterior sugiere que AR podria tener papeles dua-
les en el CS relacionados con la proliferacion celular, los cuales son
dependientes del estado de ER (ER+ vs. ER-). Sin embargo, al con-
siderar que niveles de positividad variable de ER son normalmen-
te reportados en tumores luminales (ER+), en el presente estudio
evaluamos si cambios en los niveles de expresion de AR respecto
a ER (proporcién AR/ER) pueden ser indicativos de variaciones
en los niveles de proliferacion celular en el subgrupo de tumores
ER+?7, Para ello analizamos los niveles de dcido ribonucleico men-
sajero (ARNm) tanto del gen AR como del gen ESR1 (ER) en una
cohorte de pacientes con CS obtenidos de bases de datos ptiblicas
y relacionamos la proporcién AR/ER observada en estos casos con
el perfil de expresion génica de un grupo de marcadores de proli-
feracion celular (sefial de proliferacion celular [SPC]).

Materiales y métodos

Casos y calculo de la proporciéon AR/ER

Una cohorte de 1093 muestras de CS primario, con informa-
cidn clinicopatoldgica y datos de expresion génica (RNA sequen-
cing) se obtuvo de la base de datos publica NCI Genomic Data
Commons (GDC) (https://gdc.cancer.gov). La expresion génica
de los ARNm analizados se obtuvo tras un nivel 3 de andlisis
con el método de RSEM (RNA Seq by Expectation-Maximization),
normalizado con el cuartil superior, para asi mantener estanda-
rizacién no solo entre las diferentes plataformas, sino también
entre genes de referencia (genes normalizadores). Con el nime-
ro de conteos normalizados se calcul6 la proporcion AR/ER al
dividir el nivel de expresion de AR con el nivel de expresion de
ESR1. Teniendo en cuenta publicaciones previas se dividieron
casos de CS ER+ en dos subgrupos para establecer comparacio-
nes en andlisis ulteriores (casos con proporcion AR/ER<2 vs.
casos con proporcion AR/ER >2)(2526),

Evaluacion de la seiial de proliferacion celular

Utilizando la misma estrategia de cuantificacién génica se
evalud de forma individual y grupal los niveles de expresiéon
(ARNm) de los genes AURKb, BUB1B, BUB1, CDK1 y CHEK]1,
previamente reportados como marcadores de proliferaciéon
celular®, La evaluacion grupal, tomada como el promedio de
expresion de los 5 genes estudiados (sefial de proliferacion
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celular - SPC), se emple6 para establecer asociaciones poten-
ciales con los subgrupos de CS definidos por la proporcién AR/
ER. Adicionalmente, subtipos moleculares de CS se definieron
basados en el bioclasificador PAM50, descrito inicialmente por
Parker y colaboradores utilizando el paquete para R, TCGABio-
links v. 2.7.1(2%:39),

Analisis estadisticos

Se determinaron diferencias estadisticamente significa-
tivas tanto para variables categéricas como continuas entre
los grupos de estudio, aplicando la prueba exacta de Fisher,
X* y la prueba t de Student, dependiendo del caso. Se ejecu-
taron pruebas para medias y mediadas (analisis de varianza
[ANOVA]) para establecer diferencias en los niveles de expre-
sién génica entre grupos, complementados con la prueba de
Dunnet y Tuckey HSD post-hoc para el andlisis de tres o mas
grupos. Valores de p <0,05 se consideraron estadisticamente
significativos. Todos los andlisis se realizaron usando R: len-
guaje y ambiente para calculos estadisticosGY.
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Resultados

Del total de casos estudiados, 76,4% (835) se report6 como
ER+ por inmunohistoquimica en la base de datos ptiblica GDC
(tabla 1). Al evaluar los niveles de expresion de los receptores
hormonales y calcular la proporcién AR/ER dentro del grupo
de casos ER+, 58 pacientes (7%) presentaron niveles de AR/
ER 22. Las principales caracteristicas clinicopatolégicas de los
835 casos ER+, estratificados por la proporciéon AR/ER, se in-
forman en la tabla 1.

Casos con proporciéon AR/ER 22 mostraron de manera
significativa (p <0,01) ser negativos para PgR y positivos para
HER2, caracteristicas normalmente asociadas con tumores
mas agresivos. Asimismo, el analisis de expresién individual y
agrupado (SPC) de los genes de proliferacion celular (AURKD,
BUB1B, BUB1, CDK1 y CHEK1) mostré que los niveles de ex-
presiéon de estos marcadores aumentan significativamente en
el grupo de casos ER+, que expresan AR en mayor cantidad
respecto a ER (casos AR/ER 22) (figura 1).

Tabla 1. Caracteristicas clinicopatoldgicas de casos de CS estudiados

Variables Todos (%)

ER+
AR/ER <2 (%)

Valor
dep

Valor ER- (%)

AR/ER 22 (%)

dep

Ndmero total de casos 1093 777 (71,1) 58 (5,3) 258 (23,6)
Edad (media) 58,4 59,8 52,7 <0,0012 55,6 <0,001°
Estadio®
| 181(17,12) 136 (18,2) 9(16,1) 0,329¢ 36 (14,3) 0,162¢
Il 611 (57,81) 412 (55) 37 (66,1) 162 (64,3)
1 246 (23,27) 186 (24,8) 10(17,9) 50(19,8)
\Y 19(1,8) 15(2,0) 0(0) 4(1,6)
Grado*
1 181 (16,93) 136 (17,9) 9(16,1) 0,242¢ 36 (14,3) 0,078¢
619 (57,9) 420 (55,2) 37 (66,1) 162 (64,3)
269 (25,16) 205 (26,9) 10(17,9) 54 (21,4)
Tamano**
<20 mm 279 (25,6) 207 (26,7) 16 (27,6) 0,878¢ 56 (21,8) 0,275¢
>20 mm 811 (74,4) 568 (73,3) 42 (72,4) 201 (78,2)
Linfonodos***
0 515(47,99) 347 (45,6) 21(37,5) 0,460 147 (57,4) 0,009¢
1-3 481 (44,82) 357 (46,9) 31(55,4) 93 (36,3)
>3 77 (7,18) 57 (7,5) 4(7,1) 16 (6,2)
PgR*
Positivo 699 (67) 640 (86,7) 35(70) 0,014 23(9,1) <0,001¢
Negativo 344 (33) 98 (13,3) 15 (30) 229 (90,9)
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Tabla 1. Caracteristicas clinicopatoldgicas de casos de CS estudiados (continuacion)

Variables Todos (%) ER+ Valor ER- (%)
AR/ER <2 (%) AR/ER =2 (%) dep
HER2*
Positivo 164 (22,5) 100 (19,8) 19 (47,5) <0,001¢ 164 (22,5) <0,001¢
Negativo 564 (77,59) 406 (80,2) 21 (52,5) 133 (74,7)

HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano; PgR: receptor de progesterona.
aPrueba t de Student; PANOVA de una via; ‘Prueba de x% “Prueba exacta de Fischer; 136; *53; **2; ***18; 150; *365 datos perdidos.

Los casos se agrupan de acuerdo con el estado de ER: casos
ER+, a su vez, se subdividieron teniendo en cuenta diferencias en
la proporcion AR/ER (<2 vs. 22).

Figura 1. Expresion de genes de proliferacion celular en casos
de CS. Niveles significativamente mas altos se observaron en
casos de CS con proporciéon AR/ER >2, tanto en el analisis
de expresion de genes individuales (AURKb, BUB1B, BUBI,
CDK1 y CHEK1) como en el analisis grupal (SPC) de dichos
genes. Niveles significativamente mas altos de todos los genes
también se observaron en casos ER
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ER: casos de receptor de estrogenos negativo; Log,: logaritmo del nivel de ex-

presion génica.

Valores de p: prueba de comparaciones multiples de Dunnet y Tuckey.
*** <0,001.
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Adicionalmente, para tratar de categorizar mejor los casos
de CS ER+ obtenidos de las bases de datos publicas se lograron
definir subtipos moleculares en 1043 de los casos usando el
bioclasificador PAM50 y se agruparon siguiendo diferencias
en la proporcién AR/ER (<2 vs. 22). Tal como se puede eviden-
ciar en figura 2, la distribucién de los subtipos moleculares
fue significativamente diferente entre los grupos (P <0,0000),
ya que casos con niveles mas altos de AR se clasifican, en su
mayoria, como luminales B o HER2 enriquecidos (76,5%),
mientras que casos con niveles mas altos de ER (AR/ER <2)
preferencialmente se asignan al subtipo luminal A (69,9%).
Cabe resaltar que la distribucién de subtipos en el grupo de
casos ER- (242 casos) correspondi6é con lo esperado, ya que
la mayor parte de estos se asignaron al subtipo molecular pa-
recido al basal, ampliamente reconocidos por ser ER- y por su
alta agresividad.

Figura 2. Distribucion de subtipos moleculares en
casos de CS. La asignacion de subtipos moleculares
fue significativamente diferente al comparar todos los
grupos de estudio. Los casos ER+ se agruparon por la
proporcion AR/ER. Los valores al lado de cada barra
indican el nimero de casos para cada subtipo molecular
en los grupos de estudio

Subtipo molecular

I <0,0001 |
|—5,97C-17—|
100+ 4 m LumB
3 ~7°2 O Her2
Q O Basal
©
€ 50
g —syaf 0
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LumA: luminal A; lumB: luminal B; Basal: parecido al basal; ER-: caso receptor
de estrégenos negativo; ER+: caso receptor de estrégenos positivo; HER2: HER2
enriquecido.

Valores de p: prueba de comparaciones multiples de Dunnet y Tuckey.
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Discusion

Comparado con el cancer de prostata, el papel de AR en CS
no es claro, ya que existen datos divergentes en cuanto al sig-
nificado clinico y bioldgico de este receptor en carcinogénesis
de mama. En CS ER+, la expresion de AR usualmente se ha aso-
ciado con mejores prondsticos, sin embargo, los resultados del
presente estudio sugieren que al interior de casos luminales
(ER+) el subgrupo de tumores con proporcién AR/ER =2 tiene
niveles de proliferacion aumentados, lo cual confirma repor-
tes recientes que demuestran peores pronésticos (periodos de
supervivencia total y libre de la enfermedad mas cortos) en
casos de CS que presentan dicha caracteristica®> 29,

En linea con nuestros resultados se ha demostrado que la
degradacién/inhibicion acelerada de AR, tanto in vivo como in
vitro, promueve la detencion del crecimiento y la apoptosis en
células de CS MCF7 (ER+), siendo estos efectos bloqueados con
la reintroduccion de AR?>32. Asimismo, De Amicis y colabora-
dores establecié que tumores resistentes a tamoxifeno expre-
san altos niveles de AR y bajos niveles de ER, lo cual se asocia
con niveles aumentados de proliferacion celular y concuerda
con resultados de estudios preclinicos, en los cuales se indica
que casos con proporciéon AR/ER =2 presentan riesgo incre-
mentado de resistencia al tamoxifeno®> 33, Adicionalmente,
algunos reportes sugieren que AR esta relacionado con invasi-
vidad y progresion del CS, dado que su expresion se ha detec-
tado en un porcentaje significativamente alto de carcinomas in
situ (CSI) adyacentes a carcinomas invasivos (CI) ¢%. Ademas,
aunque se ha demostrado que la expresién de receptores hor-
monales (ER/PgR) disminuye mientras que el CS progresa (de
CIS a CI). Es notable que la expresién de AR se mantiene en un
alto porcentaje de tumores metastasicos de seno®> 3%, Estas
observaciones son soportadas por recientes estudios que de-
muestran que la expresion de AR tiene la habilidad de inducir
la transicion epitelio-mesenquimatica y, por tanto, aumentan
la capacidad migratoria e invasiva de células de CSG7.

Por otro lado, los niveles aumentados en la SPC asociados
con la proporciéon AR/ER 22, junto con las caracteristicas de
agresividad conferidas a AR, concuerdan con la asignacion de
subtipos moleculares generados por el bioclasificador PAM50.
De forma interesante, casos con mayores niveles de expresion
de AR respecto a ER fueron preferencialmente asignados al
subtipo luminal B (47,1%). Dichos tumores son ampliamente
caracterizados por tener altos niveles de expresién de marca-
dores de proliferaciéon celular, asi como peores prondsticos e
incluso se ha sugerido que son entidades diferentes a los tu-
mores luminales A, subtipo molecular, al cual se asignaron la
mayoria (~70%) de casos de CS con proporcién AR/ER<26®),

Conforme a recientes publicaciones, nuestros analisis
muestran que AR es también expresado en un porcentaje
importante de tumores ER+ que sobreexpresan el marcador

168 Revista Colombiana de Endocrinologia, Diabetes y Metabolismo

ot ¢ Endocrinologia
Diabetes  Metabolismo

HER2 (~30%), identificados como HER2 enriquecidos por el
bioclasificador PAM50¢% %9, En este subtipo molecular, que se
caracteriza también por sus pobres pronoésticos, se han iden-
tificado relaciones funcionales entre AR y HER2, que pueden
potenciar la via de sefializacién celular MAPK, implicada en
la activacién de la proliferacion celular®® *9. Ademas, Lin y
colaboradores sugirieron que la sobreexpresiéon de HER2 se
podria originar cuando los niveles de AR son mas altos que los
niveles de ER, lo cual concuerda con el elevado porcentaje de
casos HER2 enriquecidos observados en el grupo AR/ER 22
con respecto al grupo AR/ER <22,

Dado que la positividad de AR se ha relacionado con progre-
sion del CS, nuestros datos sugieren que casos con proporcion AR/
ER >2 podrian ser tumores que estan progresando a un estado mas
avanzado de la enfermedad, en donde altos niveles de AR y bajos
niveles de ER confieren a dichos casos caracteristicas biologicas
de tumores mas agresivos, lo que se evidencia no solo por mayores
niveles de proliferacion celular, sino también por la identificacion
preferencial de subtipos moleculares que usualmente presentan
pobres prondsticos.

Conclusion

Los resultados de nuestro estudio muestran que altos niveles
de expresion de AR pueden promover proliferacion no solo de cé-
lulas de CS ER-, sino también de tumores luminales que presentan
bajos niveles de expresion de ER; lo anterior teniendo en cuenta
que en casos de CS con proporcion AR/ER >2. Se observo ex-
presion aumentada de la SPC (AURKDb, BUB1B, BUB1, CDK1
y CHEKI1) con respecto a casos con proporcion AR/ER <2. Adi-
cionalmente, la clasificacion por subtipos moleculares indica que
casos con proporcion AR/ER>2 son principalmente asignados a
subtipos con comportamiento biolégico mas agresivo y de peor
prondstico (luminar B y HER2 enriquecido). Tomados juntos, es-
tos resultados sugieren la importancia de considerar la evaluacion
conjunta de los marcadores ER y AR en la practica clinica de ru-
tina para mejorar la clasificacion de pacientes con CS de ER+ y
refuerzan la idea de utilizar inhibidores de AR para el tratamiento
de pacientes con CS ER+ que presentan altos niveles de expresion
del mismo.
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