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RESUMEN

Desde que Huggins y Hodges en 1941 describieran la hormono dependencia del
cancer de prostata, la elevacion de los niveles de testosterona en suero ha sido
relacionada con la carcinogénesis prostatica. Sin embargo, el papel de la testosterona en
la neoplasia de la prostata es controvertida. La testosterona en suero se encuentra unida
mayoritariamente a la hormona transportadora de esteroides sexuales y a la albumina, y
solamente, entre un 1 y 2% circula en forma de testosterona libre, isoforma
biolégicamente activa. Los pacientes con cancer de prostata avanzado sometidos a
terapia de deprivacién androgénica presentan mayor intervalo libre de progresiéon y
supervivencia si mantienen bajos niveles de testosterona. La castracién ha sido definida
histéricamente como testosterona total inferior a 50 ng/dL, aunque los niveles 6ptimos de
supresion estan por definir. Actualmente las guias de practica clinica recomiendan la
determinacion de la testosterona total sérica para evaluar la eficacia de la terapia de
deprivacién androgénica y, ademas, para diagnosticar la resistencia a la castracién. Dado
que la testosterona libre es la isoforma bioldgicamente activa de la hormona, creemos
que se correlaciona mejor con los niveles intraprostaticos que la testosterona total.

El objetivo global de nuestro proyecto de tesis fue comparar la testosterona total y
libre en el I. diagndstico del cancer de préstata; Il. predicciéon de la agresividad tumoral; y
lll. control de los pacientes sometidos a terapia de deprivacion androgénica, como
predictor de supervivencia libre de resistencia a la castracion.

Se trata de un estudio realizado en dos grupos de pacientes que representan
momentos distintos de la historia natural de la enfermedad: la base de datos 1 formada
por 3364 pacientes con sospecha clinica de cancer de préstata por elevacién del PSA y/o
tacto rectal anormal, con recogida prospectiva de los datos clinico-demograficos (edad,
indice de masa corporal, PSA total y libre, tacto rectal, volumen prostatico, resultado de la
biopsia, suma Gleason, estadiaje patolégico [TNM 2002]) y perfil hormonal (testosterona
total y testosterona libre). La base de datos 2 compuesta por 126 pacientes con
diagnoéstico histologico de cancer de prostata avanzado sometidos a terapia de
deprivacion androgénica con agonista de la LHRH, con recogida retrospectiva de los
datos clinico-demograficos y perfil hormonal.

La intervencion realizada en nuestro estudio fue la determinacion sérica de la
testosterona total mediante método enzimatico competitivo de quimioluminiscencia con
limite inferior de deteccion de 10,0 ng/dL (Immulite 2500 automated analyzer, DPC Inc.,
Los Angeles, CA, USA) y de testosterona libre mediante método de radioinmunoanalisis

con limite inferior de deteccién de 0,05 pg/mL (DPC Inc., Los Angeles, CA, USA). Los
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objetivos principales fueron establecer la relacion de la testosterona total y libre con la
deteccion de cancer de prostata y la prediccion de su agresividad (base de datos 1); y
analizar el valor predictivo de los niveles de testosterona total y testosterona libre en la
supervivencia libre de resistencia a castracion en pacientes sometidos a deprivacion

androgénica, asi como establecer el menor nivel con impacto clinico (base de datos 2).

Se concluye que |. niveles bajos de testosterona sérica total y de testosterona
libre incrementan el riesgo de deteccion de cancer de prostata; Il. Ninguno de los niveles
de testosterona total o testosterona libre se asociaron con la agresividad tumoral; Ill. la
testosterona sérica libre determinada a los 6 meses de deprivacion androgénica fue un
predictor independiente de supervivencia libre de resistencia a la castracidon en pacientes
no diseminados, mientras que la testosterona total no lo fue. EI menor nivel de

testosterona libre con significado clinico fue 1,7 pg/dL.
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ABSTRACT

Since Huggins and Hodges published the prostate cancer hormone
dependence theory in 1941, high levels of serum testosterone have been associated with
the prostatic carcinogenesis. However, there is a lack of knowledge about the real role of
testosterone in the prostatic neoplasm. Serum testosterone is mainly bounded with sex
hormone binding globulin and albumin and only 1-2% is found as free testosterone, the
biologically active hormone isoform. Advanced prostate cancer patients under androgen
deprivation therapy have long overall survival and survival free of progression rates when
testosterone is kept in low levels. Historically, castration has been defined as total
testosterone lower than 50 ng/dL, although optimal degree of testosterone suppression
following castration remains in question. Current guidelines recommend serum
testosterone determinations to evaluate the androgen deprivation therapy efficacy and,
furthermore, to diagnose castration resistance status. Because free testosterone is the
active isoform of serum testosterone, we believe that it correlates better with intraprostatic

environment than total testosterone.

The main objective of our thesis project was to compare total and free
testosterone in the |. prostate cancer diagnose; Il. tumor aggressiveness prediction; and
lll. control of patients under androgen deprivation therapy as a survival free of castration

resistance predictor.

Our study was performed in two groups of patients that represent different
moments of the natural history of the disease. 3364 men under prostate cancer
suspicious due to rising PSA and/or abnormal digital rectal examination (DRE) integrated
the prospective collected database 1. 126 patients under androgen deprivation therapy
with LHRH agonist due to advanced prostate cancer histologically diagnosed integrated
the retrospective collected database 2. Both databases included clinical-demographic
data (age, BMI, total and free PSA, DRE, prostatic volume, biopsy result, Gleason score,

pathologic stage [TNM 2002]) and hormone profile (total and free testosterone).

The intervention performed was serum total testosterone measurement by
competitive enzymatic chemiluministent assay with lower level of detection of 10.0 ng/dL
(Immulite 2500 automated analyzer, DPC Inc., Los Angeles, CA, USA) and serum free
testosterone measurement by radicinmunoanalysis assay with lower limit of detection of
0.05 pg/mL (DPC Inc., Los Angeles, CA, USA). Main endpoints were determine the
relation between total and free testosterone and prostate cancer detection and its

aggressiveness (database 1); and analyze total and free testosterone predictive values in
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survival free of castration resistance in order to establish the lower threshold with clinical

impact in patients under androgen deprivation therapy (database 2).

We conclude that I. low levels of total and free testosterone increment the risk of
prostate cancer detection, Il. no free or total testosterone levels showed any association
with tumor aggressiveness; Ill. serum free testosterone determined at 6 months of
androgen deprivation therapy was an independent predictor of survival free of castration
resistance in no metastatic patients, while total testosterone wasn’t. The lower free

testosterone threshold with clinical impact was 1.7 pg/mL.
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1. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia y diagnostico del cancer de prostata

El cancer de prostata es el tumor sélido mas frecuentemente diagnosticado entre
los varones de los paises industrializados. A nivel mundial, se estiman 1.111.700 nuevos
casos diagnosticados y 307.500 defunciones decurrentes de este tumor, haciéndolo la
segunda neoplasia mas diagnosticada entre los varones y la quinta causa de mortalidad
de origen neoplasica (Torre et al., 2015). En los Estados Unidos, el cancer de préstata es
el cancer visceral mas detectado en hombres y se estima 220.800 nuevos casos
diagnosticados en 2015, un 26% de todos los canceres detectados, ademas de 27.540
muertes secundarias (Siegel et al., 2015). En Europa se estima una incidencia de 59,3
casos por cada 100.000 hombres y constituye el 15% de las neoplasias masculinas
(Center et al., 2012). La incidencia es mayor en el norte y oeste del continente, mientras
que las tasas en el este y sur de Europa han presentado un crecimiento continuo en los
ultimos anos (Arnold et al., 2015; Torre et al., 2015), Figura 1. En 2013, Cézar JM et al.
publicaron un estudio epidemioldgico con el objetivo de estimar la incidencia del cancer
de prostata en Espafa y describir el perfil clinico de los pacientes diagnosticados (Cozar
et al.,, 2013). Fueron diagnosticados 4.087 nuevos casos, correspondiendo el 21.8% de
la poblacién masculina espafola para el ano analizado. La tasa de incidencia de cancer
de préstata estimada estandarizada por edad fue de 82,27 casos por 100.000 hombres.
En Catalufa la tasa estimada fue de 85,70, quedando detras de la region de Madrid con
una tasa de 92,29 nuevos casos y superando la tasa andaluza de 70,38 por 100.000
hombres (Cozar et al., 2013).

11
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Figura 1. Incidencia del cancer de préstata y tasas de mortalidad por regién del mundo.

Figura extraida de: Torre, LA; Bray, F; Siegel, R; et al. Global cancer statistics, 2012. CA Cancer J Clin 2015;
65: 87-108 (Torre et al., 2015).

Distintos factores compiten a la hora de influenciar en el desenlace del cancer de
prostata, determinando de esta manera la calidad de vida y supervivencia de los
pacientes. La extension del tumor en el momento del diagndstico es el principal factor
que se relaciona con la supervivencia (Ferlay et al., 2015). Por lo tanto, el momento de
deteccion de la enfermedad en su historia natural cobra protagonismo en la evolucion
clinica. En este ambito, un programa de cribado y optimizacién del tratamiento podria

reducir la morbimortalidad del cancer de prostata.

El cancer de prostata es un enfermedad silente hasta fases tardias de su
evolucién. Los sintomas que pueden generar el desarrollo de esta neoplasia estan
relacionados a la afectacion de estructuras adyacentes a la prostata o al compromiso del
organismo a distancia. En el primer caso, la invasién de la uretra puede desencadenar
sintomas del tracto urinario inferior obstructivos y/o irritativos; el paciente puede presentar

hemospermia si el tumor afecta los ductos eyaculadores; si la extension local alcanza los

12
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nervios pélvicos, el paciente puede presentar disfuncién eréctil o dolor pélvico/perineal.
En el caso de diseminacion a distancia, el paciente puede desarrollar complicaciones
secundarias a la compresion ganglionar del tracto urinario superior o drenaje linfatico de
las extremidades inferiores, asi como dolor 6seo o alteraciones de funciones organicas
vitales en el caso de diseminacion hematogénica (Wein and Peters, 2016). Sin embargo,
en absoluto la sintomatologia constituye el pilar orientativo en la deteccion del cancer de
prostata. Los factores que determinan el riesgo de desarrollar el cancer de préstata no
han sido completamente elucidados, sin embargo existen tres factores establecidos: el
aumento de la edad, el origen étnico y la herencia genética (Heidenreich et al., 2014). Si
un familiar presenta cancer de préstata, el riesgo de desarrollar la enfermedad es el
doble. En caso de presentar dos o mas familiares afectados, el riesgo sube de 5 a 11
veces (Jansson et al., 2012; Hemminki, 2012). El tacto rectal es la parte mas importante
de la exploracion fisica en el cancer de prostata, llegando a presentar una sensibilidad
del 52% y una especificidad del 81% segun estudios publicados en la década de 90
(Partin et al., 1993). Entre los hallazgos anémalos, se destacan la presencia de nédulos,
asimetrias y endurecimientos. Su relevancia es aun mas notable al considerar que un
85% de los canceres crece periféricamente donde pueden ser detectados con el tacto
rectal (Epstein, 2002). Aunque la mayoria de los tumores detectados por tacto rectal son
anatomo patolégicamente avanzados (Chodak et al, 1989), su practica
comprobadamente reduce la morbimortalidad del cancer de préstata independiente de la
edad del diagnostico, ademas el poder de prediccion es mejor cuando asociado con la
determinacion del antigeno prostatico especifico (PSA por sus siglas en inglés) (Catalona
etal., 1991).

El PSA es una glicoproteina producidas por las células epiteliales prostaticas, que
tiene un peso molecular de 33 kilodaltons (Partin AW, 2016). Su elevacién en el plasma
en los pacientes con cancer de prostata es debida a la combinacién del aumento en su
produccion y del descenso en su eliminacion. Sin embargo, condiciones benignas pueden
promover la elevacion de sus valores plasmaticos, especialmente la hiperplasia benigna
de la prostata, la prostatitis (Kawakami et al., 2004) y la eyaculacion (Tchetgen et al.,
1996). Ademas las manipulaciones uroldgicas también pueden aumentar los niveles
séricos de PSA: el tacto rectal eleva minimamente el PSA, pudiéndose realizar las
mediciones del mismo inmediatamente después de dicha exploracion (Chybowski et al.,
1992); la retencién aguda de orina puede elevar el PSA, aunque de forma transitoria, por
ello se recomienda esperar al menos dos semanas para determinar el PSA tras un

episodio de retencién aguda de orina (Tchetgen and Oesterling, 1997); de manera

13
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similar, los niveles de PSA se mantienen elevados tras una biopsia prostatica por
aproximadamente tres semanas (Tchetgen and Oesterling, 1997). El PSA tiene una vida
media de 2,2 dias (Stamey et al.,, 1987), necesitando de periodos variables para
recuperacion de sus valores basales tras condiciones de elevacion transitorias
(Kawakami et al., 2004; Tchetgen et al., 1996; Chybowski et al., 1992; Tchetgen and
Oesterling, 1997). Aunque con variaciones porcentuales distintas, a los 6 meses de
tratamiento con inhibidores de la 5-alfa reductasa, los valores de PSA se encuentran
reducidos tanto en hombres en uso de finasteride como en los que usan dutasteride
(Guess et al., 1993). La diferencia entre las reducciones se explica por el mecanismo de
accion de cada farmaco: mientras que el finasteride es un inhibidor competitivo de la 5-
alfa reductasa isoforma tipo Il, el dutasteride es un inhibidor de las isoformas tipo | y Il
(Roehrborn et al., 2004). Distintos trabajos han defendido el ajuste de los valores de PSA
medidos en sangre para preservar su habilidad de prediccion de cancer de prostata.
Algunos autores defienden el principio de “multiplicar por 2”, en el cual el valor de PSA
determinado en plasma deberia ser multiplicado por dos si el paciente se encuentra en
tratamiento con finasteride por mas de 6 meses (Espafia et al., 2002). El Proscar Long-
term Efficacy and Safety Study (PLESS), un estudio que analizé el principio de doblar los
valores de PSA en hombres tratados con finasteride y la tasa de deteccion de cancer
basandose en el limite de PSA de 4 ng/mL, confirmé la eficacia del marcador en la
deteccion del cancer de prostata (Andriole et al., 1998). EI PSA es el marcador tumoral
mas utilizado en el diagndstico y seguimiento respeto a cualquier otro tipo de cancer (Lin
K, 2011). El limite tradicionalmente utilizado como anémalo en la mayoria de los estudios
de deteccion de cancer de préstata ha sido 4,0 mg/mL (Brawer et al., 1992; Catalona et
al., 1993; Mettlin et al., 1991). La determinaciéon del PSA condujo a un importante
aumento de la incidencia de cancer de préstata, con un pico maximo en el afio 1992
(Ries L, 2002). La Sociedad Americana del Cancer public6é un documento de
recomendaciones acerca de la deteccion precoz del cancer de prostata, en donde se
analiz6 sistematicamente distintas publicaciones sobre la determinacion del PSA (Wolf et
al., 2010). Las concentraciones PSA se encuentran elevadas en 25 a 92 porciento de los
pacientes con cancer de préstata, dependiendo del volumen tumoral (Stamey et al., 1987;
Hudson et al., 1989; Partin et al., 1990). Su habilidad en predecir la presencia de tumor
representd un cambio de era en el tratamiento del cancer de préstata. Sin embargo, eso
conllevé a un elevado numero de diagnosticos de tumores con importancia clinica
dudosa, promoviendo un inevitable sobretratamiento de la enfermedad. Actualmente no
hay un consenso a la hora de definir los canceres clinicamente significativos, aunque

distintas propuestas han sido publicadas. Parece ampliamente aceptado que tumores con

14
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Gleason = 7 y volimenes > 0,5 cm® tienen mas riesgo de progresion, pese a que no se
puede actualmente precisar si determinaran un cambio en la calidad de vida del paciente

0 en su supervivencia (Carroll et al., 2001).

Debido a las inherentes limitaciones de estudios non experimentales para control
de sesgos en la evaluacion del cribado de cancer (Cole and Morrison, 1980; Brawley and
Kramer, 2005), la evidencia cientifica de ensayos clinicos controlados se hace necesaria
para determinar la eficacia de un test de cribado. Dos ensayos clinicos prospectivos,
controlados y aleatorizados de cribado de cancer de prostata con PSA han reportado
conclusiones diferentes: la rama prostatica del estudio Prostate, Lung, Colorectal, and
Ovarian (PLCO) demostré un no beneficio en el cribado, mientras que el European
Randomized Study of Screening for Prostate Cancer (ERSPC) demostré un 20% de
reduccién en la mortalidad por cancer de prostata (riesgo relativo 0,80; intervalo de
confianza 95% [IC95%)] 0,67-0,98; p < 0,01) (Schrdder et al., 2009; Andriole et al., 2009).
Ademas de observar una reduccion de la mortalidad por cancer de prostata en el grupo
de intervencién comparado al control tras una media de 8,8 afos de seguimiento, los
investigadores del ERSPC notaron que una muerte por cancer de prostata era prevenida
para cada 48 hombres tratados por tumor detectado por cribado. Considerando el corto
periodo de seguimiento, el numero necesario para tratar estimado posiblemente sea
menor a largo plazo (Wolf et al., 2010). La diferencia entre los dos estudios cuanto a la
extension del pre cribado, contaminacién entre los grupos analizados, cumplimiento de la
indicacion de biopsia y nivel de corte de PSA podria explicar porque una reduccion
significativa de mortalidad fue constatada en el ERSPC, pero no en el estudio PLCO.
Globalmente, el valor predictivo positivo para los niveles de PSA > 4,0 mg/mL es de
aproximadamente 30%, lo que significa que un poco menos de un tercio de los hombres
con PSA elevado tendra cancer de prostata (Brawer et al., 1992; Schréder et al., 2000).
Segun la franja de valores del marcador, la probabilidad de deteccion de tumor varia. De
esta manera, para los niveles de PSA entre 4,0 y 10,0 mg/dL, el valor predictivo positivo
es de un 25% aproximadamente, aumentando a 42-64% para los niveles superiores a
10,0 mg/dL (Schroder et al., 2000; Catalona et al., 1994; Coley et al., 1997). EI PSA y el
tacto rectal cuando combinados aumentan la tasa de deteccidén del cancer de prostata
(Smith et al., 2001), siendo recomendados en el cribado de la patologia. Sin embargo,
estudios aleatorizados no han podido confirmar el beneficio del tacto rectal en el
desenlace de la enfermedad (Schroder et al., 2009; Andriole et al., 2009). Es conocida la
influencia que ejerce la hiperplasia benigna de prostata en los valores de PSA

determinados en sangre periférica, ademas la prevalencia del aumento benigno de la
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glandula prostatica es aun mas significativa en mayores rangos etarios. Es comprensible,
por lo tanto, suponer que los valores normales de PSA tendrian que basarse en rangos
de edad. A pesar de su uso no esta avalado de manera uniforme por las distintas guias
de practica clinica, los intervalos de referencia especificos de edad han sido
desarrollados a partir de grupos poblacionales sin enfermedad para mejorar el poder
discriminatorio del marcador (Oesterling et al., 1993; Dalkin et al., 1993; DeAntoni, 1997),
Tabla 1.

Tabla 1. Rango de referencia de PSA segun franja etaria.

Rango de referencia de PSA (mg/mL)

Edad (afios) Oesterling et al. 1993 Dalkin et al. 1993 DeAntoni 1997
40-49 0,0-2,5 - 0,0-2,2
50-59 0,0-3,5 0,0-3,5 0,0-3,8
60-69 0,0-4,5 0,0-54 0,0-5,6
70-79 0,0-6,5 0,0-6,3 0,0-6,8

Adaptado de DeAntoni et al. (DeAntoni, 1997);

Parece logico que el cambio del umbral de PSA para indicar una biopsia de
prostata segun la edad del paciente mejore la especificidad o la sensibilidad del test
dependiendo del sentido del cambio, produciéndose de esa manera una reduccion de las
biopsias innecesarias 0 aumento de la deteccion de tumores. Pese al probable beneficio
aqui expuesto, actualmente no se recomienda la adopcién de los valores por franjas
etarias (Heidenreich et al.,, 2014b). Un analisis del Prostate Cancer Pravention Trial
afiadi6 incertidumbre a la fiabilidad de un unico punto de corte para el PSA. Un 15,2% de
los hombres controlados con edad entre 62 y 91 anos, que tenian un PSA y tacto rectal
normales durante los siete afios de cribado anual, resultaron tener cancer de prostata
detectado por biopsia al final del estudio. Entre los pacientes con PSA entre 2,1 y 4,0
mg/mL, el 24,7% presentaban cancer, siendo mas de un 5% de alto grado, definido como
Gleason = 7 (Thompson et al., 2004). En conclusién, un valor de referencia de PSA para
cribado del cancer de préstata implicara inexorablemente en un equilibrio entre la
sensibilidad y la especificidad. Por ello, refinamientos y nuevos marcadores han sido la
diana de inUmeros grupos de investigacion con el objetivo de mejor predecir la presencia
del cancer y de seleccionar los clinicamente significativos para someterles a la biopsia.
Ademas, es conocida la proporcion de casi un 75% de canceres detectados en pacientes

con PSA entre 4,0 y 10,0 mg/mL (‘la zona gris’ del marcador), que son érgano-confinados
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y curables (Catalona et al., 1994). Por todo ello, actualmente no existe un valor de PSA

predefino aceptado universalmente como ‘normal’.

Refinamientos del PSA y nuevos marcadores

El tejido tumoral prostatico produce hasta 10 veces mas PSA comparativamente al
tejido sano. Basandose en esa diferencia de expresion de marcado, ajustar el valor de
PSA por volumen prostatico, parece mejorar la capacidad de predecir la presencia de
cancer (Stamey et al., 1987; Benson et al., 1992). La mayor limitacion de este método es
su dependencia a la precision en la determinacion del volumen prostatico. Ademas la
dependencia de una prueba de imagen, ecografia transrectal o resonancia magnética

nuclear (RNM), limita su uso en unidades de salud de baja complejidad.

El PSA aumenta de manera mas rapida en pacientes con cancer de préstata que
en hombres sanos. Algunos autores han reportado una mejor discriminacion entre los
pacientes con cancer y sin enfermedad basada en la velocidad de subida del marcador
en sangre periférico, tomando como referencia el valor de 0,75 ng/mL/afo (Carter et al.,
1992). Sin embargo, estudios controlados y aleatorizados como el ERSPC y el Prostate
Cancer Prevention Trial han cuestionado el beneficio de la velocidad de PSA en el
cribado del cancer de préstata. En el primer estudio, los resultados apuntan a una
diferencia de velocidad de PSA entre los pacientes con y sin tumor en la biopsia, pese a
ello la velocidad de PSA no se mostré como factor predictor independiente de cancer de
prostata (Raaijmakers et al., 2004). Informacion corroborada por un subanalisis realizado
en pacientes del Prostate Cancer Prevention Trial (Thompson et al., 2006). Ademas ese
segundo estudio enfatizé el aumento de biopsias innecesarias secundarias a la utilizacion
de este refinamiento de PSA. En conclusion, aunque es conocida la diferencia de
expresion del marcador entre los tejidos sanos y tumorales, la determinacion de la
velocidad de PSA anade poca mejoria predictiva al PSA total en el cribado del cancer de

prostata

El PSA circula en la sangre periférica en multiples isoformas, predominantemente
unida a un inhibidor de proteasa, sin embargo una forma de PSA, el PSA libre, no se
encuentra unida a estas proteinas (Christensson et al., 1990; Lilja et al., 1991).
Porcentuales bajos de PSA libre son reconocidos indicadores de cancer de prostata
(Catalona et al., 1995; Partin et al., 1996; Elgamal et al., 1996; Chen et al., 1996), aunque

la seleccién de puntos de corte para uso en la practica clinica es complicada por la
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dependencia parcial entre los valores de la ratio de PSA (%PSA libre/PSA total) y la edad
del paciente, el volumen prostatico y el PSA total (Catalona et al., 1995; Chen et al.,
1996; Luderer et al., 1995; Woodrum et al., 1998). De acuerdo con las guias de la
European Association of Urology (EAU) y American Urological Association y las
recomendaciones de United States Food and Drug Administration (FDA) la medicion de la
ratio de PSA estria indicada en hombres con PSA total entre 4,0 y 10,0 mg/dL. Sin
embargo existe evidencia que seria mas aplicable en hombres con PSA entre 2,0 y 20
mg/dL (Oesterling et al., 1995; Morote et al., 2002). Un estudio multicéntrico realizado con
773 hombres con PSA entre 4,0 y 10,0 mg/mL y tacto rectal normal concluyé que
utilizando un corte de 25% para la ratio de PSA, detectaba 95% de los canceres y evitaba

un 20% de biopsias innecesarias (Woodrum et al., 1998).

[-2] ProPSA vy el Prostate Health Index

El PSA libre es enzimaticamente inactivo y esta compuesto por tres diferentes
tipos de PSA: el PSA benigno usualmente asociado a la hiperplasia benigna de proéstata,
el PSA intacto que es similar a la forma activa y el proPSA que en general esta asociado
al cancer de prostata (Hori et al., 2013). Diferentes formas trucadas de proPSA han sido
descritas, sin embargo hoy en dia a estos marcadores se les exige una habilidad en
detectar tumores agresivos y evitar el sobrediagnostico. El [-2] ProPSA, también conocido
como p2PSA, es una isoforma especifica del proPSA, mas frecuente en pacientes con
biopsias positivas para tumor. Ademas algunos trabajos han asociado diferentes
isoformas de PSA para formar un marcador con mejor poder de prediccién como el
Prostate Health Index (phi), [(p2PSA pg x ml/fPSA ng/ml) x VtPSA ng/ml)] (Perdona et al.,
2013). Un reciente estudio multicéntrico europeo analizé 646 hombres con PSA entre 2 y
10 mg/mL con una tasa media de deteccién de cancer de prostata de 40,1%. El area
debajo de la curva (AUC del inglés, area under de curve), que estima la precision de una
prueba diagnéstica, del phi y del %PSA libre fue 0,67 y 0,64, respectivamente. Con una
tasa de deteccion del 90%, se ahorré un 15,5% de biopsias innecesarias, dejando de
diagnosticar apenas un 1,1% de tumores agresivos (Lazzeri et al., 2013). A pesar de
resultados promisores, el significado clinico de estos derivados del PSA permanece
incierto, debido principalmente a la existencia de distintos estudios con variables niveles
de evidencia. Ademas existe una falta de evidencia a cerca de su eficacia cuando

complementados con los datos clinicos.
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4Kscore Test

El 4Kscore Test (OPKO Diagnostics, LLC) incorpora en un algoritmo
determinaciones séricas de cuatro proteinas kalecreinas: PSA total, PSA libre, PSA
intacto y Kalecreina humana tipo 2, ademas de parametros clinicos (edad, tacto rectal y
historia previa de biopsia negativa). Dicho test ha sido extensivamente validado en
distintos estudios (12) prospectivos y retrospectivos, que involucraron mas de 22.000
pacientes de paises europeos y de los Estados Unidos (Vickers et al., 2008; Benchikh et
al., 2010; Gupta et al., 2010; Vickers et al., 2010a, 2010b, 2010c; Bryant et al., 2015;
Parekh et al., 2015). Tiene como objetivo determinar el riesgo porcentual de cancer de
prostata agresivo (Gleason = 7) y fornecer informacién adicional en hombres sometidos a
cribado. Un estudio clinico reciente ha reportado una reduccion del nimero de biopsias
de 64,6%, mayor que las tasas tedricas de entre 30 y 57% de largos estudios previos
(Konety et al., 2015). El 4Kscore Test cobra protagonismo como un método de
seguimiento en pacientes con sospecha de cancer de prostata (tacto rectal anormal y/o
PSA total elevado), con el objetivo de evitar biopsias innecesarias. Su uso afiade al PSA

especificidad y mejora la relacion coste-eficacia (Konety et al., 2015).

PCA3

El prostate cancer antigen 3 (PCA 3 - DD3) es un gen que codifica para un ARN
mensajero (ARNm) no codificante con alta tasa de expresion en el tejido tumoral
prostatico, esta entre los marcadores de cancer de prostata mas especificos y esta sobre
expresado en mas de 90% de los canceres de proéstata (Tomlins, 2014). EI PCA 3 ha sido
aprobado por la FDA para auxiliar en la decision de biopsiar hombres con biopsias
previas negativas (de la Taille et al., 2011; Goode et al., 2013). Por otro lado, otros
autores han reportado resultados promisores en pacientes sin biopsias previas (Rubio-
Briones et al.,, 2015). En los ultimos anos la elaboracion de nomogramas asi como la
fusion de distintos marcadores urinarios han proporcionado nuevas posibilidades a la
hora de predecir la presencia del cancer de prostata. La precision del test PCA3 aumenta
de acuerdo con el volumen tumoral, sin embargo existe resultados conflictivos a cerca de
si es capaz de predecir la agresividad del tumor, ademas su beneficio en protocolos de
vigilancia activa aun no esta confirmado (Auprich et al., 2011). Actualmente valorar la
necesidad de una rebiopsia es la indicacion globalmente aceptada para ese test

diagnostico.
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Técnicas de imagen y la biopsia de prostata

La ecografia transrectal pese a que no tiene precision diagndstica, es el método
auxiliar mas frecuentemente empleado para guiar las biopsias de préstata actualmente.
Como prueba diagndstica o seleccién de lesiones sospechas, la ecografia transrectal
presenta poca precision. Con una sensibilidad entre 18-96% y una especificidad entre un
46-91%, es comprensible los sucesivos intentos de mejoria de la técnica ecografica
(escala de grises, con contraste, elastografia) (Brock et al., 2011; Lee et al., 1991; Walz
et al., 2011; Zhu et al., 2014). Pese a ello, la utilidad de la ecografia en la deteccion se
limita a la funcién de guia de puncion y usualmente es complementada por otras técnicas

de imagen.

En 2008, Dr. Patrick Walsh hizo el célebre comentario: “ el descubrimiento que
tendria mayor impacto en nuestra practica médica, seria el desarrollo de una técnica de
imagen con precision para detectar el tumor dentro de la préstata” (Walsh, 2009). En
poco tiempo, la RNM se ha convertido en la técnica de imagen mas fiable a la hora de
interpretar una lesién intraprostatica, capaz de identificar con precisién canceres de
prostata con significado clinico (Puech et al., 2009). Cuando parametros funcionales
como de dinamica mejorada con contraste (dynamic contrast enhancement - DCE), la
RNM potenciada en difusion (diffusion-weighted imaging - DWI) y la espectrometria son
usados, en combinacion con las secuencias estandar T1 y T2, la RNM incrementa su
habilidad de identificar una lesién tumoral a partir de sus propiedades patofisiolégicas
(Kirkham et al., 2006). En hombres con sospecha clinica de cancer de préstata, una
biopsia de prostata con informacion adicional aportada por la RNM se asocia con una
tasa de 42% de deteccion de tumores clinicamente significativos. Con la utilizacién de la
RNM como informacién adicional, se podria reducir el nUmero de hombres que requieren
una biopsia de prostata probablemente a un tercio, si previamente presentan una RNM
normal (Moore et al., 2013). Aunque la precision diagnostica de la RNM sera definida
cuando se publique los resultados del ensayo clinico PROMIS Trial (NCT01292291), se
estima que un area no sospechosa por RNM multiparamétrica presenta un 95% de
probabilidad de no tener cancer de préstata clinicamente significante (EI-Shater Bosaily et
al., 2015). Estudios recientes han defendido el papel diagndstico de las biopsias
transrectales guiadas por ecografia fusionadas a imagenes de RNM multiparamétrica. La
biopsia por fusidon por un lado parece aumentar la tasa de deteccién de cancer de
prostata, ademas incrementa el diagndstico de tumores clinicamente relevantes (Haffner

et al., 2011). La eficiencia (nUmero de tumores clinicamente significantes/nimero de

20



Valor de la testosterona libre en el diagndstico y seguimiento del cancer de prostata.

hombres biopsiados) en procedimientos con fusidon parece ser superior que el método
estandar (70% vs 40%) (Moore et al., 2013).

El clasico sistema de biopsia por sextantes , definido como sistema aleatorio por
Stamey en 1989 (Hodge et al., 1989), ha incorporado cilindros a lo largo del tiempo.
Actualmente 10-12 cilindros es globalmente aceptado como la practica clinica estandar a
la hora de realizar una biopsia de préstata. El aumento del numero de cilindros ha
aumentado el valor predictivo negativo de las biopsias transrectales, sin embargo ha
incrementado la deteccidén de tumores de bajo volumen y bajo riesgo. Ademas, el método
de biopsia estandar tiene baja precisién en la deteccion de canceres en la cara anterior,
linea media y apex prostatico, culminando en infradiagnéstico de enfermedad
clinicamente significante. Una de cada tres biopsias de bajo volumen tumoral,
enfermedad de bajo riesgo es reclasificada en un grado o estadio superior tras un estudio
histologico de toda la pieza de prostatectomia (King et al., 2004). La prostata es el Unico
o6rgano solido, en el cual el sistema de toma de biopsias es de muestreo aleatorio
estandarizado. Todos los otros sistemas de diagndéstico de canceres de 6rganos solidos o
no sélidos incorpora un método guia sea este directo (ej., cistoscopia) o radioldgico
(ecografia, tomografia, RNM), capaz de identificar areas sospechosas de malignidad con

precision (Moore et al., 2013).

El cribado del cancer de prostata

El cribado del cancer de préstata (poblacional u oportunistico) tiene como objetivo
principal la reduccién de la mortalidad cancer especifica y mantener la calidad de vida
ajustada a los anos de vida ganados con el cribado (QUALY's) (Heidenreich et al., 2014b).
Tres grandes ensayos clinicos prospectivos reflejan la gran controversia del cribado de
esta neoplasia (Andriole et al., 2009; Schroder et al., 2009; Hugosson et al., 2010).
Asertivas a raiz de analisis de subgrupos de los ensayos o proyecciones matematicas no
ofrecen evidencia cientifica suficiente para realizar recomendaciones estandar
universales. Una revision sistematica Cochrane publicada en el 2013 (llic et al., 2013)
encontrd que el cribado se asocié con un aumento del diagnostico de cancer de préstata
(RR: 1,3; IC95%: 1,02-1,65); con mayor numero de casos de enfermedad localizada (RR:
1,79; 1C95%: 1,19-2,70) y menor proporcion de enfermedad avanzada (T3-4, N1, M1)
(RR: 0,80; IC95%: 0,73-0,87). El andlisis de 5 ensayos clinicos, que involucré6 mas de
341.000 pacientes aleatorizados, no observdé un beneficio en la mortalidad cancer-
especifica (RR: 1,00; IC95%: 0,86-1,17), tampoco de la supervivencia global (RR: 1,00;
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1C95%:0,96-1,03). Ademas, los autores destacan el sobrediagndstico secundario al
cribado y consecuente sobretratamiento (Andriole et al., 2010; Thompson et al., 2003).
Recomendaciones a cerca del cribado de PSA han sido motivo de cambios substanciales
a lo largo de los ultimos afos. En 2012, el US Preventive Services Task Force (USPSTF)
desaconsejo el cribado de cancer de prostata con el PSA (Moyer and U.S., 2012). Las
guias clinicas de las distintas sociedades urolégicas han fundamentado sus
recomendaciones en intervalos de edad especificos y expectativa de vida, basados en
decisién compartida médico-paciente y preferencias de cada paciente cuanto a los
intervalos de analisis superiores al afo (Heidenreich et al., 2014b; Wolf et al., 2010),
(Carter et al., 2013; Qaseem et al., 2013) . La Figura 2 resume las recomendaciones de

cribado y deteccion precoz de la EAU.

Figura 2. Recomendaciones de las guias de practica clinica EAU para cribado y

deteccion precoz del cancer de proéstata.

Figura extraida de European Association of Urology Guidelines 2016 — March update (Heidenreich et al.,
2014b).
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1.2 Los andrdgenos y el cancer de prostata

Desde que Huggins y Hodges en 1941 describieran la hormono dependencia del
cancer de prostata, la elevacion de los niveles de testosterona en suero ha sido
relacionada con la carcinogénesis prostatica. Huggins fue el primer médico a realizar un
ensayo intervencionista con pacientes con cancer de prostata y definid una linea de
investigacidon denominada Hipdtesis Androgénica que culmind en la descubierta de
dianas terapéuticas aun exploradas hoy en dia mas de 70 afios tras sus experimentos
(Huggins and Hodges, 1941). Histéricamente, ha sido globalmente aceptado que la

testosterona constituye un estimulo directo para el desarrollo del cancer de préstata.

La logica de la relacion directa entre los niveles de testosterona y la
carcinogénesis prostatica ha sido cuestionada en los ultimos anos. La inquietud cientifica
se basa en una sencilla constatacion epidemioldgica: la presencia de cancer de préstata
durante la edad de pico de concentracion de testosterona sérica es anecdadtica, mientras
que hombres en mayor franja etaria que presentan progresivamente menores niveles de
testosterona, son los mas afectos por la neoplasia (Morgentaler, 2006), Figura 4. Si la
testosterona verdaderamente es el “combustible para un fuego”, entonces ¢ por qué los
microfocos de cancer de prostata detectado en una autopsias de hombres jovenes no
desarrollan en cancer clinicamente activo en edades precoces dotadas de alto ambiente
androgénico (Sakr et al., 1994)?

Figura 4. Prevalencia del cancer de prostata y los niveles de testosterona segun la edad.

T: testosterona, pCA cancer de préstata. Figura extraida de Morgentaler et al. Testosterone and prostate
cancer: an historical perspective on a modern myth. Eur Urol 2006; 50(5):935-9 (Morgentaler, 2006).
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Algunos autores han publicado estudios relacionando el cancer de prostata con
bajos niveles de testosterona sérica. De manera opuesta, el cancer de prostata seria mas
frecuente y mas agresivos en ambientes de bajas concentraciones de testosterona. En
2011, Salonia et al. analizaron los niveles de testosterona preoperatorios en una serie
673 pacientes sometidos a prostatectomia radical con el objetivo de evaluar la relacion
entre hipogonadismo, definido por una testosterona total inferior a 300 ng/dL y la
enfermedad de alto riesgo definida por la extension extracapsular, invasion de vesiculas
seminales y suma de Gleason superior a 7. Los autores encontraron que solamente los
pacientes con hipogonadismo severo, definido por un nivel de testosterona total inferior a
100 ng/dL, tuvieron un riesgo 3 veces superior de tener afectacién de vesiculas
seminales (Salonia et al.,, 2011). En una publicacion sucesiva en 2012, esos mismos
autores vuelven a estudiar la relacion entre testosterona total y cancer de prostata de alto
riesgo. Después de analizar los modelos en su analisis multivariante, establecieron que la
probabilidad de tener un cancer de préstata de alto riesgo aumentaba cuando los niveles
de testosterona total eran extremos, tanto reducidos como aumentados. Esta observacion
generd la formulacion de una nueva hipoétesis, alternativa a la hipotesis androgénica, en
la cual se establecia un modelo de comportamiento no lineal, conocido como ‘U-shaped

risk behavior’ (Salonia et al., 2012), figura 5.

Figura 5. Relacién entre testosterona total sérica (ng/mL) y cancer de préstata de alto
riesgo en prostatectomias radicales. El eje Y representa el riesgo de cancer de alto riesgo

(escala logaritmica).

Los resultados de afos de investigacion han llevado a formular las tres distintas
hipétesis aqui referidas que, pese a sus planteamientos légicos, no han permitido concluir

definitivamente qué papel tiene la testosterona en la carcinogénesis prostatica.
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La union de los androgenos con su receptor y las reacciones sucesivas
promueven la activacion de las zonas promotoras de genes andrégeno-regulados
modulando su transcripcién. Su expresion normal es necesaria para mantener el
equilibrio entre sefiales de proliferacién y apoptosis, regeneracion tisular y produccion de

ciertas proteinas especificas como el PSA (Schulman et al., 2010).

Alrededor del 95% de la testosterona circulante es producida por las células de
Leydig en el intersticio testicular como respuesta al estimulo de la hormona luteinizante
(LH), secretada en la hipdfisis anterior. El 5% restante proviene del coértex adrenal. Sin
embargo, en pacientes castrados se ha descrito la persistencia hasta del 20% de la
testosterona y del 30% de la dihidro-testosterona (DHT) habitual en el tejido prostatico,
como consecuencia de la sintesis intraglandular de hormonas esteroideas (Schulman et
al., 2010).

El parametro que se ha considerado mas representativo de la actividad
androgénica intraprostatica es la testosterona total en suero. Sin embargo, la mayoria de
la testosterona esta ligada a proteinas plasmaticas, en concreto albumina y globulina
fijadora de hormonas sexuales (SHBG). Alrededor del 44% de la testosterona total esta
ligada con alta afinidad a la SHBG y por ello no esta disponible para unirse al receptor
androgénico. Algo mas del 50% esta unida a la albumina con baja afinidad, significando
ello que en determinadas circunstancias puede pasar facilmente a la forma libre. Sélo
entre el 1 y 2% de la testosterona total en suero esta en forma libre y constituye la
isoforma biolégicamente activa, capaz de difundir hacia el citoplasma celular y unirse a su
receptor especifico, una vez transformada en DHT por acciéon de la 5-alfa-reductasa. La
suma de la fraccion de testosterona ligada de manera reversible a la albumina y la
testosterona libre constituye la fraccion de testosterona biodisponible (Matsumoto and
Bremner, 2004; Rove et al., 2012).

Es ampliamente aceptado que la actividad bioldgica de una determinada hormona
depende de su fraccion libre, teoria conocida como Hipdtesis de la Hormona Libre
postulada por Mendel et al. hace 17 anos (Mendel, 1989). Consecuentemente, la
testosterona libre podria representar un mejor indicador de la actividad androgénica que
la testosterona total y, ademas, correlacionarse de manera mas fiable con los niveles
intraprostaticos de testosterona. ;Podria la falta de evidencia cientifica acerca del papel
de la testosterona en la carcinogénesis prostatica deberse a que hasta entonces

estudiabamos la molécula equivocada?
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Algunos autores han publicado resultados contradictorios acerca del papel de la
testosterona libre en el cancer de préstata: mientras algunas publicaciones defienden una
relacion (directa o inversa), otras no objetivaron una asociacion significativa (Grosman et
al., 2010; Garcia-Cruz et al., 2012; Hyde et al., 2012; Kaaks et al., 2003; Wiren et al.,
2007; Sawada et al., 2010). Existen férmulas que permiten el calculo de la testosterona
libre y de la testosterona biodisponible, a partir de los niveles de la testosterona total,
albumina y SHBG (Vermeulen et al., 1999). Sin embargo, determinadas condiciones
nosoldgicas pueden acompafiarse de alteraciones en las concentraciones de albumina y
SHBG; por ello, las estimaciones de la testosterona libre y biodisponible pueden ser
inadecuadas. La falta de evidencia cientifica en los estudios que trataron de buscar una
relacion entre riesgo y/o agresividad tumoral y la testosterona libre podria deberse a que
los distintos autores se basaron en valores estimados de testosterona libre,
conceptualmente poco precisos (Shea et al., 2014). No obstante en la actualidad, a
través de radioinmunoanalisis (RIA) comerciales, es posible la determinacion directa de la
testosterona total en suero. La escasez de estudios con métodos de determinacion
directa de la fraccién libre de la hormona, da lugar a la cuestion: “;tiene la testosterona

libre determinada por RIA relacién con la carcinogénesis prostatica?

La deprivacion androgénica es la modalidad de hormonoterapia mas
frecuentemente utilizada, y se recomienda en pacientes con cancer de prostata avanzado
y de forma neoadyuvante a la radioterapia (Heidenreich et al., 2014a). El objetivo de la
deprivacién androgénica es la deplecion sistémica de testosterona, y se consigue
mediante la castracién quirdrgica o médica, a través de la administracion de analogos o
antagonistas de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH). No obstante,
esa deplecién de testosterona no es completa, ya que ademas de la sintesis testicular, el
cortex suprarrenal aporta entre el 5% y el 10% de la testosterona sérica , y en
determinadas circunstancias el mismo tejido prostatico puede sintetizar androgenos,
aunque su contribucion a la concentracion de testosterona es probablemente
imperceptible (Hu et al., 2010). Las guias de practica clinica recomiendan la
determinacion sistematica de la testosterona total con el intuito de verificar la eficacia de
la terapia de deprivacion androgénica y para confirmar el status de resistencia a la
castracion (Heidenreich et al., 2014a). Pese a ello, al dia de hoy el nivel de deprivacién
optimo sigue siendo controvertido, asi como su papel prondstico. Ailadimos aun mas
incertidumbre si cuestionamos el papel de la testosterona total como representante mas
fiable de la actividad androgénica. ;Seria la testosterona libre la diana correcta? Es el

momento de dilucidar la asociacion testosterona-cancer de préstata a partir de su forma
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biolégicamente activa. ¢ Podria la testosterona libre determinada en suero relacionarse
con el riesgo de cancer, la agresividad tumoral y, ademas, ser util en el control de la

enfermedad avanzada tratada mediante deprivacién androgénica?
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2. Hipdtesis de trabajo

La testosterona libre, determinada en suero y mediante RIA, se relaciona mejor
que la testosterona total con el riesgo de deteccidn de cancer de préstata y con su
agresividad. En pacientes con cancer de prostata sometidos a deprivacion androgénica
nuestra hipotesis postula que los niveles de testosterona libre predicen mejor que los de

testosterona total la supervivencia libre de resistencia a la castracion.

3. Objetivos

1. Analizar la asociacion y valor predictivo de los niveles séricos de testosterona
total y testosterona libre y el riesgo de deteccion de cancer de préstata en
pacientes con sospecha basada en la elevaciéon de PSA y/o alteracion del tacto

rectal.

2. Analizar la asociacién y valor predictivo de los niveles séricos de testosterona

total y testosterona libre y la agresividad tumoral.

3. Analizar los niveles de testosterona total y testosterona libre como factores
predictivos de la supervivencia libre de resistencia a castracion en pacientes

sometidos a terapia de deprivacion androgénica.

4. Establecer el menor nivel sérico de testosterona total y testosterona libre con

impacto clinico en la supervivencia libre de resistencia a la castracion.
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4. Metodologia

Se trata de un estudio realizado con recogida prospectiva de datos (base de datos
1) entre los anos 2007 y 2014 y recogida retrospectiva de datos (base de datos 2). La
Base de Datos 1 fue compuesta por 3364 pacientes pertenecientes al Programa de
Diagnéstico Rapido de Cancer de Préstata — Servicio de Urologia, Hospital Universitario
Vall d’Hebron. Todos los pacientes fueron sometidos a biopsia transrectal ecoguiada
(Falcon 2101, B-K Medical Inc., Denmark) a raiz de sospecha clinica de cancer de
prostata por elevacién del PSA y/o tacto rectal anormal. Se realizé el muestreo de 10
cilindros mas 2 a 8 cilindros adicionales en los primeros 2518 procedimientos de acuerdo
con la edad y el volumen prostatico, y 12 cilindros posteriormente. La base de datos 2 fue
compuesta por 126 pacientes con diagnodstico histolégico de cancer de préstata
avanzado sometidos a terapia de deprivacion androgénica con agonista LHRH, recogida
retrospectiva de los datos clinico-demograficos y perfil hormonal. Las variables clinico-
demogréficas recogidas fueron edad, indice de masa corporal, PSA total y libre, tacto
rectal, volumen prostatico, resultado de la biopsia, suma Gleason, estadiaje patoldgico

(TNM 2002) y perfil hormonal (testosterona total y testosterona libre).

La intervencion realizada fue la determinacion directa de la testosterona total
mediante método enzimatico competitivo de quimioluminiscencia con limite inferior de
deteccion de 10,0 ng/dL (Immulite 2500 automated analyzer, DPC Inc., Los Angeles, CA,
USA) y de testosterona libre mediante método de radioinmunoanalisis con limite inferior
de deteccién de 0,05 pg/mL (DPC Inc., Los Angeles, CA, USA). Los objetivos principales
fueron establecer la relacidn de la testosterona total y libre con la deteccion de cancer de
prostata y la prediccion de su agresividad segun riesgo D’Amico (cancer de prostata de
alto riesgo: estadio clinico cT3a+ o PSA > 20 ng/ml o suma Gleason 8 a 10); y analizar el
valor predictivo de los niveles de testosterona total y testosterona libre en la
supervivencia libre de resistencia a castracion en pacientes sometidos a deprivacion

androgénica, asi como el nivel inferior con impacto clinico.

Andlisis estadistico mediante SPSS v.20 (IBM Inc.): Test de U de Mann-Whitney,
Wilcoxon, Kruskal-Wallis, Chi cuadrado, Cochran de acuerdo con el tipo de variable.
Analisis univariante mediante regresion logistica binaria. Analisis multivariante mediante
regresion Cox. Anadlisis de curva de supervivencia Kaplan-Meier y test de log-Rank y

Breslow (supervivencia libre de resistencia a la castracion).
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5. PARTE PRINCIPAL - CUERPO DE LA TESIS

Este proyecto se ha desarrollado a través de la publicacidén de los siguientes articulos
cientificos
1. Behavior of total and free serum testosterone as a predictor for the risk of
prostate cancer and its aggressiveness.
Regis L, Planas J, Celma A, deTorres |, Ferrer R, Morote J.

Actas Urol Esp. 2015;39(9):573-81.

Factor de impacto: 1,022; cuarto cuartil (JCR) en el area de urologia.

2. Determined Free Serum Testosterone is Better than Total Testosterone as a

Predictor of Prostate Cancer Risk.
Regis L, Planas J, Celma A, deTorres |, Ferrer R, Morote J.

International Journal of Research Studies in Biosciences (IJRSB).
2015;3(9):22-32.

Factor de impacto: 2,991; primer cuartil (SJIF) natural science

3. Measurement of serum testosterone during androgenic suppression in patients
with prostate cancer: A systematic review

Morote J, Regis L, Celma A, Planas J.

Actas Urol Esp. 2016. http://dx.doi.org/10.1016/j.acuro.2016.01.006

Factor de impacto: 1,022; cuarto cuartil (JCR) en el area de urologia.

Anexo.
1. Free testosterone: a better surrogate than total testosterone to predict survival

free of castration resistance.
Regis L, Planas J, Carles J, Maldonado X, Comas |, Ferrer R, Morote J.

Submitted to Journal of Urology on March 2016.

Factor de impacto: 4,360; primer cuartil (JCR) en el area de urologia.
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Resumen

Contexto: La testosterona en suero esta unida mayoritariamente a la hormona transportadora
de esteroides sexuales y a la albimina, existiendo una pequena parte metabodlicamente activa
en forma de testosterona libre (TL). La relacion entre los niveles séricos de testosterona total
(TT) y la carcinogénesis prostatica es controvertida. Nuestra hipotesis es que la concentracion
de TL en suero se relacionaria mejor que la de TT con el riesgo de cancer de prostata (CP) y su
agresividad.

Objetivo: Analizar la evidencia cientifica que ha relacionado los niveles séricos de TT y/o TL
con el diagnostico de CP y su agresividad.

Adquisicion de la evidencia: Se ha realizado una revision sistematica en PubMed hasta enero
de 2015, utilizando los términos MeSH: prostate cancer, sex hormone, androgen, testosterone,
free testosterone.

Sintesis de la evidencia: Se encontraron 460 publicaciones, de las cuales se han revisado 124
para analizar la evidencia. La relacion entre niveles séricos de TT y el diagnostico de CP y su
agresividad es muy heterogénea. La variabilidad en el disefio de los estudios, en los métodos
de cuantificacion y otras variables puede justificar esta heterogeneidad. En algunos estudios
en los que se ha evaluado la TL calculada o determinada la evidencia sigue siendo igualmente
contradictoria.

Conclusiones: La evidencia actual no permite recomendar la determinacion sérica de TT y/o
TL en el proceso diagnostico del CP ni en la evaluacion de su agresividad.

© 2015 AEU. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.
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ﬁgifessweﬁessr Context: Serum testosterone is mostly bound to the sex hormone-binding globulin and albu-

ndrogens; min. A small metabolically active part is present in the form of free testosterone (FT). The
Testosterone;

Free testosterone

relationship between serum total testosterone (TT) levels and prostate carcinogenesis is deba-
ted. Our hypothesis is that the serum FT concentration is more closely associated with the risk
of prostate cancer (PC) and its aggressiveness than TT.

Objective: To analyze the scientific evidence that relates serum TT and/or FT levels with the
diagnosis of PC and its aggressiveness.

Acquisition of evidence: A systematic review was conducted in PubMed up to January 2015
using the following mesh terms: prostate cancer, sex hormone, androgen, testosterone and
free testosterone.

Synthesis of the evidence: We found 460 publications, 124 of which were reviewed to analyze
the evidence. The relationship between serum TT levels and the diagnosis of PC and its aggres-
siveness is highly heterogeneous. The variability in the design of the studies, the quantification
methods and other variables could explain this heterogeneity. In a number of studies that
evaluated the estimated or measured FT, the evidence remains equally conflicting.
Conclusions: Based on the current evidence, we cannot recommend the measurement of serum

TT and/or TL levels for the diagnosis of PC or for assessing its aggressiveness.
© 2015 AEU. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. All rights reserved.

Introduccién

El cancer de prostata (CP) es el tumor solido mas fre-
cuentemente diagnosticado entre los varones de los paises
industrializados. En Europa se estima una incidencia de 59,3
casos por cada 100.000 hombres y constituye el 15% de las
neoplasias masculinas’.

El crecimiento y desarrollo normal de la glandula prostata
requiere de la existencia de andrdgenos. Desde que Huggins
y Hodges en 1941 describieran la hormonodependencia del
CP, la elevacion de los niveles de testosterona en suero ha
sido relacionada con la carcinogénesis prostatica’. Por otra
parte, algunos estudios realizados sobre especimenes de
prostatectomia radical (PR) sugieren que niveles séricos
bajos de testosterona total (TT) se asocian a tumores mas
agresivos®. Hoy en dia, la mayoria de las guias clinicas de
practica clinica solo recomiendan la determinacion de TT
durante el seguimiento de la supresion androgénica.

La testosterona libre (TL) es la fraccion activa del con-
junto androgénico, y por ello podria relacionarse de manera
mas fiable que la TT con el riesgo de deteccion de CP y su
agresividad. El objetivo de este estudio ha sido realizar una
revision sistematica de la literatura para conocer la relacién
que existe entre los niveles séricos de TT y/o TL y el riesgo
de CP y su agresividad.

Adquisicion de la evidencia

Se ha realizado una revision sistematica de la literatura
en PubMed hasta enero de 2015. Las palabras del Medi-
cal Subject Headings fueron: prostate cancer, sex hormone,
androgen, testosterone, free testosterone. Se selecciona-
ron articulos realizados en humanos, adultos y publicados

en inglés o castellano. Se encontraron 460 publicaciones,
de las cuales se han seleccionado 124 articulos que anali-
zan el riesgo de deteccion de CP y su agresividad con las
concentraciones séricas de TT o TL (fig. 1).

Sintesis de la evidencia

Comportamiento de la testosterona en suero

La unién de los andrégenos con su receptor y las reacciones
sucesivas promueven la activacion de las zonas promotoras
de genes androgeno-regulados modulando su transcrip-
cién. Su expresion normal es necesaria para mantener el
equilibrio entre sefales de proliferacion y apoptosis, rege-
neracion tisular y produccion de ciertas proteinas especificas
como el PSA. Actualmente, existen farmacos desarrollados
para inhibir la sintesis de testosterona en distintos nive-
les cuyo objetivo final seria bloquear el crecimiento celular
prostatico®.

Alrededor del 95% de la testosterona circulante es pro-
ducida por las células de Leydig en el intersticio testicular
como respuesta al estimulo de la hormona luteinizante,
secretada en la hipofisis anterior. EL 5% restante proviene del
cortex adrenal. Sin embargo, en pacientes castrados se ha
descrito la persistencia hasta del 20% de la testosteronay del
30% de la dihidro-testosterona (DHT) habitual en el tejido
prostatico, como consecuencia de la sintesis intraglandular
de hormonas esteroideas”.

El parametro que se ha considerado mas representa-
tivo de la actividad androgénica intraprostatica es la TT
en suero. Sin embargo, la mayoria de la testosterona esta
ligada a proteinas plasmaticas, en concreto albimina y glo-
bulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG). Alrededor del

Como citar este articulo: Regis L, et al. Comportamiento de la testosterona total y libre en suero como predictores del
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Busqueda en pubmed: prostate cancer, sex hormone, androgen, testosterone, free testosterone

5092 trabajos

U

Eliminados los que incluian genética,
biologia molecular, respuesta a la

supresion androgénica, terapia de
reposicion de testosterona, farmacologia

Trabajos que incluyan la TT y/o TL
Series, estudios epidemiolégicos

. | 23 con la deteccion I
I 39 con la agresividad |

. | 25 trabajos |

15 trabajos sobre métodos de determinacion I

Relacion

Figura 1  Diagrama del proceso de seleccion de los trabajos cientificos.
PR: prostatectomia radical; TL: testosterona libre; TT: testoserona total.

44% de la TT esta ligada con alta afinidad a la SHBG, y por puede pasar facilmente a la forma libre. Solo entre el 1%
ello no esta disponible para unirse al receptor androgénico. y 2% de la TT en suero esta en forma libre y constituye la
Algo mas del 50% esta unida a la albumina con baja afini- isoforma biolégicamente activa, capaz de difundir hacia el
dad, significando ello que en determinadas circunstancias citoplasma celular y unirse a su receptor especifico, una vez

r
4— 1-2%T libre

T Biodisponible
54-68% T ligada a la albumina (ALB)

(baja afinidad)

Biodisponible para accién en los tejidos

30-44% T ligada a SHBG
(alta afinidad)
«4— No disponible para accion en los tejidos
SHBG parece funcionar como sefal o “puente”
para la T actuar en el medio intracelular

Figura 2  Distribucion de la testosterona en sangre.
SHBG: globulina fijadora de hormonas sexuales (Sex Hormone Binding Globulin); T: testosterona.
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transformada en DHT por accion de la 5-alfa-reductasa.
La suma de la fraccion de testosterona ligada de manera
reversible a la albimina y la TL constituye la fraccion de
testosterona biodisponible (TB)>. La distribucién y nomen-
clatura de las distintas fracciones de testosterona en suero
se representa en la figura 2.

Cuantificacion de los niveles de testosterona

Con el tiempo los métodos de cuantificacion de TT han
mejorado su sensibilidad. Sin embargo, siguen teniendo
una variabilidad inter-ensayo e intra-ensayo considerables,
especialmente cuando se cuantifican niveles bajos. Los
intervalos de referencia de la TT en suero son amplios y
el ritmo circadiano de su secrecion y la edad son factores
determinantes en esta amplitud’. La Sociedad Americana
de Endocrinologia (SAE), con el objetivo de estandarizar los
métodos de cuantificacion de TT, recomienda la determina-
cion en 3 dias distintos, entre las 8 y las 10 de la mafana’.

A finales de los 60 la técnica derivada de la doble dilu-
cion isotopica asociada a reacciones organicas de extraccion
y cromatografias reactivas permitio la determinacion de tes-
tosterona en plasma®. En ese momento, aunque era una
técnica laboriosa por la necesidad de rigurosas validaciones,
permitia su determinacion en muestras de sangre relativa-
mente pequenas’. No obstante, este método no permitia
cuantificar concentraciones inferiores a 50ng/dl°. El des-
arrollo de analisis competitivos de enlaces proteicos ha
permitido la determinacion simultanea de niveles de tes-
tosterona en numerosas muestras. En la década de los 70 la
introduccion del RIA permitié alcanzar una sensibilidad infe-
rior a 1ng/dl, con un coeficiente de variacion intraensayo
entre el 4%y 9%'°.

Los métodos actuales para determinar TT, aun siendo
menos sensibles que el RIA, requieren volimenes de
muestra inferiores, estan muy automatizados y ademas no
necesitan reacciones organicas de extraccion o cromato-
grafias previas®. En el estudio que permitié la aprobacion
de leuprorelide por la Food and Drug Administration de
Estados Unidos en 1984, se establecio el nivel de castracion
en 50ng/dl, nivel alcanzado por el 96% de los pacientes
tratados con agonistas de la LHRH. Este comportamiento
de la TT ha sido validado en estudios posteriores'’'2. En
1995 el inmunoanalisis automatizado con tecnologia de
quimioluminiscencia (CL) fue aprobado para su uso clinico.
Esta técnica permite mayor precision interna, un coefi-
ciente de variacion intraensayo entre el 6% y 9% y un nivel
inferior de sensibilidad que oscila entre 10 y 20ng/dl"3.
Actualmente el CL es el método mas utilizado, ya que
estd completamente automatizado y no utiliza trazadores
radiactivos. Mas recientemente, la cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas (LC/MS-MS) ha permi-
tido incrementar la sensibilidad, por ello es especialmente
Util cuando se analizan poblaciones con niveles bajos de
TT como mujeres, nifios y hombres con hipogonadismo.
La LC/MS-MS permite detectar concentraciones hasta de
2ng/dl"™, con un coeficiente de variaciéon intra-ensayo
inferior al del RIA y del CL. Actualmente la LC/MS-MS seria
el método mas adecuado para determinar TT en pacientes
sometidos a supresion androgénica. La gran desventaja de
esta técnica es su falta de automatizacion completa®’.

Para determinar TL inicialmente se emplearon los méto-
dos que utilizaban el equilibrio de dialisis, diferencia entre
el peso molecular de las fracciones de la hormona. Pos-
teriormente, la porcion libre era separada y cuantificada
por método directo o indirecto’. Los métodos indirectos
requerian el uso de trazadores radiactivos y la cuantificacion
directa se obtenia multiplicando el porcentaje de radiac-
tividad de la muestra dializada por el nivel de TT de la
muestra. Sus resultados eran, por tanto, altamente depen-
dientes de la exactitud de la cuantificacion de TT'. Los
métodos directos suelen utilizar RIA sin precisar calculos a
partir de la concentracion de TT. La deteccion directa de TL
en la muestra dializada a partir del RIA es altamente sensi-
ble. Sin embargo, la presencia de impurezas radioquimicas
que no se unen a la SHBG o a la albumina pueden dar resul-
tados falsamente elevados, aunque el mayor inconveniente
de este método es el elevado consumo de tiempo para su
realizacion'. El método de ultrafiltrado también es conside-
rado de referencia, y requiere menor tiempo de ejecucion.
No obstante, no es utilizado habitualmente al no estar
automatizado'®. El método de inmunoanalisis por analogo
puede ser automatizado y se basa en principios de competiti-
vidad entre un analogo de la TT y la TL. No obstante, tiene un
elevado coeficiente de variabilidad intra-ensayo, y por ello
no se utiliza de forma habitual’. Los valores de TB también
pueden ser medidos a partir de precipitacion proteica selec-
tiva de la testosterona ligada a la SHBG mediante reacciones
con sulfato de amonio. La TB presente en el sobrenadante
puede ser entones cuantificada por técnicas directas o indi-
rectas. Estos métodos presentan las mismas limitaciones que
el equilibrio de dialisis y el ultrafiltrado'. Con el objetivo
de superar estas las limitaciones se establecieron algoritmos
matematicos para estimar sus valores. Los calculos estima-
dos a partir de la fraccion de TL han sido descritos, aunque
su uso no esta recomendado por la falta de validacion en
humanos. Segun Vermeulen et al. la TL y la TB pueden ser
calculadas de acuerdo con la ley de masas'’. Estos auto-
res demostraron equivalencia entre los niveles de TL y TB
calculadas y sus concentraciones determinadas mediante
equilibrio de dialisis. Actualmente la estimacion de TL es
la recomendada debido a su simplicidad'’. Sin embargo,
los métodos estimativos tienen una alta dependencia de la
determinacion de TT, SHBG y albumina. Ademas, variaciones
en el indice de masa corporal y en la concentracion de pro-
teinas plasmaticas pueden alterar los resultados estimados.
Cuando los niveles de testosterona son bajos las estimacio-
nes de TB y TL son todavia mas imprecisas y ademas no
existen intervalos de referencia estandarizados'®. Recien-
temente, la LC-MS/MS ha sido utilizada para determinar
valores de TL con alta sensibilidad, lo que permitiria su uso
en pacientes con hipogonadismo. Por ello, probablemente
esta seria la técnica de eleccidn para determinar la TL'®.

Testosterona y riesgo de cancer de prostata

La relacion directa entre TT y carcinogénesis prostatica ha
sido denominada hipdtesis androgénica, y surgi6 a partir
de las publicaciones realizadas por Huggins y Hodges en
los afos 40. Los autores evidenciaron la regresion del CP
diseminado tras la castracion y la progresion al administrar
testosterona’. Diversos autores han estudiado la relacion
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Tabla 1
de cancer de prostata

Principales estudios que encontraron asociacion entre testosterona total y/o testosterona libre y un aumento del riesgo

Autor (ano) Diseno del estudio

Hallazgos

Gann PH et al. (1996) Casos y controles

Rivera P et al. (2003) Longitudinal
Stattin P et al. (2004) Casos y controles
Morgentaler A et al. (2006)% Longitudinal
Sofikerim M et al. (2007)2° Longitudinal
Yano M et al. (2007) Longitudinal
Mearini L et al. (2008) Casos y controles
Rhoden EL et al. (2008) Longitudinal

Grossman H et al. (2010)
Shin BS et al. (2010)
Ahmadi H et al. (2011)

Casos y controles
Casos y controles
Casos y controles

Garcia-Cruz et al. (2012)23 Longitudinal
Muller RL et al. (2012) Longitudinal
Hyde Z et al. (2012)% Longitudinal
Garcia-Cruz et al. (2013) Longitudinal

Mearini L et al. (2013)% Casos y controles

Niveles elevados de TT

Niveles bajos de TTy TL

Niveles bajos de TT

Niveles bajos de TT y TL

Niveles bajos de TTy TL

Niveles elevados de TT

Niveles bajos de TT

Valores bajos de la relacion TT/PSA

Niveles elevados de TLy TB

Niveles bajos de TT

Niveles bajos de TTy TL

En hombres hipogonadicos, niveles bajos de TT
En hombres hipogonadicos, niveles elevados de TT
Niveles elevados de TL

Niveles bajos de TB

Niveles bajos de TT

TT: testosterona total; TL: testosterona libre; TB: testosterona biodisponible.

entre riesgo de CP y testosterona (tabla 1). En el anho 2000
se publicé un metaanalisis que incorporé 3 estudios, con un
total de 1.112 varones de los cuales en 483 fueron diag-
nosticados de CP. Después del ajuste de los niveles de TT a
los de otras hormonas, edad e indice de masa corporal, los
autores concluyeron que los varones con niveles séricos de
TT situados en el cuartil superior de la poblacion analizada
tenian un riesgo doble de desarrollar CP'. En 2007 Yano
et al. estudiaron los niveles de TT en 420 varones someti-
dos a biopsia prostatica por sospecha de CP, sin encontrar
relacion entre los niveles de TT y la deteccion de CP. Sin
embargo, en el grupo de 207 pacientes cuyo PSA era infe-
rior a 10 ng/ml se observo un nivel de TT significativamente
superior cuando se detecto CP, siendo este un factor predic-
tor independiente en el analisis multivariante?. Hyde et al.,
en 2012, en el contexto del estudio Prostate, Lung, Colorec-
tal Cancer analizaron una poblacion de 3.635 varones, con
edades entre 70 y 88 anos, seguidos durante un periodo de
7 anos, durante el cual se diagnosticaron 297 CP. Los auto-
res no encontraron una asociacion entre el riesgo de CP y
los niveles de TT, sin embargo encontraron un incremento
del 9% en el riesgo de deteccion de CP por cada incre-
mento de una desviacion estandar del nivel global de TL
calculada?'.

Otros estudios han sugerido que el CP se asocia a niveles
bajos de testosterona???3,

En un reciente estudio publicado en 2013, que analizd
206 pacientes sometidos a biopsia prostatica, se observo que
los pacientes con un nivel sérico de TT inferior a 240 ng/ml
tuvieron un riesgo superior de ser diagnosticados de CP?*.
En 2006 Morgentaler et al. estudiaron una poblacion de
345 hombres con hipogonadismo y niveles de PSA por
debajo de 4ng/ml, en la que detectaron CP en el 15%.
Después de dicotomizar los niveles de TT por debajo y por
encima de 250 ng/dl encontraron unas tasas deteccion de CP
del 21%y 12% respectivamente. Los autores también dicoto-
mizaron los niveles de TL, determinados por RIA, por debajo
y por encima de 1,0ng/dl y las tasas de CP fueron del 20% y

12% respectivamente. La conclusion de este estudio fue que
en pacientes hipogonadales con niveles bajos de PSA existe
mayor riesgo de deteccion de CP cuanto mas reducidos son
los niveles de TT y de TL determinada?®.

Finalmente, existe otro grupo de estudios en los que no ha
sido posible encontrar una relacion entre los niveles séricos
de TT y/o TLy el riesgo de CP?>?7 (tabla 2). Entre ellos, un
metaanalisis realizado en 2008 que incluy6 18 estudios con
un total de 3.886 casos y 6.438 controles. Sus autores con-
cluyeron que no era posible establecer una correlacion entre
los niveles séricos de distintas hormonas esteroideas anali-
zadas y el riesgo de CP. En 10 de estos estudios se analizd
TT y TL calculada, y los autores argumentan que la ausen-
cia de relacion entre diagnostico de CP y niveles de TTy TL
podria deberse a la falta de correlacion entre la concentra-
cion de DHT intraprostatica y los niveles séricos de TT y TL.
En este mismo metaanalisis se encontré una relacion inversa
entre la concentracion sérica de SHBG y el riesgo de CP. El
riesgo relativo de CP se redujo un 14% al comparar los varo-
nes cuyo nivel de SHBG estuvo por debajo del percentil 20 y
por encina del percentil 8077,

Es dificil de entender la dispersién de los resultados
expuestos previamente. Podriamos argumentar que sola-
mente algunos estudios consideran las variaciones diurnas
de testosterona y especifican cuando se obtuvieron las mues-
tras. Un Unico estudio que analizé sus resultados en funcion
de la raza, la edad y el momento de obtencion de la mues-
tra no encontro relacion entre el riesgo de CP y los niveles
séricos de TT?2. También es conocido que la variabilidad indi-
vidual de los niveles séricos de TT supera el 10%, obteniendo
muestras en la misma hora y en dias consecutivos?.

Testosterona y agresividad tumoral

La prediccion de la agresividad tumoral a partir de los nive-
les séricos de testosterona ha sido investigada ampliamente
(tabla 3). Algunos estudios han asociado niveles elevados de
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Tabla 2
total y/o testosterona libre

Principales estudios que no encontraron asociacion entre el riesgo de cancer de prostata o la agresividad y testosterona

Autor (ano) Diseno del estudio

Hallazgos

Vatten LJ et al. (1997)
Mohr BA et al. (2001)
Kaaks R et al. (2003)
Tsai CJ et al. (2006)

Casos y controles
Longitudinal
Longitudinal
Longitudinal

Travis RC et al. (2007) Longitudinal

Wirén S et al. (2007) Longitudinal

Weiss JM et al. (2008)
Sher DJ et al. (2009)

Longitudinal
Longitudinal
Morote et al. (2009)%° Casos y controles

Morote et al. (2010)
Koo JM et al. (2010)

Casos y controles
Casos y controles
Gill JK et al. (2010)28 Casos y controles
Daniels NA et al. (2010)
Sawada N et al. (2010)

Salonia A et al. (2011)38

Salonia A et al. (2012)
Waldert M et al. (2012)

Longitudinal
Longitudinal
Longitudinal
Longitudinal
Longitudinal
Botelho F et al. (2012) Longitudinal

Garcia-Cruz E et al. (2013)
Gershman B et al. (2014)%

Longitudinal
Longitudinal

Ausencia de asociacion entre la TT y el riesgo de CP
Ausencia de asociacion entre la TT y el riesgo de CP
Ausencia de asociacion entre la TT y la TL y el riesgo de CP
Ausencia de asociacion entre la TT y el riesgo de CP o su
agresividad

Ausencia de asociacion entre la TT/PSAy el riesgo de CP o su
agresividad

Ausencia de asociacion entre la TT y TL y el riesgo de CP o su
agresividad

Ausencia de asociacion entre la TT y la TL y el riesgo de CP
Ausencia de asociacion entre la TTy TL y el riesgo de CP o su
agresividad

Ausencia de asociacion entre la TT y la TL y el riesgo de CP o
su agresividad

Ausencia de asociacion entre la TT/PSA y el riesgo de CP
Ausencia de asociacion entre la TT y el riesgo de CP o su
agresividad

Ausencia de asociacion entre la TT y el riesgo de CP o su
agresividad

Ausencia de asociacion entre la TT y el riesgo de CP
Ausencia de asociacion entre la TT y TL y el riesgo de CP
Ausencia de asociacion entre TT y agresividad

Ausencia de asociacion entre TT y agresividad

Ausencia de asociacion entre la TT y TL y el riesgo de CP o su
agresividad

Ausencia de asociacion entre la TT y TL y el riesgo de CP o su
agresividad

Ausencia de asociacion entre TT y agresividad

Ausencia de relacion entre TT y mortalidad cancer-especifica
0 progresion metastasica

TT: testosterona total; TL: testosterona libre.

testosterona a mayor agresividad tumoral. En uno, publicado
en 2014, Porcaro et al. analizaron los niveles séricos de TT
y TL determinada en 220 pacientes sometidos a PR, de los
cuales el 12% tuvo un CP de alto grado ([CPAG] suma de Glea-
son 8-10). Los autores observaron un riesgo de CPAG 5 veces
mayor cuando el nivel de TT fue superior a 445 ng/dl, valor
que represento la media de todo el grupo. En el analisis mul-
tivariante la concentracion de TT, PSA y la suma de Gleason
de la biopsia fueron predictores independientes de CPAG, y
no los niveles de TL*. Salonia et al. en 2013 estudiaron una
cohorte de 605 pacientes sometidos a PR seguidos durante
un periodo medio de 2 anos en la que observaron una tasa de
recidiva bioquimica (RB) (PSA>0,1ng/ml) en el 5,6% de los
pacientes. En el analisis multivariante el nivel sérico de TT
preoperatorio se comporté como un factor predictor inde-
pendiente de la RB, al igual que los niveles de estradiol,
SHBG vy la suma de Gleason en la biopsia®'.
Contrariamente, en otros estudios se ha sugerido que
niveles inferiores de testosterona estarian relacionados
con tumores mas agresivos. En el afio 2000 Hoffman et al.
analizaron los niveles séricos de TT y TL determinada en
117 pacientes con CP, 57 de ellos sometidos a PR. Los autores
concluyeron que Unicamente los pacientes con niveles de
TL inferiores a 1,5 ng/dl tuvieron una tendencia a tener una

enfermedad mas extensa y mayor proporcion de CPAGZ.
Zhang et al. analizaron 164 pacientes y encontraron niveles
de TT y TL determinada significativamente inferiores en el
grupo de pacientes con CPAG*. En el afo 2003 Massengill
et al. encontraron niveles inferiores de TT en pacientes
con enfermedad extraprostatica. Sin embargo, la TT no fue
un predictor independiente de RB**. En 2005 Platz el al.,
en 460 pacientes diagnosticados de CP, encontraron niveles
séricos de TT y TL determinada inversamente asociados a
CPAG™®. En 2005 Teloken et al. en una serie de 64 pacientes
sometidos a PR observaron una tasa margenes positivos
del 39% cuando el nivel de TT fue inferior a 270ng/dl,
frente al 15% cuando el nivel fue superior®. En 2007, en un
estudio similar realizado en 227 pacientes, Yamamoto et al.
observaron que los pacientes con TT superior a 300ng/dl
tuvieron una supervivencia libre de RB del 85% frente al
68% de los pacientes con TT inferior a 300 ng/dl*’. En 2011
Salonia et al. analizaron los niveles de TT preoperatorios
en una serie 673 pacientes sometidos a PR con el objetivo
de evaluar la relaciéon entre hipogonadismo, definido por
una TT inferior a 300ng/dl y la enfermedad de alto
riesgo definida por la extension extracapsular, invasion
de vesiculas seminales y suma de Gleason superior a 7.
Los autores encontraron que solamente los pacientes con
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Tabla 3  Principales estudios que encontraron asociacion entre la agresividad del cancer de prostata y testosterona total y/o

testosterona libre

Autor (ano)

Diseno del estudio

Hallazgos

Hoffman A et al. (2000)32
Schatzl G et al. (2001)22
Zhang PL et al. (2002)%
Massengill JC et al. (2003)3*

Platz EA et al. (2005)3
Imamoto T et al. (2005)

Teloken C et al. (2005)3¢
Isom-Batz G et al. (2005)
San Francisco IF et al. (2006)
Severi G et al. (2006)
Yamamoto S et al. (2007)37
Sekine Y et al. (2007)

Ide H et al. (2008)

Kiellman A et al. (2008)

Lane BR et al. (2008)
Imamoto T et al. (2009)

Porcaro AB et al. (2010)
Pierorazio PM et al. (2010)
Xylinas E et al. (2011)3
Botto H et al. (2011)
Kratzik C et al. (2011)

Porcaro AB et al. (2012)

Alsharef MM et al. (2012)
Albisini S et al. (2012)

Dai B et al. (2012)
Garcia-Cruz E et al. (2012)

Roder MA et al. (2012)
Salonia A et al. (2012)3°

Salonia A et al. (2013)3!
Porcaro AB et al. (2013)
Schnoeller T et al. (2013)

Porcaro A et al. (2014)%*
Leon P et al. (2015)

Casos y controles
Casos y controles
Casos y controles

Casos y controles

Casos y controles
Casos y controles

Casos y controles
Casos y controles
Casos y controles
Longitudinal

Casos y controles
Casos y controles
Longitudinal

Longitudinal

Longitudinal
Casos y controles

Casos y controles
Longitudinal
Casos y controles
Longitudinal
Casos y controles

Casos y controles

Casos y controles
Longitudinal

Longitudinal
Longitudinal

Longitudinal
Longitudinal

Longitudinal

Casos y controles

Longitudinal

Casos y controles
Longitudinal

Niveles bajos de TL se asociaron a tumores de alto grado y a
mayor nimero de cilindros afectos

Niveles bajos de TT se asociaron a tumores de alto grado
Niveles bajos de TT y TL se asociaron a tumores de alto grado
Niveles bajos de TT se asociaron a enfermedad localmente
avanzada

Niveles bajos de TT se asociaron a tumores de alto grado
Niveles bajos de TT se asociaron a enfermedad
extraprostatica

Niveles bajos de TT se asociaron a la presencia de margenes
positivos

Niveles bajos de TT se asociaron a tumores de alto grado
Niveles bajos de TL se asociaron a tumores de alto grado
Niveles elevados de TT se asociaron a tumores mas agresivos
Niveles bajos de TT se asociaron a mayor recidiva
bioquimica, margenes positivos y tumores de alto grado
Niveles bajos de TT se asociaron a tumores de alto grado
Niveles bajos de TT se asociaron a tumores de alto grado
Niveles bajos de DHT se asociaron a menor supervivencia
cancer especifica

Niveles bajos de TT se asociaron a tumores de alto grado
Niveles bajos de TT se asociaron a enfermedad
extraprostatica

La relacion PSA/TL se asoci6 a tumores de alto grado y
localmente avanzados

Niveles elevados de TL se asociaron con tumores de alto
grado en hombres mayores de 65 anos

Niveles bajos de TT se asociaron a enfermedad
extraprostatica

Niveles bajos de TT se asociaron a tumores de alto grado
Niveles bajos de TT se asociaron afectacion adenopatica
Identifico la TT como factor predictor independiente de
tumores de alto grado

Niveles bajos de TL se asociaron a tumores de alto grado
Niveles elevados de %TL (ratio entre testosterona libre y
testosterona total) se asociaron a tumores de alto grado
Niveles bajos de TT se asociaron a tumores de alto grado
Niveles elevados de TT se asociaron a menor nimero de
tumores de bajo riesgo de D’Amico y niveles bajos de TT se
asociaron a bilateralidad del tumor y un mayor nimero de
cilindros afectos

Niveles bajos de TT se asociaron a recidiva bioquimica
Valores extremos de TT (altos y bajos) se asociaron a
tumores de alto riesgo de D’ Amico

Identifico la TT como factor predictor independiente de
recidiva bioquimica

Identifico la TT como factor predictor independiente de
tumores de alto grado

Niveles bajos de TL se asociaron a tumores de alto grado,
enfermedad localmente avanzada y con afectacion
adenopatica

Niveles elevados de TT se asociaron a tumores de alto grado
Niveles bajos de TT, TL y TB se asociaron a tumores de alto
grado

DHT: dihidro-testosterona; TB: testosterona biodisponible; TL: testosterona libre; TT: testosterona total.
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hipogonadismo severo, definido por un nivel de TT inferior
a 100ng/dl, tuvieron un riesgo 3 veces superior de tener
afectaciéon de vesiculas seminales®®. En otra publicacion,
Salonia et al. en 2012 vuelven a estudiar la relacion entre TT
y CP de alto riesgo. Después de analizar algunos modelos en
su analisis multivariante, establecieron que la probabilidad
de tener un CP de alto riesgo aumentaba cuando los niveles
de TT eran extremos, tanto reducidos como aumentados.
Esta observacion generé la formulacion de una nueva
hipdtesis, alternativa a la hipdtesis androgénica, en la cual
se establecia un modelo de comportamiento no lineal®.

Algunos autores han promovido la idea de que la aso-
ciacion entre la agresividad del CP y el nivel sérico de
testosterona podria ser consecuencia de cambios hormona-
les inducidos por otras comorbilidades ajenas al CP en el
propio paciente®*. También se ha sugerido la accion inhibi-
toria de los CPAG sobre los niveles séricos de testosterona®,
la inhibicién central del eje hipotalamico-hipofisario®, la
seleccién de clones celulares pobremente diferenciados en
un ambiente de bajos niveles de testosterona y la combina-
cion de algunos de los factores anteriores*'.

En otros estudios no se ha encontrado una asocia-
cion entre la agresividad tumoral y los niveles séricos
de testosterona’®“ (tabla 2). Uno reciente y amplio
incluyé 73.600 varones procedentes del Health Profes-
sionals Follow-up study y del Physicians Health Study
seguidos durante un periodo de 12 anos, durante el
cual se diagnosticaron 963 pacientes de CP. Los autores
no encontraron asociacion alguna entre los niveles séri-
cos de TT y TL determinada y el CP letal, definido a
partir del desarrollo de metastasis y/o mortalidad cancer-
especifica®.

Nuevamente en este apartado encontramos datos con-
tradictorios dificiles de interpretar. Algunos estudios se han
realizado sobre muestras insuficientes y muchos sobre series
retrospectivas. Ademas, no existe uniformidad entre los
métodos utilizados para cuantificar TT y TL. En pocos estu-
dios se especifica el horario de recogida de las muestras.
Cuando se analiza, la definicion de estado hipogonadal tam-
poco es uniforme. Casi nunca se han tenido en cuenta las
variaciones individuales y en pocos estudios se ha analizado
el impacto de la raza de los pacientes. Por Gltimo, ningln
estudio ha seguido la recomendacion de la SAE para eva-
luar adecuadamente el nivel de testosterona en suero, que
requiere la determinacion en 3 dias consecutivos entre las
8 y las 10 de la manana’. En general, los niveles séricos de
TT y TL tienen alta variabilidad debido a su secrecion pul-
satil y circadiana, se relacionan con la edad, con la ingesta
de glucosa, con los niveles de triglicéridos, la administra-
cion de ciertos farmacos y también la manipulacion de las
muestras®.

En esta revision se ha descrito la hipotesis androgénica,
generada a partir de los estudios de Huggins, y que de
manera resumida sugiere que a mas testosterona mayor
probabilidad de CP y mayor agresividad’. También hemos
citado la reciente hipotesis formulada por Salonia et al.,
que sugiere que el riesgo de CP y su agresividad estarian
relacionados con niveles extremos de testosterona sérica,
de manera que se incrementaria de manera similar con
valores extremos, tanto altos como bajos®'. Finalmente, la
hipotesis basada en el modelo de saturacion, descrita por
Morgentaler y Traish, es la actualmente la mas aceptada.

En esta hipdtesis los autores definen la influencia de los
niveles séricos de testosterona sobre el riesgo y agresivi-
dad del CP por debajo de un determinado nivel, a partir
del cual se estima que habria una saturacion del modelo
y la concentracion de testosterona no se relacionaria*. En
nuestra opinion, y teniendo en cuenta las limitaciones ante-
riormente explicadas, no hemos encontrado en la literatura
datos que soporten de manera fiable ninguna de las teorias
descritas.

Conclusiones

La relacion entre los niveles séricos de testosterona y riesgo
de CP y su agresividad ha sido ampliamente estudiada. Los
datos publicados son muy contradictorios y esta dispersion
en los resultados ha llevado a formular 3 hipotesis com-
pletamente distintas que permitirian relacionar los niveles
testosterona sérica con la carcinogénesis prostatica. No obs-
tante, el analisis de los estudios mas relevantes no permite
evidenciar que ninguna de ellas sea cierta. Desde el punto
de vista practico, el analisis de los datos actuales no permite
recomendar la determinacion de TT y/o TL para establecer
el riesgo de CP, y poder tomar determinaciones respecto a la
necesidad de biopsiar o rebiopsiar un paciente con sospecha
de CP y/o estimar su agresividad.
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Abstract: Background: Circulating testosterone remains the main source of androgens, however only 1%-2%
circulates as free testosterone (fT), hormone active form. To compare the performance of serum fT and total
testosterone (tT) as predictors of prostate cancer (PCa) detection and aggressiveness.

Methods: Serum fT (RIA, pg/mL) and tT (LC/MS, ng/dL) were prospectively determined in 3364 consecutive
men with PCa suspicion scheduled to TRUS guided biopsy. Tumor aggressiveness was assessed by Gleason
grade (8 to 10) and D”"Amico risk (cT3a+ or PSA>20 ng/mL or Gleason 8 to 10). Recodification of fT and tT in
four groups according to percentile (ptile) distribution were done. tT/1 (min to 10 ptile): 62-291 ng/dl, tT/2
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(ptile 10.1 to 50): 291,1 to 451 ng/dl, tT/3 (ptile 50.1 to 90): 451,1 to 676 ng/dl, and tT/4 (ptile 90.1 to max):
676.1to 1440 ng/dl. fT/1: 0,1 to 0,85, fT/2: 0,86 to 5.20, fT/3: 5,21 to 9.65, and fT/4: 9.66 to 18 pg/ml.

Results: PCa detection rates were for tT/1: 43.8%, tT/2: 40.6%, tT/3: 35.6%, and tT/4: 31.7%, p=0.0001. For
fT/1: 48.0%, fT/2: 41.0%, fT/3: 34.8%, and fT/4: 28.6%, p=0.0001. Logistic regression analysis shown fT and
tT as independent predictors of PCa detection, respectively OR= 0.857 (95%CIl: 0.769-0.956), p= 0.006, and
OR=0.792 (95%CI: 0.709-0.883), p=0.0001.

Conclusions: Serum fT and tT were independent predictors of PCa detection. fT has better performance than tT
to predict the PCa risk, but none of them were related to tumor aggressiveness.

Impact: Free testosterone could compose a nomogram to improve PCa detection.

Keywords: prostate cancer, serum testosterone, free testosterone, prediction, diagnosis.

1. INTRODUCTION

Prostate cancer (PCa) is the most common cancer in elderly males in Europe. The incidence is highest
in Northern and Western Europe (> 200 per 100,000), while rates in Eastern and Southern Europe
have showed a continuous increase [1] . For more than seventy years, it has been widely accepted that
PCa growth is dependent on serum testosterone concentrations, based on experiments by Huggins et
al. that castration caused PCa regression, whereas testosterone administration caused more rapid PCa
growth [2]. Although from an epidemiological point of view, this relationship had been questioned in
view of the fact that serum testosterone level decreases with age [3], while the prevalence of PCa
increases substantially. Moreover, an association between circulating androgens and PCa has not been
clearly confirmed in epidemiologic studies [4, 5].

Circulating testosterone remains the main source of androgens for PCa cells. Up to 95% of
testosterone is produced by the Leydig cells in the testes in response to luteinizing hormone (LH)
release from the anterior pituitary while the remainder of testosterone is derived from the adrenal
glands [6]. However, these values largely reflect the concentration of testosterone bound to plasma
proteins, including sex hormone binding globulin (SHBG) and albumin. About 30%-44% of total
testosterone (tT) is bound to SHGB and it is considered to be unavailable for androgenic signaling.
Only about 1%-2% circulates as free testosterone (fT), constituting the active form of the hormone
able to diffuse into cells and bind to androgen receptors. This theory has been largely accepted as the
free hormone hypothesis [7]. The remaining testosterone is loosely bound to albumin in a reversible
fashion and may be biologically available in some tissues [8]. During the last few years some studies
have reported an association of low serum testosterone levels with an increase in the risk of prostate
cancer, more aggressive tumors and worse survival rates [9-14]. Most of the articles that failed to find
a significant association between testosterone and risk of PCa and/or its aggressiveness assumed
serum tT value as the main representation of the androgenic activity [15-17]. Alternatively, other
authors have published the relationship of the active form of the hormone and PCa, as calculated fT
[18-20], bioavailable testosterone (bT) [21] and a few of them using immunoassay determined fT
[22]. We believe that “determined fT reflects better than tT the concentration of intraprostatic T is a
plausible hypothesis. The aim of this study was to compare the performance of serum determined T
and tT as predictors of PCa detection risk and tumor aggressiveness in a large cohort of patients
eligible for transrectal ultrasound (TRUS) prostate biopsy.

2. PATIENTS AND METHODS
2.1 Patients

We prospectively determined serum tT and fT levels in 3364 consecutive men scheduled for a TRUS-
guided biopsy of the prostate performed by an experienced urologist between January 2007 and June
2014. Biopsies were taken using an end-fire ultrasound transducer (Falcon 2101, B-K Medical Inc.,
Denmark) and an automatic 18-G needle. The criteria for prostate biopsy were an abnormal digital
rectal examination (DRE) and/or a serum PSA level of > 4.0 ng/mL. Biopsy scheme included 10 cores
plus 2 to 8 additional cores in the first 2518 procedures according to age and prostatic volume, and 12
cores thereafter. All biopsy cores were analyzed by an experienced uropathologist. Patients who were
receiving LH-releasing hormone analogs, 5-ARI, testosterone replacement therapy or had previous
prostate biopsy were excluded from the analysis. We prospectively recorded age, body mass index
(BMI), total and free PSA, findings at DRE, prostate volume (PV), biopsy findings, Gleason scores,
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and clinical stage (TNM 2002). The study was carried out in accordance with the ethical standards of
the Helsinki Declaration II and approved by our institutional review board. Written informed consent
was obtained from each patient before any study investigation was carried out.

2.2 Hormonal assays

Despite a trend toward aged-related reduction in peak serum testosterone concentration at dawn, all
patients underwent systematic blood sampling between 7 AM and 10 AM one week before the day of
the biopsy to assess tT as well as fT levels according to the Endocrine Society's guidelines [23].
Serum tT (241-827 ng/dL) was measured using a solid-phase, competitive chemiluminescent enzyme
immunoassay (LC/MS), using the Immulite 2500 automated analyzer (DPC Inc., Los Angeles, CA,
USA). Serum fT (8.9-42.5 pg/mL) was measured using an analogue ligand radioimmunoassay (RIA)
(DPC, Inc., Los Angeles, CA, USA).

2.3 Study end points

The primary end points of this study were the PCa detection rate and tumor aggressiveness. Tumor
aggressiveness was defined as Gleason score [24] of the biopsy (HG: high grade PCa, GS 8 to 10) and
D”Amico risk classification (HR: high risk PCa, clinical stage cT3a+ or PSA>20 ng/ml or GS 8 to
10). We defined advanced PCa as local advanced PCa (T3-4), lymph node dissemination (N1-2) or
metastatic dissemination (M1).

2.4 Statistical analyses

Variables such as age, BMI, total PSA and prostate volume were analyzed as continuous variables.
DRE was analyzed as a categorical variable (normal versus suspicious). To define whether a
hormonal pattern was related to PCa, recodification of fT and tT in four groups according to
percentile (ptile) distribution were done. tT/1 (min to 10 ptile): 62-291 ng/dl, tT/2 (ptile 10.1 to 50):
291.1 to 451 ng/dl, tT/3 (ptile 50.1 to 90): 451.1 to 676 ng/dl, and tT/4 (ptile 90.1 to max): 676.1 to
1440 ng/dl. fT/1: 0.1 to 0.85, fT/2: 0.86 to 5.20, fT/3: 5.21 to 9.65, and fT/4: 9.66 to 18.0 pg/ml. The
chi-squared test and the nonparametric Mann-Whitney U-test were used to relate qualitative and
quantitative variables respectively. In the population study, first a univariate analysis of the clinical,
biochemical, and hormonal variables related to the presence of PCa was performed. Those variables
that achieved a statistical significance in the univariate analysis (p < 0.05) were selected for further
multivariate analysis (binary logistic regression and forward stepwise conditional methods).

3. RESULTS

The median age of the 3364 patients was 68 years (range, 46-86), the rate of abnormal DRE was
20.3% (684), and the median PSA was 7.0 ng/ml (range, 0.6 to 1754). The overall PCa detection rate
was 38.0% (1280). The median of serum tT and ft concentration was 451 ng/dL and 5.2 pg/dL
respectively. 86.7% of PCa diagnosed patients were organ confined ate diagnosis (T1-2 NO MO) while
10.6% were locally advanced stage (T3-4 NO-2 MO). Only 2.7% of the cohort had metastasis at
diagnosis. High-grade disease (Gleason score > 7; n = 331) was found in 25.9% of patients with
positive biopsy. In addition, 33.2 % of patients with PCa was classified as high risk disease (adapted
from D’Amico risk: cT3a+ or PSA>20 ng/mL or Gleason score 8 to 10; n = 426). Clinical,
pathological, biochemical and hormonal data of the entire cohort are presented in table 1. In the
univariate analysis, variables such as age, total PSA and finding of DRE were positively correlated
with the presence of PCa while prostate volume, tT and fT had an inverse relation (table 2). BMI was
not significantly related with PCa (p > 0.05).

Graphic representation of the distribution of tT and fT levels and the percentiles distribution of the
population sample are shown in fig. 1.

Binary logistic regression analysis showed that both tT and fT were independent predictors of PCa
detection. Low serum levels of tT (OR 0.857,95%CI 0.769-0.956, p < 0.001) and fT (OR 0.792, 95%
CI 0.709-0.883), p < 0.001) were significantly associated with PCa risk, as shown in table 3.
Furthermore, total serum PSA and DRE were significant independent predictors of cancer.

The PCa detection rate according to tT and fT percentiles distribution is summarized in fig. 2. The
ROC analysis for serum tT and fT to distinguish between PCa and benign prostatic conditions are
presented in fig. 3. Considering all patients, the area under the curve (AUC) was higher for fT than for
tT (0.571 versus 0.541, respectively).
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The second aim of our study was to analyze the relationship between PCa aggressiveness and
hormonal pattern. As reported in table 4, serum tT and fT were not statistically significant predictors
neither of HGS (OR 1.153, 95%CI 0.966-1.376, p = 0.115; OR 0.903, CI95% 0.756-1.080, p = 0.263,
respectively) nor HR (OR 1.058, 95%CI 0.871-1.284, p = 0.572; OR 1.184, CI95% 0.960-1.459, p =
0.114, respectively). Age, DRE and PSA were significant predictors of HR disease while age and PSA
were also predictors of HGS (p < 0.05).

4. DISCUSSION

The aim of this study was to define a useful hormonal variable to help in detecting patients at risk of
PCa. The authors conducted a retrospective study analyzing prostate biopsies from a third level
health-care center in which a hormonal profile had been determined as part of a clinical protocol. The
main finds of this study are that tT and fT were correlated with PCa. Those hormone parameters
appeared to be helpful clinical markers to detect PCa, although this hormonal pattern achieved
inaccurate results (fig. 3). A meta-analysis that incorporated 18 prospective studies did not find a
relationship  between  testosterone, calculated free  testosterone, dihydrotestosterone,
dyhidroepiandrosterone sulfate, androstenedione, androstanediol glucoronide, oestradiol and
calculated free oestradiol [25]. However, Roddam et al. found an inverse association between SHBG
and PCa detection and, as reported in other published articles [21], it might suggest a role of the free
or bioavailable hormone portion in increasing PCa risk [25] .

Our group has previously analyzed the relationship between hormonal pattern and PCa risk [26-28].
To our knowledge, this is the largest prospective, consecutive single center study that has tried to
identify a hormonal clinical marker, which contributes to PCa detection and prediction of its level of
aggression. Previously, many studies had reported an association of low serum testosterone levels
with PCa aggressiveness [9] [10-14]. Most of them failed to find a significant association between
testosterone and risk of PCa and/or its aggressiveness and assumed serum tT value as the main
representation of the androgenic activity [15-17, 29-31]. Daniels et al. analyzed a total of 1927
patients for a mean period of five years. These authors did not find any association between the
diagnosis of PCa and tT serum levels [16]. As we know, it has been largely accepted that the
biological activity of a given hormone is affected by its unbound (free) rather than protein-bound
concentration plasma. Mendel et al. proposed this theory, called The Free Hormonal hypothesis, after
mathematical and physiological hormonal model tests [7, 8]. Consequently, our group believes that
determined fT is a better reflector/indicator of the concentration of intraprostatic testosterone than tT.
Therefore, to study the real relationship between the hormonal pattern of testosterone and PCa, the
free portion of the hormone must be determined.

Some authors have published the relationship of the active form of testosterone and PCa [18, 21, 32].
Grosman et al. found a positive correlation between the free androgen index (FAI), fT and bT and
PCa in a cohort of 150 men scheduled for prostate biopsy [18]. Similarly, Garcia-Cruz et al. studied
1000 men and found that calculated fT (using Vermeulen’s formula) and bT were significantly
associated with PCa detection [21]. To provide further support, Leon et al recently published that
estimated fT and bT were significantly linked with high-grade PCa [20]. In contrast, there are
published studies that have failed to achieve an association between estimated fT or bT and PCa [33-
35]. In this present study, in order to verify the real relationship with PCa, determined fT (RIA) was
incorporated into the clinical protocol evaluation, which is a more accurate method to represent the
free androgen profile. It is well known that calculated fT is highly dependent on the accuracy and
sensitivity of the tT and SHBG assays and that the FAI is no longer recommended due to poor
correlation with reference methods in men [36]. Our results demonstrated that patients with low levels
of determined fT and tT had an increased PCa risk as both were independent predictors of PCa
detection. Furthermore, fT seems to be a better PCa detection marker than tT due to the fact that it has
achieved a better performance with a more powerful trend: more PCa detection, less fT levels and it
demonstrated more intense PCa rates changes inter percentiles groups (fig. 3, table 3). Rivera et al.
published the results of a biopsies sample analysis showing that the average values of total and
determined free testosterone were significantly smaller in patients with PCa [37], which supports the
findings of our present study. Although, fT and tT serum profile probably have a limited clinical
application, both tests achieved AUCs < 0.70 corresponding to diagnostic tests with poor accuracy (a
test that discriminates benign from malignant pathologies will have an AUC of 1, while a unreliable
test will have an AUC of 0.5) [38].
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The second aim of our study was to analyze the relationship of PCa aggressiveness and hormonal
pattern. It has been hypothesized that PCa in a low testosterone environment may dedifferentiate and
subsequently influence more undifferentiated and aggressive tumors given the fact that prostate cells
grow in an environment lacking one of their most important activators, testosterone, which is reflected
in higher Gleason score tumors [39]. Our data failed in achieve any association of testosterone, total
or free portion, and high risk or high-grade tumors. Thus our study contrasts with some of those
published within the last decade in which low testosterone levels seem to be linked to some aspects
related to tumor aggressiveness: several studies claim that low testosterone levels might be related to
poor clinical and pathological outcomes: high risk tumors [40, 41], high grade cancers [22, 42-44],
advanced stage diseases [9, 45], positive surgical margins [10], worse prognosis and treatment
response [46].

Published data are sometimes paradoxical. On one hand, testosterone deficiency is related to a poor
prognosis in PCa while on the other hand, testosterone supplementation does not increase PCa risk.
Testosterone is converted to the more androgenic DHT (by the action of Salfa-reductase) within the
prostate but the proportion of prostate-produced DHT that reaches the serum has not been determined
and the correlation between tT and fT serum levels and DHT has not been established. Hence, the
relationship between the concentration of different androgen isoforms in serum and in the prostate is
unclear and could explain the lack of an association between serum levels and prostate cancer
aggressiveness. Our study is a daily practice experience and no inclusion or exclusion criteria were
considered. Regarding blood collection and preservation, our laboratory followed ISA-ISSAM-EAU
Guideline recommendations. Part of the contradictory results might be explained by these
methodological differences.

Our study has some limitations. This pooled analysis relied on the measurement of serum hormone
levels in only one sample at only one time. These single measurements provide an imperfect estimate
of a man’s usual hormonal status and can be influenced both by within-person errors and analytical
errors. Both types of errors are likely to lead to attenuation of the relationship between hormone
concentration and risk [47]. In addition, prostate cancers develop with aging, so the timing is highly
relevant. Our results represent a single point biopsy and do not take into consideration the time factor
in relation to the development of PCa. Another possible limitation of our study is that one biopsy
outcome was used as the definitive diagnosis of the patient. However, there is still a small chance of
missing a PCa in this procedure.

5. FIGURES AND TABLES

5.1 Figures

= 254 pS = 0.700
hasied Pi0 = 201 4000 p10 = 0.850
p25 = 360 p25 = 1.520
pS0 = 451 pS0 = 5.200
p75 = 557 p75 = 7.300
oy 543 R
100,0 p9s = 757 300.0 P ;
g g
>
{ {
2000 20004
b 4
e -
L -
1000 1000
o0~ — -— R___aa |
0 2000 4000 6000 BS000 10000 12000 14000 ] 50 100 150 200
Total testosterone (ng/dL) Free testosterone (pg/mL)

Figurel. A. Total testosterone graphic and percentile distribution at the population sample. B. Free
testosterone graphic and percentile distribution at the population sample.
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Figure3. Receiver operating characteristics (ROC) curve of total testosterone and free testosterone in relation
of PCa detection. AUC: area under the curve; tT: total testosterone; fT: free testosterone

5.2 Tables

Tablel. Demographic and clinical data of the population sample.

Men, no 3364

Age*, years 68 (46-86)
PSA*, ng/mL 7 (0.7-1724)
DRE, positive (%) 684 (20.3)
PV*, cm3 43.2 (7-159)
tT*, ng/dL 451 (62-1440)
fT*, pg/mL 5.2(0.1-18)
PCa detection rate, no (%) 1280 (38%)
Clinical stage, no (%)

T1-2 NO MO 1110 (86.7)
T3-4 NO-2 MO 136 (10.6)
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T1-4 NO-1 M1 |34 2.7)
Biopsy Gleason score, no (%)

6 380 (11.3)
7 569 (16.9)
8-10 331 (9.8)
PCa risk**, no (%)

Low 272 (21.3)
Intermedium 582 (45.5)
High 426 (33.2)

DRE: digital rectal examination; PV: prostate volume; tT: total testosterone; fT: free testosterone; Pca:
prostate cancer.

*quantitative variables are expressed as median (range);
** PCa risk according to D ’Amico classification
Table2. Demographic and clinical data according to PCa diagnosis

data PCa No PCa p Value
Age*, years 69 (48-86) 68 (46-86) <0.001
PSA*, ng/mL 74 (1.6-1724) 6.9 (0.7-48.6) <0.001
DRE, positive (%) 602(17.9) 82 (24) <0.001
PV* cm3 37.7 (10-136) 48.7 (7-159) <0.001
tT*, ng/dL 434(62-1167) 459.5 (107-1440) <0.001
fT*, pg/mL 4.8 (0.1-18) 5.5(0.1-174) <0.001

DRE: digital rectal examination; PV: prostate volume; tT: total testosterone; fT: free testosterone; PCa:
prostate cancer.

*quantitative variables are expressed as median (range)

Table3. Binary logistic regression analysis of the PCa risk with percentile distribution of total and free
testosterone

variable OR 95%ClI p Value
DRE 19.335 15.002-24.919 <0.001
Age, years 1.036 1.024-1.049 <0.001
PSA, ng/mL 1.027 1.015-1.039 <0.001
fT1/4 0.792 0.709-0.883 <0.001
tT1/4 0.857 0.769-0.956 <0.005

DRE: digital rectal examination; tT1/4: total testosterone percentiles 0-10/10.1-50/50.1-90/90.1-100; fT1/4:
free testosterone percentiles 0-10/10.1-50/50.1-90/90.1-100

OR: odds ratio. Cl: confidence interval.

Tabled. Binary logistic regression analysis of the PCa aggressiveness with percentile distribution of total and
free testosterone

High | Grade High | Risk*
variable OR (95%CI) p value OR (95%CI) p value
DRE 1.085 (0.818-1.439) p=0.569 1.528 (1.129-2.066) p <0.006
Age, years 1.073 (1.050-1.096) p <0.001 1.090 (1.064-1.116) p <0.001
PSA, ng/mL 1.022 (1.016-1.029) p <0.001 1.181 (1.146-1.217) p <0.001
fT1/4 0.903 (0.756-1.080) p=0.263 1.184 (0.960-1.459) p=0.114
tT1/4 1.153 (0.966-1.376) p=0.115 1.058 (0.871-1.284) p=0.572

DRE: digital rectal examination; tT1/4: total testosterone percentiles 0-10/10.1-50/50.1-90/90.1-100; fT1/4:
free testosterone percentiles 0-10/10.1-50/50.1-90/90.1-100

* Adaptation of D’Amico risk classification that includes local advanced disease

OR: odds ratio. Cl: confidence interval.

6. CONCLUSION

In summary, in the present study we confirm the hypothesis that low testosterone levels increase the
risk of prostate cancer. Moreover, our data suggest that fT is better correlated with PCa detection
rather than tT. Although both parameters probably have a limited clinical application due to poor
accuracy achieved in further analysis. We also failed to confirm that low testosterone levels increase
tumor aggressiveness. The convenience of serum tT or fT assessment before the decision of PCa
biopsy remains unclear.
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Resumen

Introduccion: Las guias de practica clinica recomiendan determinar testosterona sérica (TS)
durante la supresion androgénica (SA) para evaluar su eficacia y definir la resistencia a la cas-
tracion (RC). Los objetivos de esta revision sistematica han sido evaluar la evidencia cientifica
que puede justificar su control durante la SA, cuando hacerlo y para qué.

Material y métodos: Se realizd un busqueda en PubMed con los términos MeSH: androgen
suppression, testosterone, and prostate cancer. Se acoto la busqueda a articulos originales
publicados en inglés.

Resultados: Se encontraron 8 publicaciones que analizaron el impacto clinico de la con-
centracion de TS durante la SA. En todas las series se determind la TS mediante ensayos
quimioluminiscentes. Sin embargo, solamente métodos indirectos basados en cromatografia
liquida o gaseosa para su extraccion y posterior cuantificacion mediante espectrometria de
masas son recomendados, especialmente para determinar niveles bajos. Los objetivos fueron
supervivencia especifica y libre de RC. Seis estudios fueron retrospectivos. Las series no fueron
uniformes respecto al estadio clinico, tipos de SA y forma de valorar la TS. En general, niveles
de bajos de TS (<20 ng/dl o <32 ng/dl) se relacionaron con mayor supervivencia libre de RC. Las
determinaciones se realizaron cada 3 o 6 meses. En 4 estudios se confirmo el efecto beneficioso
de anadir bicalutamida cuando se detectaron microelevaciones por encima de 50 ng/dl.
Conclusiones: El nivel de evidencia cientifica que justifica la determinacion de TS durante la
SA es bajo, y los métodos utilizados para su cuantificacion inapropiados. A pesar de ello, se
considera util controlar nos niveles de TS durante la SA, y parece existir una asociacion entre
niveles bajos y mejor evolucion de la enfermedad. En caso de microelevaciones por encima de
50ng/dl se recomienda la administracion de bicalutamida.

© 2016 AEU. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

* Autor para correspondencia.
Correo electronico: lucasregis@gmail.com (L. Regis).

http://dx.doi.org/10.1016/j.acuro.2016.01.006
0210-4806/© 2016 AEU. Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. Todos los derechos reservados.



dx.doi.org/10.1016/j.acuro.2016.01.006
dx.doi.org/10.1016/j.acuro.2016.01.006
http://www.elsevier.es/actasuro
mailto:lucasregis@gmail.com
dx.doi.org/10.1016/j.acuro.2016.01.006

+Model

ACURO-843; No. of Pages8

2 J. Morote et al.

Measurement of serum testosterone during androgenic suppression in patients with
prostate cancer: A systematic review
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Abstract

Introduction: Clinical practice guidelines recommend measuring serum testosterone (ST) during
androgenic suppression (AS) to assess its efficacy and define castration resistance (CR). The
objectives of this systematic review were to assess the level of scientific evidence that justify
checking ST levels during AS, when to perform it and for what purpose.

Material and methods: We performed a search in PubMed with the following mesh terms:
androgen suppression, testosterone, and prostate cancer. The search was narrowed to original
articles published in English.

Results: We found 8 publications that analysed the clinical impact of ST concentrations during
AS. In all of the series, ST was measured using chemiluminescent assays. However, only indirect
methods based on liquid or gas chromatography for its extraction and subsequent quantification
using mass spectrometry are recommended, especially for measuring low levels. The endpoints
were specific survival and CR-free survival. Six studies were retrospective. The series were not
uniform in terms of clinical stage, types of AS and ST assessment methods. In general, low
ST levels (<20 ng/dL or <32 ng/dL) were related to longer CR-free survival. The measurements
were performed every 3 or 6 months. Four studies confirmed the beneficial effect of adding
bicalutamide when detecting microelevations above 50 ng/dL.

Conclusions: The level of scientific evidence justifying the measurement of ST during AS is low,
and the methods employed for quantifying ST levels are inadequate. However, we consider it
useful to check ST levels during AS, and there appears to be an association between low ST levels
and better disease outcomes. In the event of microelevations above 50 ng/dL, we recommend

the administration of bicalutamide.
© 2016 AEU. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccioén

La hormonodependencia del cancer de préstata (CP) fue
demostrada por Huggins hace mas de 70 afios'. La supresion
androgénica (SA) es la modalidad de hormonoterapia mas
frecuentemente utilizada, y se recomienda en pacientes con
CP avanzado y de forma neoadyuvante a la radioterapia’. El
objetivo de la SA es la deplecion sistémica de testosterona,
y se consigue mediante la castracion quirdrgica o médica,
a través de la administracion de analogos o antagonistas
de la LHRH. No obstante, esa deplecion de testosterona
no es completa, ya que ademas de la sintesis testicular, el
cortex suprarrenal aporta entre el 5% y el 10% de la testoste-
rona sérica (TS), y en determinadas circunstancias el mismo
tejido prostatico puede sintetizar androgenos, aunque su
contribucién a la concentracion de TS es probablemente
imperceptible®.

De manera arbitraria, en 1984 se fijé en 50ng/dl el nivel
de castracion de TS, al ser ese el minimo nivel detectable
que los ensayos disponibles en esa época permitian®. Ese
nivel todavia es utilizado por las agencias del medicamento
para evaluar la eficacia de los analogos y antagonistas de la
LHRH, y sigue siendo un criterio para definir la resistencia a
la castracion (RC). En el afio 2000 Oefelein et al.>, utilizando
un ensayo quimioluminiscente, redefinieron el nivel de TS
castracion en 20ng/dl en un grupo de 35 pacientes con CP
sometidos a orquiectomia. El nivel de TS oscilé entre 2 y
30ng/dl, siendo el valor mediano 15ng/dl, y 20ng/dl el que
representd el 75 percentil. En 2007 Morote et al.® situaron

en 32ng/dl el menor nivel de TS con impacto clinico en la
supervivencia libre de RC, y también confirmaron el efecto
beneficioso del tratamiento con bicalutamida en pacientes
que experimentan microelevaciones de TS por encima de
50ng/dl, maniobra recomendada hasta entonces con nivel
D en las guias NCCN’.

La TS se determina en la practica clinica habi-
tual mediante ensayos quimioluminiscentes. Estos ensayos
actualmente permiten detectar niveles de hasta 2,5ng/dl,
se utilizan en plataformas automatizadas, son baratos y pre-
cisan bajo volumen de suero. Sin embargo, sus coeficientes
de variacion, especialmente cuando cuantifican niveles
bajos de testosterona, son inaceptablemente amplios y su
reproducibilidad baja. Por ello, la Sociedad Americana de
Endocrinologia recomienda determinar la TS mediante ensa-
yos indirectos que utilizan cromatografia liquida o gaseosa
para extraer la testosterona en una primera fase, y asi
evitar la contaminacion del medio con otras proteinas,
especialmente esteroides. En una segunda fase se realiza
su cuantificacion mediante espectrometria de masas. Estos
métodos (LC/GC MSMS) permiten detectar niveles de hasta
0,5ng/dl, tienen coeficientes de variacion bajos, son muy
reproducibles y estan estandarizados. Por el contrario, no
son automatizados, requieren tiempo y personal especiali-
zado, grandes volimenes de suero y, ademas, son caros®”’.
Nuestro objetivo ha sido evaluar la evidencia cientifica que
permitiria responder a las siguientes preguntas: 1) ;Es reco-
mendable determinar la TS durante la SA?; 2) ;Cuando?; y 3)
;Para qué?

androgénica en pacientes con cancer
http://dx.doi.org/10.1016/j.acuro.2016.01.006

Como citar este articulo: Morote J, et al. Determinacion de la testosterona sérica durante la supresion
de prostata:

una revision sistematica. Actas Urol Esp. 2016.



dx.doi.org/10.1016/j.acuro.2016.01.006

+Model

ACURO-843; No. of Pages 8

Determinacion de la testosterona durante la terapia de supresion androgénica 3

Adquisicion de la evidencia cientifica

Hemos realizado una blsqueda en PubMed entre 1980 y
2015 que incluy6 palabras del Medical Subject Headings:
androgen suppression, testosterone, and prostate cancer.
Se encontraron 6.391 articulos de los cuales se seleccio-
naron 474 realizados en humanos, adultos y publicados en
inglés. De ellos se seleccionaron 57 articulos que analiza-
ban la determinacion de testosterona durante la evolucion
de pacientes sometidos a SA. Finalmente, se analizan 8
articulos originales que estudian el impacto clinico de la
concentracion de TS durante la SA®'0-"6 (fig. 1).

Sintesis de la evidencia cientifica

Revisamos cada uno de los 8 estudios seleccionados por
orden cronolégico de publicacion. La tabla 1 resume las
caracteristicas y resultados de cada uno de ellos.

Estudio 1. Morote et al., 2007°. Se trata de un estudio
retrospectivo que evalué las microelevaciones de TS, deter-
minadas mediante un ensayo quimioluminiscente (Inmulite,
DPC Inc.) en 73 pacientes con CP no diseminado tratados
con diversos analogos de LHRH. Se analizaron las determi-
naciones de TS realizadas a los 6, 12 y 18 meses desde el
inicio de la SA. El objetivo primario fue evaluar supervi-
vencia libre de RC. Los autores encontraron en 32 ng/dl el
minimo nivel de TS que permitié definir que los pacientes
con microelevaciones tuvieron menor supervivencia libre de
RC. El nimero de eventos durante un seguimiento medio de
51 meses fue del 62%. También se observd que los pacientes
con microelevaciones por encima de 50 ng/dl se beneficia-
ron del bloqueo androgénico maximo con bicalutamida, y
tuvieron una supervivencia libre de RC similar a la de los
pacientes sin microelevaciones.

Estudio 2. Perachino et al., 2009'°. Este fue un estudio
retrospectivo en el que se analizaron las determinaciones

6.391 articulos

=

474 articulos

Trabajos con pacientes con CP en SA

==

57 articulos pre seleccionados

Trabajos que relacionan la TS, SAy
la evolucion del CP.

=

8 articulos incluidos

Figura 1

trimestrales de TS durante el seguimiento de 129 pacientes
con CP diseminado que recibieron goserelina. Las deter-
minaciones de TS se realizaron mediante un ensayo
quimioluminiscente (Inmulite, DPC Inc.). El objetivo del
estudio fue evaluar supervivencia especifica. El seguimiento
medio fue de 47 meses y se detectaron 71 eventos (55%).
Los autores Unicamente realizaron un analisis de regresion
de logistica que puso de manifiesto que la suma de Gleason,
el nivel de PSA y de TS, al sexto mes de tratamiento,
fueron predictores independientes de supervivencia
especifica.

Estudio 3. Pickles et al., 2012'". Este estudio analizd
retrospectivamente 11.752 pacientes con CP sometidos a
radioterapia entre 1998 y 2007 en la Columbia britanica
de Canada. Finalmente, seleccionaron 2.196 pacientes que
habian recibido tratamiento con analogos de la LHRH en
forma neoadyuvante durante un periodo inferior a 12 meses,
que la duracion global de la SA habia sido superior a 3 meses,
y que tenian alguna determinacion de TS durante la SA.
El método para cuantificar TS fue un radioinmunoanalisis
manual hasta 2004, y posteriormente un ensayo quimiolumi-
niscente automatizado (Elecsys, Roche Inc.). Se analizaron
4.954 determinaciones, 2 como media por paciente'"".
El objetivo de este estudio fue relacionar microelevacio-
nes de TS y recidiva bioquimica segin la definicion de
Phenix (PSA nadir +2). Durante un seguimiento medio de
45 meses la tasa de pacientes sin progresion fue del
73% en el grupo de pacientes sin microelevaciones, del
68,4% en el grupo con microelevaciones por encima de 1,1
nmol/l y del 57,6% cuando fueron superiores a 1,7 nmol/l,
p<0,001.

Estudio 4. Dason et al., 2013'2. En este estudio se deter-
mind prospectivamente TS trimestral mediante quimiolu-
miniscencia automatizada (Advia-Centaur, Siemens Inc.) a
32 pacientes con CP tratados con analogos o antagonistas de
la LHRH. El objetivo fue determinar el impacto de los nive-
les de TS en supervivencia libre de RC. Una caracteristica
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Eliminados articulos de revision, trabajos con
pacientes en tratamiento quimioterapico o
nuevas moléculas (abiraterona/
enzalutamida) y los articulos sin valoracion
deTS

Eliminados articulos que no hacen referencia
a la medicién periddica de la TS y los
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especial de este estudio fue que se excluyeron 7 de los
39 pacientes inicialmente incluidos (17,9%) por tener una TS
superior a 50ng/dl. Se evaluaron 20ng/dl y 32 ng/dl como
niveles de corte a 6 y 9 meses de tratamiento, asi como
el nivel medio de las determinaciones realizadas durante
el primer ano de SA. Se incluyeron 14 pacientes con enfer-
medad diseminada, 5 con CP localmente avanzado y 13 con
recidiva bioquimica después de tratamiento local. El segui-
miento medio fue de 26 meses, y se detectaron eventos en
la mitad de los pacientes. Un nivel medio de TS inferior a
32ng/dl se asocié a mayor supervivencia libre de RC. Esta
asociacion también se observd al evaluar la TS a los 9 meses
de SA, pero no correspondiente a los 6 meses. Niveles de
corte inferiores a 20ng/dl durante el primer afo de SA no
se relacionaron con la supervivencia libre de RC. Destacar
que la RC fue considerada Unicamente cuando existieron 2
incrementos de PSA por encima del nadir.

Estudio 5. Bertaglia et al., 2013"%. Este estudio incluy6
de forma prospectiva 153 pacientes con CP tratados con
analogos de la LHRH entre 2002 y 2006. Se determino TS
mediante un ensayo quimioluminiscente (Architect, Abbot
Inc.) a los 6 y 7 meses de seguimiento, y se selecciond la
determinacion inferior para el estudio. En 53 pacientes el
CP estaba diseminado o localmente avanzado y en 99 exis-
tia progresion bioquimica después de un tratamiento local.
El seguimiento medio fue de 65 meses y en este periodo se
detectaron 72 progresiones (47%), definidas como un incre-
mento de PSA superior al 50% del nadir o aparicion de nuevas
lesiones y 51 exitus (33%). Los autores remarcan que en 59
de los 69 pacientes que experimentaron microelevaciones de
TS por encima de 50 ng/dl anadieron bicalutamida 50 mg/d
al tratamiento con analogos de la LHRH. El analisis multi-
variante reveld que los niveles de TS no se asociaron a la
supervivencia libre de RC ni a supervivencia especifica. Sin
embargo, al recodificar la TS por debajo de 20, 30y 50ng/dl
encontraron que los pacientes con TS por debajo de 30ng/dl
y 50ng/dl se asociaron a mayor supervivencia especifica,
pero no progresion. El analisis actuarial segun los niveles
de 20, 30 y 50ng/dl no revelo diferencias en pacientes con
recidiva bioquimica, y si en pacientes con enfermedad dise-
minada o localmente avanzada. Los autores encontraron
igual evolucion en los pacientes con microelevaciones de
TS por encima de 50 ng/dl que recibieron bicalutamida.

Estudio 6. Yasuda et al., 20154, Este estudio analizd
retrospectivamente una serie de 69 pacientes con CP some-
tidos a bloqueo androgénico maximo, con analogos de LHRH
y bicalutamida 80 mg/d, entre 2004 y 2010. Se determind
TS mediante un ensayo quimioluminiscente (Elecsys, Roche
Inc.), cada 3 06 meses durante el seguimiento hasta la pro-
gresion bioguimica. El nimero medio de determinaciones
fue 5,5 (1-21). Durante un seguimiento medio de 40 meses
62 pacientes progresaron (90%) y 20 (30%) fallecieron por
causa especifica. No se encontrd una asociacion significa-
tiva entre cualquiera de los niveles de TS y la supervivencia
libre de progresion ni la supervivencia especifica.

Estudio 7. Klotz et al., 2015". En este estudio se
analizaron retrospectivamente los niveles de TS, determina-
dos durante el primer ano de seguimiento, a 626 pacientes
con CP no diseminado sometidos SA continua con analogos
de la LHRH. Se trata de un subanalisis del grupo control
del estudio PR-7, que compard SA intermitente frente a
continua en pacientes con recidiva bioquimica después de

prostatectomia radical mas/menos radioterapia adyuvante
o de rescate. El estudio se inici6 en Canada en 1998, y pos-
teriormente también se realizé en EE. UU. y Reino Unido.
Los pacientes incluidos podian haber recibido radioterapia
adyuvante o de rescate antes de 12 meses de su inclusion,
debian tener un PSA superior a 3ng/ml, no evidencia de
diseminacion metastasica, un nivel de TS superior a 5 nmol/l
(144ng/dl) y al menos 3 determinaciones de TS durante el
primer afo se seguimiento. No se especificd el método para
determinar la TS. El objetivo de este subanalisis fue evaluar
la asociacion entre los niveles de TS, supervivencia global y
libre de RC. La RC se definié cuando se detectaron 3 incre-
mentos consecutivos de PSA separados por un intervalo supe-
rior a un mes, llegando a ser superior a 4ng/ml, y un nivel de
TS inferior a 3 nmol/l (87 ng/dl). Los niveles minimo, medio
y maximo de TS se distribuyeron en 3 categorias: inferior a
0,7nmol/l, entre 0,7 y 1,7nmol/l y superior a 1,7 nmol/Ll.
Se detectaron 226 eventos de RC (37%). El tiempo medio
hasta la RC fue de 10 anos y la tasa de supervivencia libre
de RC a 5 anos del 69%. La supervivencia libre de RC en
pacientes con nadir de TS inferior a 0,7 nmol/l fue 10 anos,
7,2 en pacientes con nadir de testosterona entre 0,7 y 1,7
nmol/l, y 3,6 cuando fue superior a 1,7 nmol/l, p<0,001.
También se detectaron diferencias significativas en relacion
con la supervivencia especifica. En el caso de los nive-
les medios de TS se encontraron diferencias significativas
respecto a la supervivencia libre de RC, pero no de supervi-
vencia especifica. Finalmente, cuando el nivel maximo de TS
fue inferior a 0,7 nmol/l no se alcanzé la mediana de super-
vivencia libre de RC. En pacientes que tuvieron un maximo
de TS entre 0,7 y 1,7nmol/l fue 8,9 afos y cuando fue
superior a 1,7 nmol/l, 10 afios, p <0,001. También se consta-
taron diferencias significativas en supervivencia especifica.
La supervivencia mediana libre de RC de los pacientes cuya
media de TS fue superior a 1,7 nmol/l fue 4,2 afnos, frente
a 6,4 anos en el grupo entre 1,7 y 0,7 nmol/l, y no alcanzd
el 50% en el subgrupo de pacientes cuya TS media fue infe-
rior a 0,7 nmol/l, p<0,01. En el caso de los valores nadir TS,
solo existieron diferencias significativas entre el grupo de
pacientes con nivel <0,7 nmol/l y por encima de 1,7 nmol/L.
Finalmente, al analizar los valores maximos de TS, no se
evidenciaron diferencias significativas. Ningun analisis mos-
tro diferencias significativas respecto a la supervivencia
especifica.

Estudio 8. Kamada et al., 2015'°. Fue un estudio retros-
pectivo que incluyo 225 pacientes con CP tratados entre
1999 y 2015, con bloqueo androgénico maximo mediante
castracion con analogos de LHRH (94%), orquiectomia
(3,6%) y degarelix (3,1%), ademas de bicalutamida (93%) o
flutamida (7%). En 104 pacientes la enfermedad estaba dise-
minada, en 51 localmente avanzada y en 70 existia recidiva
bioquimica después de tratamiento local. Se determiné la
TS trimestralmente mediante un ensayo quimioluminiscente
(Architect, Abbot Inc.). Durante un periodo de seguimiento
no especificado se registraron 28 exitus (12%), y aunque tam-
poco se especificaban los episodios de RC, se describe que
52 pacientes (23%) recibieron docetaxel. No se encontro
asociacion entre los niveles de TS al sexto mes de trata-
miento, ni entre el nadir de TS y la supervivencia libre
de RC. Por el contrario, si se observd mayor superviven-
cia global en el grupo de pacientes con nadir de TS inferior
a 20ng/dl.
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Discusion podria ser debido al papel de la bicalutamida, evitando

En el afio 2007 se publicé el primer estudio que analizo si
existia un nivel de TS durante la SA con impacto clinico en
la supervivencia libre de RC®. Este estudio proporciond un
nivel de evidencia tipo m, y solamente incluyé pacientes
con enfermedad no diseminada. Se establecié en 32 ng/dl
en menor nivel TS con impacto clinico, y ademas se observo
un efecto beneficioso al administrar bicalutamida en pacien-
tes con microelevaciones de TS por encima de 50 ng/dl. Este
estudio también puso de manifiesto que pequefas microele-
vaciones de TS entre 20ng/dl y 32 ng/dl no tenian impacto
clinico, y por ello desacreditaba el mito relacionado con
el nivel de TS durante la SA: the lowest the best'’. En
2009 Perachino et al.’® analizaron también retrospectiva-
mente el nivel de TS determinado al noveno mes de SA
en una serie de 129 pacientes con CP diseminado. En un
analisis multivariante los autores observaron que a menor
concentracion de TS existia mayor supervivencia especi-
fica. Lamentablemente esta serie no analizo si existia algun
ningun nivel de TS con impacto en la supervivencia, de
manera que de nuevo se acreditaba el mito the lowest
the best'. Cronoldgicamente consecutivo a los 2 estudios
anteriores, en 2012 Pickles et al."" publicaron el Unico estu-
dio que ha analizado el impacto de las microelevaciones
de TS en la progresion bioquimica de pacientes someti-
dos a radio-hormonoterapia. Los autores concluyeron que la
probabilidad de progresion a 5 anos fue significativamente
superior cuando existieron microelevaciones por encima de
0,7 nmol/l (20ng/dl), y todavia era mayor si eran superiores
a 1,7 nmol/l (50ng/dl), respecto a los pacientes que siem-
pre tuvieron la TS por debajo de 0,7 nmol/l. Este fue un
trabajo retrospectivo que incorporé mas de 4.000 pacien-
tes. No obstante, no habia constancia respecto a las dosis
de radioterapia administradas ni tampoco del tiempo de
SA. Los autores concluyeron que niveles de TS inferiores a
20ng/dl se asociaron a mejor evolucién de la enfermedad.
En 2013 Dason et al.'? fortalecieron, con un nivel de evi-
dencia tipo 1, el nivel de 32ng/dl de TS como punto de
corte con impacto clinico, y cuestionaron si alcanzar niveles
por debajo de 20 ng/dl era relevante clinicamente. También
en 2013 Bertaglia et al.”* pusieron de manifiesto, con un
nivel de evidencia tipo 1, que la concentracion de TS tenia
valor prondstico en pacientes con enfermedad localmente
avanzada o diseminada, pero no en pacientes con recidiva
bioquimica después de tratamiento local. Los autores obser-
varon que un nivel de TS inferior a 20ng/dl no tuvo valor
pronostico, pero si un nivel inferior a 30ng/dl. Este dato
refuerza nuevamente los hallazgos de Morote® y Dason'?,
que previamente habian reportado el nivel de 32 ng/dl como
dintel de castracion con impacto clinico. En este estudio
también se confirmé el beneficio de anadir bicalutamida
en pacientes con microelevaciones de TS por encima de
50ng/dl con un nivel de recomendacion B, ya que estos
pacientes tuvieron una evolucion similar a la de los pacientes
sin este tipo de microelevaciones. En 2015 se han publicado 3
articulos. Yasuda et al.'* estudiaron retrospectivamente una
serie de 69 pacientes con enfermedad diseminada y tratados
con bloqueo androgénico maximo, sin encontrar diferencias
significativas en la evolucion de la enfermedad en relacion
con el nivel de TS. Los autores concluyeron que ese hecho

que pequefas microelevaciones de TS, de origen preferen-
temente adrenal, incrementaran los niveles intracelulares
de dihidrotestosterona. Este estudio, publicado en formato
breve, solamente analizo el nivel medio de TS durante el
primer afno de seguimiento. Podemos, por tanto, interpre-
tar que este estudio soporta indirectamente el beneficio de
bicalutamida cuando existen microescapes de TS*'2. Klotz
el al.” analizaron los niveles de TS en una amplia serie
prospectiva de 626 pacientes, que formé el brazo control
de tratamiento con SA continua del estudio PR-7. Los auto-
res concluyeron que un nadir de TS inferior a 0,7 nmol/l
(20ng/dl) durante el primer afo de SA se asocid a mayor
supervivencia especifica y mayor supervivencia libre de RC.
Curiosamente, este es el Unico estudio que no especifico el
método utilizado para la determinacién de TS. Finalmente,
el estudio de Kamada et al.'® también puso de manifiesto
que la administracion sistematica de bicalutamida parecia
minimizar el efecto negativo de las microelevaciones de TS
en relacion con la supervivencia libre de RC. Secundaria-
mente, los autores sugerian que niveles de TS inferiores a
20ng/dl podian incrementar la supervivencia especifica, si
embargo la tasa de eventos fue tan solo de 12%.

La evidencia cientifica, basada en el analisis de estos
8 estudios, sugiere que no existe un consenso global sobre
cual es el dintel de TS con impacto clinico y tampoco sobre la
conveniencia de controlar los niveles de TS durante la SA. Sin
embargo, si podemos concluir que la mayoria de estudios lo
sitan por debajo de 50 ng/dl, y que existirian discrepancias
entre 20ng/dl"" "> y alrededor de 30 ng/dl>'>"3, Debe des-
tacarse la heterogeneidad de las series respecto al estadio
clinico, 2 series incluyeron solo pacientes con enfermedad
diseminada'®'#, 3 con enfermedad localizada®'"'> y otras 3
con ambas'>"31¢, Respecto al tipo de SA utilizada también
fue diversa, bloqueo androgénico maximo en 2 series'*'®
y castracion médica con analogos de LHRH o antagonis-
tas en 5'9°'375, En una serie se utilizd indistintamente
ambas modalidades de SA®, y en otra se anadid bicaluta-
mida cuando se detectaron microelevaciones por encima de
50ng/dl"3. No hemos encontrado ninguna evidencia que jus-
tifique una determinada carencia en la determinacion de
TS. Sin embargo, en la mayoria de los estudios se determind
cada 3 o 6 meses, quizas haciéndolo coincidir con las deter-
minaciones de PSA. Solamente un estudio en la literatura ha
analizado si es posible predecir microescapes de TS durante
la SA. Este estudio concluyd que 3 determinaciones consecu-
tivas de TS por debajo de 20 ng/dl fue predictor de ausencia
de microelevaciones futuras por encima de 50ng/dl'®. De
cualquier manera, si se utiliza un método para determinar
TS sencillo y barato lo recomendable seria determinarla en
cada control de PSA. Finalmente, todos los estudios que lo
han analizado sugieren el beneficio de administrar bicaluta-
mida en pacientes con microelevaciones de TS por encima
de 50ng/d|®"3'4"6 Nuestro grupo ha publicado reciente-
mente una revision sistematica sobre el papel de la TS y
su fraccion libre en el diagndstico del CP y de su agresivi-
dad. lgual que en la presente revision, la variabilidad en el
diseno de los estudios, en los métodos de cuantificacion y
la heterogeneidad de los pacientes incluidos no permitie-
ron establecer una relacion fiable entre estas hormonas y
el CP"?.
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Nos parece obligado reflexionar sobre el método para
cuantificar TS en pacientes sometidos a SA”8. Los (nicos
métodos estandarizados son los indirectos, es decir, los
que previamente a su cuantificacion extraen la testoste-
rona mediante cromatografia liquida o gaseosa para evitar
la contaminacion del medio con otras proteinas, especial-
mente esteroides. Una vez realizado este proceso, que evita
la sobreestimacion de testosterona, la espectrometria de
masas es el método mas exacto y reproducible, ya que los
coeficientes de variacion son muy pequefos. La existencia
de un ritmo circadiano en la secrecion de testosterona hace
que se recomiende la determinacion de TS entre las 8:00
y 10:00 de la mafana, y ademas la Sociedad Americana
de Endocrinologia recomienda su determinacion en 3 dias
consecutivos’. La realidad clinica difiere radicalmente de
la recomendacion anterior, y debemos destacar que en la
totalidad de las series analizadas se utilizaron ensayos qui-
mioluminiscentes. En concreto, en 2 estudios se utilizo el
método Inmulite, DPC Inc.®?, en 2 el método Elecsys, Roche
Inc.""*, en 2 el método Architect, Abbot Inc.'®'®, en uno
el método Advia-Centaur, Siemens Inc.'2. En otro estudio
no se especificod el método'. Los ensayos quimioluminis-
centes aplicados de forma directa se utilizan ampliamente,
ya que se pueden automatizar en diversas plataformas; sin
embargo, tienden a sobreestimar la concentracion de testos-
terona, no estan estandarizados y su coeficiente de variacion
es inaceptable, especialmente en niveles muy bajos. Por
ello, la Sociedad Americana de Endocrinologia desaconseja
su utilizacion en mujeres, nifios y varones sometidos a SA®.
Esta recomendacion esta basada en algunos estudios que
han comparado diversos ensayos quimioluminiscentes con
un estandar basado en LC/GC MSMS?°-23, En general, se
ha observado distinto comportamiento de estos ensayos en
funcion de los niveles de TS, y alguno de ellos ha mos-
trado mejor perfil de correlacion en niveles bajos de TS;
no obstante, todos los estudios desaconsejan su utilizacion.
Recientemente, nuestro grupo ha comparado 2 ensayos qui-
mioluminiscentes en pacientes con CP sometidos a SA y
hemos podido observar muy distinto comportamiento. En
concreto, el nivel medio de TS con uno de ellos se redujo un
77%. También se encontraron concentraciones por encima
de 50ng/dl entre el 0% y 25%, e inferiores a 20ng/dl entre
el 85% y 15% respectivamente?’.

Conclusiones

El nivel de evidencia cientifica que sostiene la determina-
cion de TS durante la SA es bajo, y la utilizacion de ensayos
quimioluminiscentes, en forma directa, en todos los estudios
publicados, cuestiona la validez de los resultados. Aun con
estas limitaciones creemos que la verificacion de la eficacia
de la SA es necesaria; por ello hoy es necesario establecer
el nivel de castracion de TS determinado con un método de
cuantificacion estandarizado y disefar nuevos estudios que
permitan confirmar el valor de su determinacion durante
la SA.
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Purpose: The optimal degree of testosterone suppression in patients with prostate
cancer undergoing androgen deprivation therapy remains in question. Furthermore,
serum free testosterone, which is the active form of testosterone, seems to correlate
with intraprostatic testosterone. Here we compared free and total serum testosterone
as predictors of survival free of castration resistance.

Material and Methods: Total testosterone (chemiluminiscent assay, lower sensitivity 10
ng/dL) and free testosterone (analogue-ligand radioimmunoassay, lower sensitivity
0.05 pg/mL) were determined at six months of LHRH agonist treatment in 126 patients
with prostate cancer. During a mean follow up of 67 months (9-120), 75 (59.5%) events
of castration resistance were identified. Multivariate analysis and survival analysis
according to total testosterone cutpoints of 50, 32, and 20 ng/dL, and free testosterone
cutpoints of 1.7, 1.1, and 0.7 pg/mL were performed.

Results: Metastatic spread was the most powerful predictor of survival free of
castration resistance, HR: 2.09 (95%Cl: 1.18-3.72), p=0.012. Gleason score, baseline
PSA and PSA at 6 months were also independents predictors, but not free and total
testosterone. After adjust the model by the metastatic status, free testosterone was
found to be an independent predictor of survival free of castration resistance in the
subset of patients without metastasis, HR: 2.12 (95%CI: 1.16-3.85), p=0.014. A free
testosterone of 1.7 pg/mL was the lowest threshold showing significant differences,
p=0.003.

Conclusions: Free testosterone at six months of LHRH agonist treatment seems to be
a better surrogate than total testosterone to predict castration resistance in no
metastatic prostate cancer patients.

Dear Editor:
Please find attached our manuscript entitled "Free testosterone: a better surrogate

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation



Suggested Reviewers:

Opposed Reviewers:

than total testosterone to predict survival free of castration resistance", which we
submit for your consideration for publication as an original article in the Journal of
Urology. It is well known that the optimal degree of testosterone suppression in
patients with prostate cancer undergoing androgen deprivation therapy remains in
question. We previously have published the behavior of free testosterone that is the
active form of testosterone in the diagnosis and prediction of high-grade disease. The
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Free testosterone: a better surrogate than total testosterone to predict survival free

of castration resistance.

Abstract

Purpose: The optimal degree of testosterone suppression in patients with prostate
cancer undergoing androgen deprivation therapy remains in question. Furthermore,
serum free testosterone, which is the active form of testosterone, seems to correlate with
intraprostatic testosterone. Here we compared free and total serum testosterone as
predictors of survival free of castration resistance.

Material and Methods: Total testosterone (chemiluminiscent assay, lower sensitivity
10 ng/dL) and free testosterone (analogue-ligand radioimmunoassay, lower sensitivity
0.05 pg/mL) were determined at six months of LHRH agonist treatment in 126 patients
with prostate cancer. During a mean follow up of 67 months (9-120), 75 (59.5%) events
of castration resistance were identified. Multivariate analysis and survival analysis
according to total testosterone cutpoints of 50, 32, and 20 ng/dL, and free testosterone
cutpoints of 1.7, 1.1, and 0.7 pg/mL were performed.

Results: Metastatic spread was the most powerful predictor of survival free of
castration resistance, HR: 2.09 (95%CI: 1.18-3.72), p=0.012. Gleason score, baseline
PSA and PSA at 6 months were also independents predictors, but not free and total
testosterone. After adjust the model by the metastatic status, free testosterone was found
to be an independent predictor of survival free of castration resistance in the subset of
patients without metastasis, HR: 2.12 (95%CI: 1.16-3.85), p=0.014. A free testosterone

of 1.7 pg/mL was the lowest threshold showing significant differences, p=0.003.
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Conclusions: Free testosterone at six months of LHRH agonist treatment seems to be a
better surrogate than total testosterone to predict castration resistance in no metastatic

prostate cancer patients.
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Introduction

After Huggins and Hodges reported the hormone dependence of PCa in 1941 !, ADT

has become the standard therapy for advanced disease >3

. Surgical or medical
castration, by the use of LHRH agonists or antagonist, reduce serum testosterone to the
named castration level 2. These hormonal changes reduce tumor burden, alleviate
symptoms, and prolong survival. Although there is an inevitable progression to CRPC
due to a selection pressure exerted by the ADT that contributes to the emergence of PCa

cells that can proliferate despite low level of testosterone % >

The measurement of serum TT is recommended in clinical guidelines to evaluate the
efficacy of therapy against LHRH and to confirm the castration resistance status °.
Before nineties, serum testosterone was measured with direct radioimmunoassays,
which were not accurate below 50 ng/dL. This was the reason why less than 50 ng/dL
was adopted as the castrate level. Therefore this level was defined more by
measurement method derived from the use of old assays than by evidence ®. The
availability of new measuring techniques and new therapies targeting androgen
synthesis and androgen receptor activity has challenged this definition. The castrate
level of serum testosterone was reassessed by Oefelein et al in 20 ng/dL, using a
chemiluminiscent assay in a cohort of 35 patients subjected to surgical castration ’.
However, the optimal degree of testosterone suppression following castration remains in
question. Ineffective testosterone suppression after a period of adequate suppression is
currently poorly recognized and may result in increased PCa mortality. Thus, it seems
important redefining the threshold of testosterone in patients under ADT to achieve

better clinical results ®. Furthermore, only about 1% to 2% of TT circulates as FT,

constituting the active isoform able to diffuse into the cells and bind to androgen
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receptor after their conversion in dihidrotestestosterone. This theory has been largely
accepted as the free hormone hypothesis °. Vermeulen et al showed equivalence
between calculated levels of FT and certain concentrations of the hormone determined
by means of equilibrium dialysis !°. However, estimation methods are highly dependent
on TT, sex hormone binding globulin and albumin concentrations. In addition,
variations in body mass index and the plasma protein concentration can alter the

estimated results ',

We hypothesized that determined serum FT correlates itself with the intraprostatic
testosterone better than TT, and therefore the efficacy of ADT is better predicted by

serum FT monitoring.

The current study compares TT and determined FT serum levels at six months of LHRH

agonist treatment as predictors of SFCR.
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Material and methods

Participants and design.

This is a retrospective study including 126 patients with histologically confirmed PCa,
that started continuous ADT with LHRH agonist between 2005 and 2010, in whom
serum TT and FT were determined at six months of treatment. All patients received
one-month course of bicalutamide 50 mg/d, 14 days before and 14 after the first LHRH
agonist administration and thereafter an LHRH agonist injection every three months.
ADT was the first treatment of PCa in 97 patients (77%), due to its metastatic spread at
diagnosis in 42 patients, and due to a very high risk of microscopic metastatic disease
(T1-4 NO-2 MO and PSA >50 ng/mL) in 55. In the remaining 29 patients (33%) LHRH
agonist treatment was administered after biochemical failure of primary treatment,
surgery and/or radiation therapy. The end-point of this study was SFCR, which was
observed in 75 patients (59.5%) during a mean follow-up of 67 months (9-120). Clinical
progression and specific survival were not considered end-points due to their low rate of
events during the follow up, 16.7% and 7.9% respectively. Table 1 summarizes clinical

characteristics of this cohort study.

TT and FT serum determinations.

Blood was extracted between 8:00 and 10:00 and two aliquots of serum were prepared.
TT was measured by a solid-phase, competitive chemiluminiscent enzyme
immunoassay (DPC Inc. Los Angeles CA, USA) with lower limit of quantification of
10 ng/dL. FT was measured by an analogue-ligand radioimmunoassay (DPC Inc, Los

Angeles CA, USA) with lower limit of quantification of 0.05 pg/mL.

Definition of castration resistance.
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In all cases CR was defined according to PCWG2 PSA progression, defined as a rising
PSA greater than 2 ng/mL with a rise been at least 25% over the nadir and confirmed by
second PSA rise at least three weeks later. Moreover, serum TT should be lower than 50

ng/dL 3.

Statistical analysis.

An initial multivariate Cox regression proportional hazards model including baseline
PSA, Gleason score, clinical stage (metastatic vs no metastatic), and PSA, TT and FT at
six months was performed to determine the independent predictive role of TT and FT at
six months. Thereafter the model was adjusted to the baseline clinical stage because it
was the most relevant predictor of CR. Kaplan-Meier curves, and Log-rank and Breslow
test were used to analyze SFCR according to pre-defined cut-off levels of 50 ng/dl, 32
ng/dL, and 20 ng/dL of TT and their equivalent FT levels of 1.7 pg/mL, 1.1 pg/mL and
0.7 pg/mL. SPSS.v 20 (SPSS, Inc, Chicago, IL) was used to perform the statistical

analysis.
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Results

An initial multivariate analysis that included baseline serum PSA, Gleason score,
clinical stage (metastatic versus no metastatic), and serum PSA, TT and FT at six month
of LHRH agonist treatment, showed that metastatic disease was the most powerful
predictor of CR, HR: 2.09 (95%CI: 1.18-3.72), p=0.012. The Gleason score, baseline
PSA and PSA at six month of ADT were also independent predictors of CR, Table 2.
After adjust the model by the metastatic status of the disease, FT was found as an
independent predictor of CR in the subset of patients without metastatic spread, HR:
2.12 (95%CI: 1.16-3.85), p=0.014. However, TT was not found as a predictor of CR
even in patients with or without metastases, Table 3.

The survival analysis until CR in the subset of patients without metastases, according to
previously established cut-point levels of TT and FT is presented in Fig. 1. We did not
observe a different SFCR according 50, 32 or 20 ng/dL of TT. However, the subset of
patients with FT above 1.7 pg/mL had a mean SFCR of 60.4 months (95%CI: 41.3-
79.5) and a median survival of 43.1 months (95%CI: 31.5-54.7). The mean SFCR for
those patients having FT below 1.7 pg/mL were 92.3 months (95%CI: 82.9-101.7) and
at the median SFCR was not reached at 120 months of follow-up, p =0.003. Lower cut-

point levels of FT (1.1 pg/mL or 0.7 pg/mL), were not associated with different SFCR.
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Discussion

The advent of new agents represented by abiraterone acetate and enzalutamide, which
target to adrenal or intraprostatic androgen biosynthesis and androgen signaling
respectively, has retrieved interest in serum testosterone levels during ADT '2. The
castrate level of serum TT considered by the regulatory authorities is still 50 ng/dL
although different authors had underlined that lower levels of androgen would correlate
with better outcomes & 1319,

In 2007, Morote et al. established in 32 ng/dL the lowest level of serum TT with clinical
impact in SFCR. The authors retrospectively analyzed the levels of serum TT at 6, 12
and 18 months of LHRH agonist treatment, in 73 PCa patients without metastasis. They
identified a significant lower SFCR in those patients who were identified to have any
microsurge of TT over 32 ng/dL '4. Furthermore this study suggested that small
breakthrough elevations of TT between 20 ng/dL y 32 ng/dL had not clinical impact on
SFCR, and thus it was discredit the myth related to the level of TT and ADT: “the

lowest the best” '3, In the present study we have failed to find any cut-point of TT

serum, determined at 6 months of ADT, able to predict CR.

Perachino et al. in 2009 studied 129 metastatic patients under ADT during a mean
follow-up of 47 months. Similar to our study, they determined serum TT at 6 months of
ADT. These authors found that serum TT was an independent predictor of CSS in their
logistic regression analysis that included the Gleason score, serum PSA and TT .
These data contrast with those reported by Bertaglia et al. who failed to show a
significant association between CSS and serum TT levels in patients treated with ADT
due to biochemical failure after primary treatment '°. Nevertheless these authors

confirmed that serum TT had prognostic value in patients with locally advanced disease
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or metastasis, in concordance with other published results '!7. In a different set of
patients, Pickles et al in 2012 published the unique study that analyzes the serum TT
breakthroughs impact in the biochemical progression among patients treated with ADT,
during three years and radiation therapy. This retrospective study concluded that the risk
of progression at five years follow up was superior when there were breakthroughs over
than 20 ng/dL and even higher in those upper than 50 ng/dL 8. On the other hand, some
authors have published conflicting data in which association between serum TT levels

and SFCR or OS was not found 2°. Those studies are summarized on table 4.

It seems worldwide accepted that the optimal level of serum TT during ADT should be
the lowest achievable one, although rigorous testing of this hypothesis is needed.
However, there is a lack of high-level evidence to support that the lowest testosterone
level should be a primary goal of castration. Some research in this area have focused on
lowering serum TT, but a theoretically better determinant of male hormone activity such
as serum FT have not yet been tested as prognostic marker of CR. The present study
have shown that patients with no metastatic PCa with serum FT level, at six months of
ADT, lower than 1.7 pg/mL have longer SFCR than those who not achieve this level.
This could be explained by the free hormone hypothesis that defends that the active
form of testosterone is its free isoform %!, Serum FT levels, although challenging to be
measured, may reflect better than TT levels the ongoing androgenic signaling within
PCa cells. Despite better understanding of testosterone metabolism and its relationship
with PCa, current guidelines remain vague regarding ongoing monitoring of

2

testosterone due to a lack of well-designed studies 2. Recent scientific evidence

suggests that the serum FT isoform correlates itself better with the intraprostatic
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androgen profile than serum TT '2. Furthermore it is widely accepted that hormone

intraprostatic environment influences the PCa biology *°.

To our knowledge, this is the first study to explore the prognosis role of serum FT
levels during ADT as a main end-point. However, lower FT levels have been previously
correlated with improved survival in secondary analyzes 2*%°. Other previous studies
widely discord in the prognostic role of serum TT in patients undergoing castration. The
varied spectrum of results obtained until now can be explained by I. The retrospective
design of most of studies, II. The heterogeneous profile of clinical stages included, IIL
The different form of evaluate the level of TT, i.e. mean, nadir, microelevation and
different cut-points, IV. The different ADT schemes (castration versus complete

androgen suppression), V. Maybe an inappropriate method to determine serum TT.

It seems natural that future insights in this research area should be perform prospective
studies to determine FT performance in predicting PCa outcomes similarly to those
studies that have focused on TT: to achieve the clinical impact of hormone

18,19

breakthroughs 3*!7, to determine prognosis nadir levels and to correlate hormone

patterns with cancer specific outcomes !%16:20

. Limitations of our study are the
retrospective design, the short follow-up, the low rate of events to consider specific

survival as an endpoint and, finally, the possible inadequate assays used to determine

TT and FT at low levels 2627,

The findings of our study can serve to hypothesis generation and to design prospective

studies to define what profile of hormone monitoring PCa patients undergoing ADT
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Conclusions

The role of serum TT measurement during ADT remains unclear and here we have
generate the hypothesis that FT determination at six month is a better surrogate than TT
to predict CRPC in patients with no metastatic disease. Patients who achieve a FT level

below 1.7 pg/mL will have longer SFCR than those who do not reach this level.



206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

—

References
Huggins C, Hodges CV. Studies on prostatic cancer I. The effect of castration, of
estrogen, and of androgen injection on serum phosphatises in metastatic
carcinoma of the prostate. Cancer Res 1941; 1: 293.
Nishiyama T. Serum testosterone levels after medical or surgical androgen
deprivation: a comprehensive review of the literature. Urol Oncol 2014; 32: 38
el7.
Heidenreich A, Bastian PJ, Bellmunt J et al. EAU guidelines on prostate cancer.
Part II: Treatment of advanced, relapsing, and castration-resistant prostate cancer.
Eur Urol 2014; 65: 467.
Hussain M, Goldman B, Tangen C et al. Prostate-specific antigen progression
predicts overall survival in patients with metastatic prostate cancer: data from
Southwest Oncology Group Trials 9346 (Intergroup Study 0162) and 9916. J Clin
Oncol 2009; 27: 2450.
Djavan B, Eastham J, Gomella L et al. Testosterone in prostate cancer: the
Bethesda consensus. BJU Int 2012; 110: 344,
Wilke TJ, Utley DJ. Total testosterone, free-androgen index, calculated free
testosterone, and free testosterone by analog RIA compared in hirsute women and
in otherwise-normal women with altered binding of sex-hormone-binding
globulin. Clin Chem 1987; 33: 1372.
Oefelein MG, Feng A, Scolieri MJ et al. Reassessment of the definition of castrate
levels of testosterone: implications for clinical decision making. Urology 2000;
56: 1021.
Pickles T, Hamm J, Morris W] et al. Incomplete testosterone suppression with

luteinizing hormone-releasing hormone agonists: does it happen and does it



231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

matter? BJU Int 2012; 110: E500.

Mendel CM. The free hormone hypothesis: a physiologically based mathematical
model. Endocr Rev 1989; 10: 232.

Vermeulen A, Verdonck L, Kaufman JM. A critical evaluation of simple methods
for the estimation of free testosterone in serum. J Clin Endocrinol Metab 1999;
84: 3666.

Shea JL, Wongt PY, Chen Y. Free testosterone: clinical utility and important
analytical aspects of measurement. Adv Clin Chem 2014; 63: 59.

Hara N, Nishiyama T. Androgen metabolic pathway involved in current and
emerging treatment for men with castration resistant prostate cancer: intraprostatic
androgens as therapeutic targets and endocrinological biomarkers. Curr Drug
Targets 2014; 15: 1215.

Tombal B. Appropriate castration with luteinising hormone releasing hormone
(LHRH) agonists: what is the optimal level of testosterone? Eur Urol Suppl 2005;
4: 14.

Morote J, Orsola A, Planas J et al. Redefining clinically significant castration
levels in patients with prostate cancer receiving continuous androgen deprivation
therapy. J Urol 2007; 178: 1290.

Perachino M, Cavalli V, Bravi F. Testosterone levels in patients with metastatic
prostate cancer treated with luteinizing hormone-releasing hormone therapy:
prognostic significance? BJU Int 2010; 105: 648.

Bertaglia V, Tucci M, Fiori C et al. Effects of serum testosterone levels after 6
months of androgen deprivation therapy on the outcome of patients with prostate
cancer. Clin Genitourin Cancer 2013; 11: 325¢l.

Dason S, Allard CB, Tong J et al. Defining a new testosterone threshold for



256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

medical castration: Results from a prospective cohort series. Can Urol Assoc J
2013; 7: E263.

Kamada S, Sakamoto S, Ando K et al. Nadir Testosterone after Long-Term
Followup Predicts Prognosis in Patients with Prostate Cancer Treated with
Combined Androgen Blockade. J Urol 2015; 194: 1264.

Klotz L, O’Callaghan C, Ding K et al. Nadir testosterone within first year of
androgen-deprivation therapy (ADT) predicts for time to castration-resistant
progression: a secondary analysis of the PR-7 trial of intermittent versus
continuous ADT. J Clin Oncol 2015; 33: 1151.

Yasuda Y, Fujii Y, Yuasa T et al. Do testosterone levels have prognostic
significance in patients with metastatic prostate cancer treated with combined
androgen blockade. Int J Urol 2015; 22: 132.

Matsumoto AM, Bremner WIJ. Serum testosterone assays--accuracy matters. J
Clin Endocrinol Metab 2004; 89: 520.

Rove KO, Crawford ED, Perachino M et al. Maximal Testosterone Suppression in
Prostate Cancer-Free vs Total Testosterone. Urology 2014; 83:1217.

Mohler JL. Castration-recurrent prostate cancer is not androgen-independent. Adv
Exp Med Biol 2008; 617: 223.

de Bono JS, Logothetis CJ, Molina A et al. Abiraterone and increased survival in
metastatic prostate cancer. N Engl J Med 2011; 364:1995.

Levell MJ, Siddall JK, Rowe E et al. Relationship of testosterone, sex hormone
binding globulin, and calculated free testosterone to subsequent clinical progress
in patients with carcinoma of the prostate treated with bilateral orchidectomy or
estrogens. Prostate 1987; 11: 17.

van der Sluis TM, Meuleman EJ, van Moorselaar RJ et al. Intraprostatic



281

282

283

284

285

286

287

27.

testosterone and dihydrotestosterone. Part II: concentrations after androgen
hormonal manipulation in men with benign prostatic hyperplasia and prostate
cancer. BJU Int 2012; 109:183.

Morote J, Planas J, Salvador C et al. Individual variations of serum testosterone in
patients with prostate cancer receiving androgen deprivation therapy. BJU Int

2009; 103: 332.



288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

Standard Abbreviations

PCa = prostate cancer

ADT = androgen deprivation therapy
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CSS = cancer-specific survival
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Tables and figure legends:

Table 1. Demographic and clinical characteristics of the population included in the

study.

Table 2. Multivariate analysis of predictive factors of castration resistance in overall

patients.

Table 3. Multivariate analysis of predictors of castration resistance according to metastatic

status at baseline.

Table 4. Studies that have analyzed the influence of testosterone serum levels on

clinical outcomes of PCa patients subjected to androgen suppression.

Fig. 1 Analysis of survival free of castration resistance in the subset of patients with
no metastatic PCa, according to different cut point levels of serum FT and TT
determined at six month of LHRH agonist treatment. (A) FT: 1.7 pg/mL, (B) FT: 1.1

pg/mL; (C) FT: 0.7 pg/mL. (D) TT: 50 ng/mL, (E) TT: 32 ng/dL, (F) TT: 20 ng/dL.



Table 1, 2, 3

Table 1. Demographic and clinical characteristics of the population included

in the study.

Patients, no
Age!, years
Baseline PSA?, ng/mL

Clinical stage, no (%)

T1-2 NO MO
T3-4 NO-2 MO
T1-4 NO-1 M1
TT?, ng/dL
FT*, pg/mL

Primary treatment, no (%)
RP’
RTS+ADT’

ADT’

126
71.9 (54-92)
39.4 (0.9-8254)

14 (11.1)
70 (55.6)
42 (33.3)
20 (10.0-93.0)
1.0 (0.05-3.10)

14 (11.1)
15 (11.9)
97 (77.0)

"Mean value (range); *Median value (range); *TT: total testosterone, Median value
(range); “FT: free testosterone, Median value (range); >RP: radical prostatectomy; °RT:
radiation therapy; ’ADT: androgen deprivation therapy;



Table 2. Multivariate analysis of predictive factors of castration resistance in overall

patients.
Variable ORS 95%CI®  p Value

Age, years 1016  0986-1.046  0.295
Baseline PSA, ng/mL 1.001 1.001-1.805 0.027
Gleason score 1.461 1.183-1.665 0.001
Clinical stage (M1! vs M0?) 2094  1.179-3.721 0012
PSA at 6 months, ng/mL 1.045 1.027-1.063  0.001
TT? at 6 months, ng/dL 1012  0985-1.030  0.165
FT* at 6 months, pg/mL 0.968  0.581-1.612 0.900

M1: presence of metastasis; 2MO: absence of metastasis; *TT: total testosterone; “FT:
free testosterone; *OR: Odds Ratio; °CI: confidence interval.



Table 3. Multivariate analysis of predictors of castration resistance according to metastatic status at

baseline.
Patients M0? (n = 84) Patients M1! (n = 42)
Variable
OR? (95%CI°) p Value OR3 (95%CI°) p Value
Age, years 1.019 (0.973-1.068) 0421 1.007 (0.965-1.051) 0.746
Baseline PSA, ng/mL 1.002 (1.000-1.004) 0.027 1.000 (0.999-1.000) 0.092
Gleason score 1.341 (1.035-1.737) 0.026 1.430 (0.874-2.339) 0.154

PSA at 6 months, ng/mL 1.073 (1.044-1.103) 0.001 1.039 (1.016-1.062) 0.001
TT® at 6 months, ng/dL 1.005 (0.984-1.026) 0.628 1.027 (0.996-1.059) 0.186

FT* at 6 months, pg/mL 2.115 (1.163-3.845) 0.014 1.017 (0.814-1.341) 0.105

M1: presence of metastasis; 2MO: absence of metastasis; *TT: total testosterone; “FT: free testosterone;
>OR: Odds Ratio; °CI: confidence interval.
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6. DISCUSION

Histéricamente, la testosterona ha sido asociada al diagndstico del cancer de
prostata, a su agresividad y ha sido utilizada en el manejo del paciente con enfermedad
avanzada. Charles Huggins en su trabajo “Studies on Prostate Cancer’, publicado en
Cancer Research en 1941, concluyé que el cancer de prostata era “activado por
inyecciones de testosterona” (Huggins and Hodges, 1941). Dicha linea de investigacion le
confirié el premio Nobel en 1966. ; Pero cuan fiable era la conclusion de Huggins acerca
de los riesgos de la inyeccidn de testosterona? En su trabajo, apenas tres hombres
recibieron testosterona durante 14 dias, los resultados de dos pacientes fueron
publicados y el tercer habia sido previamente castrado. Su conclusion, por lo tanto,
estaba basada en apenas un unico paciente tratado por 14 dias. Aunque clasicamente se
admiti6 que a mayores concentraciones de testosterona, mayor el riesgo de cancer y

mayor agresividad, la evidencia cientifica no permite confirmar una asociacién directa.

Un metanalisis realizado en 2008 que incluyé 18 estudios con un total de 3886
casos y 6438 controles concluy6 que no era posible establecer una correlacion entre los
niveles séricos de distintas hormonas esteroideas analizadas y el riesgo de cancer de
prostata. En diez de estos estudios se analizo la testosterona total y libre calculada, los
autores argumentan que la ausencia de relacion entre diagnéstico de cancer de proéstata
y niveles de testosterona total y libre podria deberse a la falta de correlacion entre la
concentracién de DHT intraprostatica y los niveles séricos de la hormona. Ademas los
trabajos utilizaron la testosterona libre calculada, método con baja precision y inherentes
limitaciones. En este mismo metanalisis se encontr6 una relacidon inversa entre la
concentracion sérica de SHBG vy el riesgo de cancer de prostata. El riesgo relativo de
neoplasia de préstata se redujo un 14% al comparar los varones cuyo nivel de SHBG

estuvo por debajo del percentil 20 y por encima del percentil 80 (Roddam et al., 2008).

La isoforma libre de la hormona determinada en sangre refleja mejor el ambiente
androgénico intraprostatico y la relaciéon con el receptor androgénico de las células
neoplasicas (Matsumoto and Bremner, 2004). En nuestro estudio encontramos una
mayor asociacion entre los niveles bajos de testosterona libre y la deteccion del cancer
de préstata que la concentracion de la testosterona total. Sin embargo, la habilidad de la
isoforma libre de la hormona como prueba diagnéstica ha sido limitada. No por ello
nuestros resultados carecen de relevancia. Es conocida la insuficiente capacidad

predictiva de las principales pruebas utilizadas actualmente en el cribado del cancer de
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prostata (Schroder et al., 2009; Andriole et al., 2009; Moyer and U.S., 2012). En este
ambito, la deteccién de un marcador sérico no costoso que pudiera mejorar la seleccion
de los pacientes candidatos a la biopsia, disminuiria la morbilidad al reducir el nimero de
biopsias innecesarias. La testosterona libre determinada en suero podria, de esta
manera, formar parte de homogramas para identificacion de pacientes en mayor riesgo

de padecer de cancer de prostata.

Segun algunos autores, el ambiente con bajos niveles de testosterona puede
promover la ‘desdiferenciacién’ de las células neoplasicas, resultando en tumores mas
agresivos debido a su relativa independencia hormonal (Morgentaler, 2007). El presente
estudio no ha podido encontrar una relacién entre la agresividad tumoral y la testosterona
sérica libre o total. Aunque la fraccion libre puede representar una mejor ventana a la
actividad androgénica que la testosterona total (Matsumoto and Bremner, 2004; Mendel,
1989), actualmente no existe ningun estudio que compruebe si la sangre periférica
representa el complejo metabolismo intraprostatico. Ademas, la definicion de agresividad
tumoral (riesgo D’Amico, suma Gleason) se basa en los resultados de biopsias
prostaticas. Pese a que son representativas, no pueden ser consideradas la verdad
absoluta acerca de la anatomia patoldgica de la glandula, puesto que son el resultado de
un muestreo aleatorio de cilindros. Probablemente el analisis de piezas de
prostatectomias radicales permitiria afadir fiabilidad al analisis, aunque su realizacion
queda limitada por las posibles indicaciones de cirugia radical y las caracteristicas de

cada paciente.

Actualmente es conocido que la actividad del receptor androgénico queda intacta
a pesar de bajos niveles de testosterona (Rove et al., 2014). Con ese principio, mantener
bajos los niveles de testosterona sigue siendo el mantra de la practica clinica durante la
terapia de deprivaciéon androgénica, que utiliza la testosterona total sérica y el PSA como
determinantes de la eficacia en ensayos clinicos y en la clinica habitual. La evidencia
clinica sugiere que el nivel 6ptimo de castracién en el paciente con enfermedad avanzada
deberia ser el menor valor de testosterona determinable, sin embargo es necesaria una
validacién rigorosa de esta hipotesis (Reis, 2012). Desde que Oefelein et al. publicé un
valor mediano de testosterona total de 15 ng/dL tras castracion quirdrgica y recomendo
adoptar 20 ng/dL como valor de referencia durante la deprivacion androgénica, distintos
trabajos han corroborado que los bajos niveles de testosterona se asocian a mejores
resultados en el seguimiento (Oefelein et al., 2000; Morote et al., 2007) (Perachino et al.,
2010; Pickles et al., 2012; Dason et al., 2013; Bertaglia et al., 2013; Yasuda et al., 2015;
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Klotz et al., 2015; Kamada et al., 2015). Sin embargo, debido a la dificultad metodolégica
de disefiar ensayos clinicos, existe una carencia de evidencia cientifica de nivel 1 que
soporte esa teoria. Estudios recientes han sefialado la falta de correlacion lineal entre
testosterona total y PSA en pacientes bajo tratamiento con analogos de la LHRH,
contestando la equivalencia de las diferentes formas de castracion farmacoldgica. La
testosterona total probablemente no representa la exposicion real a la testosterona libre
(Rove et al., 2014). Nuestro estudio demostré que la isoforma libre de la testosterona es
un mejor predictor de supervivencia libre de resistencia a la castracién que la
testosterona total en pacientes no metastasicos a los 6 meses de deprivacion
androgénica. Nuestros resultados sugieren que la determinacion de la testosterona libre
para control del paciente en deprivacion androgénica permitiria identificar aquellos con
mayor riesgo de resistencia a la castracion (testosterona libre >1.7 pg/mL se asocioé con
una supervivencia libre de resistencia a la castracion [SLRC] inferior). EI cambio precoz
del analogo de LHRH o afiadir anti-andrégenos a la terapia de deprivacién androgénica
con el objetivo de alcanzar cifras de testosterona libre inferiores al corte identificado,

podria mejorar la evolucién clinica de este grupo de pacientes.

Pese a la muestra razonablemente amplia utilizada en este proyecto, es necesario
tener en cuenta algunas limitaciones. En primer lugar el caracter retrospectivo de parte
del analisis confeccionado y su sesgos inherentes. Ademas, se trata de una experiencia
unicéntrica, lo que confiere limitaciones en la extrapolacion de los resultados a otras
poblaciones. En segundo lugar, el caracter heterogéneo del cancer de préstata juega un
papel crucial en la interpretacion de los resultados. El resultado de una biopsia en un
momento dado y su correlacién con el perfil hormonal, puede no ser reproducible si se
realizase la biopsia en otro momento de la historia natural de la enfermedad. En tercer
lugar, la biopsia de prostata ofrece limitaciones en el estudio de la relacién histolégica y
hormonal dado que su fiabilidad no es absoluta. Por ultimo, cabe enfatizar que los
métodos de determinacion de la testosterona libre y total, aunque son precisos,
presentan una variabilidad intra y inter-ensayo conocida. Ademas, pese a que la
quimioluminiscencia es el método universalmente utilizado en la practica clinica, la
Sociedad Americana de Endocrinologia (Rosner et al., 2017) recomienda la
cromatografia liquida o de gases con espectrometria de masas como método de eleccion

en pacientes con bajos niveles séricos de testosterona.
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7. CONCLUSIONES

1. Niveles séricos bajos de testosterona total o de testosterona libre incrementan el
riesgo de deteccion de cancer de préstata en pacientes con sospecha basada en
la elevacion del PSA y/o tacto rectal alterado. La testosterona libre sérica tiene un
mejor rendimiento que la testosterona total como predictor de cancer de prostata.
No obstante, su eficacia diagndstica no es suficientemente alta como para ser

utilizada de manera aislada.

2. Los niveles séricos de testosterona total o libre no se asociaron con la agresividad

tumoral.

3. La testosterona sérica libre determinada a los 6 meses de deprivacion
androgénica fue un predictor independiente de la supervivencia libre de
resistencia a la castracion en pacientes no diseminados, mientras que la

testosterona total no lo fue.

4. El nivel de 1,7 pg/mL fue el menor valor de testosterona sérica libre que permitié
establecer diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia libre de

resistencia a la castracion.
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