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B RESUMEN

INTRODUCCION: Polimorfismos en enzimas de biotransformacion han sido asociados como factores de riesgo de cancer
prostatico (CaP), aunque su papel como marcadores de prondstico no esta totalmente validado. El objetivo de este trabajo
fue estudiar en un grupo de pacientes sometidos a tamizaje, la utilidad del polimorfismo de CYP1A1 en el diagnéstico y
sobrevida de pacientes chilenos con CaP.

MATERIALES Y METODOS: 255 controles y 234 casos con CaP fueron incluidos en programa de tamizaje en CONAC entre
1995 y 2004. De muestras de sangre periférica se obtuvo DNA gendémico y determiné polimorfismo de CYP1A1*2A. Para
analisis de susceptibilidad se usaron modelos de regresion logistica uni y multivariado. Los pacientes con CaP fueron
seguidos por 8,76 ailos en promedio, determinando sobrevida global y cancer - especifica a través de curvas de Kapplan-
Meier y test de Log-rank. Se obtuvieron riesgos (Hazard Ratio) ajustados con modelo proporcional de Cox, con IC del 95%.
RESULTADOS: Alelo *2A se encontré mas frecuente en pacientes con CaP, comparado con controles. Genotipo *2A/*2A
mostroé riesgo significativamente mayor (OR=2,87; p=0,001), y al asociar con tacto rectal y PSA>10 ng/mL (OR=9,36; p=0,006
y OR=14,64; p=0,001). Genotipo *2A*2A aumento el riesgo en pacientes fumadores (OR=5,54; p=0,036). La sobrevida
global y especifica a 8,76 afos fue 83,7%y 56,3% para *1A/*1A, 69,0% y 51,6% para *1A/*2A, 63,9% Yy 61,5% para *2A/*2A,
respectivamente. Genotipos *1A/*2A y *2A/*2A se asociaron significativamente sélo con mortalidad global (Log-rank,
p=0,0165 y p=0,0102, respectivamente). Riesgo de *1A/*2A 'y *2A/*2A en andlisis multivariado en limite de significancia
sélo para mortalidad global (HR=1,83; p=0,075 y HR=2,23; p=0,053, respectivamente). En tumores de alto riesgo (T2-4, PSA
>20,0 ng/mLy Gleason=7), se observé un riesgo mucho mayor (HR=11,83; p<0,001 y HR=12,84; p=0,001, respectivamente).
CONCLUSION: El polimorfismo CYP1AT*2A, seria un factor independiente de mayor riesgo de CaP, el cual se ve aumentado
con habito tabaquico. Ademas, en el seguimiento de pacientes con CaP, podria ser un buen factor pronéstico de sobrevida
global, especialmente en tumores de alto riesgo.

Palabras Claves: Cancer de proéstata, diagndstico, sobrevida, polimorfismos, biomaradores, CYP450.

B ABSTRACT

INTRODUCTION: polymorphisms in biotransformation enzymes have been associated as risk factors for prostate cancer
(CaP), although their role as prognostic markers is not fully validated. The aim of this work was to study in a group of
patients undergoing screening, utility CYP1A1 polymorphism in the diagnosis and survival of Chilean patients with PCa.
MATERIALS AND METHODS: 255 cases and 234 controls with CaP that were included in CONAC screening program between
1995 and 2004. Genomic DNA was obtained from samples of peripheral blood and polymorphism of CYP1A1 * 22 deter-
mined. For sensitivity analysis uni and multivariate logistic regression models were used. PCa patients were followed for
8.76 years on average, determining overall and cancer-specific survival through Kapplan- Meier curves and log-rank test.
Risks (Hazard Ratio) adjusted Cox proportional model, with 95% was obtained.

RESULTS: *2A allele was more frequent in patients with CaP compared to controls. Genotype * 2A / * 2A showed signifi-
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cantly increased risk (OR = 2.87; p = 0.001), and by associating with DRE and PSA> 10 ng / mL (OR = 9.36; p = 0.006 and OR
=14,64; p =0.001). * 2A * 2A genotype increased the risk in smokers (OR = 5.54; p = 0.036). The overall and specific survival
was 8.76 years 83.7% and 56.3% for * 1A/ * 1A, 69.0% and 51.6% for * 1A / * 2A, 63.9% and 61, 5% * 2A / * 2A, respectively.
Genotypes * TA/* 2A and 2A * / * 2A were significantly associated only with overall mortality (log-rank, p = 0.0165 and p
=0.0102, respectively). Risk of *1A/*2A and *2A/*2A in multivariate andlisis is at the limit of significance only for overall
mortality (HR = 1.83; p = 0.075 and HR = 2.23; p = 0.053, respectively). For high-risk tumors (T2-4, PSA> 20.0 ng / mL and
Gleason=7), a much higher risk was observed (HR = 11.83;P <0.001 and HR = 12.84; p = 0.001, respectively).

CONCLUSION: CYP1A1*2A polymorphism may be an independent predictor of increased risk of CaP, which is also increa-
sed with smoking. Furthermore, in the monitoring of patients with CaP, it might be a good prognostic factor for overall

survival, especially in high-risk tumors.

Keywords: Prostate cancer diagnosis, survival, polymorphisms, biomarkers, CYP450.

= INTRODUCCION

La incidencia del cancer de préstata (CaP) ha aumentado
progresivamente en los ultimos afos, principalmente debi-
do al aumento en la expectativa de vida y envejecimiento
de la poblacién, la aplicacién masiva en muchos paises de
programas de tamizaje con antigeno prostatico especifico
(PSA) y biopsias de préstata sistematicas en pacientes sos-
pechosos. Esto ha llevado al diagnéstico cada vez en etapas
mas iniciales y en muchos casos de tumores indolentes de
naturaleza incierta. Por esto, en la actualidad se ha cuestionado
la utilidad del PSA y los programas de deteccion (Schréder
etal., 2012; Andriole et al., 2012).

A nivel mundial, de acuerdo a la base de datos de la WHO
GLOBOCAN el CaP es el segundo cadncer mas prevalente en
diagnosticoy la sexta causa de muerte por cancer en hombres.
En USAy la Unién Europea, el CaP es el cdncer més frecuen-
temente diagnosticado en hombres y la segunda causa de
muerte, después del cdncer de pulmén (Siegel et al., 2012). En
Chile el CaP muestra una tendencia al alza, representando la
segunda causa de muerte por cancer en hombres, después
del cancer gastrico, con una taza de 22,1/100.000 habitantes
(DEIS, 2012a and 2012b).

Los principales factores de riesgo de CaP incluyen la edad,
antecedentes familiares (herencia), razay procedencia, infec-
ciones, inflamacion crdnica, ocupacion, habitos y estilos de
vida como ingesta tabaco, alcohol y carnes rojas, entre otros.
Pero, en la mayoria de estos factores, los estudios no han sido
consistentes o reproducibles por otros autores, careciendo
por lo tanto de utilidad o aplicacién a la practica clinica
para ser usados como marcadores de riesgo de desarrollar
esta enfermedad. Actualmente, la mayoria de los canceres
diagnosticados son esporadicos, no superando el 15% los
casos con agregacion familiar. El antecedente de un familiar
directo con CaP aumenta el riesgo 2-3 veces de contraer esta
enfermedad, y en el caso de 2 o mas familiares, el riesgo
serfa 5-11 veces mayor (Jansson et al., 2012; Hemminki, 2012).
Por otra parte, la mayoria de los casos de CaP diagnostica-
dos son esporadicos (>85%), donde se han involucrado en
la iniciacion y progresién tumoral multiples polimorfismos
genéticos de alta prevalencia en diferentes poblaciones,
pero de baja penetrancia. Por lo tanto, se supone que en la

mayoria de éstos casos, estarian involucrados en el desarro-
llo y progresiéon una combinacién de multiples genes con
variantes polimorficas, relacionadas principalmente con vias
del ciclo celular, apoptosis, diferenciacion celular, adhesion
y el metabolismo de xenobidticos, como por ejemplo cito-
cromos P450 o Glutation S-Transferasas.

En este sentido, multiples investigaciones, incluyendo las
nuestras, han propuesto diversos polimorfismos genéticos
en enzimas de biotransformacién como marcadores de
susceptibilidad a varios tipos de céncer, entre ellos el CaP
(Rebbeck et al., 1999; Couglin & Hall, 2002; Acevedo et al.,
2003; Eeles et al., 2009; Gudmundsson et al., 2009; Mo et al.,
2009; Zheng et al., 2008y 2010; Li et al., 2012). Las enzimas de
biotransformacion estan relacionadas con la activacion de
carcindgenos ambientales derivados del tabaco, tales como
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), nitrosaminas, y
arilaminas. El citocromo P450 1A1 (CYP1A1) es una enzima de
fase | que metaboliza drogas y activa los PAHs hacia formas
reactivas que producen aductos de DNA, pudiendo generar
procesos mutagénicosy carcinogénicos (Quinones etal., 1999).
En la practica clinica, los pacientes con CaP, luego de ser
diagnosticados se estratifican segiin sistema TNM y pue-
den ser categorizados en riesgo bajo, intermedio y alto,
dependiendo de la etapa clinica, nivel del PSA 'y el puntaje
de Gleason de la biopsia transrectal (Hernandez et al., 2007;
Partin et al., 2001). Esto ayuda a estimar el riesgo de recidiva
bioquimica y/o progresion posterior a prostatectomia radical
oradioterapia. Actualmente, mas del 50% de los casos nuevos
de CaP son en etapa Tlc, con elementos de bajo riesgo de
progresién: PSA bajo 10 ng/mly Gleason menor a 7 (Klolt,
2008). Por lo tanto, en este tipo de pacientes y casos selec-
cionados, se ha propuesto como alternativa al tratamiento
radical, la vigilancia activa (active surveillance), con un 97,2%
de sobrevida enfermedad - especifica a 10 aflos, un 28%
de reclasificaciéon y solo un 81% de adhesidn con primera
repeticion de biopsia (Kenfield et al., 2007; Cooperberg et al.,
2011; Bul et al.,, 2012). A pesar de esta clasificacion en grupos
de riesgo, o alternativas de tratamiento como el seguimiento
activo, la evoluciéon y pronéstico sigue siendo heterogénea,
incluso en casos clasificados de muy bajo riesgo, con altas
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tasas de sobre tratamiento, elevados costos en seguimiento
y procedimientos innecesarios. Por lo tanto, es clara la ne-
cesidad de nuevos marcadores que permitan predecir de
mejor manera la progresién de esta enfermedad y el riesgo
de morir, para dirigir las terapias a casos seleccionados. Estos
marcadores podrian ser usados para guiar la decision sobre
qué pacientes y qué tan agresivamente tratarlos (Liu et al.,
2012, Shen et al., 2000). En una reciente publicacién (Epub),
las mutaciones en BRCA 1y 2 mostraron ser un factor de
prondstico importante, que confieren muy mal prondéstico
en el seguimiento de pacientes con CaP (Castro et al., 2013).
Las mutaciones en BRCA 2 son unos de los genes involucrados
en CaP familiar, pero estarian presentes solo en el 1,2% de
los casos de CaP (Kote-Jarai et al., 2011).

Es escasa la informacién disponible sobre marcadores ge-
néticos y su rol en la progresion y sobrevida de pacientes
con CaP. De esta manera, la utilidad de estos polimorfismos
como factores de prondstico y sobrevida no han sido total-
mente probados.

En el presente estudio se investiga la asociacion y utilidad
de la variante genética CYP1A1*2A en el diagnéstico de
pacientes sometidos a tamizaje de CaP y su rol como factor
prondstico en la sobrevida de estos pacientes.

m METODOS
PACIENTES

Entre el 21 junio de 1995 y 27 de diciembre de 2004, 489
hombres mayores de 50 afios fueron incluidos (255 controles
sin CaP y 234 casos con CaP), en un programa de tamizaje
(screening) voluntario realizado en Santiago de Chile, en la
Corporacion Nacional del Cancer (CONAC). Los voluntarios se
realizaron determinacion sanguinea de antigeno prostatico
especifico (PSA) y tacto rectal, realizando biopsia prostatica
transrectal guiada por ecografia, por sextantes con esquema
de 6 muestras a pacientes con PSA >4,0 ng/mL y/o tacto rectal
sospechoso. Los especimenes de biopsia fueron analizados
por un solo patélogo, quien asigné puntaje de Gleason a los
pacientes con CaP. El grupo control sin CaP fueron los sujetos
con sospecha clinica de CaP (PSA y/o TR alterados), en donde
la biopsia de prostata fue negativa.

Todos los pacientes dieron su consentimiento informado para
participar en esta investigacion bajo un protocolo aprobado por
el Comité de Etica para estudios en humanos de la Facultad de
Medicina, Universidad de Chile (declaracién de Helsinki, 1964).
Los pacientes realizaron cuestionario auto-administrado mas
entrevista complementaria sobre habitos y antecedentes
epidemiolégicos relevantes. Se consultd especificamente
por antecedente conocido de familiar con CaP, tanto de la
linea paterna (abuelo, tio, padre, hermano) y materna. Los
fumadores fueron definidos usando el indice de Brinkman
(Brinkman & Coates, 1963), que considera fumador con >20
cajetillas/afio. Fumadores actuales y exfumadores al momen-
to del diagnostico fueron considerados como fumadores.
Para evaluar consumo de alcohol se consideré bebedor al
consumo >280 gramos de alcohol por semana en hombres
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(OMS, 2011). Para analisis de sobrevida se consideraron los
objetivos primario y secundario la mortalidad especifica por
cancer de préstata y mortalidad global por cualquier causa,
respectivamente. En el seguimiento, se perdieron el 30% de
casos, de los cuales se obtuvo la causa de muerte a través de
certificados de defuncion.

GENOTIPIFICACION

Se usé nomenclatura seguin recomendacién internacional:
http://www.imm.ki.se/CYPalleles, para CYP1A1, de esta manera
el genotipo silvestre, heterocigoto y homocigoto recesivo
corresponden a*1A/*1A, *1A/*2Ay *2A/*2A, respectivamente.
Se obtuvo DNA genémico de muestras sanguineas usando
kit comercial (High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche
Diagnostics®), el cual se amplificd por PCR usando partidores
especificos. Para la determinacion de polimorfismo CYP1A1*2A,
los amplicones fueron sometidos a digestion con enzima Mspl
(GIBCO BRL, Life Technologies, Inc. Gaithersburg, MD) a 37°C
por 3 horas y analizados a través de electroforesis en gel de
agarosa 2% (Quifiones et al., 1999).

ANALISIS ESTADISTICOS

Para andlisis se utilizé el programa Stata® version 10.2 (StataCorp
LP, Texas). En estadistica descriptiva y comparaciones se aplicd
test t-student no pareado, test chi2 o test exacto de Fisher. La
frecuencia genotipica de CYP1A1 se calculé como la propor-
cién de individuos con un determinado genotipo dividido
por el total de sujetos, y la frecuencia alélica se calculé como
el nimero de alelos, dividido por el nimero de cromosomas,
considerando equilibrio de Hardy-Weinberg.

Los andlisis de asociacion y riesgo entre el grupo control y casos
con CaP de las variantes genotipicas de CYP1A1 se realizaron
con analisis de tablas 2 x 2 comparando con genotipo “silvestre”
(*1A/*1A), considerando pardmetros clinicos, antecedentes
familiares, tabaco y alcohol; ademas se aplicaron modelos
de regresion logistica univariado y multivariado con célculo
de Odds Ratios (OR) e intervalo de confianza (IC) del 95%.
También se estudio influencia de CYP1A1 en el rendimiento
del PSA como test diagnoéstico con el andlisis de curvas ROC
(Receiver Operating Characteristic) y el drea bajo la curva.
La sobrevida en pacientes con CaP fue evaluada desde el
momento del diagndstico hasta la fecha de muerte o fin del
periodo de observacion (31 de agosto de 2012) con curvas de
Kaplan-Meier y test de Log-rank. Como referente para com-
paraciones y estimacion de riesgo, se us6 genotipo silvestre
realizando modelos univariado y multivariados con edad,
PSA, etapa clinica (T), puntaje de Gleason y habito tabaquico.
También se realiz6 estimacion de riesgos a través del modelo
proporcional de Cox, con célculo de Hazard Ratios (HR) e IC
95%. Para todos los analisis se considerd nivel de significancia
de p value bivariado menor a 0,05.

B RESULTADOS
RIESGO DE CANCER DE PROSTATA

Se incluyeron un total 485 hombres sometidos a tamizaje
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Factor Todos Controles Casos P valuet
N=489 N=255 N=234
Edad (afos, DE) 64,7 (7,9) 62,5(7,6) 67,0(7,6) <0,0001
Tacto rectal (TR)

Sospechoso 153 (33,1) 45 (19,1) 108 (47,8) <0,0001
PSA (ng/mL) 16,0 (43,8) 6,6 (7,1) 25,5 (60,3) <0,0001
Tabaco (%)

Si 99 (21,0) 53(22,1) 46 (19,8) 0,547
Alcohol (%)

Si 166 (35,2) 84 (35) 82(35,3) 0,937
Antecedente familiar
Abuelo (%) 7(1,7) 6(2,8) 1(0,5) 0,084
Tio paterno (%) 9(2,2) 7 (3,3) 2(1,1) 0,128
Padre (%) 31(7,4) 14 (6,2) 17 (8,7) 0,336
Hermano (%) 19 (4,5) 5(2,2) 14 (7,1) 0,014
Familiar materno (%) 3(0,7) 0(0,0) 3(1,6) 0,061
Genotipos
CYP1A1*2A (%)

*1A/*1A 223 (45,6) 125 (49,0) 98 (41,9) Referencia
*1A/*2A 214 (43,8) 114 (44,7) 100 (42,7) 0,559
*2A/*2A 52 (10,6) 16 (6,3) 36 (15,4) 0,001

t: test Chi2, test exacto de Fisher o t-student; DE: Desviacion Estandar; PSA: Prostatic Specific Antigen.
Controles: pacientes sin cancer de proéstata, descartado con biopsia guidada por Ecografia transrectal en caso de
sospecha clinica (TR y/o PSA alterados). Casos: pacientes con cancer de préstata confirmado histolégicamente.
Frecuencia de alelos *1A y *2A: controles = 0,714y 0,286; casos = 0,632 y 0,368, respectivamente.

Tabla 1. Caracteristicas Generales de los pacientes y frecuencia genotipica de polimorfismo CYP1A1*2A, segun diagndstico.

UNIVARIADO

Factor OR# 1C95% Pvalue
Edad 1,08 1,05-1,11 <0,001
Tacto rectal 3,84 2,56-5,89 <0,001
PSA 1,10 1,07-1,14 <0,001
PSA>10 ng/ mL 4,65 3,04-7,11 <0,001
Tabaco 0,87 0,56-1,36 0,547
Alcohol 1,01 0,69-1,48 0,937
Antecedente familiar
Abuelo 0,19 0,02-1,57 0,122
Tio paterno 0,31 0,06-1,52 0,149
Padre 1,43 0,69-2,99 0,338
Hermano 3,41 1,21-9,66 0,021
CYPIA1*2A
*1A/*1A 1,00 = Ref.
*1A/*2A 1,32 0,77-1,63 0,559
*IA[*2A 2,87 1,50-5,47 0,001

MULTIVARIADO

Factor OR# 1C 95% Pvalue
(A) CYP1A1#*2A
*1A/*1A 1,00 - Ref.
*1A/*2A 0,99 0,63-1,54 0,949
*2A/*2A 2,45 1,17-5,12 0,017
(B) CYP1A1*2A + TR
*1A/*1A 1,90 0,96-4,77 0,067
*1A/%2A 2,90 1,41-5,98 0,004
*2A/*2A 9,36 1,91-45,93 0,006
(C) CYPIA1*2A + PSA>10
*1A/*1A 4,58 2,25-9,31 <0,001
*1A/*2A 3,03 1,58-5,82 0,001
*A[*2A 14,64 3,13-68,38 0,001
(D) CYP1A1*2A + Tabaco
*1A/*1A 1,27 0,63-2,55 0,507
*1A/*2A 1,14 0,54-2,39 0,729
*2A[*2A 5,54 1,12-27,35 0,036

# OR: Odds Ratio, IC: Intervalo de confianza. (A) Modelo ajustado por edad, tacto rectal, PSA y tabaco. (B) Modelo en
pacientes con tacto rectal sospechoso; ajustado por edad, PSAy tabaco. (C) Modelo en pacientescon PSA >10
ng/mL; ajustado por edad, tacto rectal y tabaco. (D) Modelo en pacientes fumadores; ajustado por edad. Referente
para célculos en modelos (B), (C) y (D) son: *1A/*1A ytacto rectal no sospechoso, *1A/*1AyPSA =10 ng/mL,
*1A/*1Ayno fumador, respectivamente.

Tabla 2. Asociacion de factores de riesgo con diagndstico de cancer de préstata en modelos univariado y multivariado de
Polimorfismo de CYP1A1*2A. Regresion Logistica.
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(screening) de CaP.Enlatabla 1 se muestran las caracteristicas
de los sujetos. Los pacientes con CaP (casos) tuvieron una
edad significativamente mayor que los sin cancer (controles)
(p<0,0001). Como es de esperar, el PSA 'y tacto rectal se aso-
cian positiva y significativamente con diagndstico de CaP y
en relacién a los antecedentes familiares, solo se encontré
asociacion con el antecedente de hermano con CaP (p=0,014).
El habito tabdquico y consumo de alcohol no mostraron una
asociacion de riesgo significativa. Finalmente, la distribucion
de genotipos de CYP1A1 muestran una frecuencia mayor
significativa de genotipo *2A/*2A en pacientes con CaP v/s
los controles (p=0,001), con una frecuencia del alelo *2A de
0,286y 0,368 en controles y casos, respectivamente.
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Figura 1. Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) de antige-
no prostatico especifico (PSA) con tacto rectal (TR) y genotipos de
CYP1AT1. (A) PSA solo, (B) PSA con tacto rectal (TR (-) y TR (+)), (C) PSA
con genotipos *1A/*1A, *1A/*2Ay *2A/*2A, (D) PSA con genotipos
*TA/¥1A TR (), *TA/*2A + TR (+) y *2A/*2A + TR (+). Area ROC:
area bajo curva ROC. Valores de significancia p calculados contra
curva referente (Ref.)

La tabla 2 muestra, en modelos de regresion logistica
univariado y multivariados, los riesgos (OR) asociados a las
distintas variables. En modelo univariado, genotipo *2A/*2A
se asocia significativamente a mayor riesgo de CaP (OR=2,87;
p=0,001), de igual forma que la edad, PSA, tacto rectal y
antecedente de hermano con CaP. Por lo tanto, se realizaron
modelos multivariados para eliminar efecto confundente de
otros factores que también se asociaron con mayor riesgo
(OR) de CaP. Destacando, que genotipo *2A/*2A en modelo
multivariado mantiene su asociacion significativa (OR=2,45;
p=0,017), y se observa ademds una potenciacion del riesgo
al combinar *2A*2A con tacto rectal (OR=9,36; p=0,006) y
PSA>10 ng/mL (OR=14,64; p=0,001). Por otro lado, interesan-
temente, el tabaco en los diferentes modelos multivariados
produjo un aumento del riesgo (OR) de genotipo *2A*2A
(datos no mostrados), y también en modelo realizado en
sub-grupo de pacientes fumadores (OR=5,54; p=0,036).

En la figura 1 se muestra el rendimiento del PSA como test
diagndstico a través del area bajo curvas ROC, en forma
independiente y también en relacién a los genotipos de
CYP1A1 y tacto rectal. Globalmente, el PSA tiene un area
de 0,743; la cual aumenta casi en forma significativa a 0,837
en genotipo *2A/*2A, comparado con *1A/*1A (p=0,089).
Destaca en la curva ROC de PSA, que en el nivel de corte de
>3,8 ng/mL hay una sensibilidad y especificidad de 90,0%y
32,8%, respectivamente y que en pacientes con genotipo
*2A/*2A, en nivel de corte >4,0 ng/mL la especificidad aumenta
a 62,5%, con una sensibilidad de 91,4%. El rendimiento del
PSA aumenta significativamente al asociar con tacto rectal
sospechoso (drea ROC=0,892; p<0,001), lo que es mayor
aun en pacientes con genotipo *2A/*2A (drea ROC=0,971;
p<0,0001). Analizando valores de corte de PSA en pacientes
con tacto rectal sospechoso y genotipo *2A/*2A, hay una
sensibilidad de 91,4%y especificidad 50-100% en valores de
corte >2,1-4,1 ng/mL.
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Figura 2. Curvas de sobrevida de Kaplan-Meier seguin genotipos de CYPT1A1*2A. Sobrevida global (A) y cdncer-especifica (B).

Factor Todos Vivos Fallecidos P valuet
N=234 N=174 N=60

Edad (afios, DE) 67,0(7,6) 65,9 (7,1) 70,4 (8,3) 0,0001
PSA (ng/mL, DE) 25,5 (60,3) 21,1(62,6) 38,5(51,3) 0,0552
PSA>20 ng/mL (%) 60 (25,6) 33(19,0) 27 (45,0) <0,0001
Tacto rectal (T2-4) (%) 113 (48,3) 68 (39,1) 45 (75,0) <0,0001
Gleason27 (%) 57 (24,4) 28 (16,1) 29 (48,3) <0,0001
PSA>20 ng/mL, T2-4, 28(22,9) 10(10,5) 18 (66,7) <0,0001
Gleason27 [TAR] (%) #
Habitos (%)
Tabaco 46 (19,7) 32 (18,4) 14 (23,3) 0,4299
Alcohol 83(35,4) 67 (38,5) 16 (26,7) 0,1032
Etapa clinica (%)

T 121 (51,7) 106 (60,9) 15 (25,0) Ref.

T2 86 (36,7) 63 (36,2) 23 (38,3) 0,0107

T3-4 27 (11,5) 5(2,9) 22 (33,3) <0,0001
Terapia primaria (%) #
Prostatectomia radical 118 (50,4) 114 (65,5) 4(6,7) <0,001
Radioterapia externa 66 (28,2) 49 (28,2) 17 (28,3) 0,3190
Hormonoterapia 91 (38,9) 54 (31,0) 37 (61,7) <0,001
CYP1A1*2A (%)
*1A/*1A 98 (41,9) 82 (47,1) 16 (26,7) Ref.
*1A/*2A 100 (42,7) 69 (39,7) 31(51,7) 0,0155
*2A/*2A 36 (15,4) 23 (13,2) 13(21,6) 0,0141

t: test Chi2, test exacto de Fisher o t-student; DE: Desviacion Estandar; PSA: Prostatic Specific Antigen.

#: TAR: Tumores de Alto Riesgo, definido como pacientes con PSAmayor a 20 ng/mL, etapa clinica T2-T4y Gleason
> 7. Referente para analisis: PSA< 20 ng/mL, T1y Gleason< 7.
#t: algunos pacientes se realizaron méas de una terapia, por lo cual sumatoria supera totales en algunos gruposy

porcentajes no suman 100%.

Al momento del diagndstico de CaP el estado general de salud de los pacientes fue evaluado con el ECOG score,

95% de los pacientes con ECOG score 0-1.

Tabla 3. Caracteristicas Generales y Frecuencia Genotipica de Polimorfismo CYP1A1*2A en pacientes con cancer de prostata, vivos y fallecidos.

SEGUIMIENTO Y FACTORES PRONOSTICOS

Para el estudio de sobrevida, se incluyeron 234 pacientes con
diagnéstico de CaP, con un seguimiento promedio de 8,76
afnos (rango: 0,33 - 16,96). Sesenta pacientes (25,6%) fallecie-
ron en total, con 27 muertes por CaP y 33 por otras causas.
Como se muestra en la tabla 3, hay diferencias significativas
entre vivos y fallecidos con respecto a la edad, etapa clinica,
puntaje de Gleason y PSA (solo al considerarlo como variable

dicotémica en valor de corte >20 ng/mL). La distribucién de
genotipos de CYPTA1 fue: *1A/*1A 41,9%, *1A/*2A 42,7% y
*2A/*2A 15,4%, mostrando también una diferencia signifi-
cativa entre ambos grupos (p=0,0155; p=0,0141).

La sobrevida global a casi 9 afos de seguimiento para
genotipos *TA/*1A, *1A/*2A y *2A/*2A, fue 83,7%, 69,0%
y 63,9% respectivamente. La sobrevida cancer — es-
pecifica a 9 afos para genotipos *1A/*1A, *1A/*2A y
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1. UNIVARIADO

Mortalidad Global

Mortalidad Cincer - Especifica

Factor HR # IC 95% P value HR # 1C 95% P value
T2-T4 3,04 1,64-5,64 <0,001 4,93 1,14-21,27 0,032
PSA>20 ng/mL 2,54 1,52-4,27 <0,001 1,68 0,76-3,68 0,198
Gleasonz7 3,04 1,83-5,06 <0,001 1,37 0,63-2,97 0,429
T2-T4,PSA>20ng/mL, 9,15 4,06-20,58  <0,001 6,6 0,84-52,40 0,073
Gleason 27
Tabaco 1,85 1,00-3,41 0,050 2,17 0,85-5,54 0,106
Alcohol 0,81 0,45-1,45 0,478 1,96 0,90-4,28 0,092
CYPIA1*2A
*1A/*1A - - Ref. - - Ref.
*1A/*2A 1,88 1,02-3,44 0,041 1,53 0,61-3,86 0,363
*2A/*2A 2,41 1,16-5,02 0,019 1,06 0,33-3,36 0,920
2. MULTIVARIADO
Mortalidad Global Mortalidad Cincer - Especifica
Factor HR # IC 95% P value HR # IC 95% P value

(A) CYP1AI*2A
*1A/*1A - - Ref. - - Ref.
*1A/*2A 1,83 0,94-3,58 0,075 1,17 0,35-3,94 0,799
*2A/*2A 2,23 0,99-5,04 0,053 0,85 0,21-3,53 0,829
(B) CYP1A172A
*1A/*1A 1,46 0,32-7,00 0,623 - - -
*1A/*2A 3,25 0,90-11,75 0,072 - - -
*2A/*2A 4,43 0,93-21,01 0,061 - - -
(C)cYP1A1*2A
*1A/*1A 2,40 0,48-11,90 0,283 4,57 0,37-56,38 0,235
*1A/*2A 7,10 2,50-20,17 <0,001 1,76 0,20-15,66 0,611
*2A/*2A 6,58 2,02-21,41 0,002 1,80 0,16-20,0 0,633
(D) cYP1A1*2A
*1A/*1A 4,69 0,80-27,32 0,086 - - -
*1A/*2A 11,83 3,76-37,21 <0,001 - - --
*2A/*2A 12,84 2,94-55,99 0,001 - - -

1 HR: Hazard ratio. 1. Ajustado por edad. 2. (A) Ajustado por edad, PSA, etapa clinica, Gleason y tabaco. (B) Modelo
en pacientes con etapa T2-T4 y PSA > 20 ng/mL; ajustado por edad, tabaco y Gleason. (C) Modelo en pacientes con
etapa T2-T4 y Gleason 2 7; ajustado por edad, PSA y tabaco. (D) Modelo en pacientes con etapa T2-T4, PSA >20

ng/mL y Gleason z 7; ajustado por edad y tabaco.

Tabla 4. Asociacion de factores de riesgo con Mortalidad Global y Cancer - especifica en modelo univariado y multivariado de Polimorfismo

de CYP1AT*2A en pacientes con Cancer de Préstata.

*2A/*2A, fue 56,3%, 51,6% y 61,5% respectivamente.
En la figura 2 se muestran las curvas de Kaplan-Meier para
sobrevida global y cancer - especifica, en donde los geno-
tipos *1A/*2A y *2A/*2A se asociaron significativamente
con una menor sobrevida global (test Log-rank, p=0,0165
y test Log-rank, p=0,0102, respectivamente), pero no con
mortalidad cancer - especifica (test Log-rank, p=0,6066 y
test Log-rank, p=0,8848).

La tabla 4 muestra, primero en un modelo ajustado solo por
edad la asociacion de las distintas variables con el riesgo de
mortalidad global y cancer - especifica. La etapa clinica (T2-
4), PSA>20 ng/mL y Gleason>7, en forma independiente o
en conjunto, se asociaron significativamente con mortalidad
global, pero solo la etapa clinica se asocié con mortalidad
cancer — especifica. Los genotipos *1A/*2A y *2A/*2A de
CYP1A1 se asociaron significativamente con mortalidad global
(HR=1,88; p=0,041y HR=2,41; p=0,019, respectivamente), pero
no con mortalidad cancer - especifica. Por otra parte, el habito
tabaquico mostré una asociacion en el limite de significancia
(HR=1,85; p=0,050). Después, en modelo multivariado con
todas las posibles variables confundentes que mostraron
asociacion como variables independientes, se puede observar
que la asociacion de genotipos *1A/*2A y *2A/*2A estuvo
en el limite de significancia, solo para mortalidad global
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Figura 3. Curvas de sobrevida de Kaplan-Meier segun genotipos
de CYPTA1*2A. Sobrevida global en pacientes con tumores de bajo
riesgo (TBR: PSA < 20 ng/mL, etapa T1 y Gleason < 7), y tumores
de alto riesgo (TAR: PSA > 20 ng/mL, etapa T2-T4 y Gleason = 7).

(HR=1,83; p=0,075 y HR=2,23; p=0,053, respectivamente).
Finalmente, se realizaron modelos multivariados en pacientes
con tumores de alto riesgo, con T2-4 asociado a PSA>20 ng/
mL o Gleasonz7 o las 3 variables en conjunto, para analizar
posible efecto sinérgico con los polimorfismos estudiados.



Interesantemente, se observa una sinergia significativa para
1A/*2A'y *2A/*2A en todas las combinaciones, sobre todo
en pacientes con T2-4 junto a Gleason=7 (HR=7,10; p<0,001y
HR=6,58; p=0,002, respectivamente), o T2-4 junto a PSA>20
ng/mLy Gleason>7 (HR=11,83; p<0,001 y HR=12,84; p=0,001,
respectivamente). No se observo asociaciéon en estos modelos
multivariados con mortalidad cancer - especifica.
Finalmente, en la figura 3 se muestran curvas de Kaplan-
Meier estratificadas por tumores considerados de bajo y
alto riesgo, segun las tres variables clinicas mencionadas
anteriormente, observando en pacientes con tumores de
alto riesgo una sobrevida global significativamente menor
en genotipos TA/*2A 'y *2A/*2A (test Log-rank, p<0,0001 y
test Log-rank, p=0,0001, respectivamente).

m DISCUSION

Se han estudiado numerosos polimorfismos en diversos
genes, para ser usados como marcadores de riesgo/suscep-
tibilidad de cancer de prostata (CaP), y dentro de ellos, los
polimorfismos de P450 (CYP1A1) y glutatidn S-transferasas
(GST), han mostrado asociacién con mayor susceptibilidad
y mortalidad en CaP (Mo et al., 2009; Zheng et al., 2010; Li et
al., 2012). Aunque estos polimorfismos de nucleétidos tnicos
(SNPs) no han sido claramente probados como marcadores
genéticos de prondstico y sobrevida. El 2003, publicamos
un estudio de casos y controles, que mostré una suscepti-
bilidad mayor de CaP en genotipos simples y combinados
de CYP1AT y GSTM1 (Acevedo et al., 2003). En el presente
estudio se analiza una muestra de mas del doble de sujetos
en un estudio de casos/controles y ademas se siguieron los
pacientes con CaP por casi 9 afios, con el objetivo de evaluar
la utilidad del polimorfismos de CYP1A1 en el diagndstico
de pacientes sometidos a tamizaje y sobrevida de pacientes
con CaP.

Enlos analisis de susceptibilidad, encontramos una frecuencia
significativamente mayor del alelo *2A en pacientes con cancer
prostatico, con ORs significativos en modelos univariado y
multivariados, demostrando una asociacion independiente
de genotipo *2A/*2A, la que presenta un efecto sinérgico
al combinar con otras variables que se asocian con esta
enfermedad como tacto rectal y PSA (OR=9,36; p=0,006 y
OR=14,64; p=0,001, respectivamente) (Tabla 2). El genotipo
*1A/*2A a pesar de mostrar asociacion de riesgo (OR) signi-
ficativa en modelos con tacto rectal sospechoso o PSA>10
ng/mL, éstos son de menor magnitud a los que presentan
el tacto rectal o PSA>10 ng/mL en forma independiente. Lo
que confirma que el efecto sobre el riesgo (OR) lo produce la
variante genética que contiene los dos alelos raros (*2A/*2A).
Otro aspecto muy interesante es el efecto del tabaco, que
no mostré una asociacion como variable independiente,
pero al asociar con CYP1A1 produjo un efecto potenciador
del riesgo (OR) en genotipo *2A/*2A, lo que también se
observo en pacientes con tacto rectal sospechosoy PSA>10
ng/mL. Los estudios con tabaco por otros autores han sido
controversiales (Bostwick et al., 2004) y en nuestro estudio
previo, no encontramos una asociacién epidemiolégica de
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riesgo con tabaco o alcohol. En un estudio con medicién de
aductos de DNA en tejido de CaP, se ha visto asociacion entre
tabaco y polimorfismos de enzimas de biotransformacion
que pudieran explicar diferencias raciales (Nock et al., 2007).
Todo esto sugiere que los individuos que tienen alelo *2A
en forma homocigota, al ser expuestos a contaminantes
ambientales y el tabaco, pueden generar una mayor cantidad
carcinégenos activados (PAHs), aumentando la probabilidad
de iniciacion carcinogénica. Aunque no todos los autores
han encontrado asociacién entre este polimorfismo y mayor
frecuencia de CaP, en dos meta-analisis recientes, que inclu-
yen nuestras publicaciones (Li et al., 2012; Ding et al., 2013),
muestran que CYP1AT seria un factor que confiere mayor
riesgo de desarrollar CaP.

Otro aspecto de interés es el comportamiento como test
diagnéstico en el andlisis de curvas ROC, destacando que
CYP1A1 afecta el rendimiento diagnéstico del PSA, con un
aumento cercano a la significancia en érea bajo la curva (0,721
a 0,837), y cuando se asocia con tacto rectal sospechoso se
alcanza un érea de 0,97. Enlos niveles de corte donde el PSA
tiene una sensibilidad mayor a un 90%, estos aumentos en
el area bajo la curva se reflejan en aumentos considerables
en la especificidad.

Este estudio confirma el riesgo aumentado de contraer CaP
en pacientes sometidos a tamizaje, y el efecto de la exposi-
cién ambiental a tabaco en portadores de los 2 alelos raros
*2A de polimorfismo de CYP1A. Por lo tanto, el uso de este
marcador genético, pudiera ser de utilidad en prevencién
primaria, estratificar mejor el riesgo de pacientes sometidos
a tamizaje y evitar biopsias innecesarias, sobre todo en pa-
cientes con biopsia prostatica previa negativa.

En el seguimiento del grupo de pacientes con CaP, fallecie-
ron antes los pacientes con genotipo *1A/*2Ay *2A/*2A de
CYP1A1 (tabla 3, figura 2). Y en los andlisis de riesgo de las
distintas variables clinicas con mortalidad global y cancer -
especifica, encontramos que la etapa clinica (T), PSA>20 ng/
mLy Gleason=7 se asociaron significativamente con mayor
riesgo de mortalidad global y solamente la etapa clinica
con mortalidad especifica. De forma similar, otros autores
usando modelos multivariados también no han encontra-
do asociacion de éstos factores con mortalidad especifica
(Roehl et al., 2004).

Al ajustar el riesgo de CYP1A1 por edad, PSA, etapa clinica,
Gleason y tabaco, hubo una minima reducciéon del riesgo,
pero en el limite de la significancia estadistica (HR=1,83;
p=0,075 y HR=2,23; p=0,053, respectivamente), lo que su-
giere que CYP1A1 pudiera ser un factor independiente de
agresividad tumoral, pronéstico y sobrevida. Ademas, en
pacientes considerados habitualmente de mal prondstico
y alto riesgo de progresién al momento del diagnéstico
(T2-4, PSA>20 ng/mL, o Gleason>7) (Kattan et al., 2001),
observamos un riesgo mayor y altamente significativo al
observado en pacientes con Gleason>7 o los tres factores
juntos en pacientes con genotipo *1A/*2Ay *2A/*2A (Tabla
4, (CyD)). Enlos analisis multivariados, CYP1AT no se asoci6
con mortalidad especificay en algunos casos debido al bajo
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numero de pacientes en los diferentes grupos, no se obtu-
vieron resultados. Al momento de la revision bibliografica,
no se encontraron trabajos sobre sobrevida de pacientes con
CaPy polimorfismos en CYP1A1. En relacién a polimorfismos
en enzimas de biotransformacion, especificamente GST,
Nock y cols. (2009) han encontrado asociacién con recidiva
bioquimica, Nerskov y cols. (2011) ha encontrado diferencias
en sobrevida a 5 aflos en CaP. También se ha descrito que
polimorfismos en GSTM1y GSTT1 podrian ser marcadores
de mal prondstico en el seguimiento de pacientes con CaP
(Agalliu et al., 2006; Cotignola et al., 2012).

Por lo tanto, nuestros resultados en relacion CYP1A1, muestran
que pudiera ser un buen factor independiente de pronéstico
y sobrevida en pacientes con CaP, especialmente en tumores
de alto riesgo.

Las principales limitaciones de este estudio radican en lo he-
terogéneo del grupo de pacientes con CaP y los tratamientos
recibidos. Ademas, en el seguimiento y analisis de sobrevida,
principalmente por el nimero relativamente pequeio de la
muestray también debido a aspectos raciales, considerando
que la poblacién chilena es una mezcla, lo que impide extrapo-
lar nuestros resultados de riesgo/susceptibilidad y sobrevida
a otras etnias. Finalmente, el porcentaje de mortalidad en la
muestra (25,6%) es aun bajo, lo que pudiera explicar que no
se encuentre una diferencia en mortalidad cancer — especifica.
Por lo tanto creemos que debemos prolongar el seguimiento
para validar nuestros resultados.

B CONCLUSION

En estudio de casos y controles, el polimorfismo de CYP1A1*2A,
relacionado con desintoxicacion de contaminantes y efecto
ambiental del tabaco en diversos canceres, seria un factor
independiente de mayor riesgo de CaP. Este efecto se ve au-
mentado con el habito tabaquico. Ademads, en el seguimiento
de pacientes con CaP, podria ser un buen factor prondstico de
sobrevida global, especialmente en tumores de alto riesgo.
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Comentario del Revisor

Dr. Rodrigo Pinochet Fuenzalida

Urologia - Oncologia, Clinica Alemana Santiago.

Estimado Dr. Acevedo, estimadas autoridades de la Sociedad Chilena de Urologia, estimados miembros de nuestra Sociedad,
familiares y amigos.

Antes que todo agradecer la oportunidad de revisar este trabajo que sin duda es de alta relevancia ya que traslada la
investigacion bdsica hacia aplicaciones en la practica clinica.

En los ultimos afos el concierto médico se ha visto enfrentado a importantes cambios en el manejo del screening y diag-
nostico del cancer de prostata.

Por una parte la publicacién de controvertidos reportes del PLCO, Estados Unidos que no mostré beneficio del screening
y del estudio Europeo ERSPC que si mostré disminuir la mortalidad, han generado importantes controversias con respecto
a la utilidad del antigeno prostatico.

Eso que hallevado al US Preventive Service Task Force a realizar una recomendacion Grado D que desaconsejar el scree-
ning utilizando el Antigeno Prostatico y que cuya justificacion es muy discutible lo que sin duda es un retroceso y puede
condenar a muchos pacientes que albergan un cancer de alto riesgo a una lenta, dolorosa y evitable muerte.

Sin embargo, a pesar de lo inapropiado que nos pueda parecer ser la recomendacion, no cabe duda que sobretodo
en Estados Unidos no se ha realizado el screening en forma éptima, realizando demasiadas biopsias en pacientes con
expectativas de vida limitada o se han tratado muchos pacientes con cancer de bajo riesgo con las consecuentes efectos
adversos de estos tratamientos.

De hecho el reciente estudio PIVOT mostré el tratamiento quirdrgico del cadncer prostatico localizado comparado con la
observacion Activa no mostré beneficios especialmente en los grupos de bajo resiego y APE meno a 10.

Frente todo lo anterior existen opciones una dejar de hacer screening, o realizar lo que podriamos llamar un Screening
inteligente, esto es utilizando mejor las herramientas clinicas y moleculares disponibles.

Una aproximacion podria ser obteniendo un PSA basal precozmente separando los pacientes con mayor riesgo de desarrollar
un cancer significativo en el de aquellos de bajo riesgo. Otra medida es que la mayoria de los pacientes diagnosticados
con cancer de bajo riesgo debieran ser manejados al menos inicialmente con observacion activa y la otra es incorporar
mas activamente los nuevos marcadores moleculares y genéticos disponibles.

En ese sentido el Trabajo presentado por el Dr. Acevedo hace importante aporte al estudio de los factores de riesgo en
Céncer en general y especificamente en Ca prostatico en la poblacién Chilena.

Su trabajo nos muestra la Utilidad del polimorfismo CYP1A1 como factor de riesgo en el desarrollo de Céncer prostatico y
su potencial utilidad como factor pronéstico.

En el estudio de casos y controles, que incluye 489 evaluados en La CONAC entre los afios 1995 y 2004, se demuestra que
este polimorfismo seria un factor independiente de mayor riesgo para el desarrollo de Ca prostético.

Dado la mayor prevalencia de estos polimorfismos en la poblacién general su utilidad podria estar en el escenario pre-
screening como un factor de riesgo de susceptibilidad de Céncer Prostético y otros canceres.

En ese sentido ya hay en estudio diversos polimorfismos genéticos llamados SNPs (single nucleotide polimorfisms) donde
se han identificado > de 40 y que su utilizacion combinada pudiera predecir el desarrollo de cancer prostatico.

En el caso del screening propiamente tal no cabe duda que el PSA solo no es suficiente, por lo que la utilizacion de dife-
rentes subtipos de PSA, como es el prostate health index llamado PHi (recientemente aprobado por la FDA) o el Panel de
4 Kalikreinas (incluye PSA TOTAL, PSA Libre, PSA Intacto y HK2), o los tests realizados en orina como el PCA3 y TMPRSS2
que han demostrado disminuir el nUmeros de biopsias innecesarias en algunos casos hasta el 50% y con ello disminuir el
sobrediagnéstico.

Con respecto a los factores prondsticos se hace necesario la aplicacion de estos marcadores por una parte para definir
aquellos candidatos a observacion activa vs los que requieren un manejo activo. En esa linea han aparecido marcadores
prometedores como: La pérdida de PTEN, el TMPRSS2_ERG KI-67.

En el caso polimorfismo CYP1A1 y su posible rol prondstico de en estudio sélo se asociaron a mayor riesgo de mortalidad
especialmente en pacientes de alto riesgo.

Probablemente falta un nUmero mayor de pacientes y un seguimiento mas largo para demostrar su utilidad pero no cabe
duda que puede jugar un rol futuro en esta area.

La linea de investigacion Dr. Acevedo e polimorfismos de enzimas de biotransformacién es novedosa y original, refleja
un trabajo de varios aflos de dedicacién y disciplina personal en la recoleccién de informacién y seguimiento de estos
pacientes. No cabe duda que esta casuistica debiera ser ampliada y validada por otros centros.
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Ademas De su aplicacion en cancer prostatico, estos polimorfismos estan siendo estudiados por el autor en otras neoplasias
como por ejemplo en cancer testicular lo que nos traera novedades informacion en el futuro.

El Dr. Cristian Acevedo es casado con La Dra. Luz Martinez quien es Médico Internista de Clinica Alemana. Tiene dos hijos
Daniel 13y Sofia 11 afios.

Estudié Medicina en La Universidad de Chile, en 1998 Realiza un Magister en Ciencias Médicas (mencién Biologia de la re-
produccién) y en 2001. Realiza su especializacién en Urologia en el Hospital Clinico de la Universidad de Chile. Actualmente
es Profesor Asistente y Urdlogo Staff de este mismo hospital y Director del Departamento de Urologia de la Corporacién
nacional del Cancer (CONAC).

Las areas de investigacion incluyen: Marcadores genéticos (polimorfismos) de CaP, marcadores moleculares de progresion
de CaP en cultivos celulares, trabajos en screening y deteccién precoz de CaP, terapias minimamente invasivas para el
tratamiento en HPB (termoterapia, inyectoterapia (OH, Botox) y terapia focal).

Finalmente Felicito al Dr. Cristian Acevedo por el excelente nivel de su trabajo y por la disciplina y consistencia demostrada
en la linea de investigaciéon que realiza.

Estimados Autoridades de nuestra Sociedad me alegra recomendar al Dr. Acevedo para ser aceptado como miembro titular
de la Sociedad Chilena de Urologia.

Felicitaciones.
Muchas gracias

Dr. Rodrigo Pinochet Fuenzalida

Urologia - Oncologia
Clinica Alemana Santiago
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