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SUMARIO DE LAS ABREVIATURAS UTILIZADAS

5-FU: 5-fluoruracilo

3p-OH-SDH: 33-Hidroxiesteroide dehidrogenasa
16a-OHasa: 16a-Hydroxilasa

A: anastrozol

AC: doxorrubicina convencional + ciclofosfamida
ACO: anticonceptivos orales

ACOSOG: American College of Surgeons Oncology Group
ACTH: hormona adrenocorticotropa, del inglés adrenodorticotrop hormone
ADN: acido desoxirribonucleico

AF-1: Activating Factor 1

AF-2: Activating Factor 2

aGnRH: analogo de la GnRH

AIB1: amplified in breast 1

AJCC: American Join Committee on Cancer

AQI: amenorrea quimioinducida

ASCO: American Society of Clinical Oncology

AST: aspartato aminotransferase

AUC: area bajo la curva, del inglés Area Under Curve
BAG: biopsia con aguja gruesa

BIG: Breast International Group

BRCAA1: gen breast cancer 1

BRCAZ2: gen breast cancer 2

BSGC: biopsia selectiva de ganglio centinela

C: ciclofosfamida

CMM: cancer de mama metastasico

CDI: carcinoma ductal infiltrante



CDIS: carcinoma ductal in situ

CEA: antigeno carcinoembrionario

CLI: carcinoma lobulillar infiltrante

CLIS: carcinoma lobulillar in situ

CM: cancer de mama

Cmax: concentracion maxima

CMF: ciclofosfamida + metrotexate + 5-fluoruracilo
CMI: cadena mamaria interna

CMM: cancer de mama metastasico

COMT: catecol O-metil transferasa

CYP2D6: citocromo 2D6

CTCEA: Common Terminology Criteria for Adverse Events
CYP: citocromo P450

CYP19

D: docetaxel

DAC: docetaxel + doxorrubicina + ciclofosfamida
DHEA: dehidroepiandrostendiona

DC: docetaxel + ciclofosfamida

DMO: densitometria 6sea

E1: estrona

E1S: sulfato de estrona

E2: estradiol

E3: estriol

EBCTCG: Early Breast Cancer Trialist’s Collaborative Group
EC: epirrubicina + ciclofosfamida

ECLIA: electrochemiluminescence immunoassay
ECOG: Eastern Cooperative Oncologic Group
EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

EEUU: Estados Unidos

e.j.: por ejemplo



ERE: elemento de respuesta a estrogenos

ERM: exceso de riesgo de mortalidad

EMA: Agencia Europea de Medicamentos

ESR1: estrogen Receptor 1

ESR2: estrogen Receptor 2

EXE: Exemestano

et al: y colaboradores

FAC: 5-fluoruraciclo + doxorrubicina + ciclofosfamida
FDA: Food and Drug Administration

FEC: 5-fluoruracilo + epirrubicina + ciclofosfamida
FEVI: fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo
FGF: Fibrobrast Growth Factor

FISH: hibridacion in situ con fluorescencia

FSH: hormona foliculoestimulante, del inglés Follicle-Stimulating Hormone
GC: ganglio centinela

GC-MS/MS: espectrometria de masas precedida de fase de cromatografia gaseosa,
del inglés Gas Cromatography/ tandem mass spectrometry

G-CSF: granulocyte colony stimulating factor
GEICAM: Grupo Espaniol para la Investigacion del Cancer de Mama
GH: grado histolégico

GnRH: hormona liberadora de gonadotropina, del inglés Gonadotrophin Releasing
Hormone

GPCR: G protein-coupled receptor

GPER: G protein-coupled estrogen receptor

hCG: gonadotropina corionica, del inglés human chorionic gonadotropin
HSP-90: Heat Shock Protein 90

HDL.: lipoproteina de alta densidad, del inglés High Density Lipoprotein
HER2: Human Epidermal growth factor Receptor 2

HPLC: high-performance liquid chromatography

HR: hazard ratio

HSD17B: 17-hydroxiesteroide dehidrogenasa



HT: hormonoterapia

HSP-90: Heat Shock Protein 90

IA: inhibidor de la aromatasa

IANE: inhibidor de la aromatase no esteroideo

IBCSG: International Breast Cancer Study Group

IQR: Interquartile range

ISRS: inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina
i.m: via intramuscular

i.v: via intravenosa

L: letrozol

LC-MS/MS: espectrometria de masas precedida de fase de cromatografia liquida, del
inglés Liquid Cromatography/ tandem mass spectrometry

LLQ: /ow limit of quantification

LH: hormona luteinizante, del inglés Luteinizing Hormone
IC: intervalo de confianza

IHQ: inmunohistoquimica

IGF-1: insulin-like growth factor-1

IGF1R: insulin-like growth factor-1 receptor

IMC: indice de masa corporal

ISH: hibridacion in situ

M1: metastasis

MAPK/ERK: mitogen-activated protein kinase / extracellular signal-regulated kinase
MEIA: microparticle enzym immunoassay

MSTFA: N-Methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide.

N: node

NABCG: North American Breast Cancer Group
NCoR1: Nuclear receptor co-repressor 1

NIH: National Institute of Health

NOS: No Otherwise Specified

NSABP: National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project



PAX2: Paired box gene 2
PI3K/AKT: phosphoinositide 3-kinase / Protein kinase B

OH: grupo hidroxilo

OR: Odds Ratio

OSNA: one-step nucleic acid amplification

OMS: Organizacion Mundial de la salud

P: paclitaxel

PAAF: puncidn aspiracién por aguja fina

PAX2: Paired box gene 2

PFB: pentafluorobenzoilclorido

PEPI: Postoperative Endocrine Prognostic Index
PET: tomografia por emision de positrones

QT: quimioterapia

RCp: respuesta completa patoldgica

RE: receptor de estrégeno

RECIST: Response Evaluation Criteria In Solid Tumors
RH: receptor hormonal / receptores hormonales
RIA: radioimmunoassay

RMN: resonancia magnética nuclear

ROC: Receiver Operating Characteristic

ROF: recuperacion de la funcién ovarica

ROS: especies reactivas de oxigenoTrip: triptorelina
RP: receptor de progesterona

RR: riesgo relativo

RT: radioterapia

RTK: receptor con actividad tirosinquinasa

s.cC: via subcutanea

SECM: supervivencia especifica de cancer de mama

SEM: standard error of mean



SERM: modulador selectivo del receptor de estrégeno, del inglés Selective Estrogen
Receptor Modulator

SMRT: silencing mediator for retinoid or thyroid-hormone receptors
SG: supervivencia global

SGe: supervivencia global esperada

SGo: supervivencia global observada

SLP: supervivencia libre de progresion

SLE: supervivencia libre de enfermedad

SLED: supervivencia libre de enfermedad a distancia

SOLTI: Grupo cooperativo de Cancer de Mama. Creado inicialmente como grupo de
transplate (SOlid Tumor Intensification)

SWOG: Southwest Oncology Group

SHBG: globulina transportadora de hormonas sexules del inglés Sex Hormone
Binding Globulin

SOF: supresion de la funcidn ovarica

SULTs: Sulfotransferasas

T: tamoxifeno

TBA: Total Body Aromatization

TCH: docetaxel + ciclofosfamida +trastuzuma

TEP: tromboembolismo pulmonar

TGFa: Transforming Growth Factor «,

THA: tratamiento hormonal adyuvante

THS: terapia hormonal substitutiva

TR: tasa de respuestas

TSH: hormona estimulante del tiroides, del inglés thyroid-stimulating hormone
TVP: trombosis venosa profunda

TRZ: trastuzumab

TNM: sistema de estadiaje tumoral (tumor, ganglios del inglés nodes, metastasis)
TTP: tiempo libre de progresion, del inglés time to progression

UGTs: Glucuronosil transferasas

VS versus
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Nota de la autora

El contenido de la presente tesis ha sido ya publicado (Bellet M et al. J Clin Oncol.
2016 May 10; 34(14):1584-93).

Por consistencia con los datos presentados los decimales se presentan en el mismo
formato que en la literatura inglesa, mediante puntos, y no mediante comas, como
corresponderia en espanol.
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1. INTRODUCCION

1.1 INTRODUCCION AL CANCER DE MAMA: GENERALIDADES

1.1.1 Epidemiologia

1.1.1.1 Incidencia y mortalidad del Cancer de Mama en la actualidad

El cancer de mama (CM) representa la primera causa de cancer invasivo en la
mujer a nivel mundial, y el segundo mas frecuente si tenemos en cuenta toda
la poblacion. Se estima que en 2012 se diagnosticaron en el mundo 1.676.000

nuevos casos y se registraron 522000 muertes por esta causa [1].

El CM representa hoy en dia el cancer mas comun en mujeres tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo. Las tasas de incidencias varian de
un 19.3 por 100.000 mujeres en el Este de Africa al 89.9 por 100.000 mujeres
en el Oeste de Europa, y son altas (>80 por 100.000) en regiones
desarrolladas (con la excepcion de Japdn) y bajas (<40 por 100.000 en paises
en desarrollo [2] (Figura 1). Las tasas de incidencia y mortalidad

estandarizadas por edad por zonas del mundo se detallan en la Figura 2.

Figura 1. CM: Tasas de incidencia estandarizadas por edad por paises. Datos

por cada 100.000 mujeres [2]
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Figura 2. Tasas de incidencia y mortalidad estandarizadas por edad en las

diferentes regiones del mundo [2]

En Espafa el CM también es el mas frecuente en mujeres; los datos a nivel
nacional se ven limitados por la escasez de Registros de Tumores de base
poblacional, pero se estimaron para el afo 2015 21262 nuevos casos y 6075
defunciones [3]. Las tasas de incidencia estandarizadas por edad se
corresponden con un riesgo intermedio en comparacién con otras regiones
del mundo y oscilan entre los 50 por 100.000 mujeres en Cuenca hasta las
68-69 por 100.000 en Navarra o Tarragona [4]

Sea cual la sea la region del mundo, a incidencia del CM aumenta con la
edad, de manera que solo el 5% de casos se presenta antes de los 40 afios.
Aun asi, en mujeres inglesas de entre 15 y 49 afios el CM representd un

43.3% de todos los casos de cancer [5].

En hombres representan el CM representa s6lo 1% de los casos de cancery

de muertes por esta causa [1]

36



1.1.1.2. Incidencia y mortalidad del CM: Evolucion histérica y prevision para

las proximas décadas

La incidencia del CM ha aumentado progresivamente durante los afios 1970
a 2000 (Figura 3)

Con la adopcién generalizada de los examenes de deteccion precoz a partir
de la década de los 80, se produjo un aumento del numero de casos de CM,
asi como de carcinoma ductal in situ (CDIS) y de otras lesiones premalignas
[6]. ElI amplio uso de la terapia hormonal sustitutiva (THS) en las mujeres
postmenopausicas contribuyd asimismo al aumento de casos detectados [7].
En la ultima década la caida de la prescripcion de la THS en muchos paises
se ha traducido de forma consistente en un descenso de la incidencia de CM,

aunque no a niveles de la era previa al cribado [1, 8-11].

Figura 3.Incidencia anual del CM en la mujer en EEUU entre 1975 y 2005 [8].
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Notese cdmo se incrementa la incidencia s6lo en mujeres mayores de 50 afos,
precisamente el grupo poblacional susceptible de cribado poblacional y de
prescripcion de THS

Con respecto a la mortalidad por CM, se ha observado un descenso de ésta
a partir de 1990, en parte debido al diagndstico precoz, en parte debido a los

avances e implementacion de los tratamientos adyuvantes, y a la caida de la
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prescripcion de la THS a partir 2002 [1, 8] (Figura 4). La supervivencia
especifica de CM (SECM) a los 5 anos en el periodo 2005-2011 en EEU fue
del 89% [12]

Figura 4. Evolucion de la incidencia y mortalidad en CM en Estados Unidos
de 1992 a 2012 [12]
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En Espafia ha mejorado también la supervivencia del CM en los ultimos
anos, de manera que, segun datos recientes del Grupo Espafiol para la
Investigacion del Cancer de Mama (GEICAM), se ha pasado de tasas del

75% a principios de los afios 90 a mas del 87% en el periodo 1998-2001 [13].

En cuanto a la previsiones de incidencia para los proximos afios, estudios
publicados recientemente [14] anticipan un total de 441000 CM invasivos € in
situ en EEUU para el ano 2030, frente a los 283000 detectados en 2011, lo
que representa un incremento del 50%; se ha calculado, ademas, que habra
un descenso de la incidencia de CM en mujeres entre 55 y 69 afios, mientras
que aumentaran los casos en la franja de los 70 a los 84. En cuanto al tipo
de tumores detectados se estima que aumentara la proporcién de tumores in
situ que expresan receptores de estrogeno (RE), del 19% al 29%, se
mantendra el porcentaje de tumores invasivos RE positivos, en torno al 63%
y descendera la proporcién de tumores triple negativos (ver mas adelante)

invasivos y no invasivos, de un total del 17% a un 9%.
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1.1.1.3. Factores de riesgo y factores que confieren proteccion

Se considera que el 90-95 % de los CM son de naturaleza esporadica,
relacionados con factores ambientales o de tipo hormonal/reproductivo,

mientras que soélo 5-10% responden a causas genéticas hereditarias[15].

Como principales factores de riesgo para el desarrollo de CM se describen

los siguientes [16]:
. Edad avanzada
. Menarquia temprana

. Menopausia tardia: Incremento del 3% de riesgo con cada afo de

retraso en la presentacion de la menopausia

. THS: Riesgo se incrementa particularmente a partir de los 5 afios de
duracion, con su uso reciente, en las mujeres mas delgadas, y si se han
usado combinados de estrogenos y progestagenos mas que preparados
unicamente con estrogenos. Segun datos del estudio mas importante
(>16000 mujeres randomizadas a THS vs placebo) la razén de riesgo
ajustada durante la fase de tratamiento y durante la fase postintervencion fue
de 1.65 (Intervalo de Confianza (IC) 95% 1.10-2.39) y de 1.26 (1C95% 0.73-
2.20), respectivamente[17]

Uso actual y reciente de anticonceptivos orales; sobre todo si el uso ha sido
antes de los 20 afios, o se han utilizado preparados trifasicos. En general, el

riesgo es poco elevado.

. Niveles enddégenos elevados de estrégenos circulantes en mujeres
postmenopdausicas y, con menor evidencia, en mujeres premenopausicas

(mayor riesgo de CM RE+)

. Niveles elevados de androgenos circulantes en mujeres

postmenopausicas
. Nuliparidad

. Latencia entre menarquia y primera gestacion a término: el retraso de la
primera gestacién a término se asocia a un retraso en la maduracion definitiva

de la glandula mamaria, lo que la hace mas susceptible a estimulos
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carcinogénicos, en especial si el periodo transcurrido desde el inicio de la

exposicidon a estrogenos (menarquia) es prolongado

. Historia familiar de cancer de mama y en particular, existencia de
mutacion patogénica en los genes de susceptibilidad a CM , especialmente
genes BRCA1 y BRCAZ2 (breast cancer gen 1y 2)

. Consumo de alcohol (incremento entre 7.1- 9% por cada 10 g/dia)

. Obesidad: Aumenta el riesgo de CM en mujeres postmenopausicas. El
incremento de riesgo se asocia primordialmente a mayores niveles de
estrogenos circulantes, debido a la mayor conversion periférica (grasa) de
androgenos a estrégenos. En menor medida, riesgo también se relaciona con

niveles mas elevados de insulina

. Exposicion toracica o de la mama a irradiacion (ej: RT mediastinica

previa por Limfoma de Hodkgin)

. Migracion y adopcion de estilo de vida de paises con tasas de
incidencia baja a paises de incidencia alta. Se ha relacionado con introduccién
de dietas con alto contenido en grasas, pero estudio de intervenciéon no han

corroborado esto ultimo.

. Polimorfismos asociados a alta expresion del enzima aromatasa, que

convierte andrégenos a estrégenos
Se consideran, en cambio, factores protectores [16]:

* Numero de partos y latencia entre ellos (mejor cuantos mas y mas

cercanos en el tiempo)

* Lactancia materna: Se ha comunicado un 4% reduccién de riesgo por
cada 12 meses de lactancia. Recientemente se ha descrito que la primera
gestacion en edad joven, junto con una ausencia de lactancia materna

aumentan el riesgo de CM triple negativo.

* Actividad fisica: Su efecto protector vendria mediado, en mujeres
postmenopausicas, por la reduccion de depdsitos grasos, y, por tanto, por
una menor conversidon de androgenos a estrogenos, asi como por la

disminucién de los niveles de insulina circulantes. En mujeres
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premenopausicas, la actividad fisica intensa demora la menarquia, y reduce

los riesgos de promocion tumoral a través de la via de la insulina
» Pérdida de peso tras la menopausia
* Ooforectomia bilateral en edad joven
* Consumo elevado de folatos en pacientes con consumo de alcohol

* Quimioprevencion con antiestrégenos (raloxifen, tamoxifeno, arzoxifeno)

o inhibidores de la aromatasa: Disminuyen el riesgo de CM RE positivos

En resumen, pues, la exposicion prolongada a estrégenos enddgenos o
exdgenos constituye el principal factor de riesgo para el desarrollo del CM
e, inversamente, maniobras que conlleven una disminucion de dichos

estroégenos actuaran como factores protectores.

1.1.2. Diagnéstico y Estadiaje

El CM en sus etapas iniciales suele ser asintomatico y se detecta en la
mayoria de casos por cambios en la mamografia y/o por la presencia de un

tumor palpable en la mama.

Los principales sintomas y signos de la enfermedad a nivel locorregional son
la aparicion de un ndédulo o masa tumoral, generalmente duro y de
crecimiento progresivo, con retraccion de piel ocasional y/o de un nédulo en
la axila. En etapas mas avanzadas se puede apreciar deformacion de la
mama, afectacion de piel de ésta, en forma de infiltracion, edema, eritema, o
signos inflamatorios, asi como edema del brazo por bloqueo tumoral del
drenaje linfatico axilar. La presencia de metastasis (M1) al diagndstico es
poco frecuente (5-10% de casos [18]) y puede ser asintomatica (hallazgo en
estudio de extension inicial) o condicionar los sintomas propios de la
localizacion metastasica (dolor, compresion neuroldgicay/o sintomas de
hipercalcemia en caso de M1 déseas, disnea en caso de derrame pleural
/llinfangitis carcinomatosa, focalidad neuroldgica asociada a M1 cerebrales,
dolor y/o sindrome téxico por afectacion hepatica, sindrome anémico ante la

presencia de mieloptisis, etc).
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La exploracion fisica, la mamografia, ecografia mamaria y, en ocasiones, la
Resonancia Magnética (RMN) mamaria, ayudardan en la sospecha
diagndstica, en el diagndstico diferencial con lesiones benignas (quistes,
fibroadenomas), y en la estadificacion locorregional. El diagndstico definitivo
vendra dado fundamentalmente por la biopsia con aguja gruesa (BAG) del
tumor mamario. Dicha biopsia precisara a menudo de una guia radioldgica,

particularmente en caso de lesiones no palpables.

Para el despistaje de metastasis seran utiles las pruebas de laboratorio, con
hemograma y bioquimica 'y marcadores tumorales (Antigeno
carcinoembrionario o CEA, y Ca 15.3). La gammagrafia 6sea, la Ecografia o
Tomografia Computarizada (TC) abdominal, y muy raramente, la Tomografia
por Emisién de Positrones (PET), se utilizaran en caso de sospecha clinica o
alteraciones de laboratorio (ej. elevacibn de marcadores tumorales y/o
fosfatasa alcalina 6sea) tumores localmente avanzados o con afectacion

ganglionar [19].

Al igual que en la mayoria de tumores, el estadiaje del CM se rige por el
sistema TNM de la AJCC (American Joint Commitee on Cancer) 72 edicion,
que tiene en cuenta el tamano tumoral (T); la presencia o ausencia de
afectacion adenopatica regional (N); y la existencia o no de metastasis a
distancia (M). La clasificacion T, N y M se refleja de forma abreviada en las
Tablas 1 a 4. La agrupacion por estadios (Tabla 5) tendra implicaciones

prondsticas y determinara la estrategia terapéutica.
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Tabla 1. Estadiaje TNM: T clinico (cT) y anatomopatoldgico (pT)*

T Definicion

Tx No es posible la evaluacién del tumor primario

TO No evidencia de tumor primario

Tis Tumor in situ (CDIS; CLIS, enfermedad de Paget)

T Tumor primario <2 cm

T1mi Tumor primario <1 mm

T1a Tumor primario > 1 mmy < 5mm

T1b Tumor primario >5mmy < 1cm

T1c Tumor primario>1cmy < 5cm

T2 Tumor primario>2cmy < 5cm

T3 Tumor primario >5 cm

T4 Tumor de cualquier tamafo con extension a pared
toracica y/o piel

T4a Afectacion de pared toracica, no incluyendo
solamente adherencia del musculo pectoral/
invasion

T4b Ulceracién y/o nédulos satélites ipsilaterales y/o

edema, incluyendo piel de naranja
T4c T4a+T4b

T4d Carcinoma inflamatorio

* La clasificacion anatomopatolégica de T (pT) se corresponde con la clasificacion
clinica, y tiene en cuenta igualmente el diametro maximo del tumor y afectacion de
estructuras adyacentes, pero en este caso referido a la pieza quirurgica. En caso de
tratamiento sistémico previo la clasificacion TNM incorpora el prefijo “yc” si tiene en
cuenta datos clinicos o “yp” si tiene en cuenta datos de los especimenes quirurgicos
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Tabla 2. Estadiaje TNM: “N” clinico (cN)

N Definicion

Nx Los ganglios regionales no pueden ser o no han sido
evaluados

NO Ausencia de metastasis regionales ganglionares

N1 Presencia de ganglios madviles en niveles | y Il axilares

N2 Presencia de ganglios maoviles axilares en niveles |, I

axilares o presencia de ganglios detectados clinicamente
en cadena mamaria interna homolateral

N2a Presencia de ganglios axilares en niveles | y Il que son
clinicamente fijos 0 empastados
N2b Metastasis clinicamente aparentes en los ganglios

ipsilaterales de CMI en ausencia de ganglios axilares
clinicamente evidentes
N3a Metastasis en ganglios infraclaviculares ipsilaterales
N3b Metastasis clinicamente aparentes en los ganglios
ipsilaterales de la CMI junto con ganglios axilares
clinicamente evidentes

N3c Metastasis en ganglios supraclaviculares ipsilaterales
Nivel I: ganglios axilares laterales e inferiores a musculo pectoral menor
Nivel Il: ganglios axilares posteriores a musculo pectoral menor

Nivel Ill: ganglios axilares en situacion medial con respecto musculo pectoral menor e
infraclaviculares

CMI: cadena mamaria interna

Tabla 3 Estadiaje TNM: “N” anatomopatoldgico (pN)

pN Definicion

pNx Las regiones ganglionares no han sido o no han podido
ser evaluadas

pNO Ausencia histolégica* de metastasis regionales
ganglionares

pNO(i-) Ausencia de metastasis regionales, tras evaluacion tanto
histolégica como por IHQ

pNO(i+) Presencia de células malignas en ganglio(s) regional(es)
no mayor de 0.2 mm (detectado por H&E o IHQ)

pN1mi Micrometastasis (mayor de 0.2 mm y/o acumulos
mayores de 200 células, pero ninguno mayor de 2.0 mm)

pN1a Metastasis en 1-3 ganglios axilares, al menos una

metastasis mayor de 2.0 mm
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pN1b Metastasis en CMI con micro o macrometastasis
detectadas por biopsia selectiva de ganglio centinela
pero no detectados clinicamente**

pN1ic Metastasis en 1-3 ganglios axilares y en CMI con micro o
macrometastasis detectadas por biopsia selectiva de
ganglio centinela, pero no detectados clinicamente

pN2a Metastasis en 4—-9 ganglios axilares (al menos un
depdésito tumoral mayor de 2.0 mm)

pN2b Metastasis en CMI clinicamente detectado(s) en
ausencia de afectacién metastasica axilar

pN3a Metastasis en 10 o mas ganglios axilares (al menos un

depdsito tumoral mayor de 2.0 mm); o metastasis en
ganglios infraclaviculares (nivel Il axilar)

pN3b Metastasis mayor de 2mm en uno 0 mas ganglios
axilares positivos y afectacién CMI clinicamente
aparente; o afectacion metastasica (>2mm) en 4 o0 mas
ganglios axilares asi como en CMI, con macro o
micrometastasis detectadas por biopsia selectiva, pero
no clinicamente aparentes

pN3c Metastasis en ganglios axilares supraclaviculares
ipsilaterales

*Referido a técnicas histolégicas convencionales, como son la tincidon por hematoxilina y
eosina (H&E). No incluye técnicas immunohistoquimicas (IHQ) o moleculares

** Referido a derteccion por técnicas de imagen, o por examen clinico altamente
sospechoso, o citologia de puncion compatible con presumibles macrometastasis

CMI: cadena mamaria interna

Tabla 4. Estadiaje TNM:"M”

M Definicion
Mx Las metastasis a distancia no pueden ser evaluadas o
no han sido evaluadas

MO Ausencia de metastasis a distancia

MO(i+) No evidencia clinica o radiografica de metastasis a
distancia, pero existencia de depdsitos de células
tumorales detectades molecular o microscépicamente
en sangre, médula 6sea o adenopatia no regional, que
no son mayores de 0.2 mm en un paciente sin
signos/sintomas de metastasis

M1 Presencia de metastasis a distancia
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Tabla 5. Estadiaje TNM: Clasificacién por estadios

Estadio T N M
0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
IB TO N1mi MO
T1 N1mi MO
A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
B T2 N1 MO
T3 NO MO
A T3 N1 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
TO N2 MO
B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
lic Cualquier T N3 MO
v Cualquier T | Cualquier N M1
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1.1.3 Histologia

Para la clasificacion de los tumores de mama se usa actualmente una
modificacién de la clasificacion que la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) publicd en el ano 2003 [20]. Esta clasificacidon distingue seis grandes

categorias de lesiones

1. Lesiones precursoras (neoplasia lobulillar y carcinoma ductal in situ o

intraductal).

2. Carcinoma invasivo de tipo no especial (NOS, del inglés No Otherwise
Specified)

3. Subtipos especiales de carcinoma invasivo.

4. Situaciones especiales (carcinoma microinvasivo, carcinoma inflamatorio y

carcinoma de mama bilateral).
5. Lesiones profilerativas intraductales.
6. Lesiones papilares.

La histologia mas frecuente del CM invasivo es, con mucho, el carcinoma
ductal infiltrante (CDI), que representa aproximadamente el 70-80% de casos,
seguido en frecuencia del carcinoma lobulillar infiltrante (CLI). EL CDI tiene su
origen en los conductos mamarios, mientras que el CLI se origina a nivel de
los lobulillos y se caracteriza por ser un tumor multifocal y/o multicéntrico y por
su mayor tendencia a la bilateralidad. .La morfologia de ambos tipos
histolégicos (CDI y CLI) viene ilustrada en la Figura 5 (Paneles A y B,

respectivamente).

47



Figura 5. Imagen microscépica de CDI (A) y CLI (B)
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El prondstico del CDI y CLI es similar, pero el patron de metastatizacion es
diferente, de manera que el CLI tiene mayor predileccion por metastatizar en
serosas, tracto gastrointestinal y ovarios [21]. Las histologias medular,
cribiforme y en particular mucinoso y tubular son poco frecuentes pero tienen
mejor pronéstico. Para el carcinoma medular la Supervivencia Libre de
Enfermedad (SLE) y la Supervivencia Global (SG) son también superiores,
incluso si se restringe la comparacién al subgrupo de tumores RE- y grado
histolégico 3. En el caso de carcinomas mucinosos, y carcinomas tubulares el
prondstico es especialmente favorable, de manera que, en este ultimo caso,

las tasas de SLE y SG son superponibles a las de la poblacion general [22].

Otros tipos histopatolégicos menos frecuentes se describen en la Tabla 6.
Para la mayoria de ellos el prondstico no esta claramente establecido, dada su

rareza
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Tabla 6. Tipos histopatolégicos de CM invasivos [23]

Histologia Frecuencia
Carcinoma ductal infiltrante (CDI) 60-80%
Carcinoma lobulillar infiltrante (CLI) 5-15%
Carcinoma mixto (CDI + CLI) 4-5%
Carcinoma medular 1-7%
Carcinoma mucinoso <5%
Carcinoma invasivo 1-6%

tubular/cribiforme

Carcinoma invasivo papilar <1-2%
Carcinoma invasivo micropapilar <3%
Carcinoma metaplasico <5%
Carcinoma invasivo apocrino 0.3-4%
Carcinoma neuroendocrino 2-5%
Carcinoma rico en lipidos >1-6%
Carcinoma de células claras rico en 1-3%
glucégeno

1.1.4 Factores prondsticos clinico-patolégicos clasicos

El prondstico y también la estrategia terapéutica del CM vendran determinados
por factores prondsticos clinico-patolégicos clasicamente establecidos. La
informacion prondstica que de ellos se deriva se vera complementada o
corroborada cada vez mas por el uso de plataformas génicas que estudian de
forma robusta la biologia del tumor, pero en si mismos son aun hoy las

variables principales en las que se basan la mayoria de decisiones clinicas.
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Dichos factores prondsticos clinico-patoldgicos son los siguientes:

Afectacion ganglionar: Clasicamente es la variable prondstica mas importante.
La afectacion ganglionar axilar y el numero de ganglios afectos se relaciona
de forma consistente con la SLE y SG [24].

Tamarno tumoral: Se ha considerado el segundo factor prondstico
independiente en relevancia. Mayores tamafnos tumorales se asocian a un
pronéstico mas desfavorable y a una mayor incidencia de afectaciéon
ganglionar regional [24].

Grado histologico: Se establecen tres grados diferentes segun el método
propuesto por Elston y Ellis en funcién del pleomorfismo celular, el recuento
mitético y la formacién de tubulos; asi, los tumores con grado histolégico 1 son
de bajo grado y de mejor prondstico, y los tumores con grado histolégico 3 se
consideran de alto grado y se asocian a un peor prondstico [25].

Tipo histolégico: No existen diferencias prondsticas entre los carcinomas
invasivos de tipo no especial y la variante clasica de los carcinomas
lobulillares infiltrantes [26]. Las histologias tubular, mucinosa y medular se han
asociado a un mejor pronéstico (Véase Seccion 1.1.3)

Invasion linfovascular: La presencia de invasion linfovascular tumoral, sobre
todo si es extensa, constituye un factor de peor prondstico, Este efecto es
independiente del estado ganglionar [15]. Asimismo, la invasién linfovascular
se ha relacionado con una mayor probabilidad de afectacion ganglionar
cuando se lleva a cabo la biopsia selectiva del ganglio centinela [27]
Receptores hormonales (RH): El estado de los receptores de estrégeno (RE) y
progesterona (RP) constituye un factor pronéstico y predictivo fundamental en
CM. Actualmente su determinacion tiene lugar mediante técnicas de
immunohistoquimica (IHQ). Clasicamente se consideraba que un tumor era
positivo para uno u otro receptor (mas frecuentemente ambos a la vez)
cuando se observaba tincion nuclear en >10% de células tumorales. Mas
recientemente se ha rebajado el dintel de positividad y se acepta que un tumor
es positivo con sélo un 1% de nucleos celulares tefidos [28]. Aun asi, valores
entre 1 y 9% se consideran equivocos [29]. La Figura 6 muestra el aspecto
microscopico de CM con tincion IHQ positiva para RE y RP. La positividad de

los RH se asocia a una mejor supervivencia en los cinco primeros afios desde
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el diagndstico, pero también a un riesgo constante de recaida mas alla de
este periodo, que se prolonga incluso hasta los 20 anos [30]. También se
asocia a tumores bien diferenciados y, sobre todo, predice el beneficio del
tratamiento hormonal (HT) [31, 32]. De forma inversa, la negatividad se asocia
a la ausencia de eficacia de las terapias endocrinas. En cuanto a RP, un
pequefo porcentaje de CM (entre 1 y el 4% [33]) son catalogados como RE-
RP+ Actualmente se considera que se trata de casos donde la determinacion
de RE podria ser falsamente negativa [34, 35] y son a menudo reclasificados
cuando se testan por una segunda técnica. El RP, ademas, se utiliza en la
actualidad para diferenciar el subtipo de CM Iluminal A del luminal B,
considerandose un valor bajo (indicativo de luminal B, véase Seccién 1.1.5)
aquél £20% [36]

Figura 6.CM invasivos con positividad para RE (Panel A) y para RP (Panel B)
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HER2: La proteina HER2 (del inglés Human Epidermal Receptor 2) es un
receptor de membrana de la familia de factores de crecimiento de EGFR (del
inglés, Epidermal Growth Factor Receptor). Se determina en primera instancia
mediante IHQ. La tincion completa y circunferencial de la membrana que es
intensa en mas del 10% de células tumorales se categoriza como 3+ y se
considera positiva (Tabla 7). En caso de tincion +2 es necesario determinar si
existe o no amplificacion mediante técnicas de hibridacion in situ, ISH o FISH

[37] (Figura 7). La positividad de HER2 (por sobreexpresién o amplificacion)
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ha demostrado ser un factor de mal prondéstico, indicativo de agresividad de la
enfermedad y de resistencia a terapias endocrinas, asi como un factor
altamente predictivo de beneficio de terapias dirigidas contra dicho receptor de

membrana [38].

Tabla 7. Evaluacion de HER 2 por IHQ. Puntuacion por IHQ y resulados

Definicion Puntuacion Resultado
IHQ
No se observa tincion o existe tincion 0 Negativo

incompleta o débil/dificilmente apreciable
en £10% de células tumorales

Tincién incompleta o débil /dificiimente 1+ Negativo
apreciable en >10% de células tumorales

Tincion circunferencial de la membrana que 2+ Equivoco
es incompleta y/o débil/moderada en >10%
de células tumorales

(0]

(Sera necesario
segundo test,
generalmente

ISH)

Tincién completa y circunferencial de la
membrana que es intensa en <10% de
células tumorales

Tincion completa y circunferencial de la 3+ Positivo
membrana que es intensa en >10% de
células tumorales
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Figura 8. CM HER2+: Tincién completa de la proteina de membrana por IHQ

(score 3+, panel A) y amplificacion del gen por FISH (panel B) e ISH (panel C)

Indice proliferativo Ki67: Es un antigeno nuclear utilizado como marcador de la
proliferacion celular y que también se determina mediante IHQ. A pesar de
que hoy en dia esta determinacion esta bien protocolizada [39], continua
criticAndosele su baja reproducibilidad. En general, una alta expresién de Ki67
se ha correlacionado con tumores de alto grado histolégico, negatividad de
RH, peor pronéstico de la enfermedad [40, 41], y beneficio de la QT adyuvante
[42]. El indice proliferativo Ki67 es, junto con RE, RP y HER2, uno de los
cuatro parametros immunohistoquimicos utilizados para inferir el subtipo

molecular del tumor [43] (véase Seccidn siguiente). El cut-off para determinar
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un valor elevado no esta bien establecido. En 2009 se comunico que el valor
de 13.25 era el mas adecuado para distinguir tumores luminales A de
luminales B [44]. Sin embargo mas recientemente se ha consensuado un

dintel 220% para considerar un valor de Ki67 alto [45].

* FEdad. Datos procedentes de registros de tumores establecen que la edad
joven, y en particular <35 afos, constituye un factor pronéstico negativo
independiente del estadio, de variables histopatolégicas y del tratamiento.
Este exceso de riesgo en mortalidad se observa sélo en estadios precoces y
viene detallado en la Tabla 8 [46]. Datos procedentes de varios grupos
cooperativos oncolégicos (NSABP, ECOG; SWOG e IBCSG) sefalan,
asimismo, que en mujeres jovenes este exceso de riesgo viene determinado
por el grupo RE+, independientemente del tratamiento adyuvante recibido
(ninguno, QT, tamoxifeno o QT+ tamoxifeno) y, sobre todo, se produce a
expensas del grupo que no presenta amenorrea quimioinducida [47] (Ver
Tablas 8 y 9). Debe enfatizarse que precisamente las mujeres mas jovenes
(<35 afos) son las que presentan menores tasas de amenorrea prolongada

secundaria a la QT.

Tabla 8. Exceso de riesgo en mortalidad estimado segun edad al diagnéstico de
CM [46]

Edad N SGe SGo ERM ERM
Crudo (IC)  Ajustado (IC)
20-34 471 99.8 747 2.84 1.63
(2.31-3.49) (1.32-2.01)
3539 858 997  83.8 1.76 1.08
(1.45-2.14) (0.89-1.32)
40-49 4789 991  88.3 1.17 0.84
(1.04-1.31) (0.75-0.94)
50-69 15899 96.8  87.8 1.00 (ref) 1.00 /ref)

SGe: Supervivencia global esperada; SGo: Supervivencia global observada; ERM:
Exceso de riesgo de mortalidad estimado; IC: Intervalo de confianza del 95%; ref: valor
de referencia
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Tabla 9. Riesgo de recaida segun edad, estado de RH y desarrollo o no de
amenorrea quimioinducida en pacientes con CM N+ incluidas en estudios del
IBCSG [47]

Edad y N pacientes RR P

Estado de No Amenorrea / Amenorrea*

RE

<35, RE+ 61 21 1.53 0.20
(0.80-2.94)

235, RE+ 320 773 1.34 0.0014
(1.12-1.61)

<35, RE- 54 23 1,14 0.79
(0.42-3.15)

235, RE+ 152 387 1.1 0.45
(0.85-1.45(

*La amenorrea inducida por QT fuer determinada a los 9 meses de finalizar CMF
(Ciclofosfamida, Metrotexate, 5-Fluorouracilo); RR: Riesgo relativo de recaida

Programa informatico Adjuvant!: Determina el riesgo de recaida y de mortalidad
fundamentandose en varios factores clinicos (edad, estado menopausico y
comorbilidades) y patolégicos (tamafio, grado histolégico, estado ganglionar y
estado de RH) de la paciente [48]. Calcula, ademas,el beneficio en términos de
recaida y mortalidad con diferentes maniobras terapéuticas, basandose para
ello en los datos del metaanadlisis del Early Breast Cancer Trialist’s
Collaborative Group (EBCTCG) publicado en el afio 1998. El programa permite
redefinir riesgos en base a factores adicionales, como estado de HERZ2,
invasion linfovascular, etc, siempre que el usuario del programa conozca el
riesgo relativo asociado a dicha variable prondstica; y sus resultados se han
validado en diferentes poblaciones [49]. En los ultimos anos, y con la
introduccién de las plataformas de expresion génica, ha caido en desuso, pero
continua siendo una herramienta util, sobre todo si dichas plataformas no estan

disponibles.
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1.1.5. Subtipos moleculares de CM, correlacion immunohistoquimica y
plataformas de expresion génica

En la ultima década se ha desarrollado una nueva clasificacion molecular del
CM no basada en los factores histopatoldgicos clasicos, sino en el perfil de

expresion génica tumoral.

Perou y Sorlie fueron los primeros autores que clasificaron los tumores de
mama en funcién de su perfil génico en un articulo de gran relevancia publicado
en 2000 [50] . En este articulo se definieron cuatro subtipos intrinsecos de
cancer de mama: luminal, normal-like, basal y HER2-enriched. Posteriormente,
los mismos autores refinaron esta clasificacion y postularon que el subtipo
luminal podria subclasificarse en varios subgrupos con diferente prondstico
(luminal A, B y C), mientras que el subtipo normal-like podria corresponder a

tejido mamario normal [51] .

Esta clasificacion molecular tiene importancia tanto prondstica como
terapéutica. Por lo que respecta al prondstico, el subtipo luminal A presenta la
mejor supervivencia, los subtipos basal y HERZ2-enriched presentan una
supervivencia muy pobre, y el subtipo luminal B muestra un prondstico
intermedio [51, 52]. Debe decirse que los datos de SG relativos al subtipo
HERZ2-enriched no se corresponden con los actuales, ya que el prondstico se
establecié en ausencia de tratamientos dirigidos antiHER2, tratamientos que,
hoy sabemos, han mejorado drasticamente el prondstico de este subgrupo
molecular. Asimismo la utilizacién de HT prolongadas mas alla de los 5 anos
clasicamente establecidos puede mejorar el prondstico a 10 afos de los

tumores luminales.

La clasificacion molecular del CM tiene como principal limitacion su complejidad
técnica y coste, y en consecuencia, su dificultad para ser empleada en la
practica clinica habitual. Es por ello que las determinaciones histopatoldgicas
clasicas (ej. grado histolégico) y, sobre todo, las determinaciones IHQ de RE,
RP, Ki67 y HER2 se estan utilizando como marcadores subrogados de dichos
subtipos moleculares [43, 53]. La correlacion entre el subtipo molecular y su
perfil immunohistoquimico subrogado es en general buena, aunque no perfecta,

y viene detallada en la Tabla 10.
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Tabla 10. Subtipos moleculares de CM segun el perfil inmunohistoquimico

Subtipo molecular IHQ

Luminal A RE+ y RP+
HER2-
Ki67 bajo*
Luminal B/HER2- RE+
HER2-
Al menos uno de los siguientes:
* RP negativo o bajo**
* Ki67 alto
Luminal B/HER2+ RE+

HER2+
HER2-enriched RE-y RP-
HER2+
Basal RE-, RP- y HER2- (Tumor Triple negativo)

* Dintel recientemente aceptado para determinar Ki67 elevado: 220%

**Dintel aceptado para RP bajo: < 20%

En un intento de favorecer la aplicacion clinica real de los perfiles moleculares
del CM, se han desarrollado en la ultima década plataformas de expresiéon

génica cada vez mas automatizadas y disponibles en tejido parafinado.

Dichas plataformas se han disefiado, o bien para determinar el pronédstico a 5
o 10 afos de forma biolégicamente robusta (OncotypeDx®[54]),
MammaPrint® [55-57]; Endopredict® [58], PAM50-ROR/Prosigna® [59]), o
bien directamente para determinar el subtipo tumoral (PAM-
50/ROR/Prosigna® [59], BluePrint® [60]), y/o para predecir el beneficio de la
QT adyuvante (OncotypeDx® [61, 62] ) en pacientes RH positivo HER2

negativo.
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En general puede decirse que, aunque los genes estudiados son distintos, la
informacion proporcionada por las diferentes plataformas es bastante
concordante [63, 64] e independiente de la proporcionada por los factores
prondsticos histopatoldgicos clasicos; y que la introduccion de éstas se ha
basado en estudios retrospectivos o en los llamados estudios prospectivos-
retrospectivos que han re-analizado muestras de pacientes que se
randomizaron en estudios fase Ill ya comunicados y con un buen seguimiento.
En base a ellos, se hipotetiza que pacientes RE+HER2- con N-o con 1 a 3
ganglios axilares con riesgo gendémico intermedio, podrian no beneficiarse de
QT adyuvante. Dichas hipdtesis se han testado prospectivamente usando
OncotypeDx® en los estudios randomizados TAILORX [65] y RxPONDER][66]
de los que no se conocen todavia los resultados. Un segundo estudio
prospectivo, el estudio MINDACT [67], también llevado a cabo en poblacion N-
o con 1 a 3 ganglios axilares positivos, pero esta vez usando MammaPrint®,
ha randomizado a las pacientes con perfil prondstico discordante (alto riesgo
gendémico, bajo riesgo clinico-patoldégico segun el programa Adjuvant!; o
viceversa) a recibir o no QT, con resultados poco concluyentes en cuanto al
grupo discordante [68] Lo que si sabemos con bastante certeza a dia de hoy
es que las pacientes RE+, N- con riesgo gendmico bajo segun OncotypeDx®
que fueron prospectivamente seleccionadas en el estudio TAILORX presentan
un excelente prondstico a 5 afios [69], asi como las pacientes con factores

clinicopatoldgicos favorables y bajo riesgo gendmico por Mammaprint [68]

En espera de los datos completos de los estudios prospectivos mencionados,
la realidad actual es que el uso de las plataformas génicas se esta
implementando cada vez mas en las decisiones de QT adyuvante como
complemento a los factores prondsticos clasicamente establecidos y/o para
corroborar y/o descartar el subtipo molecular determinado por la IHQ. En base
a estudios publicados recientemente es posible que se utilicen también en los
préximos anos para decidir la prolongacion de la HT adyuvante mas alla de 5

afnos en pacientes que han recibido o no QT adyuvante [70-73]
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1.1.6. Tratamiento del Cancer de Mama Precoz

Puesto que la presente tesis se centrara en CM precoz (estadios | a lll) se
explicard unicamente el abordaje terapéutico en este contexto, entendiendo
que el enfoque terapéutico en CM metastasico aporta poco a la compresion

del trabajo que se presenta.

A diferencia de lo que sucede en CM avanzado, la estrategia terapéutica en
CM tiene como obijetivos la erradicacién del tumor y la curacion definitiva del
paciente. Para ello se utilizaran maniobras locales y tratamientos sistémicos,
de manera secuencial, y con un enfoque multidisciplinar. La primera maniobra
suele ser quirurgica en caso de tumores en estadios iniciales y tratamiento
sistémico con QT, y mas raramente HT, en tumores localmente avanzados
inoperables y en pacientes operables, pero en los que la reduccion tumoral

con tratamiento sistémico puede permitir una cirugia conservadora.

1.1.6.1 Cirugia como primera maniobra terapéutica y tratamientos adyuvantes

a la cirugia

La cirugia representara, en la mayoria de casos, la primera maniobra
terapéutica. Ademas de extirpar las lesiones detectadas clinicamente,
supondra un valioso procedimiento de estadiaje. La cirugia oncoldgica del CM

debera incidir siempre sobre mama y axila.

A nivel de la mama, y teniendo en cuenta tanto el estadiaje (T del sistema
TNM) como la relacién entre el tamafo tumoral y de la propia glandula
mamaria, se indicara tumorectomia / cuadrantectomia (cirugia conservadora)
o bien mastectomia. Dado el caracter mutilante de esta ultima, y teniendo en
cuenta los resultados de estudios randomizados ya antiguos [74] en los que se
describen resultados similares en SG para la tumorectomia seguida de RT con
respecto a la mastectomia, se preferira, a ser posible, el tratamiento
conservador. En la actualidad, y debido a la implementacion de programas de
cribado la mayoria de pacientes seran candidatas a cirugia conservadora.

Pero continlan existiendo indicaciones de mastectomia, como son tumor
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multicéntrico  (afectacion de distintos cuadrantes), presencia de
microcalcificaciones difusas, antecedentes de RT sobre mama o imposibilidad
para administrarla, imposibilidad de obtener margenes negativos y carcinoma

inflamatorio.

En caso de tumores invasivos, siempre se estudiara la axila, bien mediante
biopsia selectiva de ganglio centinela (en estadios clinicos NO), bien mediante
linfadenectomia de los niveles axilares | y Il de Berg (en axila clinicamente
positiva), considerandose un procedimiento 6ptimo la extirpacién de al menos

10 ganglios axilares [75, 76].

La técnica del ganglio centinela (Biopsia selectiva del ganglio centinela:
BSGC) se basa generalmente en la inyeccion preoperatoria de un radioisétopo
y deteccidn peroperatoria mediante gammacamara de la primera estacion
ganglionar a la que drena el tumor, que sera la axila en la gran mayoria de
casos, y. mas raramente, la CMI. La extirpacion del ganglio/s detectado/s
mediante esta técnica permitira su estudio anatomopatolégico cuidadoso
(cortes multiples y empleo de técnicas immunohistoquimicas), lo que
disminuira la incidencia de falsos negativos y se evitara la comorbilidad
asociada a una diseccion axilar completa [77]. La BSGC como unico
procedimiento quirurgico axilar en casos de ganglio centinela (GC) negativo
[PNO(sn)] ha demostrado no comprometer la recaida axilar ni la SG con
respecto a afiadir la diseccion axilar [78]. En caso de GC positivo aceptaba
clasicamente que se precisaba realizar linfadenectomia, en el mismo acto
quirurgico, si se detectaba ya afectacion de éste, o en un segundo tiempo, si la
afectacion del GC se detectaba posteriormente, tras el tiempo quirurgico,
generalmente tras la aplicacion de técnicas IHQ. Este ultima situacion, la
relativa a linfadenectomias en wun segundo tiempo, ha disminuido
drasticamente en los ultimos anos, en parte debido a la implementacion de
técnicas automatizadas y de reaccién en cadena de la polimerasa en el
estudio del GC (técnica del OSNA, del inglés one-step nucleic acid
amplification) [79], y en parte, a que en los ultimos afos se ha cuestionado la
necesidad de realizar diseccién axilar en caso de afectacion limitada de la
axila, y siempre y cuando la paciente sea candidata a un tratamiento

adyuvante sistémico o6ptimo [80, 81]. Asi, el estudio Z011 del grupo
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cooperativo americano ACOSOG [80] comunicé que pacientes clinicamente
T1-T2NO, candidatas a tumorectomia y con 1 o 2 GC afectos (por micro o
macrometastasis) presentaban una SG similar independientemente de si
habian realizado diseccion axilar o no, procedimiento al que habian sido
asignadas aleatoriamente. Todas las pacientes recibieron RT sobre la mama 'y
tratamiento adyuvante sistémico. Con estos datos, que se han confirmado a
10 anos [82] , la opcidon de obviar la linfadenectomia si se cumplen todos los
criterios del estudio Z011 viene reconocida en las guias clinicas mas actuales
[29, 83]. En la misma linea, un estudio randomizado mas pequeno llevado a
cabo en pacientes con micrometastasis en GC describié igualmente similar SG
con o sin diseccion axilar adicional [81], con lo que resulta una opcion cada
vez mas aceptada. Finalmente un tercer estudio, el AMAROS, ha comparado
radioterapia (RT) axilar con diseccion axilar en pacientes con tumores T1-T2 y
GC positivo (micro o macrometastasis) comunicando similares resultados, por
lo que la RT sobre axilar puede también considerarse una alternativa

razonable a linfadenectomia en esta situacion [84].

Tras la cirugia se indicara un tratamiento adyuvante. Como adyuvante se
entiende aquel tratamiento destinado a disminuir el riesgo de recurrencia local
y/o sistémica, riesgo que vendra definido por los factores prondsticos clinico-
patolégicos y plataformas génicas comentados en las Secciones 1.1.4y 1.1.5.
En la actualidad este tratamiento esta bien establecido y recogido en guias

clinicas y documentos de consenso que se revisan periédicamente [29, 83].

Con respecto a la quimioterapia (QT) adyuvante, los sucesivos metaanalisis
del EBCTCG han demostrado que su administracion se asocia a una mejoria
en la supervivencia global independientemente de la edad, la afectacién
ganglionar y el estado de RH [85, 86]. La evidencia del beneficio de QT en
pacientes 270 afos es mas limitada, al menos en los metaanalisis
mencionados, pero un estudios posterior han corroborado su beneficio den

SLE y SG, sobre todo en la poblacion con tumores RH- [87].

En ausencia de contraindicacion médica, la QT adyuvante se indicara en
practicamente todas las pacientes portadoras de tumores triple negativos con

ganglios positivos (N+) o sin afectacién ganglionar pero considerados de
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riesgo (a partir pT1b, sobre todo G3 y/o con Ki67 alto). Asimismo la mayoria
de mujeres con enfermedad HER2+ recibiran QT con trastuzumab. La mayor
evidencia del beneficio de la adicion de trastuzumab a QT radica en pacientes
con positividad ganglionar, pero también se recomiendan ambos en pacientes
N-, ya a partir de tumores pT1b, o incluso pT1a, especialmente RH negativos,
eso si utilizando esquemas de QT menos téxicos. En cuanto a los tumores
RH positivos HER2 negativo, se distinguiran aquéllos con factores clinico-
patolégicos de alto riesgo (G3, Ki67 alto) y/o que orientan a un subtipo
molecular luminal B (RP negativo) de los que son consistentes con un subtipo
molecular luminal A. En caso de duda, a menudo se recurre a plataformas
génicas para determinar de forma robusta uno u otro subtipo y obtener datos
pronésticos y/o predictivos de beneficio a la QT (Véase Seccion 1.1.5).
Evidentemente siempre se tendra en cuenta la edad de la paciente, estado
menopausico, y estadiaje patoldgico (T y N), asi como las preferencias de la
paciente. Ello es asi porque la mayoria de esquemas de QT conllevan una
carga toxica considerable, Los esquemas mas utilizados por subtipo de CM,

asi como su duracion y efectos tdxicos se resumen en las Tablas 11y 12.
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Tabla 11. Esquemas de QT utilizados segun subtipo molecular de CM

Subtipo Estadiaje Esquema
Luminal A Ty N de riesgo AC/EC x4—Ps x12
(sobre todo >3 N+) AC/EC x4 —D x4
TAC x 6
FEC x3 —D x3
Ty N de menor riesgo o FAC/FEC; AC/EC

riesgo de cardiotoxicidad
por antraciclinas*

Luminal B Tumores pequefios FAC/FEC
o riesgo de cardiotoxicidad  TC x4*
por antraciclinas*

Ty N de riesgo AC/EC x4—Ps x12
AC(EC x4 —D x4
DAC x6
FEC x3 —D x3
Triple Tumores pequefios (T1a, TC x4
negativo T1b)
T21c AC/ECx4—P(+Carbo)s
x12
AC/EC x4 —D x4
DAC x 6
FEC x3 —D x3
HER2+ Tumores pequefios NO Px12s+Trastu—Trastu
hasta completar 1 afo
NO de riesgo y N+ AC/EC x4—Ps

x12+TRZ—TRZ hasta
completar 1 afo
AC/EC x4 —D
x4+TRZ—-TRZ hasta

completar 1 afo
Carbo-D +TRZ— TRZ
hasta completar 1 afo

La tabla no describe todos los esquemas posibles, sino los mas utilizados.

Los farmacos se administran via endovenosa, a menos que se especifique lo
contrario.

Las antraciclinas convencionales son adriamicina (o doxorubicina) y epirubicina.

En general se utilizan los mismos esquemas en el contexto adyuvante que en el
neoadyuvante
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En ocasiones, para minimizar el riesgo de toxicidad cardiaca asociado a
antraciclinas convenionales, sin prescindir de sus potenciales beneficios. éstas se
substituyen por antraciclinas liposomales.

A: Adriamicina; a 60 mg/m? en esquemas de AC o FAC/FEC, a 50 mg/m? en
esquema DAC.

C. Ciclofosfamida 600 mg/m?; los esquemas de AC/EC pueden administratrse cada
3 semanas o cada 2 (con Factores Estimulantes de Colonias Granulociticas: GCSF)
en tumores considerados altamente proliferativos

FAC/FEC: 5-Fluorouracilo 600 mg/m?, adriamicina/epirubicina y ciclofosfamida 600
mg/mz, cada 3 semanas, o 5FU y A/E cada 3 semanas

Ps: Paclitaxel 80 mg/m2 semanal;

D: docetaxel 100mg/m? cada 3 semanas en monoterapia, en esquema DAC 75
mg/m2;

TRZ: Trastuzumab (semanal o trisemanal, a dosis de 2 mg/kg/semana o 6
mg/kg/semana, con esquemas de carga de 4 y 8 mg/kg, respectivamente); Carbo:
Carboplatino (Area bajo la curva (AUC) de 2 semanal, o 6 trisemanal)

En tumores luminales o TN con = 4 ganglios+, y sobre todo con mas de 10
ganglios+, puede considerarse esquema denso-intenso del grupo AGO: E150 mg/m?
x3 —P250 mg/m? x3 —(cada 2s) —C2000-2500 mg/m? x3, siempre cada 2 semanas

y con G-CSF

Tabla 12. Toxicidad inmediata y tardia asociada a los regimenes QT mas

comunes
Esquema Toxicidad inmediata Toxicidad
Tardia
AC /[EC Neutropenia /Neutropenia febril Insuficiencia
di 19
FACIFEC Astenia cardiaca (1%)

o Leucemia
Nauseas/Vomitos

Alopecia universal
Mucositis
Anemia

Amenorrea quimioinducida
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DAC

D 100 mg/m2

P 80 mg/m2 x

CMF
(ciclofosfamida

oral o ev)

Trastuzumab

Neutropenia / Neutropenia febril
Astenia

Nauseas/Vomitos

Alopecia universal

Mucositis

Amenorrea quimioinducida*

Neutropenia / Neutropenia febril
Astenia

Alopecia universal
Artromialgias
Neurotoxicidad

Diarrea

Reacciones infusionales
Amenorrea quimioinducida*
Neutropenia / Neutropenia febril
Astenia

Alopecia casi universal
Artromialgias
Neurotoxicidad

Diarrea

Reacciones infusionales
Amenorrea quimioinducida*
Neutropenia

Astenia

Nauseas/vomitos

Mucositis

Diarrea

Alopecia leve

Amenorrea quimioinducida®,
generalmente definitiva
Reacciones infusionales

Toxicidad cardiaca, sobre todo si
se han administrado antraciclinas
previas

65

Insuficiencia
cardiaca (1%)

Leucemia

Raramente
Alopecia

irreversible

Neurotoxicidad

persistente

Amenorrea
definitiva

Leucemia

Raramente

toxicidad
cardiaca



persistente

Carboplatino Anemia, neutropenia, Neurotoxicidad
plaquetopenia persistente

Reacciones infusionales

Neurotoxicidad

La HT adyuvante se indicara en todos los estadios si el tumor expresa RH y
no existe contraindicacion médica. Tendra en cuenta siempre el estado
menopausico de la paciente. Los tratamientos a utilizar seran inhibidores de
la aromatasa (IA) de 32 generacién (letrozol, anastrozol o exemestano) en
mujeres menopausicas, analogos de la hormona liberadora de
gonadotropinas (aGnRH) y tamoxifeno, que es activo tanto en mujeres pre
como postmenopausicas. En mujeres premenopausicas podran utilizarse los
IA siempre que se haya suprimido la funcién ovarica, mediante aGnRH,
cirugia o radiacion ovarica. En las Secciones 1.4 y 1.6 se desarrollara

extensamente dicho tratamiento.

El objetivo principal de la RT adyuvante del CM es disminuir la probabilidad
de recaida locorregional. Dicho beneficio local se han traducido también en
un beneficio de la SG en dos meta-analisis recientemente publicados [88,
89], y ello tanto en pacientes sometidas a cirugia conservadora como tras
mastectomia. La RT adyuvante tiene indicaciones bien establecidas: En
principio se realizara sobre la mama intervenida siempre que se haya
realizado una cirugia conservadora, y se asociara a una sobreimpresion en la
zona del lecho tumoral en mujeres <50 afos y/ o tumores de alto grado. En
determinadas circunstancias, como en el caso de mujeres mayores (>65 o 70
afnos), con tumores pequenos, hormonosensibles, puede valorarse omitir
dicho tratamiento [90, 91]. Clasicamente se utilizaban esquemas de 45-50 Gy
con fraccionamiento de 2 Gy en 23-35 sesiones; mas recientemente hasta
cuatro estudios randomizados avalan la similar eficacia de los esquemas
hipofraccionados (40-42.5 Gy en 15-16 sesiones), por los que las guias
clinicas actuales consideran estos esquemas cortos como igualmente
validos, e incluso preferibles por su mayor conveniencia [83, 92].En cuanto a

la RT post-mastectomia, ésta se indicara en las siguientes situaciones:
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. Tumores mayores de 5 cm; en este caso se irradiara siempre la pared
toracica, mientras que la irradiacion de las areas ganglionares homolaterales
(regidn axilar, y supraclavicular) se realizara o no en funcién de la afectacién

ganglionar.

. Ante la presencia de ganglios macroscopicamente afectos, en especial
si son 4 o mas. Aunque todavia controvertido y pendiente de mas
evidencia[93], datos recientes apoyan la irradiacion locorregional también
cuando existen sélo entre 1 y 3 ganglios afectos [89, 94], de manera que en
esta ultima situacion de momento debe decidirse de forma individualizada. La

afectacion clinica de la mamaria interna supondra la irradiacion de ésta.

1.1.6.2 Neoadyuvancia sistémica como primera maniobra y tratamientos

posteriores

El tratamiento sistémico puede tener una intencién neoadyuvante, cuando
se aplica antes del tratamiento local, que en este caso sera

fundamentalmente la cirugia o, mas raramente la radioterapia.

En CM la neoadyuvancia con QT (con tratamiento antiHER2 si éste esta
indicado) ha demostrado reducir el tamano tumoral y aumentar la posibilidad
de cirugia conservadora en caso de tumores inicialmente candidatos a
mastectomia, y ello sin que se comprometa la supervivencia global (SG)
[95]. Para tumores operables se ha indicado clasicamente a partir de tumores
de 2 cm, entendiendo que la mayoria de estos casos serian igualmente
candidatos a QT adyuvante si la cirugia fuera la primera maniobra. En caso
de tumores localmente avanzados (cT4 y/o cN2/N3) este tratamiento
neoadyuvante tiene como objetivo reducir el tumor y conseguir la
operabilidad de éste. En cualquier caso, tanto en tumores operables como en
inoperables de entrada, la QT neoadyuvante permite tratar precozmente las
micrometastasis establecidas, permite testar in vivo la sensibilidad del tumor
y puede conseguir la remisibn completa patolégica del tumor en la pieza
quiruargica (RCp). Asimismo, se estima que la QT neoadyuvante consigue la
negativizacion de ganglios axilares inicialmente positivos. La respuesta

completa en mama y axila se ha relacionado con un mejor pronéstico en un
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metanaalisis reciente [96], y se considera actualmente un marcador
intermedio de eficacia del tratamiento neoadyuvante. Las tasas de RCp
dependeran del esquema de QT utilizado y del subtipo molecular. Las tasas
de progresion tumoral durante la QT neo-adyuvante son inferiores al 5%.
En general los esquemas utilizados en la neoadyuvancia son similares a los
utilizados en adyuvancia, aunque ocasionalmente pueda haber diferencias
regulatorias por lo que respecta a la aprobacién de farmacos. Asi, durante
afnos en Europa los taxanos tenian indicacién sélo en adyuvancia de ganglios
positivos, pero se permitian en pacientes con ganglios negativos y tumores
>2 cm candidatos a neoadyuvancia. Mas recientemente, la asociacion de
docetaxel-trastuzumab-pertuzumab ha sido aprobada como tratamiento
neoadyuvante por las agencias regulatorias americana [97] y europea [98]
como tratamiento neoadyuvante para tumores HER2+ de riesgo; en cambio

pertuzumab no tiene la aprobacién como tratamiento adyuvante.

La HT neoadyuvante cumple la mayoria de objetivos de la QT neoadyuvante,
pero en este caso con menor evidencia. A diferencia de lo que sucede con la
QT no existen estudios fase Il randomizados de HT neoadyuvante frente a
HT adyuvante. Los estudios de mayor tamafio se basan practicamente
siempre en poblacién postmenopausica y demuestran la superioridad de los
IA frente a tamoxifeno en este contexto [99-102]. Demuestran que pueden
conseguirse tasas elevadas de cirurgia conservadora y de resecabilidad en
tumores inicialmente candidatos a mastectomia o bien localmente
avanzados, respectivamente, mientras que los porcentajes de progresion
tumoral en curso de tratamiento se mantienen entorno al 10%. En los
estudios iniciales la duracion de la HT neoadyuvante era de 3-4 meses, pero
actualmente se tiende a esquemas de mayor duracién (aproximadamente 6
meses). A diferencia de la QT neoadyuvante las tasas de RCp son
anecdoticas (aprox 1% si se analizan los estudios segun Intencion De
Tratamiento), por lo que éste no suele ser un marcador intermedio con el que
analizar la eficacia de nuevos tratamientos, sino que suelen utilizarse otros
parametros (tasa de respuestas clinicas, y mas a menudo valor de Ki67 a los
15 dias o a la finalizacion del tratamiento hormonal). En cuanto al pronéstico

tras HT neoadyuvante, se ha desarrollado una clasificacion prondstica

68



conocida como “PEPI score” (Postoperative Endocrine Prognostic Index) que
tiene en cuenta el tamafo tumoral patolégico, la existencia de afectacion
ganglionar, asi como la expresion IHQ de RE y Ki67 en el espécimen
quirurgico, y que pretende ayudar al clinico en la decision de administrar o no
QT adyuvante [103].

Tras el tratamiento sistémico neoadyuvante debe practicarse una cirugia
adecuada. Con excepcion de las situaciones que contraindican la cirugia
conservadora (Seccién 1.1.6.1), se intentara conservar la mama, extirpando
sblo el tumor residual, eso si, con margenes quirurgicos negativos. El
marcaje del tumor con clips radio-opacos antes de iniciar la QT puede guiar
al cirujano acerca de la zona a extirpar, sobre todo en caso de respuesta
completa clinica. El manejo de la axila resulta algo mas complejo. Algunos
grupos quirurgicos defienden la practica de la BSGC previamente al inicio del
tratamiento sistémico, pero la mayoria de ellos lo realizan post-
neoadyuvancia, junto con la cirugia del tumor primario. A la BSGC post-
neoadyuvancia se le ha criticado una mayor tasa de no deteccién del ganglio
centinela y de falsos negativos con respecto a la BSGC pre-neoadyuvancia.
La BSGC post-neoadyuvancia como unico procedimiento de estadiaje de la
axila estd indicada sélo en caso de cNO inicial. En caso de cN+, el
tratamiento estandar continda siendo la linfadenectomia, auque se esta
investigando en estudios clinicos la posibilidad de evitar la diseccion axilar en

caso de negativizacion clinica y BSGC post-neoadyuvancia negativo.

En las situaciones en que se haya realizado tratamiento sistémico
neoadyuvante la RT adyuvante se indicara en funcién del peor estadio (pre o
post-tratamiento) [83]. Se indicara igualmente a) sobre la mama, siempre que
se haya practicado una cirugia conservadora; b) sobre las zonas
ganglionares si existe una afectacion clinica inicial = cN2, y siempre en
ganglios patolégicos positivos; c¢) sobre pared si inicialmente cT3-cT4, con o
sin irradiacibn de areas ganglionares, dependiendo de la afectacion

patoldgica de éstas.
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1.2. ESTROGENOS.

Los niveles de estrégenos circulantes, enddégenos o exdgenos, desempeian
un papel fundamental en la carcinogénesis del CM, tal y como ha quedado
reflejado por los datos epidemiolégicos comentados en la Seccion 1.1. En
este sentido, resulta particularmente relevante la disminucion de la
incidencia de CM que se ha observado en la ultima década con el descenso
de prescripcion de la THS motivada por los datos del estudio Women's
Health Initiative (WHI) [17, 104]. La importancia de los estrégenos en el
desarrollo del CM viene avalada, ademas, por la eficacia de las
manipulaciones hormonales como tratamiento de éste una vez establecido

(Véase Seccion 1.4)

A continuacion se describiran brevemente aspectos bioquimicos relativos a
los principales estrogenos circulantes. Dichos aspectos resultan relevantes

para la comprensién del presente trabajo.

1.2.1. Formulacion quimica

Los estrégenos naturales son moléculas esteroideas. Comprenden un total
de 9 compuestos quimicos. Su estructura esta basada en cuatro anillos: A,
B, C y D, y un grupo hidroxilo (OH) en el carbono 3 (C3) y, o bien un OH o
un grupo cetona (grupo carbonilo unido a dos atomos de carbono) en C17.
La molécula critica en los compuestos estrogénicos es el anillo 3-OH. Los
estrogénos principales son tres: el 17p-estradiol (E2), la estrona (E1) y el
estriol (E3) [105] (Véase Figuras 9y 10).

En mujeres premenopausicas la forma predominante es el E2, que es el
compuesto con mayor capacidad bioldgica, mientras que en las mujeres
postmenopausicas la E1y el sulfato de estrona (E1S) suponen la mayoria de
estrogenos circulantes [106]. E1 tiene mucha menor capacidad estrogénica

que E2 porque le falta el grupo OH en posicion 173, de manera que su
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potencia estrogénica va basicamente ligada a su conversion a E2. E3 es un

estrogeno débil que se une a RE por un periodo de tiempo corto [107],

Figura 9. Principales estrogenos naturales

Estriol (E3)

Los anillos A, B, C y D vienen ordenados de izquierda a derecha, mientras que la
enumeracion de los atomos de carbono viene representada en la Figura 10, que
muestra la estructura quimica del precursor ultimo de las hormonas sexuales, el
colesterol

1.2.2. Sintesis

Los estrogenos, hormonas esteroideas formadas por 18 carbonos, se
sintetizan a nivel de los ovarios, de la glandula suprarrenal y de otros tejidos
periféricos (grasa, higado, mama, tejidos neurales), a partir de compuestos
de 19 carbonos, los andrégenos (androstenediona y testosterona). Los
enzimas y compuestos mas importantes de dicho proceso se describen a

continuacion (Ver también Figura 11y 12) [108]
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Figura 10. Estructura quimica del colesterol, precursor de las hormonas

esteroideas

Figura 11. Esquema general de la sintesis de esteroides
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C (27,21,19,18): numero de atomos de carbono de cada compuesto o grupo de
compuestos.
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-La sintesis de los estrébgenos se inicia con la formacién de
dehidroepiandrostendiona (DHEA), un precursor de los andrégenos, a partir
del colesterol. La DHEA se convertira en androstenediona a través de la
enzima 3p-Hidroxiesteroid dehidrogenasa. La androstenediona puede
convertise a E1 o E2 directamente, o a través de la testosterona, la cual

puede formarse también a partir del colesterol.

-La conversidén de androstenediona a E1 requiere una aromatizacion en 3
pasos del anillo A de aquélla. Como aromatizacion se entiende el proceso
quimico mediante el cual una molécula organica (o una parte de ella) es
convertida en un anillo bencénico (también llamado anillo aromatico). En el
caso de la androstenediona este proceso es catalizado por monooxigenasas
de la familia del citocromo P450 (la CYP19 y la CYP11B1, sucesivamente).

-La testosterona se convierte en E2 mediante un proceso similar de

aromatizacion, catalizado por la aromatasa CYP19.

-Por otro lado, la androstenediona y la testosterona son andrégenos
interconvertibles. La androstenediona puede sufrir un proceso de reduccion
a testosterona, mediado por las enzimas hidroxiesteroid (17-beta)
dehidrogenasas 2 y 3 (HSD17B2 y HSD17B3). La reaccién opuesta
(oxidacién de testosterona en posicién 17 y conversién a androstenediona)

es catalizada por la monooxygenasa CYP2C19.

-Un tercer andrégeno que sufre igualmente una aromatizaciéon en tres pasos
mediada por CYP19 es la 16a-hidroxiandrostenediona, que se convertira en

la 16a-hidroxiestrona.

-E2 y E1 son también interconvertibles. La conversion estd mediada por las
hidroxiesteroide (17-beta) dehidrogenasas 1, 7 y 8 (HSD17B1, HSD17B7 y
HSD17B8, respectivamente).

-La sintesis de androstenediona viene controlada por la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) a nivel suprarrenal y por las gonadotropinas

(hormona foliculoestimulante o FSH, y hormona luteinizante o LH) a nivel del
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ovario. En el ovario las células de la teca son las encargadas de la sintesis
de androstenediona, que liberan en sangre, mientras que la sintesis de
estrogenos se completa en las células de la granulosa, que contienen la
enzima aromatasa (CYP19). En las mujeres premenopausicas, las glandulas
suprarrenales y los ovarios se reparten a partes iguales la produccién total
de androstenediona (unos 3 mg/dia). Con la menopausia la produccion de
androstenediona se reduce a la mitad debido a la reduccion de esteroides

secretados por el ovario.

Mientras que en la mujer premenopausica la principal fuente de E2 es el
ovario, la mayoria de E1 y E3 se forman en el higado a partir del E2, o en los
tejidos periféricos a partir de la androstenediona. En la mujer
postmenopausica los precursores principales de los estrogenos en los
tejidos periféricos son la androstenediona, la testosterona y la E1. La
androstenediona producida en los ovarios y en la glandula suprarrenal se

transforma en estrégenos en los tejidos periféricos con actividad aromatasa.

Figura 12. Proceso de biosintesis de estrogenos
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dehidrogenasa; 16a-OHasa: 16a-Hydroxilasa
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1.2.3 Metabolismo de los estrégenos. Carcinogénesis mamaria

El metabolismo de los estrogenos es fundamentalmente hepatico, donde
existe mayor expresion de CYPs, pero también tiene lugar en otros 6rganos,
tales como utero, mama, intestino, rifidn e hipdfisis [109]. E1 y E2 estan
sujetos a un metabolismo de fase | (procesos de oxidoreduccién e hidrélisis)
y un metabolismo de fase Il (procesos de glucoronidacion, acetilacion vy

sulfacion).

Mediante procesos metabodlicos de fase I, E1 y E2 dan lugar a catecol
estrogenos y a 16a-hidroxiestrégenos. De los compuestos 16a hidroxilados
(generados a través CYP2D6 o CYP3A4), no se conoce bien su papel, ni a
nivel fisiolégico ni carcinogénico. De mayor interés, en cambio, son los
catecol estrogenos, de los cuales existen cuatro compuestos: 2-hidroxiE1/E2
y 4-hidroxiE1/E2. Esta conversion quimica viene catalizada por el complejo
enzimatico CYP1A1 a nivel hepatico o por CYP1B1 en tejidos extrahepaticos
(mama, ovario, o utero). A su vez, estos compuestos pueden ser oxidados
mediante enzimas oxidativos o iones metalicos, como Cu®** o Fe*", para dar
lugar a semiquinonas u o-quinonas. La reaccién inversa, es decir, la
reduccion de semiquinonas u o-quinonas a catecol estrogenos implica la
liberacion de especies oxigeno reactivas (EOR), como son los radicales
anién superoxido y radicales hidroxilo, con el consiguiente potencial de dafio
oxidativo al ADN.

El metabolismo de fase Il incluye procesos de conjugacion destinados a
hacer los estrogenos mas solubles en agua, por tanto mas facilmente
excretados, o mas lipofilicos, lo que les confiere vidas medias mas largas
(Figuras 13 y 14). Los conjugados estrogénicos mas abundantes en plasma
son los sulfatos, seguidos de los glucoronidos. El sulfato de estrona (E1S) es
el estrogeno circulante mas abundante, con concentraciones séricas hasta
10 veces las de la E1 no conjugada. Se considera que la via de conjugacién
representa un mecanismo de proteccion ante el dafio causado por EOR.
Entre estos procesos destaca el enzima catecol O-metil transferasa (COMT),

que cataliza la metoxilacion de 2-hidroxiestrona/estradiol o 4-
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hidroxiestrona/estradiol a O-metoxiestrogenos. La O-metilacion reduce las
moléculas catecol circulantes, y por tanto la generacion de quinonas,
semiquinonas, y consiguiente reduccion y formacion de EOR, por lo que se
considera un via detoxificante. De hecho, hoy se acepta universalmente que
altos niveles de 4-catecol-estrogenos y, en menor proporcion, de 2-catecol
estrégenos, asi como bajos niveles de sus compuestos metoxilados,
aumentan el riesgo de CM. Los metoxiestrogenos han demostrado, ademas,
tener efectos antiproliferativos en lineas celulares de CM y se han asociado
a una disminucion de riesgo de enfermedad cardiovascular. Ello se ha
relacionado, al menos en parte, con una disminucion del metabolismo
oxidativo de los estrogenos, ya que se ha demostrado que los
metoxiestrogenos ejercen un feed back negativo sobre esta via, al inhibir
CYP1A1 and CYP1B1 [110]. Los mecanismos de carcinogénesis mamaria
propuestos en relacién al metabolismo de los estrogenos se muestran en la
Fgura 15 e incluyen iniciacion tumoral a partir de mutaciones generada a
partir de dano oxidativo y formacion de aductos RE-DNA, asi como
promocién por accion del estrégeno sobre el RE y aumento consiguiente de

actividad transcripcional y proliferacion celular.

Figura 13. Principales vias de conjugacion de E; y E+
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Figura 14. Formacion y conjugacion de Catecol Estrégenos y Estrogeno-

Quinonas.
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Figura 15. Metabolismo de los estrogenos y mecanismos propuestos de

carcinogénesis mamaria [111]
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1.2.4 Transporte en el torrente sanguineo

La mayoria de las hormonas circulantes viajan en el torrente circulatorio
unidas a proteinas séricas. En las mujeres, aproximadamente un 37% del E2
se une con alta afinidad a la Globulina Transportadora de Hormonas
Sexuales (SHBG, del inglés Sex Hormone Binding Globulin), 61% a la
albumina, en este caso con baja afinidad, y sélo el 2% se encuentra libre.
Tanto la fraccién libre, como la unida a la albumina son biolégicamente
activas, y ambas estan sujetas a procesos metabdlicos. E2 y E1 tienen una
vida media de unos 20-30 minutos [112]. Los metabolitos de los estrégenos
se unen a las proteinas séricas en proporciones variables. Mientras los
metabolitos 2-OH tienen poca afinidad por la SHBG, los 2- metoxiestrégenos
tienen el doble de afinidad por SHBG que el propio E2 [113]. En cuanto a
E1S, ésta viaja en un 99% unida a la albumina con una relativa alta afinidad,

lo cual le confiere una vida media larga de unas 10-12 horas [112].
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1.2.5 Excrecién

Los metabolitos principales excretados en la orina son 2-OH-E1 y 2-OH-E2,
2-metoxi-E1, E1 no metabolizado y los productos 16a-hidroxilados (16a-OH-
E1 and 16a-OH-E2). La conjugacion de E1 y E2 por enzimas hepaticos e
intestinales genera sulfatos, que se encuentran en plasma, y glucorénidos,
que son excretados en bilis y orina. Los conjugados de estrégenos de la bilis
se hidrolizan en el colon por enzimas de la flora intestinal y sufren una

circulacion enterohepatica [114].

1.2.6 Niveles fisiologicos de estrogenos circulantes

En la mujer premenopdausica existe una considerable variabilidad individual
en la sintesis y metabolismo de los estrogenos, en la duracién de las
diferentes fases del ciclo ovarico y en los niveles séricos de hormonas
sexuales. Antes de pasar a describir dichos niveles, debe mencionarse la
gran diversidad de métodos de medida utilizados, con las correspondientes
diferentes sensibilidades y especificidades de cada uno de ellos (Ver
también Seccion 1.6). Ello agranda, aun mas, la variabilidad de los niveles
descritos y dificulta enormemente establecer un cut-off generalmente
aceptado para distinguir las diferentes fases y, lo que es mas importante,

discriminar menopausia de premenopausia.

En las mujeres con ciclos ovulatorios normales, el foliculo ovarico secreta
entre 70 y 500 ug de E2 por dia. En la mujer postmenopausica, en cambio,
la produccion de estrogenos por parte del ovario estda muy reducida y se

reduce a <100 pmol/L (0 to 60 pg/mL), mayoritariamente en forma de E1.

La Tabla 13 esquematiza los niveles de E1, E2 y E1S obtenidos en un grupo
de 87 mujeres pre-menopausicas segun la fase del ciclo menstrual. Las
determinaciones se hicieron por duplicado y con un afo de diferencia

mediante métodos indirectos [115]
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Tabla 13. Niveles de E1, E2 y E1S en mujeres premenopausicas en funcién

de la fase del ciclo menstrual [115]

N Muestra 1 Muestra 2*
Media (SD) Media (SD)
Fase folicular
E2 (pg/mL) 84 51.3 (31.8) 50.9 (36.2)
E1(pg/mL) 85 43.4 (18.7) 40.9 (17.0)
E1S (pg/mL) 32 389 (280) 410 (309)
Fase lutea

E2 (pg/mL) 85 137 (70.8) 136 (80.8)
E1(pg/mL) 85 90.0 (43.7) 89.3 (41.3)
E1S (pg/mL) 30 668 (364) 674 (308)
Progesterona 85 1107 (738) 1080 (829)
(ng/dL)

D: desviacion estandar

En lo que respecta a los niveles medios de estrdgenos en mujeres
postmenopausicas, se detallaran en la Seccion 1.7, puesto que en este caso

es todavia mas critico el método de medida utilizado.

1.2.7 Acciones fisiolégicas de los estrégenos

Las acciones fisioldgicas de los estrogenos vienen mediadas a través de su
receptor natural (RE), del que existen 2 isoformas principales, a y f (ver
Seccidon 1.2.8). Asimismo se sabe que una proteina de la familia GPCR (del
inglés G protein-coupled receptor) es capaz también de unirse a E2, y no a
otros estrogenos, con alta afinidad. Esta proteina,conocida como GPER (del

inglés, G protein-coupled estrogen receptor) esta situada en el reticulo
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endoplasmatico y se le atribuyen parte de las acciones rapidas del E2 via no

gendmica (Seccion 1.2.8) [116]

REa esta expresado en utero, vagina, células del estroma ovario, glandula
mamaria e hipotalamo; en hombres se expresa en el epitelio de los ductos
eferentes [117]. REB esta altamente expresado en células de la granulosa
del ovario y préstata, y en menor cantidad en pulmén, corazén, intestino,
cerebro y hueso [118, 119]. Ambas formas estan expresadas tejidos grasos
subcutaneos, asi como en el sistema vascular [120]. Por ultimo, GPER esta
presente en cerebro, tejidos periféricos, vena safena y arteria mamaria
interna [121]. La amplia distribucién, pues, de estos tres receptores justifica

una gran variedad de funciones que se exponen a continuacion:
. En o6rganos y tejidos reproductivos

E2, el estrégeno con mayor actividad biolégica, actia como una hormona de
crecimiento para los tejidos de los 6rganos reproductivos. Aparte de su papel
en el desarrollo de la glandula mamaria colabora en el alineamiento de la
vagina, de las glandulas del cérvix, del endometrio, y de las trompas de
Falopio, asi como en el mantenimiento de los oocitos en el ovario. Estimula,

asimismo, el crecimiento del miometrio.
. En el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios

El desarrollo de los caracteres sexuales secundarios también viene
mediado por E2. Dicho desarrollo empieza durante la pubertad, se acentua
durante la edad reproductiva y posteriormente declina con la menopausia, a
medida que el ovario deja de producir estrogenos. E2 es responsable del
desarrollo normal del tejido mamario, alteracién de la forma corporal,
cambios en la piel y distribucién de la grasa corporal caracteristica de la

mujer.
J En el ciclo menstrual

Durante el ciclo menstrual el incremento de niveles de E2 producido por el
foliculo en crecimiento (fase folicular) desencadena, a través de un feed-

back positivo, un aumento de LH, que producira la ovulacién. Después de la
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ovulacion, en la fase luteal, E2 actua conjuntamente con la progesterona

para permitir la implantacion en el endometrio del évulo fecundado

J En el embarazo

Durante el embarazo, los niveles de E2 aumentan porque son producidos
ademas por la placenta, y colaboran en el mantenimiento de la gestacion y

probablemente en el inicio del trabajo de parto.
. En 6rganos no reproductivos

E2 tiene un papel fundamental en el mantenimiento de la salud 6sea y de las
articulaciones. Tiene un impacto muy relevante en el mantenimiento de la
mineralizacién del hueso, de manera que la deficiencia de E2 (ya sea
fisiolégica, en la menopausa, o inducida por tratamientos hormonales) se

asocia a un riesgo incrementado de osteopenia/osteoporosis.

A nivel del cerebro, los estrogenos han demostrado tener un efecto
neuroprotector. Asimismo los estrégenos (particularmente metoxiestrégenos,
(Vease Seccion 1.2.3) han demostrado tener propiedades antioxidantes y
un efecto vasodilatador a nivel coronario [120, 122]. En cuanto a su accion
sobre los niveles de lipidos, sabemos que las mujeres premenopausicas
tienen un perfil lipidico menos aterogénico que los hombres de edad similar,
debido a un nivel mayor de lipoproteinas de alta densidad o HDL (del inglés
High Density Lipoprotein) y a un menor nivel de triglicéridos, lo cual esta
claramente relacionado con una menor acumulaciéon de grasa central. La
menopausia natural o quirdrgica se asocia a un rapido cambio en esta
distribucion grasa y, en consecuencia, la aparicion, ya a los 3 meses, de un

perfil lipidico adverso [123].

1.2.8. Mecanismo molecular de accién de los estrégenos: Receptor de

Estrégeno

El RE es una proteina que pertenece a la superfamilia de receptores

nucleares, que incluye los receptores de la hormona tiroidea, del acido
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retinoico y de la vitamina D [124]. RE es, basicamente, un factor de
transcripcion que se une al ADN, pero tiene también funciones adicionales

independientes de la union a éste [125].

Las dos isoformas mas comunmente expresadas del RE, a y 3, estan
codificadas por sendos genes, ESR1 y ESR2. ESR1 esta localizado en el
cromosoma 6q (25.1), mientras que ESR2 se localiza en 14q (23-24.1) [106]

Las proteinas codificadas por dichos genes estan constituidas por 5
dominios (A, B, C, D y E) y presentan una alta homologia (Figura 16) [126].
REa y REP tienen un peso molecular de 45-66 y 53-59 kDa,

respectivamente [127, 128]

Figura 16. Estructura proteica de REa y REB

Dominio de

~ unién aADN AF2

AF1
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RKT
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pKa
CI
1 180 263 302 552 595
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Los numeros determinan la secuencia de aminoacidos. En los circulos rojos se
indican los lugares de activacion del dominio (por fosforilacion) y de la/s molécula/s
responsable/s de dicha fosforilacion.

El dominio N-terminal A/B es capaz de transactivar la transcripcidén génica en

ausencia de ligando, aunque esta activacién es leve y mas selectiva
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comparada con la activacion asociada al dominio E. También se conoce
como AF-1 (del inglés Activating Factor 1). El dominio C, también conocido
como dominio de unién al ADN, se une a zonas concretas de éste conocidas
como elementos de respuesta a estrogenos (ERE). EI dominio D es una
region bisagra, flexible, que conecta los dominios C y E, y que, se cree,
influye en el trafico distribucion subcelular de RE. Finalmente, el dominio E
contiene la cavidad que se une al ligando, asi como a proteinas
coactivadoras y corepresoras. A nivel terciario, esta configurado por hasta

12 hélices.

Es el dominio que activa la transcripcion génica en presencia del estrogeno y
también es conocido como AF2 (del inglés Activating Factor 2). En el
extremo C terminal existe ademas el dominio F, que es variable en longitud,
incluye la hélice 12 (H12) y podria explicar en parte las diferencias de
respuesta de ER entre E2 y SERMSs (del inglés Selective Estrogen Receptor
Modulators) [129]

REa y REB se unen a su ligando natural, E2 con igual afinidad, pero, en
cambio, interaccionan de forma diversa con otros estrogenos naturales o
sintéticos. Asi, E1 y raloxifeno se unen preferentemente al REa, mientras

que E3 y genosteina se unen preferentemente al REf.

En respuesta a la senalizacion estrogénica, REa normalmente promueve la
proliferacion del epitelio normal y neoplasico, mientras que REB tiene en

general un efecto antiproliferativo y pro-apoptético.

El RE, activado por su ligando, forma dimeros, que pueden ser
homodimeros REa (aa) o REB (BB) o heterodimeros (ap) [130]

En principio se considera que ER es un receptor citoplasmatico en su estado
inactivado, pero estudios de visualizacion lo localizan practicamente siempre

en el nucleo celular [131].

Hoy en dia se considera que el estrégeno actua a nivel celular a través de
tres mecanismos, via gendmica, no gendmica y post-trasncripcional (Figura
17)
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Via gendémica, nuclear o clasica

Segun esta via, el estrogeno difunde libremente a través de la membrana
fosfolipidica citoplasmastica. En el citoplasma se une al RE, provocando que
éste se disocie de la Heat Shock Protein 90 (HSP-90), y se produzca la
translocalizacion del complejo estrégeno-ER al nucleo. Ya en el nucleo, el
complejo estrégeno-ER forma homo- o heterodimeros. Estos se unen a
secuencias especificas del ADN, los ERE, y reclutan una serie de proteinas
co-represoras y co-activadoras. Las proteinas co-activadoras tienen
actividad histona-acetiltransferasa, y gracias a ella, promueven la apertura
de la cromatina, facilitando la transcripcién génica. En cambio las proteinas
co-represoras son basicamente deacetilasas que actuan sobre las histonas
promoviendo la compactacion de la cromatina [132]. Entre las proteinas co-
represoras y co-activadoras destacan PAX2 (del inglés Paired box gene 2) y
AIB1 (del inglés, Amplified In Breast 1) respectivamente, las cuales tienen un

papel fundamental en la eficacia de tamoxifeno [133] (Seccién 1.3.1.3).

El complejo estrégeno-ER puede interaccionar directamente con el ADN a
través de los ERE, o indirectamente a través de factores de transcripcion,
como son AP1 (del inglés Activation Factor 2), o Sp1 (specificity protein 1)
[125]. Adicionalmente la presencia de E2 aumenta la expresion de los
factores de transcripcién relacionados con la proliferacion fos, myc y jun. Por
ultimo, otras regiones del genoma diferentes a los EREs, como son la
secuencia TGF-a (del inglés Transforming Growth Factor o) estrégeno-
respondedora, presentan respuestas a E2, pero con menor afinidad [134].La
consecuencia final de esta transcripcion génica es la activacion de procesos

de invasion, migracioén, proliferacion y angiogénesis.

De la interaccion ligando-RE, concentracion relativa de isoformas a y § y de
proteinas co-activadoras y co-represoras en cada tejido, y del tipo de
ligando, el balance entre co-activacion y co-represién sera distinto, con lo
que predominara una actividad agonista o bien antagonista [135]. Ello
explica el mecanismo de accion de los llamados SERMs (del inglés Selective
Estrogen Receptor Modulators). Como consecuencia el mismo ligando

puede actuar como agonista en un tejido (en el que predominan co-
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activadores) y antagonista en otro (en el que predominen co-represores).
Asi el tamoxifeno, el SERM mas antiguo y utilizado, actua como antagonista
en mama y células de cancer de mama, agonista sobre el hueso y tiene una

actividad agonista parcial en endometrio
Via no genémica

Algunos RE se encuentran asociados a la membrana celular y pueden ser,
por tanto, rapidamente activados por la exposiciéon a los estrégenos que
viajan por el torrente circulatorio. Adicionalmente, algunos RE se localizan en
la parte interna de la membrana celular porque forman complejos con otras
moléculas, como son la caveolina-1, proteinas G, receptores tirosin-quinasa
(RTK) como EGFR (del inglés Epidermal Growth Factor Receptor), y IGF-1
(del inglés Insulin Growth Factor 1), y proteinas con actividad quinasa que
no son receptores de membrana, como Src. De la interaccion RE-RTKs se
deriva el envio de sefiales de proliferacion al nucleo mediante las vias de
mitogen-activated protein kinase / extracellular signal-regulated kinase
(MAPK/ERK) y de phosphoinositide 3-kinase (PI3K/AKT).

Post-transcripcional

Los estrogenos pueden inducir modificaciones post-transcripcionales y post-
translacionales de su propio receptor. En este setndio se sabe que E2,
mediante la regulacién trasncripcional del factor estabilizante del ARNm,
puede aumentar los niveles de ARNm del propio RE, al dificultar su
degradacion. De esta manera asegura la estabilidad de ER en determinados
tejidos [136]. Se ha visto, ademas, que los SERMS pueden tener diferente
eficacia, en parte, debido a diferencias en la capacidad del complejo SERM-

RE de alterar la propia expresion de RE [118].
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Figura 17. Mecanismo de accion del RE en CM
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1.3 HORMONA FOLICULOESTIMULANTE Y HORMONA
LUTEINIZANTE

1.3.1 Origen y formulacién quimica [137, 138]

Las gonadotropinas constituyen una familia de hormonas de estructura
glicoproteica (Figura 18). Dicha familia incluye la Hormona Foliculo-
estimulante (FSH, del inglés Follicule-Stimulating Hormone), la Hormona
Luteinizante (LH, del inglés Luteinizing Hormone), secretadas ambas por las
células gonadotrofas de la hipdfisis, y la gonadotropina coridnica (hCG,
human Corionic Gonadotrophin), que tiene su origen en la placenta. La
Hormona Estimulante del Tiroides (TSH, del inglés Thyroid-Stimulating
Hormone), también llamada tirotropina, es una glicoproteina estructuralmente
relacionada secretada por las células hipofisarias tirotrofas. Por ultimo, la
Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH, del inglés Gonadotrophin
Releasing Hormone) es un decapéptido secretado a nivel de los nucleos pre-
optico y arcuato del hipotalamo y que, a través de la circulacién hipdfisis-
portal, es transportada a la hipofisis anterior. Es a este nivel donde la GnRH
estimula la secrecion de LH y FSH. El recorrido que debe hacer para hacerlo
es muy corto, lo que explica, por un lado, que pequefas cantidades de GnRH
adquieran facilmente concentraciones suficientes como para ejercer su

accion, y, por otro, que GnRH sea indetectable en la circulacion periférica.

LH, FSH, TSH y hCG son glicoproteinas diméricas, formadas por 2 unidades
polipeptidicas, a y f, interconectadas mediante puentes disulfuro. Cada una
de las unidades va unida a un oligosacarido. La unidad o de la LH, FSH, TSH,
y hCG son idénticas, y contienen 92 aminoacidos. En cambio, la unidad f
varia segun la hormona, confiriéndole su funcién biolégica especifica. La
unidad p de la LH es similar a la de la hCG, con la que comparte el mismo
receptor; sin embargo, la B-hCG contiene 24 aminoacidos adicionales y difiere
de la LH en la composicion del oligosacarido. La diferencia en la composicion
de los oligosacaridos afecta la bioactividad y la velocidad de degradacion. La
vida media bioldgica de la LH es de 20 minutos, mucho mas corta que la vida
media de 3-4 horas de la FSH o de las 24 horas de la HCG.
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Figura 18. Estructura quimica de FSHy LH
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1.3.2 Funciones de la LH y FSH sobre el ovario. Ciclo menstrual vy

mecanismos de regulacion hormonal [139-142]

La LH y la FSH cooperan en su funcion sobre los érganos reproductivos. En la
mujer FSH actua basicamente sobre las células de la granulosa del ovario,
mientras que LH lo hace sobre las células de la teca (teoria de dos hormonas,
2 células). La FSH controla el crecimiento de las células de la granulosa y la
produccion de estrogeno, mientras que la LH controla la ovulacién y la
luteinizacion del foliculo. Las funciones principales de ambas gonadotropinas
sobre el ovario se esquematizan en la Figura 19, mientras que la anatomia

ovarica y las fases de desarrollo folicular se representan en la Figura 20.
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Figura 19. Acciones de la FSH y LH. Teoria de “dos hormonas, dos células”
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Figura 20. Anatomia del ovario. Fases de desarrollo del foliculo
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Como se ha comentado, la liberacion de FSH y LH responde al control de la
GnRH, que se libera en forma de pulsos. Pulsos de GnRH de baja
frecuencia estimulan un ligero aumento de los niveles de FSH en la primera
fase del ciclo menstrual de la mujer, lo que propicia el crecimiento del
foliculo, mientras que pulsos de alta frecuencia conducen a una brusca
elevacion de LH justo antes de la mitad del ciclo, lo cual desencadena la

ovulacion y la formacion del cuerpo luteo (Ver también Figura 21).

El ovario también desempena un papel clave en la regulacion de este
proceso. Asi, para asegurar la liberacion de oocitos en el momento
adecuado y el mantenimiento del cuerpo luteo, ejerce un feedback directo
sobre hipotalamo e hipdfisis. Por ejemplo, los estrogenos producidos por el
foliculo en crecimiento inhiben la produccion de GnRH en el hipotalamo, ello
aumenta la frecuencia de pulsos de GnRH, con lo que se desencadena el
pico ovulatorio de LH. Ademas de los estrégenos, otras hormonas

sintetizadas en las células de la granulosa participan en la regulacion de
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estos procesos, como son las activinas, la folistatina, las inhibinas y la
hormona antimulleriana (AMH, del inglés Antimiillerian Hormone). Las
activinas colaboran en la funcion de la FSH, ya que facilitan la secrecién de
ésta, promueven el desarrollo folicular e inhiben la produccion de andrégeno.
La folistatina se une a la activina para inhibir su funcién biolégica. En cuanto
a la inhibina B, se sabe que sus niveles aumentan de forma paralela, aunque
mas tardia, a la FSH, y al igual que el estrogeno, es un factor inhibitorio de la
secrecion de FSH. Por ultimo la AMH participa en la foliculogénesis,
restringiendo la progresion del desarrollo de foliculos primordiales en etapas
iniciales, mientras que en etapas tardias inhibe la sensibilidad del foliculo
antral a la FSH, asi como la actividad aromatasa. A diferencia de lo que
ocurre con la inhibina y E2, sus niveles son estables a lo largo del ciclo y no

estan sometidos a la regulacién de las gonadotropinas

Figura 21. Ciclo ovarico femenino: fases folicular y lutea, niveles hormonales

y desarrollo del foliculo y del endometrio en cada fase
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La FSH actua de forma sinérgica a la LH. En la mujer inicia y mantiene la
maduracién de los foliculos, estimula la secrecion de estrégenos y, en menor
medida, de inhibina y de otros productos proteicos producidos por las células
de la capa granulosa del foliculo ovarico. Ademas, aumenta el numero de
receptores de la LH en las células diana, aumentando la sensibilidad de
dichas células a la LH e induce la enzima aromatasa en estadios precoces
del desarrollo folicular (al inicio, por tanto, de la fase folicular del ciclo
menstrual). Durante los ultimos dias de dicha fase, las activinas y el E2
aumentan la accién de la propia FSH. En la segunda fase del ciclo, a
secrecion de la FSH se ve disminuida por la accion de los estroégenos y la
inhibina B.

En base al uso de FSH en fertilizacion asistida, sabemos que existen
polimorfismos tanto del receptor de FSH (FSHR) [143, 144].como del
receptor de la LH [145], que se relacionan con niveles basales alterados de
gonadotropinas y respuestas andémalas a la administracion de FSH o LH

exdgenas.

1.3.3 Niveles fisiologicos circulantes de FSHy LH

Los niveles de la LH son altos en el momento del nacimiento por unos pocos
meses y estan normalmente bajas durante la infancia hasta la pubertad.
Durante los anos reproductivos de la mujer los valores habituales oscilan
entre los 5-25 mIU/ml. Los niveles fisiolégicos altos de LH se ven durante el
pico de la ovulacion, tipicamente durando unas 48 horas, después de lo cual
vuelven a sus valores normales. En la mujer menopausica, debido a la
disminucién de E2 circulante, éste deja de ejercer su inhibicién sobre la LH y
los niveles de ésta aumentan, siendo habitual detectar valores de entre 14.2
a 52.3 mUl/ml.

En cuanto a la FSH los niveles habituales en la mujer son los siguientes:
entre 0-4.0 mUI/ml antes de la pubertad, entre 0.3 y 10 mUIl/ml durante la
pubertad, entre 4.7 y 21.5 mUI/ml en la mujer menstruante y entre 25.8 y

134.8 ml/U/ml después de la menopausia [146].
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Junto con E2, los niveles circulantes de FSH y LH ayudan a establecer el
estado menopausico de la mujer. Aunque la definicion de menopausia es
inicialmente clinica (cese de menstruaciones durante 12 meses
consecutivos, en ausencia de una condicién médica o tratamiento que pueda
justificarlo), existe amplia variabilidad en la definicidon bioquimica de ésta. No
obstante, y en términos generales, se acepta que una FSH >45 mUIl/mL y
un estradiol <20 pg/mL definen adecuadamente el estado de menopausia
siempre que sea ello congruente con la clinica, y sobre todo si se confirma

en sucesivas determinaciones.
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1.4. FARMACOLOGIA DE LOS AGENTES HORMONALES UTILIZADOS
EN EL TRATAMIENTO ADYUVANTE DEL CANCER DE MAMA.

1.4.1. Tamoxifeno

1.4.4.1. Categorizacién y formulacién quimica

El tamoxifeno (Z)-2-[4-(1,2-difenilbut-1-enil)fenoxi]-N,N-dimetiletanamina,
(Figura 22) es un farmaco no esteroideo utilizado durante décadas para el
tratamiento del CM. Actua antagonizando el RE a nivel del tejido mamario,
aunque en otros tejidos, como el endometrio o el hueso, puede ejercer una
accion estimuladora. Por este motivo se considera un modulador selectivo

del receptor estrogénico (SERM) mas que un antiestrégeno puro.

Figura 22. Férmula quimica del tamoxifenoy de sus metabolitos
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1.4.1.2 Farmacocinética y farmacogenémica del tamoxifeno.

Interacciones farmacologicas

La formulacién del tamoxifeno es oral, con una dosificacion habitual de 20
mg 1 vez al dia. Tras la ingesta de una unica dosis oral se produce un pico
plasmatico hacia las 5 horas. El tamoxifeno se une a proteinas plasmaticas
en un 99%. Se considera que el estado estable (steady state) se consigue a
partir de las cuatro semanas con la ingesta oral diaria [147], mientras que el
de su metabolito primario, el N-desmetil tamoxifeno se consigue a partir de
las 8 semanas. La vida media calculada de éste es de unos 14 dias. El
metabolismo del tamoxifeno es hepatico, principalmente a través de las
formas 3A4/5, 2D6 y 2C19 del citocromo P450 (CYP)[148]. Dichos enzimas
daran lugar a los metabolitos primarios y secundarios. Entre ellos los
metabolitos dehidroxilados, 4-hidroxi-tamoxifeno y endoxifeno son los que
se consideran propiamente activos (Véase Figuras 22 y 23), de manera que
en realidad el tamoxifeno debe considerarse como una prodroga. 4-
hidroxitamoxifeno y endoxifeno tienen actividad bioldgica similar, pero las
concentraciones plasmaticas de endoxifeno son 10 veces mayores, aunque
existe en éstas una alta variabilidad interpaciente. Los metabolitos del
tamoxifeno, a su vez, son desactivados a través de sulfotranferasa
(SULT)1A1 y por UDP-glucoroniltransferasas (Figura 16). La via de
desactivacion mas importante es la glucoronidacion, de manera que el 75%
de la dosis de tamoxifeno es excretada por la bilis en forma de glucorénidos
[149]
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Figura 23. Metabolismo del tamoxifeno
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4hidroxiTAM y endoxifen son los metabolitos considerados activos. El grosor de las
flechas explica la contribucion relativa de cada complejo enzimatico a la formacion
de cada compuesto

Puesto que el endoxifeno se considera hoy en dia el metabolito del
tamoxifeno con mayor actividad biolégica in vivo, la eficacia y toxicidad de
éste ultimo se han relacionado de forma directa con la actividad enzimatica
del citocromo P450, en particular de CYP2D6, que es el complejo enzimatico
que mas contribuye a su la formacién de endoxifeno. La actividad de
CYP2D6 dependera tanto de polimorfismos génicos individuales como del
consumo concomitante de farmacos que lo inhiban de forma potente.Hoy en
dia se reconocen mas de 100 variantes alélicas de CYP2D6; en funcion de
éstas la poblacién puede clasificarse en 4 grupos: ultrametabolizadora
metabolizadora, pobre metabolizadora o con metabolismo intermedio. En la
poblacién Europea aproximadamente 5-10% de los individuos seran
metabolizadores pobres, y un 10-15% tendran una actividad metabdlica
intermedia [150]. La poblacion pobre metabolizadora tiene una actividad

enzimatica muy reducida de CYP2D6 y, en consecuencia, unos niveles
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séricos de endoxifeno muy bajos [151]. Asi, un estudio pionero basado en
190 pacientes tratadas con tamoxifeno adyuvante comunicé una peor SLE y
una menor tasa de sofocos en la poblacion homocigota para la variante
hipofuncionante 4* (CYP2D6 4*/4*) [152]. Hoy sabemos que multiples
variantes alélicas de CYP2D6 pueden determinar un estado metabolizador
pobre y no simplemente la variante 4*/4* inicialmente reportada. El beneficio
clinico relativo del tamoxifeno adyuvante en pacientes segun el estado
metabolizador de tamoxifeno es actualmente objeto de controversia [153], de
manera que, aun existiendo tests diagndsticos disponibles que determinan el
estado de CYP2D6[154], su uso para decisiones clinicas no esta
recomendado. De hecho, se sabe que hasta un 24% de pacientes
consideradas metabolizadoras pobres de CYP2D6 pueden alcanzan niveles
terapéuticos de endoxifeno[155], por lo que necesariamente en la obtencion
de los niveles de endoxifeno deben estar implicados otros complejos
enzimaticos. Asi, por ejemplo, se ha visto que la poblacién germana con dos
alelos de actividad reducida de CYP2C9 tiene niveles de endoxifeno mas

bajos que los individuos con los 2 alelos normofuncionantes [156].

Por lo que se refiere a farmacos que inhiben de forma potente CYP2DG6,
destacan los antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptaciéon de
serotonina (ISRS), principalmente paroxetina y fluoxetina, sertralina y
duloxetina. Su administracion concomitante a tamoxifeno se relaciona con
una disminucion significativa de los niveles de endoxifeno séricos en
pacientes con variantes alelicas que comportan metabolizacion rapida o
intermedia de tamoxifeno [157]. En la actualidad existe un amplio consenso
sobre la necesidad de evitar en lo posible la prescripcion concomitante de
medicacion inhibidora de CYP2D6 en cualquier paciente que recibe
tratamiento con tamoxifeno. En lo que respecta a los enzimas responsables
de la inactivacion de los metabolitos activos de tamoxifeno, no existen datos
todavia en cuanto a su posible papel en la prediccion de la respuesta al
tratamiento. Finalmente, en lo que se refiere a la excrecion de tamoxifeno,
se ha demostrado que el 65% de la dosis administrada se excreta del cuerpo
en dos semanas, siendo la excrecion fecal la ruta primaria de eliminacion
[158]
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1.4.1.3 Farmacodinamia

Los metabolitos del tamoxifeno, 4-hidroxitamoxifeno y endoxifen, difunden
libremente desde el torrente circulatorio hasta el citoplasma celular, donde,
por un lado impiden la unién de estradiol a su receptor natural, el RE, a
través de un mecanismo competitivo y, por otro, inducen un cambio
conformacional diferente a dicho receptor, de manera que al complejo
resultante RE-tamoxifeno (Figura 24) se unen menos agentes co-
activadores y mas co-represores, con lo que finalmente genes criticos para

la replicacion celular no pueden transcribirse.

Figura 24. Mecanismo molecular de accién del tamoxifeno
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Algunas de estas proteinas co-represoras incluyen NCoR 1 (del inglés,
Nuclear receptor co-repressor 1) y SMRT (del inglés, silencing mediator for

retinoid or thyroid-hormone receptors), también llamado NCoR 2)[159].

La funcién de tamoxifeno puede ser regulada por multiples sefiales, entre las
que cabe mencionar aquéllas derivadas de factores de crecimiento de
membrana. Asi, se ha dicho que la expresion de EGFR y HER2 conlleva la
resistencia a tamoxifeno por mecanismos no genomicos, puesto que la
funcién gendmica de supresion de ER continua inalterada. En cuanto a la via
de IGF, cabe decir que IGF-IR (Insulin Growth Factor Receptor 1) es un gen
estrégeno-dependiente, y su transcripcién permanece suprimida en presencia
de tamoxifeno. Sin embargo, los niveles de IFG-IR fosforilado (p-IGF-IR), la
forma activa, aumenta claramente en lineas celulares de CM que desarrollan
resistencia[160]. Mas recientemente hemos sabido que, para tener actividad
plena, tamoxifeno necesita bloquear a HER2 [133], porque altos niveles de
éste se relacionan con tumores tamoxifeno-resistentes [161]. Para ello
necesita la cooperacion de la proteina PAX2[133], en cuya presencia el
complejo tamoxifeno/ER puede suprimir la expresién de la proteina de HER2.
Por el contrario, si la expresion de la proteina co-activadora AIB-1 es mayor
que la de PAX2, el complejo tamoxifeno/ER regula al alza la expresién de

HERZ2, lo que resulta en el aumento de la proliferacion celular[133]

Estudios in vitro demuestran que tamoxifeno y sus metabolitos ejercen un
efecto dual; en general, a concentraciones entre 5 y 12.5 uM,actian como
citostaticos, arrestando las células tumorales en fase Gy y G4, y este efecto es
dosis-dependiente y relacionado con su afinidad por el RE; sin embargo, a
mayores concentraciones podrian tener un efecto citotéxico independiente de
la presencia de RE[162]. También se ha observado en modelos animales que
tiene una actividad anti-angiogénica independiente de su accion sobre el RE
[163]

De la interaccion tamoxifeno/RE se derivaran multiples efectos. Como ya se
ha comentado en la Seccion 1.2.5, dependiendo de la concentracion vy

proporcion relativa de REa i RES en érganos dianas y de las concentraciones
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de estradiol circulantes, predominara una accion agonista (similar a un
estrogeno débil) o antagonista (actividad propiamente antiestrogénica). En la
Figura 25 se muestra la accién predominante del tamoxifeno sobre los
organos hormonosensibles de la mujer postmenopausica. En ésta ultima, la
accién antagonista en mama y carcinomas de mama se relacionara con su
efecto quimiopreventivo y en eficacia antitumoral, pero a nivel del centro
termorregulador del hipotadlamo y a nivel de piel la misma accion
antiestrogénica condicionara sintomas vasomotores (sofocos y sudoracion) y
sequedad cutanea; en cambio su actividad predominantemente agonista
condiciona efectos beneficios en hueso (efecto antiresortivo), mixtos a nivel
cardiovascular (descenso de colesterol, pero aumento de triglicéridos y riesgo
de trombosis), y claramente perjudiciales a nivel del utero, favoreciendo el

desarrollo de cancer endometrial.

Figura 25. Actividad predominante (agonista vs antagonista) del tamoxifeno

sobre los érganos hormonosensibles de la mujer postmenopausica
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En la mujer premenopausica, en la que los niveles de estradiol son
claramente mas elevados, el efecto agonista del tamoxifeno no es tan
evidente a nivel del utero y a nivel del hueso predomina el efecto antagonista,
por lo que el tratamiento con tamoxifeno se relaciona con pérdida de densidad

mineral 6sea [164].

1.4.1.4. Actividad clinica en el contexto metastasico

Desde hace mas de tres décadas se sabe que el tamoxifeno es capaz de
inducir respuestas clinicas y estabilizaciones prolongadas de la enfermedad
en CMM.

Si nos limitamos a los estudios mas recientes fase Ill en el que el tamoxifeno
se utiliz6 como tratamiento hormonal de primera linea en cancer de mama
metastasico en mujeres postmenopasicas vemos que en el tamoxifeno ofrece
una tasa de respuestas (TR) y de beneficio clinico (BC) del 17-33% y del 38-
63%, respectivamente, con medianas de tiempo hasta la progresion clinica
(TTP) que oscilaron entre los 5.6-8.3 meses [165-170]. En estos estudios
entre el 2 i el 23% de las pacientes habia recibido previamente tamoxifeno
adyuvante y se permitia la inclusion de pacientes con RH desconocidos. En
mujeres premenopausicas la experiencia es mas limitada. Tres estudios
individuales en primera linea de CM avanzado [171-173] y un metaanalisis de
todos ellos (N=220) [174] describen tasas de respuesta (TR) entorno a 25%,
con Tiempo a la progresion (TTP) y SG similares a las conseguidas con

ooforectomia, sin que dichos TTP y SG queden claramente especificados.

En mujeres postmenopausicas, dada la superioridad demostrada en estudios
fase Ill de los IA vs tamoxifeno (ganancia media en TTP: 4.5 meses) [165-
170], éste ultimo se reserva para lineas de tratamiento mas avanzadas, tras
progresion a IA. En un estudio fase |l randomizado de segunda linea
hormonal a la progresion a IA no esteroideo (IANE) el tratamiento con
tamoxifeno en monoterapia se asocié a un 13% de TR, 32% de BC y 4.5
meses de TTP [175] En pacientes premenopasicas la estrategia secuencial
hormonal a utilizar en CMM no esta tan definida, pero se basa en

combinacion de aGnRH con tamoxifeno o IA, maxime cuando actualmente la
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mayoria de pacientes ya han recibido tamoxifeno como tratamiento

adyuvante.

1.4.1.5. Toxicidad

A pesar de los beneficios demostrados del tamoxifeno, tanto en el contexto
adyuvante y metastasico del CM, como en el campo de la quimioprevencion,

debe tenerse en cuenta que se trata de un farmaco no exento de toxicidad

El efecto adverso mas frecuentemente descrito son los sofocos, que afectan
entre el 20-80 % de pacientes, segun las series, y que pueden llegar a
comprometer el cumplimiento del tratamiento a largo plazo. En el estudio de
quimioprevencién NSABP P1, en el que mas de 13000 mujeres con riesgo de
CM (61% mayores de 50 afos) fueron randomizadas a recibir placebo vs
tamoxifeno durante 5 anos [176], el 68.6 vs 81.6% de las participantes, segun
estuvieran en uno u otro brazo de tratamiento respectivamente,
experimentaron sofocos que percibian como “molestos”. El porcentaje de
mujeres que experimentaron sofocos descritos como “extremadamente
molestos” fue también superior con tamoxifeno (17.6 vs 10.1% de casos). Hoy
sabemos que farmacos antidepresivos como la venlafaxina o antiepilépticos
como la gabapentina pueden aliviar esta toxicidad, sin afectar a la eficacia del

tamoxifeno.

También frecuente es el flujo vaginal, que se describi6 como molesto en 55.2
% de las pacientes tratadas con tamoxifeno en el NSABP P1, frente al 35% en

el grupo que recibioé placebo.

Pero los efectos tdéxicos mas preocupantes son la mayor predisposiciéon a la
trombosis venosa profunda (TVP) y al tromboembolismo pulmonar (TEP), asi

como el incremento de riesgo de cancer endometrial.

Asi, el estudio NSABP-P1 describe una tasas anuales medias de TVP y de
TEP de 1.34 y de 0.69 por cada mil mujeres, respectivamente, lo que
representa unas unas Razones de Riesgo (RR) con respecto a placebo de
1.60 (IC 95% 0.91-2.86) para TVP y de 3.01, 1C95% 15-9.27] para TEP.

Dichos riesgos son mayores para las mujeres >50 afnos. En los estudios de
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primera linea con CMM el riesgo de evento tromboembdlico es
compresiblemente mayor, al tratarse de contexto oncolégico avanzado, y
oscila entre el 2.1y el 8.2% [167, 169, 177]

En lo que se refiere al cancer de endometrio invasivo, y también en base a
datos del NSABP P1, el riesgo de desarrollarlo aumenta también con la edad
(RR 1.21 1C95% 0.41-3.60 para la mujeres <49 afios, RR 4.01 1C95% 1.70-
10.90 para las mujeres 250). El RR calculado para todas las pacientes con
tamoxifeno fue de 2.53 (IC 95% 1.35-4.97), de manera que las tasas de
incidencia anual media pasaron de 0.91/1000 en el grupo que recibié placebo
a 2.30/1000 en el grupo de tratamiento. Este riesgo es similar al descrito en el
estudio NSABP-B14 [178] en el que pacientes con CM estadio | recibieron 5
afos de tamoxifeno o placebo, y en el que se comunicé una tasa anual de
cancer de endometrio de aproximadamente 2 de cada 1000 mujeres tratadas
con tamoxifeno. Se sabe que el riesgo aumenta con la duracion del
tratamiento [179], de manera que los estudios randomizados que han
valorado tratamiento con tamoxifeno mas de 5 afos (estudios ATLAS y
aTTOm y re-randomizacion en estudio NSABP B14 [180-182]) describen
incidencias o riesgos acumulados de cancer de endometrio entorno al 3%,
superiores a los de las pacientes que interrumpieron el tratamiento a los 5
afnos (riesgo acumulado de 1.6% en estudio ATLAS e incidencia de 1.3% y
1.5% en estudio aTTOM y NSABP B14, respectivamente). Estas tasas se ven
aumentadas en mujeres que acumulan otros factores de riesgo, tales como
obesidad o tratamiento previo con THS. Afortunadamente la mayoria de estos
tumores endometriales son de buen prondstico. En el estudio NSABP-B14, 21
de 24 canceres de endometrio asociados a tamoxifeno se diagnosticaron en
estadio | de la FIGO y 18 fueron grado 1 o 2. Sin embargo, 4 de estas 24

mujeres (16%) murieron de cancer uterino [183],.

Otros efectos adversos del tamoxifeno observados en estudio NSABP P1 se
comentan en la Tabla 14. Como puede apreciarse, y en linea con lo que
hemos comentado, existe en general menor toxicidad en las pacientes

menores de 50 anos.
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Tabla 14. Otros efectos descritos del tamoxifeno con respecto a placebo en
estudio NSABP P1 (N=13388) [184]

Toxicidad Tasa anual media por cada RR (IC 95%)
1000 mujeres

Placebo Tamoxifeno
Eventos 2.37 2.73 1.15 (0.81-1.64)
cardiacos
isquémicos
Ictus* 0.92 1.45 1.59 (0.93-2.77)
<49 anos 0.39 0.30 0.76 (0.11-4.49)
2 50 anos 1.26 2.20 1.75 (0.98-3.20)
Fractura 5.28 4.29 0.81 (0.63-1.05)
<49 anos 2.24 1.98 0.88 (0.46-1.68)
2 50 anos 7.27 5.76 0.79 (0.60-1.05)
Desarrollo 21.72 24.82 1.14 (1.01-1.29)
cataratas
Necesidad 3.00 4.72 1.57 (1.16-2.14)

faquectomia

No se incluyen sofocos, eventos tromboembdlicos ni cancer de endometrio
previamente comentados

*No incluye accidentes vasculares transitorios

1.4.1.6. Indicaciones

El tamoxifeno recibié la aprobacién de la Food and Drug Administration (FDA)
para el tratamiento del cancer de mama avanzado en mujeres
postmenopasicas en 1977, mientras que en 1986 obtuvo la indicacidon de
adyuvancia hormonal en mujeres postmenopasicas con cancer de mama
precoz y afectacion ganglionar [185]. Posteriormente ha demostrado su
eficacia en el tratamiento de pacientes premenopausicas, con ganglios
negativos [186], CDIS [187], cancer de mama masculino [188] y prevencién
del cancer de mama [189]. En éste ultimo contexto, y para CDIS, es el unico
agente hormonal aprobado, aunque también exemestano y anastrozol han

demostrado eficacia en esta misma situacion [190]
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1.4.2 Inhibidores de la aromatasa: letrozol, anastrozol y exemestano

1.4.2.1. Enzima aromatasa. Categorizacién y formulacién quimica de los

inhibidores de la aromatasa

Tal y como se ha explicado en la Seccion 1.2.2 la enzima aromatasa es la que
cataliza la conversion de androgenos a estrogenos. Este enzima esta
presente en la placenta y en las células de la granulosa del ovario. En el
ovario su expresion dependera de la estimulacion ciclica de las
gonadotropinas. La aromatasa también estd presente, aunque a niveles
menores, en los llamados tejidos periféricos, esto es, grasa subcutanea,
higado, musculo, cerebro, tejido mamario normal y también tejido mamario
neoplasico. Con la menopausia, y con el cese de la actividad ovarica, la
fuente de estrégenos predominante es el tejido graso, por lo que la actividad
aromatasa y los niveles de estrégenos dependeran del indice de masa

corporal [191]

Este enzima esta codificado por el gen CYP19A1, localizado en el cromosoma
15g21.1. El gen comprende nueve exones codificantes, asi como un numero
de exones no codificantes que regulan la expresion del enzima en los
diferentes tejidos y ante diferentes estimulos. El tejido mamario normal
expresa bajos niveles de aromatasa en condiciones fisioldgicas, pero una vez
tiende a la carcinogénesis se produce un cambio en los exones codificantes y
la actividad catalitica del enzima aumenta significativamente en el tejido [192].
De este gen se conocen hasta 88 variantes alélicas; algunas de las cuales,
se han relacionado o bien con un riesgo incrementado de CM [193], o bien
con una mayor o menor eficacia al tratamiento [194, 195], o con incluso
determinados efectos adversos de los IA, tales como sofocos o
desmineralizacion 6sea [196] [197]. También existe una regulacion post-

transcripcional de la aromatasa; asi, se sabe que en CM, TGFa, EGF, FGF
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(Fibrobrast Growth Factor) e IGF-1 (Insulin Growth Factor-1) aumentan la

actividad aromatasa en las células de CM [198].

Los IA son compuestos que inhiben el enzima aromatasa. Los farmacos mas
potentes y que se utilizan en la actualidad son los de tercera generacion.
Disponemos de tres compuestos: letrozol y anastrozol, que son derivados
triazolicos, y por tanto moléculas no esteroideas (IA no esteroideos, IANE o |IA
tipo Il). Se caracterizan por inactivar el enzima de forma reversible. El tercer
compuesto es el exemestano, que es una molécula esteroidea, y que
pertenece a la clase |, inhibiendo el enzima de forma irreversible. En la Figura
26 se representa la estructura quimica de los 3 IA de tercera generacién y en

la Seccion 1.3.2.3 se amplia la informacién sobre su mecanismo de accion.

Figura 26. Estructura quimica de los tres inhibidores de la aromatasa (IA) de

tercera generacion.

Inhibidores de la aromatasa no esteroideos (IANS)
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Letrozol: 4,4'-(1,2,4-triazol-1-yImethyl)dibenzonitrile

Anastrozol: 2,2'-[5-(1H-1,2,4-triazol-1-yImethyl)-1,3-phenylene]bis(2-
methylpropanenitrilo

Exemestano: 6-methylideneandrosta-1,4-diene-3,17-diona

107



1.4.2.2. Farmacocinética y farmacogendmica de los IA

Existen diferencias en los parametros farmacocinéticos de letrozol, anastrozol

y exemestano, diferencias que se resumen en la Tabla 15.

Tabla 15. |A de tercera generacion: Parametros farmacocinéticos

Letrozol Anastrozol Exemestano
Administracion oral oral oral
Dosis (mg/dia) 2.5 1 25
Semivida 96 21 24-47
plasmatica
(horas)
Tiempo a la 2-4 2-4 7*
maxima
supresion de E,
(dias)
Tiempo al Steady 60** 7 7
State (dias)
Relacion con Inhibicion# de Inhibicion# de Metabolizado
complejos CYP2A6 CYP1A2 por
enzimaticos CYP2C19 CYP2C8/9 CYP3A4

CYP3A4

*No estudiado mas precozmente,
**datos sugieren farmacocinética no linear con multiples dosis

#Listado ordenado de mayor a menor inhibicion

Con respecto al farmaco utilizado en nuestro estudio, el exemestano, se trata
de un compuesto que es reconocido como un falso substrato por el enzima
aromatasa y transformado, mediante un mecanismo nicotinamida adenina
dinucletido fosfato (NADPH) -dependiente en un compuesto intermedio que
sera el que inhiba irreversiblemente el enzima, y cause la inactivacion de éste.
Tras una unica dosis de 25 mg es rapidamente absorbido, observando el
maximo efecto de supresion enzimatica a los tres dias, efecto que puede
persistir hasta 5 dias [199]. El principal metabolito de exemestano, el 17-

hidroexemestano, tiene una concentracion plasmatica 10 veces inferior a
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exemestano, y es menos activo que este en cuanto a inhibicién de la
aromatasa, pero se une al receptor de andrégeno con una afinidad 100 veces
mayor que el compuesto parental, lo que explicaria ciertas diferencias en el
perfil toxico, con respecto a los IANE, principalmente la menor resorcion 6sea
observada [200].

1.4.2.3. Farmacodinamia y farmacogendémica

Como ya se ha mencionado en el apartado 1.3.2.1, los IA se dividen en 2

tipos, a) Tipo I, suicidas o no competitivos y b) Tipo Il o competitivos.

Los tipos | son compuestos esteroidales, analogos a la androstenediona,
mientras que de tipo Il son farmacos no esteroideos. En ambos casos simulan
los substratos normales (andrégenos), compitiendo con éstos por el acceso al
lugar de unién del enzima.Una vez se ha unido el inhibidor no competitivo, el
enzima inicia la tipica secuencia de hidroxilacion, pero ésta produce un enlace
covalente irrompible entre el inhibidor y la proteina con actividad enzimatica.
Asi, la actividad enzimatica resulta permanente bloqueada de manera que,
incluso si se retira todo el IA aun no unido, la actividad aromatasa no se
reestablecera hasta la sintesis de nuevas moléculas. En cambio, los |A
competitivos pueden disociarse de su lugar de unién, permitiendo una nueva
competicion entre el 1A y su sustrato natural. En consecuencia, la efectividad
del IA competitivo dependera de las concentraciones relativas de éste y de los
sustratos naturales, asi como de las afinidades relativas de ambos con
respecto al enzima. Y la actividad clinica dependera de la presencia constante
del IA [201]. A diferencia de los |IA de segunda generacion (por ejemplo
aminoglutetimida y fadrozol), que tenian efecto supresivo también sobre
cortisol y/o aldosterona, los |IA de tercera generacion tienen una especificidad
casi completa, con poco o nulo efecto sobre éstos ultimos. Anastrozol es el
farmaco con mayor evidencia de selectividad. Se ha visto que dosis de hasta
10 mg/dia de anastrozol no impactan en los niveles de cortisol ni aldosterona
[202]. El tratamiento con exemestano tampoco altera dichos niveles [203]. En

cambio, varios estudios clinicos han reportado significativos descensos de
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cortisol y de aldosterona con letrozol, pero en general manteniéndose éstos

dentro de los limites de la normalidad y sin clinica asociada [204, 205].

Los IA estan indicados unicamente en mujeres postmenopausicas, puesto
que en mujeres premenopausicas no son eficaces o tienen incluso, una
actividad estimuladora [206]. Asi, en presencia de funcion ovarica preservada,
el uso de IA lleva a un aumento de la secrecion de gonadotropinas debido al
reducido feedback negativo que conlleva el descenso de estrégenos sobre
hipdfisis e hipotalamo. Dicho aumento de gonadotropinas acaba neutralizando

el descenso de estrégenos inicial [191].

Son varios los estudios que han estudiado la eficacia de los |IA de tercera
generacion en cuanto a porcentaje de supresion estrogénica con respecto a
los valores basales pre-tratamiento. Debido a la marcada supresion
estrogénica que consiguen, y a la limitada sensibilidad de la mayoria de
métodos de determinacién, a menudo se ha usado como medida la
aromatizacion total (Total Body Aromatization). Con ello se ha visto que los
tres IA de tercera generacion consiguen una media del 97% de inhibicién
[207-210], frente el aproximadamente 90% que conseguia la aminoglutetimida
[211]. En cuanto a la mayor o menor potencia de supresidn estrogénica de de
uno u otro farmaco, debe remarcarse que es dificil detectar diferencias, dado
que los valores de estrogenos resultantes del uso de IA de 3 generacion
suele estar por debajo del limite inferior de cuantificacion de la mayoria de
métodos, sobre todo si éstos son poco sensibles. Los porcentajes de
inhibicion de la aromatasa y el grado de supresion estrogénica obtenida tras
tratamiento con IA de 3’ generacion en diferentes estudios se resumen en la
Tabla 16.
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Tabla 16. Porcentaje de inhibicién del enzima aromatasa (TBA, del inglés
Total Body Aromatization) y descenso de estrogenos séricos obtenido con
respecto a los niveles basales tras tratamiento con los diferentes IA de 3

generacion en mujeres postmenopausicas

Letrozol | Anastrozol | Exemesta Método
no LLQ
(pmoliL)

Geisler 1996[207]

TBA(%) - 96.7 -

Descenso respecto basal (%) RIA**

E2 - >83.5 - 2.1

E1 - >86.5 - 6.3

E1S - > 93.5% - 2.7

Dowsett 1995[208]

TBA (%) > 98.8% -

Descenso respecto basal (%) RIA

E2 80% - 3

E1 68.1 - 10

E1S - - - -

Geisler 1998[209]

TBA (%) - - 97.9

Descenso respecto basal (%) HPLC-RIA

E2 - - 92.2 2.6

E1 - - 94.5 6.7

E1S - - 93.2 22.2

Geisler 2002 [210](estudio randomizado, RIA**

cruzamiento)

TBA (%)# >99.1 97.3 -

Descenso respecto basal (%)

111



E2 87.8 84.9 - 2.1
E1# 84.3 81.0 - 6.3
E1S# 98.0 93.5 - 2.7
Geisler 2008[212] (reanalisis muestras 2002) HPLC—RIA

Ultra-sensible

Descenso respecto basal (%)

E2# 95.2 92.8 - 0.67
E1# 98.8 96.3 - 1.14
E1S# 98.9 95.3 - 0.55
Dixon 2008[213] (randomizado, con cruzamiento) RIA
Proporcion de 2 37 - 3
pacientes con

niveles E22

LLQ#

E2 (media, 1.56 2.71 -

pMol/L)]

E2 residual (%) 5.9 10.1 -

E1S 2 4.6 - 15
residual(%)#

TBA: Total Body Aromatization; solo se mencionan los trabajos que estudiaron
letrozol, anastrozol y exemestano a dosis habituales (2.5, 1 y 25 mg/dia,
respectivamente. LLQ: Limite bajo de Cuantificacién, del inglés Low Limit of
Quantification. Los numeros de pacientes incluidoas en cada estudio oscila entre 10
y 13, con la excepcion del estudio de Dixon (N=54); el porcentaje de descenso
respecto valor basal viene representado en media geométrica en todos los casos

Las casillas en blanco representan No evaluado o No aplicable
*Método de determinacién de niveles de estrogenos circulantes

RIA: radioimmunoensayo: **para E1S se utilizd RIA precedido de técnica de
purificaciéon

#diferencias estadisticamente significativas

[ Valores medios calculados por extrapolacion

Entre los estudios mencionados en la tabla anterior y que comparan el grado
de supresién estrogénica de los diferentes IA, destacan, por su disefio, los de

Geisler [212] y Dixon [213]. Ambos estudios fueron randomizados, doble
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ciego, y con cruzamiento (ver esquema en Figura 27). En ambos estudios las
pacientes recibian anastrozol y letrozol, de forma secuencial y durante un
periodo corto de tiempo cada uno de ellos (6 o 12 semanas, segun el estudio)
La asignacion consistia en recibir una u otra secuencia: letrozol—anastrozol,
o bien anastrozol—letrozol. En ambos quedd demostrada la mayor potencia
supresiva de letrozol. En el estudio inicial de Geisler, llevado a cabo en 12
mujeres, se observaron diferencias significativas a favor de letrozol en E1,
E1S, y TBA, pero no en E2. Cuando dichas muestras se re-analizaron afos
mas tarde utilizando técnicas ultrasensibles, con limite de detecciéon para E2
mucho mas bajo, se consiguié demostrar que también existia superioridad de
letrozol en términos de supresion de E2. El estudio de Dixon, realizado en 54
mujeres, confirmé estos resultados, demostrando ademas que sélo 2% de
pacientes en tratamiento con letrozol tenian niveles de E2 por encima del
limite bajo de cuantificacion (LLQ) del método (3 pmol/L), mientras que, bajo

tratamiento con anastrozol, 37% presentaban niveles de E2=3 pmol/L.

Figura 27. Disefio de los estudios comparativos [212, 213] de los niveles de

estrogenos obtenidos con letrozol y anastrozol

RANDOMIZACION CRUZAMIENTO

Letrozol Letrozol

Mujeres
Postmeno

pausicas

conCM Anastrozol Anastrozol

RE+
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> <€
Muestra sanguinea Muestra Muestra
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1.4.2.4. Actividad clinica en el contexto metastasico

Los IA, en especial los IANE, representan la primera linea hormonal en las
pacientes menopausicas con CMM que no han recibido tratamiento adyuvante
hormonal, han recibido tamoxifeno adyuvante, o han recibido IA y han recaido
a un afo o mas de haber finalizado éste. En los estudios que describieron la
superioridad de IA vs Tamoxifeno se describieron tasas de respuesta (TR) de
entre 21 y 33% y tiempos a la progresién (TTP) que oscilaron entre los 8.2 y
11.1 meses[165-168]. Exemestano también demostré beneficios similares en
un estudio fase 3 de menor tamafio (TR 41%, TTP 10 m) [169]. En general los
IA se han impuesto a tamoxifeno gracias a un incremento en la mediana de
TTP de unos 4.5 meses, sin demostrar un aumento significativo en la SG, al
menos en los estudios individuales. En los estudios mas actuales, que han
seleccionado mejor a las pacientes (todas ellas RE+, e idealmente también
HER2-) la SLP es mayor a la de los estudios realizados hace 15 afos, de
manera que la mediana actual oscila entre los 10-14 meses [214-217], y se
describen tasas de SG de entre 37.8 y 41.3 meses [112, 214].

1.4.2.5 Toxicidad

La toxicidad de los IA es diferente de la comunicada con tamoxifeno. En la
Tabla 17 se detallan los efectos secundarios mas comunes con respecto a

tamoxifeno en los dos estudios de mayor tamafno de adyuvancia [218, 219].

Tabla 17. Toxicidad de IA vs Tamoxifeno en los estudios ATAC y BIG 1.98

ATAC[218] BIG1.98[219]
Comparacion AvsT LvsT
N 6186 8010
Seguimiento 68 60.5
Efectos adversos
Sofocos 35.7 vs 40.9 35.2 vs 39.5
P<0.0001
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Artralgia 38.6 vs 294 219vs 16.5
P<0.0001 p NC
Osteoporosis NC NC
Fracturas 11.0vs 7.7. 7.5vs 5.7
p<0.0001 p NC
Hipercolesterolemia NR 4.7 vs 241
Eventos cardiacos NR 5.6vs 54
pNC
Isquemia cardiovascular 41vs 3.4 21vs 1.7
p<0.01 pNC

A: anastrozol; T: tamoxifeno; L: letrozol; pNC: no comunicado: valor p no comunicad

Como puede observarse en la tabla 17, los IANE provocan mas artralgias,
fracturas poréticas, hipercolesterolemia e isquemia cardiovascular que
tamoxifeno. En cambio este ultimo tendra mayor riesgo de sofocos, eventos

tromboembdlicos y cancer endometrial.

Puesto que en la mayoria de estudios clinicos el brazo control ha sido
tamoxifeno, en algunos casos es dificil saber a qué farmaco atribuir la
causalidad de las diferencias observadas: asi, por ejemplo, la mayor tasa de
hipercolesterolemia observada con IA en estudios adyuvantes podria deberse
tanto a un efecto deletéreo de IA como a un efecto beneficio de tamoxifeno, o
bien a ambos. En este sentido, de cara a conocer la toxicidad intrinseca de IA,
los estudios comparativos de IA vs placebo resultaran mas utiles. Por ello, y
porque en el presente estudio se utilizd exemestano en uno de los brazos de
tratamiento, se incluye a continuaciéon una tabla (Tabla 18) con los efectos

adversos de éste vs placebo en el estudio de quimioprevencion EXCEL [190]

Destaca en la Tabla 18 el hecho de que no se mencionem diferencias
significativas con respecto a placebo por lo que respecta a efecto resortivo
sobre el hueso clinicamente relevante, o eventos cardiovasculares. Un

segundo estudio randomizado que compard exemestano vs placebo en
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pacientes con CM de bajo riesgo [220] ya habia comunicado resultados
similares. En este segundo trabajo, y mediante densitometrias (DMOs)
seriadas, se observd que exemestano no aumentaba la pérdida mineral dsea
a nivel de la columna y que ésta s6lo empeoraba levemente a nivel de cuello
femoral con respecto a placebo. Curiosamente se vio, ademas, que
exemestano promovia el metabolismo 6seo aumentando los niveles tanto de

marcadores de resorcion como de formaciéon ésea.

Tabla 18. Efectos adversos de exemestano vs placebo con diferencias
significativas en el estudio de prevencién de CM EXCEL [190]

Efectos adversos Efectos
con E*( %) adversos
con P* (%)
N 2240 2248
| Seguimiento(meses) 35
'n Edad (mediana) 62.5 62.4

| Efectos adversos

| Cuaquiera 88 85
| Sofocos 40 32
" Fatiga 23 21
jDSudoracion 22 19

Insomnio 10 8
jDDiarrea 5 13
" Nausea 7 5
faArtritis 11 9
.f Dolor en EEII 7 5
lt" Dolor articular 30 27

‘ Dolor muscular 7 9

No hubo diferencias en cuanto a proporcién de HTA, pirosis, alteracion del humor,
depresion, sequedad vaginal, ni en los efectos adversos especificos considerados
como objetivos secundarios, esto es, proporcion de fracturas esqueléticas clinicas,
nuevos diagndsticos de osteoporosis, eventos cardiovasculares o segundos tumores
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Los IANE, en concreto anastrozol, se ha comparado directamente con
exemestano, comprobandose que el perfil de toxicidad entre ambos es algo
diferente. Asi, un estudio fase lll adyuvante que enfrenté anastrozol con
exemestano en 7.576 mujeres con CM describié, con una mediana de
seguimiento de 4.1 anos, una mayor tasa de osteoporosis/osteopenia,
hipertrigliceridemia, sangrado vaginal e hipercolesterolemia con anastrozol,
mientras que la alteracion de pruebas hepaticas y los episodios de fibrilacidn
auricular, aunque raros, fueron mas frecuentes con exemestano. En cuanto a
sintomas vasomotores no hubo diferencias entre ambos brazos de
tratamiento [221]. Se confirmd una menor resorcién 6sea y un perfil lipidico
mas favorable asociados al tratamiento con exemestano. Dichas diferencias
se atribuyen, en parte, a la actividad androgénica de su principal metabolito, el

17-hidroxiexemestano [200].

Con respecto al perfil lipidico otros estudios han confirmado el perfil
relativamente beneficioso de exemestano con respecto a IANE. La Tabla 19
resume dichas diferencias. [222]. En cuanto a las pacientes premenopausicas
sometidas a supresion de la funcién ovarica y que reciben Al, la toxicidad
observada es similar a las de las pacientes con menopausia natural. En la

Seccion 1.5. se desarrollara también este punto.
Tabla 19. Efectos de la hormonoterapia en el perfil lipidico

cLDL cHDL Totalc TG Lp(a) apoB

T V - V -4t !
A M- M- 4 - M-
L M- - t- Y p-
EXE V- V- L V- i

T: tamoxifeno, A: anastrozol, L: letrozol: Exe: exemestano, cLDL, colesterol en
lipoproteinas de baja densidad; cHDL: colesterol en lipoproteinas de alta densidad;
TG: triglicéridos, Lp(a): lipoproteina A, apoB: apoproteina B
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1.4.2.6 Indicaciones

Anastrozol tiene la indicacibn para el tratamiento de mujeres
postmenopausicas con CM avanzado RH+, y para el tratamiento adyuvante
tras 2-3 afos de tamoxifeno [223] Letrozol tiene la aprobacion para el
tratamiento de mujeres postmenopausicas con CM avanzado RH+ o
desconocido, y también para CM precoz de forma inicial, o tras 5 afios de
tamoxifeno [224]. Exemestano esta indicado en el tratamiento del CM
avanzado RH+ que ha progresado a tamoxifeno y también para el tratamiento
adyuvante del CM precoz, tras 2-3 afios de tamoxifeno, y hasta un total de 5
afios de hormonoterapia [225, 226]. En la practica los tres farmacos se usan
en el contexto adyuvante (inicial, tras 2,3 o 5 afos de tamoxifeno),
neoadyuvante, y metastatico, en situacion de postmenopausia y en mujeres
premenopausicas que reciben aGnRH, aun sin disponer aun de indicacién
formal en este ultimo caso. Entre los usos no aprobados de estos farmacos
destaca el uso de letrozol para la estimulacién ovarica, puesto que ha
demostrado asociarse a una menor tasa de malformaciones congénitas que
clomifeno [227]. Ademas, su inclusion en programas de estimulacidén ovarica
se relaciona con menor elevacion de estradiol circulante [228], lo que resulta
particularmente interesante en pacientes con diagnédstico reciente de CM y
gue desean congelacion de ovocitos 0 embriones previamente a la exposicion

a QT y a su consiguiente toxicidad gonadal.

1.4.3. Analogos de la hormona liberadora de gonadotropinas (aGnRH)

1.4.3.1. Categorizacién y formulacién bioquimica

Como se ha comentado en la Seccidén 1.3, la GnRH es un decapéptido
originado en el hipotdlamo que estimula la secrecion hipofisaria de
gonadotropinas, esto es, de LH y de FSH por parte de la hipdfisis, con la
finalidad ultima de estimular la produccién de estrégenos ovaricos o de
androgenos testiculares. La GnRH se libera de forma pulsatil cada 90-120
minutos. Modificaciones en la posicion sexta o décima de su cadena

decapeptidica (Pyr-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2) produce
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farmacos analogos con mayor potencia y vida media mas larga que la
hormona nativa. Cuando se administran de forma pulsatil, los analogos de la
GnRH (aGnRH) aumentan las concentraciones de gonadotropinas en
pacientes con deficiencias de éstas. Sin embargo, exposiciones continuas a
estos compuestos, administrados via subcutanea (s.c) o intramuscular (i.m),
producen una regulacién a la baja de los receptores de GnRH en la hipdfisis
[229], de manera que, paraddjicamente, acaban inhibiendo la liberacion de LH
y FSH, con el consecuente descenso de estrégenos ovaricos o de
androgenos testiculares hasta niveles de castracion. A diferencia de los
procedimientos quirurgicos (ooforectomia, orquiectomia) o radicos, esta
castracion médica resulta reversible al retirar el farmaco, lo que la hace
particularmente atractiva en el manejo clinico de pacientes. Desde la década
de los 80 estos compuestos se han utilizado para el tratamiento de neoplasias
hormonosensibles, ya sea cancer de préstata [230] o CM [231]. Los analogos
GnRH disponibles en Espafia son leuprolida, goserelina, triptorelina vy
buserelina. En la Tabla 20 se presenta la estructura quimica de todos ellos,

tipo de administracion, y dosis habituales.

Tabla 20. Analogos de la GnRH comercializados en Espafa: Caracteristicas

Compuesto Férmula Secuencia peptidica~ Formulacion Dosis
quimica galénica (mg)
Mensual#
Triptorelina CoHoN <O pGlu-His-Trp-Ser-Tir-D- Solucién 3.75 (1m)
(usado =OEIRZEZL Trp-Leu-Arg-Pro-Gli-NH2 Para 11.25(3m)
como sales } Inyeccion
de acetate o Im o sc
pamoato)
Leuprorelina CsoH3N 0, Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D- Micro- 3.75 (1m)
**0 acetato 2 Leu-Leu-Arg-Pro-NHEt Capsulas 11.25(3m)
de (Pir = L-Piroglutamil) im
leuprolida
Goserelina CsoHgyN130;  Pyr-Glu-His-Trp-Ser-Tyr- Implante 3.6 (1m)
4 D-Ser(But)-Leu-Arg-Pro- sc 10.8 (3m)
Azgly
Buserelinao CgpHoNisO;  Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-Ser- Implante 1.3
acetato de 5 Leu-Arg-Pro Nasal (via nasal)
buserelina sc

«Secuencia peptidica de hormona nativa: Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly

# referido a preparados retard o depot
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*recientemente se ha desarrollado formulaciéon sc

** aprobado inicialmente para cancer de prostata a dosis de 7.5 mg/vial mensual y
posteriormente a dosis de 22.5 mg/vial y 30 mg/via para inyeccion intramuscular
depot cada 3 y 4 meses

1m: formulaciéon mensual; 3m: formulacion trimestral

1.4.3.2. Farmacocinética y farmacodinamia. Concepto de fendbmeno de fin de

dosis

* Goserelina: La mayoria de estudios sobre farmacocinética de los aGnRH se
han realizado en pacientes con cancer de préstata y en muchos casos, con
goserelina. En base a ellos sabemos que la administracion trimestral de un
implante depot de 10.8 mg, se obtiene una concentracion maxima de 8-10
ng/mL a las 2 horas, con un segundo pico plasmatico a las 7 semanas de la
administracion. La unién a proteinas plasmaticas de la goserelina es baja, de
entre el 20-30%. El mecanismo principal de aclaramiento de la goserelina y de
otros aGnRH es la hidrdlisis de los aminoacidos del extremo C terminal. La
excrecion es urimaria. En pacientes que han recibido formulaciones de
liberacién rapida la vida media de goserelina es 2 a 4 horas en pacientes con
funcion renal normal, mientras que pacientes con insuficiencia renal presentan
vidas medias del farmaco mas prolongadas. La farmacocinética de goserelina
no se altera en pacientes con insuficiencia hepatica. La vida media de
eliminacién es de unas 4 horas .La relacion farmacocinética/farmacodinamica
es no-linear (respuesta on-off) y tiempo-dependiente debido a que la
desensibilizacién de la hipdfisis, una vez conseguida, se puede mantener con
dosis muy bajas de goserelina. Se desconoce la concentracidén exacta de ésta
requerida para desensibilizar los receptores de la hipdfisis [232, 233]. La

mayoria de estos conceptos son aplicables al resto de aGnHR.

* Con leuprorelina sabemos que después de la administracion del preparado
mensual de 3.75 mg, el pico sérico se consigue en 1 hora, seguido de una
rapida caida en las siguientes 24 horas. A partir de entonces se consigue una
meseta que se mantiene unas 5 semanas, y que se debe a la liberacién a
velocidad constante de leuprorelina a partir de su implante. Con la formulacion

trimestral (11. 25 mg), al igual que pasa con la mensual, se consigue un pico
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inicial, seguido de una liberacion constante. El preparado trimestral muestra
una mayor concentracion maxima (Cmax) media (20.8 mg/mL) que la
mensual (10.7 ng/ml), pero ello no influye en el aumento de los niveles de
testosterona. La Cmax ocurre a las 3 horas con la formulacion trimestral y
después de una hora, en la mensual. Durante el estado de equilibrio se
observa una liberacion constante, que empieza el dia 3 en el preparado

mensual y el dia 7 con el trimestral [234].

Buserelina subcutanea depot: el perfil de liberacion es bifasico: la liberacion
inicial (Tiempo a Cmax <1 dia) es seguida por una fase de liberacion lenta
continuada a lo largo del intervalo de dosificacién de 3 meses (dosis total 9,9
mgq). La biodisponibilidad del implante de buserelina es aproximadamente del
72% tras la inyeccion subcutanea. La exposicion sistémica a la buserelina es
suficiente para originar la supresion de testosterona hasta niveles de
castracion durante el intervalo de dosificacion. En mujeres, tras administracion
de una dosis Unica de 3.6 mg, la supresion de la secrecion de E2 tuvo una
duracion aproximada de 42 dias (intervalo: 21 a 56 dias). Tras la inyeccion, se
observd una elevacion del nivel de progesterona (indicativa de ovulacion)
transcurridos 83 dias, aproximadamente (intervalo: 62 a 99 dias) y la
menstruacion se reinstauré transcurridos aproximadamente 98 dias de la
inyeccion. La buserelina circula en el suero predominantemente en forma

inalterada. La unién a proteinas es de aproximadamente el 15% [235]

Triptorelina: En mujeres, tras la inyeccion intramuscular, el nivel maximo de
triptorelina en sangre se obtiene entre las 2 y 6 horas posteriores a la
inyeccion, el valor maximo que se alcanza es de 11 ng/ml. No hay evidencia
de acumulacion del producto después de 6 inyecciones mensuales. El nivel
minimo en sangre oscila entre 0,1 y 0,2 ng/ml. La biodisponibilidad del

producto de liberacion sostenida es de aproximadamente el 50%[236].

Con todos estos aGHRH puede producirse el llamado fenémeno de fin de
dosis, que consiste en el agotamiento prematuro de la formulacién depot, con
la consiguiente elevacion de los niveles de hormonas sexuales [232]. Este
fendmeno, que viene ilustrado en la Figura 28, se ha descrito particularmente

en cancer de préstata y, en general, con preparados trimestrales. No existen
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referencias especificas a este fendbmeno como tal en mujeres que han
recibido aGHRH, ya sea por patologia ginecolégica benigna o por CM, pero
parece razonable suponer que este fendmeno también puede existir en esto

contexto y dar lugar a una supresién estrogénica subdptima.

Figura 28. Fénomeno de fin de dosis: escape de los niveles de testosterona
por encima de los niveles de castracién por agotamiento prematuro del

preparado trimestal depot de aGHRH en pacientes con cancer de prostata

Escape del nivel de castracion

Testosterona (ng/ml)

0 14 2I8 4'2 5|6 7I0 8'4 9l8 11'2 156 1:10 1%4 1('38
Tiempo (dias)

1.4.3.3. Comparacién entre compuestos y formulaciones. Datos sobre

supresion estrogénica obtenida

Se asume que la potencia de estos compuestos, en términos de capacidad de
supresion estrogénica es similar. Sin embargo, pueden existir pequefias
diferencias. Filicori M. et al [237] compararon la eficacia relativa de
formulaciones depot mensuales de goserelina, leuprolide y triptorelina,
administrados durante 3 meses, en relacion a un preparado de buserelina a
altas dosis, cada 12 horas. Se estudiaron 40 mujeres que menstruaban
regularmente, 10 en cada grupo de tratamiento. A todas ellas se les realizé un
test de estimulacién de gonadotropinas (100 microgramos endovenoso) antes

del tratamiento y los dias +1 y +28 de la ultima dosis de éste. En el dia +1 de
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la ultima dosis (dia +57 desde el inicio del tratamiento) se observo que los
niveles de E2 estaban en el rango de la castracion (75pmol/L = 20 pg/mL en
todas las mujeres tratadas con buserelina cada 12 horas, mientras que en los
grupos tratados con preparados depot existia un total de 5 mujeres con
niveles de E2>20 pg/mL (2 con goserelina, 1 con leuprolide y 1 con
triptorelina). Ademas en el dia +28 des de la ultima dosis (dia +84 desde el
inicio del tratamiento), 2 de las 10 mujeres asignadas a goserelina
presentaron sangrado vaginal y niveles de E2 superiores a los de castracion,
hallazgos que no se observaron en los otros tres grupos. Los autores
concluyeron que existian signos de bloqueo incompleto de la funcion ovarica
en el tercer mes de tratamiento, en particular cuando se utilizaba goserelina.
Adicionalmente también observaron: a) una tendencia a incremento de la FSH
con las formulaciones depot, hecho que no se observaba con la
administracion de buserelina cada 12 horas y b) existia un marcado descenso
de la LH y una inhibicion profunda de la respuesta de ésta a la estimulacion
por GnRH en todos los grupos. La existencia de una posible supresion
subdptima con goserelina se corroboré en un trabajo adicional, llevado a cabo
en 119 pacientes con endometriosis y tratadas con goserelina durante 6
meses, en el que se describié persistencia de sangrado uterino en 11 casos
(9%) [238] .

Continuando con los estudios comparativos entre compuestos, un segundo
estudio randomizado, doble ciego, de 6 meses de duracién y con cruzamiento
en un subgrupo de pacientes, enfrento triptorelina con acetato de leuprorelina
en 48 mujeres con endometriosis [239]. En ambos grupos la dosificacién fue
de 3.75 mg cada 4 semanas. Algunas pacientes recibieron tres meses de
cada farmaco. Se observaron similares niveles de E2, FSH y LH en ambos
grupos, aunque el retorno de menstruaciones fue significativamente mas
rapido con leuprorelina (p=0.002). Finalmente, goserelina 3.6 mg s.c.se
compard con triptorelina 3.75 i.m., ambas cada 28 dias, en 32 mujeres a los
que se iba a efectuar cirugia de leiomiomas uterinos [240]. Se observo similar

reduccion de E1y E2 a nivel del tejido endometrial.

En cuanto a la via de administracién, y en referencia al compuesto que se

utiliz6 en la presente tesis, triptorelina, cabe decir que existe tanto en
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formulacién sc como im. Ambas se han comparado a la dosis de 3.75 mg
cada 28 dias en 40 mujeres con miomas uterinos o endometriosis [241]. Se
demostré similar equivalencia a nivel clinico y bioquimico pero mas efectos
adversos (irritacion local, cefalea, sudoracion y dolor, prurito, depresién) con
la formulacion subcutanea, que ademas se asocio a periodos de amenorrea

significativamente mas largos.

En lo que se refiere a la potencia relativa de los preparados mensuales vs
trimestrales, debe mencionarse que en el tratamiento del cancer de prostata
se usa habitualmente la formulacion trimestral, mientras que en CM
clasicamente se ha considerado mas segura la administracion mensual
(supuesta menor posibilidad de fenémeno de fin de dosis). La supresion
estrogénica hasta niveles de menopausia, como se comentara repetidamente
en este trabajo, resulta crucial si se utilizan concomitantemente IA, ya que

éstos soélo actuan plenamente en situacion de 6ptima castracion.

Un estudio realizado en el contexto adyuvante (Estudio TABLE), publicado en
2007[242], utilizé acetato de leuprorelina trimestral en monoterapia en 299
pacientes con CM precoz, demostrando la existencia de un 10.4% de mujeres
con supresion estrogénica suboptima con este esquema (E2> 30 pg/mL en 2
determinaciones consecutivas). En este estudio no existi6 un brazo
comparador con leuprorelina mensual. Mas recientemente se han publicado
estudios randomizados que han comparado preparados mensuales con
trimestrales en CM y/o patologia ginecoldgica benigna y que, en realidad, no
han demostrado diferencias [243, 244]. Asi, un estudio japonés comparé las
formulaciones de goserelina mensual vs trimestral en 170 pacientes
premenopausicas con CM, concluyendo no inferioridad del preparado
trimestral en cuanto a supresién estrogénica (la AUC de E2 semanal fue de
18.32 y 18.95pg/mL/semana para goserelina de 10.8 y 3.6 mg,
respectivamente) [243]. Un segundo trabajo, realizado en 72 mujeres con
endometriosis, compard 4 dosis de triptorelina cada 28 dias a dosis de 3.75
mg im (dosis real 3 mg) con el preparado trimestral de triptorelina a 11.25 mg
[244], observandose que en el dia +84 se obtenian niveles de E2 en rango de
castracion en el 97% de mujeres con el preparado trimestral y en el 94% de

casos con el preparado mensual, y que el tiempo hasta obtener niveles de
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castracion era mas corto con la formulacion trimestral. Un tercer estudio
comparé los niveles de E2 en 79 mujeres con CM que recibieron, o bien
goserelina mensual o bien leuprolide trimestral. Los niveles de E2 se midieron
al mes de iniciar el tratamiento. En el grupo tratado con leuprolide se observo
una proporcién numéricamente mayor de pacientes (12.2 vs 7.9%, p=0.7))
con niveles de E2 no compatibles con menopausia inducida [245]. Debe
tenerse en cuenta que en este caso la proporcidn numéricamente mayor de
“escape hormonal”’ con leuprolide no puede explicarse por el fendmeno de fin
de dosis, puesto que los niveles de estrogeno se determinaron al mes de la

administracion, y no al final del periodo trimestral.

En el estudio SOFT, contexto en el que se realizé la presente tesis, se eligié
como aGnRH la triptorelina 3.75 mg cada 28 dias, puesto que en el momento
de su disefio (aproximadamente en el afio 2000) no existian apenas datos

sobre la eficacia de los preparados trimestrales en CM.

1.4.3.4. Actividad clinica en el contexto metastasico en monoterapia

El tratamiento con aGnRH se ha comparado con ablacion ovarica en CM
avanzado en dos estudios randomizados, ambos de pequeio tamafio y con
un poder estadistico limitado [246, 247]. En ambos estudios no se observaron
diferencias en términos de TR, TTP y SG. La TR descrita en éstos y otros
estudios [248, 249] esta en el rango del 27.2-53%. EIl beneficio clinico podria
ser todavia mayor en pacientes RH positivos, ya que se trata de estudios
antiguos en la que se incluyeron pacientes con RH desconocidos o incluso
negativos. Dado el escaso tamano de los estudios individuales, se llevo a
cabo un meta-analisis en 2001 [250]. Este meta-analisis reunié 506 pacientes
tratadas con aGnRH (N=256) o en combinacion con tamoxifeno (N=250). El
aGnRH utilizado fue goserelina en un 79% de casos y buserelina en un 21%.
La proporcion de pacientes segun el estado de RH fue el siguiente: 66%
positivos, 22% negativos, 16% desconocidos, y la localizacion predominante
fue 6sea en un 48% de pacientes, visceral en 31% y de partes blandas en un
21% de casos. Sdélo un 6% de mujeres habia recibido HT previa. Teniendo en

cuenta estos datos, y con una mediana de seguimiento de 6.8 afos, se
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describié una TR del 29% y una mediana de SLP y SG de 5.4 meses y de 2.5

afnos, respectivamente, cuando se utilizaron los aGnRH como agente unico.

El tratamiento con aGnRH se ha comparado con tamoxifeno en un estudio
randomizado [251] que incluyé 161 pacientes con CM avanzado y RH
positivos o desconocidos, sin que se demostraran diferencias en eficacia. En
este caso el aGnRH utiizado fue buserelina. Por otro lado tamoxifeno se ha
comparado con ablacién ovarica (quirurgica o radica) en este mismo contexto
en tres estudios randomizados [171, 173, 252], que presentaron similares
limitaciones (pequeno tamafo muestral, seleccion subdptima por estado de
RH). En ninguno de los tres estudios se detectaron diferencias en eficacia
(TR, TTP, SG) entre ambos grupos de tratamiento. Cuando estos tres
trabajos, junto con un cuarto no publicado, se analizaron conjuntamente en
un meta-analisis (N=220) [174], tampoco se vieron diferencias (Véase
también Seccion 1.4.1.4). Debe mencionarse que, aunque el disefio de los
cuatro estudios permitid el cruzamiento al otro brazo de tratamiento a la
progresién, menos del 50% de pacientes llegaron a realizar dicho
cruzamiento: Si se vio que la respuesta a tamoxifeno era predictiva de

respuesta a ooforectomia, y viceversa.

1.4.3.5. Toxicidad

La toxicidad de los aGnRH es la propia de una menopausia inducida: sofocos,
sudoracion, nauseas, sequedad vaginal, dispareunia, disminucion de la libido,
dolor de cabeza, labilidad emocional, aumento de peso, asi como pérdida de
densidad mineral ésea (entre un 2 y un 8% en 6 meses) [237, 253, 254]. Muy
raramente, el tratamiento con aGnRH puede revelar la presencia de un
adenoma hipofisario de células gonadotrofas previamente desconocido. Estos
pacientes pueden presentar una apoplejia hipofisaria caracterizada por

cefalea repentina, vomitos, alteracién visual y oftalmoplejia [236].

En el contexto metastasico, y en relacién a una estimulacién inicial de las
gonadas y aumento transitorio de estrogenos (o de testosterona en hombres
con cancer de prostata), se ha descrito un empeoramiento inicial de la

sintomatologia derivada de las metastasis (efecto llamarada o flare) [247].
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Tipicamente puede existir un aumento de dolor 6seo, e incluso desarrollo de
compresion medular, que suele ir paralelo a un aumento de marcadores
tumorales y a un aumento de captacion generalizado en la gammagrafia
O6sea. Clasicamente se ha indicado tamoxifeno previamente a iniciar el
aGnRH para mitigar este efecto, aunque no existe evidencia demostrada de

la efectividad de esta estrategia. Lo que si se sabe es que la combinacion con

IA no consigue disminuir el aumento de estrégenos inicial [255]. Los nuevos
farmacos antagonistas de la GnRH (degarelix, ganirelix, abarelix, cetrorelix)
estdn exentos de este efecto flare, ya que no provocan un aumento de

estrogenos o testosterona inicial.

1.4.3.6 Indicaciones

Los aGnRH estan indicados en el tratamiento del cancer de préstata, y de
condiciones benignas ginecolégicas como son la endometriosis y los fibromas
uterinos, o en reproducciéon asistida. El preparado trimestral de triptorelina
(11.5 mg) tiene también indicacion para el tratamiento de la pubertad precoz.
Aunque se han realizado estudios en CM utilizando los 3 compuestos
(leuprolide, goserelina vy triptorelina), sélo goserelina tiene indicacion
aprobada en mujeres pre- o perimenopausicas con CM (situacion avanzada y
precoz). Otros usos habituales de estos farmacos, aun sin indicacion, incluyen
la estimulacion ovarica controlada en reproduccién asistida, el tratamiento del
transtorno de identidad de género y el de pedofilias. Tras afos de
controversia, y en base a estudios randomizados recientes, los estudios
Prevention of Early Menopause Study (POEMS) y Prevention of Menopause
Induced by Chemotherapy (PROMISE-GIMG6) [256, 257] se esta aceptando
su papel en cuanto a proteccion ovarica durante la quimioterapia
(neo)adyuvante en pacientes con CM precoz y deseo posterior de gestacion,

sobre todo en pacientes con RE negativos.
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1.4.4. Combinacion de los aGnRH y tamoxifeno / IA. Datos clinicos y
endocrinos

A continuacion se resumen los datos clinicos y /o endocrinos de estudios fase
II'y fase Ill con aGnRH en combinacién con tamoxifeno o IA (Tablas 21 a 25),
con especial énfasis en los datos endocrinos de los estudios en CM precoz
(Tablas 29 y 30). Algunos de los estudios mencionados en estas tablas
disponen de un brazo control con aGnRH en monoterapia, y en algunos casos
se ha utilizado IA de segunda generacion (ej. formestane o vorozol).
Adicionalmente a lo resumido en las tablas, debe comentarse que, en CMM,
tamoxifeno se ha enfrentado en monoterapia a aGnRH, con eficacia clinica
similar [249], mientras que la combinacion de aGnRH con tamoxifeno se ha
demostrado significativamente superior en términos de TR, TTP y SG con
respecto a aGnRH en monoterapia en el meta-analisis mencionado en la
Secciéon 1.4.3.4 [250].

En cuanto a la supresion estrogénica obtenida, en todas las tablas se presta
atencion a los niveles medios de E2 obtenidos y a la posibilidad de la
existencia de un subgrupo de pacientes que presente niveles de E2 superior a
lo esperado, esto es, superiores al rango de la menopausia. En todos los
casos, excepto en el estudio TABLE, se utilizaron formulaciones mensuales
de aGnRH.
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Tabla 21. Datos clinicos y endocrinos en estudios fase Il y Ill que han
utilizado combinaciones de aGnRH con tamoxifeno para tratamiento de

mujeres premenopausicas con CM avanzado

Referencia N Tto. Duracion Método Resultados
Tipo de estudio del det E2
muestreo
Robertson[258] 24 G 12m RIA FSH claramente suprimida,
(Grupos pero tendié a 1 con el tiempo
consecutivos) E2 (3.12m) (Media):
~ 13.62 pg/mL
15 G+T Menores niveles de E2 que

con G en monoterapia entre
los 6 y12 meses
FSH mas suprimida con la

combinacion
Klijn [251] 37 B Solo 12 Lab TR 34%, TTP 6.3m SG 2.5a
(Grupos pacientes locales Media de E2 (6s a 2a):
randomizados) seguidos 19-23 pg/mL
34 B+T 2a TR 48%, TTP 9.7m SG 3.7a
Media de E2 (6s a 2a):
18-23 pg/mL

Goserelina; T: tamoxifeno; B: buserelina; TR. Tasas de respuestas; TTP: Tiempo a la
progresion; tto: tratamiento; SG: supervivencia Global; RIA: Radioimmunoanalisis; m:
meses; a: anos;
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Tabla 22. Datos clinicos y endocrinos derivados de los estudios fase |l que combinan

aGnRH e IA en mujeres premenopausicas con CM avanzado

Referencia

Forward [259]

Carlson [260]

Celio [261]

Dowsett [262]

Jannuzzo
[255]

Park [263]

Cheung[264]

N

16

35

21

28

35

63

Tto.

G+A
(Previo
G+T)

G+A
SERM
previo

Trip+ F
vs T sélo

G+V
(después
de inicio
G x2 m)

Trip +E
VS
Trip +
Plac

L+G

G+A
(primera
linea)

Seguim Método Resultados
det E2
12m NR BC 62%, TTP 10m

Descenso de E2 adicional
del 75% tras cambio a G+A
No picos de E2 a los 12 m
(N=12)

G+T: Caida 90% en FSH y
LH. Nuevo ascenso de FSH,
pero no de LH al cambiar a
G+A
6m NR TR 37.5%;BC 71%, TTP

8.3m
1 paciente no suprimida a
los 6 m (E2=68 pg/mL)
Niveles FSHy LH NC

12s RIA Mayor supresion
indirecto estrogénica con la
combinacion
Niveles similares de FSH y
LH
12s RIA E2 | 74% alos 3 m

Niveles de E1, E2 y E1S 2-3
veces superiores que en
grupo control de mujeres

postm.
FSH similar tras adicion V
LH | tras adicién V
8s GC- Mayor supresion
MS/MS estrogénica con la
combinacion. 2
mujeres con E2 >20 en dia
+29
32s ECLIA BC 71%, SLP 8.9 m
(similar a grupo paralelo de
mujeres postmenopausicas)
Niveles medios de E2
<10 pg/mL*
6m NC BC 67%, TTP 12m
G+A asociado | 98% de E2
respecto basal
(de 574 a 13 pmol/L, sélo
datos endocrinos de 4
pacientes)
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13 G+E 6m NC BC 38%, con duracién
(segunda media de 13 meses
linea
después
de G+A)

G: goserelina; A: anastrozol; SERM. Selective Estrogen Receptor Modulator; Trip;
triptorelina; F; formestane (IA de 22 generacién); V: vorozol (IA de 22 generacion), E:
exemestano; BC. Beneficio Clinico; TTP: tiempo a la progresion; RIA: radioinmunoanalisis;
GC-MS/MS: Gas Cromatography/tandem mass spectometry; ECLIA: immunoensayo de
electroquimioluminescencia; E1; estrona, E2; estradiol; E1S: sulfato de estrona; S. semanas;
m: meses; * inferido de grafico presentado en el manuscrito; NC: no comunicado; Seguim:
seguimiento de los niveles hormonales
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Tabla 23. Datos clinicos y endocrinos derivados de los estudios fase Il y Ill que
combinan aGnRH con tamoxifeno o IA en mujeres premenopausicas con CM precoz

(contextos adyuvante y neoadyuvante)

Referencia N Tto. Seguim Método Resultados
det E2

Rossi E 51 Trip+L Sélo ECLIA Niveles E2 a 6 (M):<5
(Estudio + Z0L 1 muestra (rango <5-24.5 pg/mL)
HOBOE postbasal
adyuv) [265] 30 Trip+T alos 6m Niveles E2 a 6 (M):7.95

+Z0L (rango <5-43.9 pg/mL)

P=0.008

Schmid 294 | Leuprolide 2a NC Amenorrea en 88% de
(Estudio trimestral pacientes y > del 95%
TABLE) [242] Xx2a durantes los restantes 18m

Inicio amenorrea; 22+38d
E2>30 pg/mL en =2
determinaciones
consecutivas: 10.4%
SG mejor con leuprolide
(obj. exploratorio)

295 CMF Amenorrea en 45%
(inicio dia +110+138)
Torrisi 35 T+L NC TR 50%
(Neoayuvante, (Gen4 RCp 3%
estadio pacientes)
localmente
avanzado)
Masuda N 98 G+A 0.4,8,16,2 NC TR (palpacién):
(Estudio STAGE x24 s Oy 24s 70.4%
neoady. en
mujeres 99 G+T TR (palpacion):
ER+HER2-)[266] x24s 50.5%
P=0.004

Mayor supresion
estrogénica plasmatica
(E1yE2)conA
Mayor supresion en E1 (no
E2) en el tumor con A

Tto: Tratamiento; Adyuv: Adyuvante; Neoady; neoadyuvante; Trip: triptorelina; ZOL:acido
zoledrénico; CMF: Ciclofosfamida, Metotrexate, 5-Fluorouracilo; ECLIA: immunoensayo de
electroquimioluminescencia; Seguim: Seguimiento referido a determinaciones hormonales;
NC: no comunicados; a: afos; s: semanas; TR: tasa de respuestas, RCp : respuesta
Completa patologica

*En realidad el estudio TABLE administra aGnRH en monoterapia, pero por su importancia
en tamano muestral se ha preferido anadir en esta tabla
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Del analisis detallado de estos estudios, asi como del contenido de las tablas, se
deduce que la mayoria de pacientes tratadas con aGnRH + tamoxifeno/IA obtiene un
beneficio clinico y una SLP sustanciales, y no muy diferentes a los obtenidos con
tamoxifeno o IA en la poblacion con menopausia natural. Desde el punto de visita
endocrino, ademas, los niveles medios de E2, o de las tres fracciones estrogéncias
en caso de haber sido estudiados, estan al menos en el rango de la castraciéon en la
mayoria de pacientes (E2<20 pg/mL con los métodos de determinacién
habitualmente usados en la clinica), pero en algunos casos estudios existe
evidencia, o bien de niveles medios de estrogenos superiores a los de las mujeres
menopausicas con tratamiento similar, sobre todo si se combinan con IA [262], o
bien de la existencia de una minoria de pacientes que no alcanza los niveles de
estrégenos esperados con aGnRH en monoterapia o en combinacion [242, 251, 255,
260, 265]. En linea con lo comentado en la Seccion 1.4.3.3 existe, incluso, una
proporcidn variable (generalmente entre 2-9% segun los estudios) [238, 251] de
pacientes presentan pérdidas vaginales. Ademas, el seguimiento de los niveles
hormonales en muchos de estos estudios es muy corto (como media 6 meses), y en
ningun caso supera los 2 afos. Y, por ultimo, como limitacion adicional, algunos de
estos trabajos, o bien no han descrito en detalle las caracteristicas del método de
medida de estrogenos utilizado, o bien han utilizado métodos con poca sensibilidad y
especificidad, por tanto poco adecuados para estudiar los niveles estrogénicos que

se consiguen con aGnRH, sobre todo si se combinan con IA (ver Seccién 1.6).

En el contexto adyuvante, y por las similitudes que presenta con el trabajo de la
presente tesis, debemos destacar el estudio Hormonal BOne Effects (HOBOE) [265],
en el que el objetivo principal era la descripcion de los niveles hormonales (E2, FSH,
LH y funcién suprarrenal) basales y a los 6 meses en un grupo de mujeres
consideradas premenopdusicas antes de iniciar QT adyuvante, si ésta se
consideraba necesaria Las pacientes (N=81) fueron randomizadas a recibir
triptorelina mas letrozol o bien triptorelina mas tamoxifeno (con o sin zoledrénico). Se
demostrd que los niveles de E2 y LH a los 6 meses eran significativamente inferiores
en el grupo que recibié letrozol, mientras que los niveles de FSH fueron

significativamente mas elevados en este ultimo grupo. Los niveles basales de FSH y
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LH y E2 fueron, como mediana, mas compatibles con situacion de postmenopausia,
ya que el 88% de las pacientes recibieron previamente QT y la seleccion de las
pacientes se realizd previamente a recibirla. EI método de determinacion de E2
utilizado fue electroquimioluminescencia, con un limite de deteccién de 5 pg/mL, por
tanto con limitada sensibilidad (Ver Seccién 1.6). Mas detalles sobre este estudio se

comentaran en el apartado de Discusion.

También merece mencién especial, por su tamafo (N=599), el estudio Takeda
Adjuvant Breast Cancer Study (TABLE) [242], también en el contexto adyuvante; en
este estudio fase Ill se comparé la QT basada en CMF e.v. (6 ciclos, Cy M dias y 8
cada 28 dias) con acetato de leuprorelina trimestral. Con un seguimiento mediano de
5.8 afios, no se detectaron diferencias en SLR entre ambos grupos de tratamiento.
Detalles sobre proporciéon de amenorrea y niveles hormonales se resumen en la
Tabla 24.

Tabla 24. Niveles de E2, FSH y LH en estudio TABLE, basales y alos 1y 2 afios.

Leuprolide CMF

M DE M DE P
E2
Basal 53 96.1 50.2 80.2 NS
1 afio 5.0 51.9 14.0 52.2 .001
2 anos 8.3 58.0 6.5 20.3 NS
LH
Basal 4.1 9.9 3.7 9.4 NS
1 afio 0.5 3.8 20.9 12.2 <.001
2 anos 0.5 4.9 18.1 12.7 < .001
FSH
Basal 6 12 7 17 NS
1 afio 5 2 59 33 <.001
2 anos 5 2 51 30 <.001

M: Mediana; DE: desviacidon estandar; NS: no significativo;

Método de determinacion de E2 y caracteristicas (sensibilidad y especificidad) no
comunicados
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1.5 EFECTO ENDOCRINO DE LA QT EN MUJERES
PREMENOPAUSICAS: AMENORREA QUIMIOINDUCIDA. FACTORES
PREDICTORES. IMPACTO EN LA SLE Y SG

1.5.1 Concepto de amenorrea quimioinducida. Factores predictores.

Reversibilidad

Se sabe desde hace décadas que la mayoria de agentes quimioterapicos, y particular
los agentes alquilantes (melfalan, ciclofosfamida) tienen una toxicidad sobre las
gonadas. En la mujer premenopausica, la administracion se relaciona con un stop de
las menstruaciones, que puede ser reversible o no. A este hecho se le conoce como
amenorrea quimioinducida. La definicibn de amenorrea quimioinducida no es
homogénea y difiere en la literatura, dependiendo del punto del seguimiento (3, 6
meses de fin de QT, o incluso al afio o0 2,3 afios) y la duracion de ésta (sin especificar,
o entre 3 y 6 meses habitualmente). La presentacion de amenorrea quimioinducida
se ha asociado a descenso de los niveles de E2 y aumento de gonadotropinas en la
gran mayoria de estudios que se han centrado en esta cuestion [267], por lo que en si
misma podria considerarse una maniobra supresiva hormonal. De hecho se cree que
parte del beneficio del tratamiento quimioterapico adyuvante en mujeres
premenopausicas RH positivos viene mediado por este efecto endocrino de la QT

(Ver también Seccion 1.5.2)

La proporcion de pacientes que presentan amenorrea quimioinducida dependera
sobretodo, del esquema quimioterapico utilizado y de la edad de la paciente. La
utilizacion de tamoxifeno adyuvante también aumenta en aproximadamente un 5% la
proporcion de pacientes que presentan amenorrea quimioinducida al ano de
completar la QT [267-269].

En general puede decirse que la poblacion mas joven (<40 afios, i sobre todo <35
afos) tiene menor probabilidad de presentar amenorrea quimioinducida, y mayor
probabilidad de que ésta sea reversible [270, 271]. El patron de amenorrea difiere
entre los esquemas citotdxicos que incluyen mayores dosis acumuladas de
ciclofosfamida (esquemas basados en CMF) y las QT basadas en antraciclinas y/o
taxanos. Asi, con antraciclinas o taxanos, y sobre todo con ambos, la proporcién de

amenorrea quimioinducida (y los niveles hormonales de E2, FSH y LH en el rango de
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la menopausia) son casi universales en el momento de finalizar la QT, pero existe una
fase de recuperacion de niveles estrogénicos y/o menstruaciones de hasta unos
dieciocho meses. En cambio con QT tipo CMF la proporcién de amenorrea es menor
al inicio, pero aumenta con el tiempo [269]. La proporcion de pacientes que presentan
amenorrea en funcion de edad y esquema quimioterapico, asi como las tasas de
reversibilidad y el patrén de recuperacién se resumen ¢ ilustran en la Tabla 25y en la

Figura 29, respectivamente.

Tabla 25. Proporcion de amenorrea quimioinducida, definicion y patrén de

reversibilidad segun el esquema de QT administrado

Ref Esquema AQl (%) Definicion AQI Reversibilidad AQI
Goldhirsch CMFx6-7 <40 a:61% Ausencia de NC
[272] >40 a:95%  menstruaciones 23 m

dentro de los 9 m desde
cirugia del tumor primaric

Bines[270] ACx4 34% NC NC
Hortobagyi FACXx6 59% NC No reversible en la
[273] mayoria de mujeres
>40a
50% de

reversibilidad en
mujeres <402

Nabholtz[27 FAC 32.8% NC NC
4] DAC 51.4%
Martin FAC 52.4% NC NC
[275] DAC 61.7%
Levine CEF 51% NC NC
[276]
Berliére FECx6 93% al fin 29%
[277] de QT Ausencia de
(PACS 01) FECx3 —D 92.8% menstruacion a los 12 42%
x3 al finde QT meses o mas de fin de
QT
Swain ACx4 —Dx4 83% Al menos 1 episodio de Recuperacion
[278] Amenorrea amenorrea de 6 0 mas m menstruaciones a
(NSABP Alos 6 m de duracion los 2 anos.
B30) 45.3% si <40 a,
10.9% entre 40—
50,

3.2% si >50 a
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Ref: referencia; a: afios; m: meses; CMF:ciclophosphamide, metotrexate, 5Fluorouracilo;
AC: adriamicina, ciclofosfamida;FAC: 5Fluorouracilo, adriamicina, ciclofosfamida; D:
docetaxel;; CEF:ciclofosfamida,epirubicin, 5Fluorouracilo; AQI: amenorrea quimioinducida

Figura 29: Proporcién de pacientes con menstruaciones en funcion de edad, esquema
quimioterapico recibido y meses transcurridos desde finalizacion de QT adyuvante
[269].
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*El recuadro en verde sefiala el periodo de recuperacion de menstruaciones segun
puede apreciarse en la grafica

1.5.2 Impacto de la amenorrea quimioinducida en la SLE y SG

Existen multiples ensayos clinicos que han estudiado el papel prondstico de la
amenorrea quimioinducida, y que en general, han relacionado ésta con una mejoria
en SLR e, incluso, de la SG. Asi, una revision exhaustiva de esta cuestion llevada a
cabo en 2006 [267] identifico hasta 23 estudios, de los cuales 15 demostraron un
beneficio en SLR y/o SG, aunque sélo en 7 de ellos se efectué un analisis de
supervivencia en funcién del estado de RH. A estos datos debe anadirse la asociacion
positiva hallada en estudios mas recientes [277, 279]. De este cuerpo de literatura
destacamos dos publicaciones que estudiaron de forma prospectiva la asociacion
entre el desarrollo de amenorrea quimioinducida y el prondstico del CM. En ambas las

pacientes con tumores RH positivos recibieron HT adyuvante con tamoxifeno,
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considerado el unico tratamiento endocrino estandar para mujeres premenopausicas
desde 1998 [280] hasta fechas muy recientes.

El primero de estos dos trabajos es el estudio Xlll del International Breast Cancer
Study Group (IBCSG), en el que 1246 pacientes premenopausicas con afectacion
ganglionar recibieron QT (AC/EC seguidos de CMF de forma inmediata o retardada) y
tamoxifeno durante 5 afios vs control en un disefio 2x2 factorial, y ello
independientemente del estado de RH [281]. La amenorrea quimioinducida se definio
como al menos un comunicado de ausencia de menstruaciones durante los primeros
15 meses desde la randomizacion. Globalmente 73% de mujeres presentaron
amenorrea (91% en mujeres >35 afos, 42% en mujeres <35 afos), que fue reversible
en un 11 % de casos. Tal y como se aprecia en la Figura 29 la presentacion de
amenorrea se asocid a una mejoria de la SLE en pacientes RH positivos,

independientemente de si éstas habian recibido o no tamoxifeno.

Figura 30. SLE en pacientes RE positivos segun hayan desarrollado o no amenorrea.
en estudio Xl del IBCSG

A: todas las pacientes; B: subgrupo de pacientes randomizadas a recibir tamoxifeno
[281]
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El segundo estudio es el del National Surgery and Breast Cancer Study Group
(NSABP) B30 [279]. En este estudio la presentacién de amenorrea quimioinducida (al
menos un episodio de amenorrea de 6 o0 mas meses de duracion) se asocié a un
beneficio muy significativo SG en todas las pacientes, independientemente del estado
de RH, lo que llevd a pensar que quiza ese beneficio estaba relacionado con haber
recibido una mayor intensidad de dosis de QT, mas que con la amenorrea en si
misma. Para aclarar estas cuestiones, se realizd un nuevo analisis, que se publico
posteriormente [282], y que tuvo en cuenta el posible sesgo introducido por las
pacientes que habian presentado recurrencias precoces y no tenian datos completos
de amenorrea durante 24 meses. Se tomd como referencia entonces la SLE y SG a
partir de los 12 meses de la randomizacién. Se vio que la amenorrea se asociaba a
una mejoria en la SLE y SG (HR 0.65 y 0.72, respectivamente, ambas
estadisticamente significativas) y que ello era expensas de las pacientes con RH
positivos. Asi, en este grupo se observé una dramatica reduccion, del 49% y del 48%,
en las probabilidades de recaida y muerte, respectivamente. Por el contrario, no se
observo ningun beneficio prondstico en el grupo RH negativo. Asimismo, cuando se
analizé la intensidad de dosis de QT recibida entre las mujeres que experimentaron o
no amenorrea, no se detectaron diferencias relevantes, descartando que éste fuera un
factor clave al que atribuir el beneficio prondstico asociado a la amenorrea

quiomioinducida.
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Figura 31. SG (A) y SLE (B) de las pacientes incluidas en estudio NSABP B30 en
funcién de la presentacion o no de amenorrea quimioinducida (pacientes RH positivos

y negativos)
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Amenorrea 1554 1523 1472 1409 1127 766 524 246 22 Amenorrea 1515 1429 1355 1272 996 676 454 215 18
No amenorrea 331 321 302 288 207 137 109 61 7 No amenorrea 322 292 263 236 170 110 87 49 7

1.5.3 Determinacion del estado menopausico tras QT adyuvante. Factores
relacionados con la recuperacion de la funcion ovarica (RFO) en mujeres que
han recibido o no QT

En presencia de amenorrea quimioinducida la determinacion del estado hormonal
supone a menudo un reto para el clinico, ya que, dependiendo del esquema recibido y
de la edad de la paciente, puede existir una recuperacién posterior de la toxicidad
gonadal. Ello es especialmente relevante a la hora de escoger el tratamiento
hormonal adyuvante, ya que sabemos que los IA no son eficaces en presencia de

funcion ovarica residual, e incluso pueden estimular la recuperacion de ésta.

En el caso de recuperacion de menstruaciones, sobre todo precoz, no existiran dudas
de que los IA no estan indicados. Tampoco en mujeres muy jovenes, donde sabemos
que la tasas de recuperacion de la amenorrea, en caso de presentarse, es superior al

50%. El problema se presenta ante una mujer mayor de 40 afios que ha presentado
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amenorrea con la QT, puesto que sabemos que puede darse o no una recuperacion
de menstruaciones posterior, y que, ademas, en un numero sustancial de casos existe
una recuperaciéon de niveles estrogénicos sin menstruaciones evidentes, situacion

esta ultima en la que la introduccion de un |IA tampoco funcionara éptimamente. [283]

En la Tabla 26 se presentan los resultados de cinco estudios que se han centrado en
esta situacion clinica. En cuatro de ellos han descrito los métodos utilizados de
determinacién de E2 (ultrasensibles en 3 de ellos y con adecuada sensibilidad el
cuarto). Si nos centramos unicamente en estos cuatro trabajos, se describe
globalmente una tasa de recuperaciéon de menstruaciones y/o niveles hormonales en
el rango de la premenopausia en pacientes en tratamiento con IA de entre el 27-39%
con un tiempo aproximado de recuperacion desde la introduccion del IA de 2.1 a 8.8
meses [206, 284, 285]. El quinto estudio [286], efectuado en 56 pacientes con
amenorrea quimioinducida, pero sin tratamiento hormonal, y en las que las
determinaciones de E2, FSH y LH se efectuaron entre los 1-34 meses después del fin
de la QT, sin que se reportara el método utilizado, revelé que un 75% de las mujeres
presentaban en algun momento niveles estrogénicos superiores a los esperados en la
menopausia pese a la ausencia de reglas, aunque este resultado,
desproporcionadamente elevado con respecto a los otros estudios debe contemplarse
con cautela por desconocer las caracteristicas, sobre todo la especificidad y

sensibilidad del método de medida utilizado.
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Tabla 26. Recuperacion clinica y bioquimica de la funcion ovarica en pacientes
inicialmente premenopausicas con amenorrea quimioinducida.

Autor Poblacion
Smith [206]
y con AQl y
tratamiento con IA
Edad (M) 47 afos
(rango 39 a 52)

Braverman
[286] 1y 34 m post QT
18 mujeres con 2

determinaciones

Guerrero
[284]

Pacientes RE+ con
AQI que habian
recibido 2ade T

adyuvante y tenian

niveles de E2 en el
rango
postmenopausico en
el momento de
cambiar a EXE
adyuvante
Pacientes
consecutivas

Pacientes con >8 s

de AQl=57aene

momento de iniciar
anastrozol y que

tenian niveles de E2

>20 pg /mL antes de
iniciar anastrozol

Henry [283]

Krekow [285] Pacientes 40 a 49a

Tto previa con QT que

incluyera CFM

Pacientes 240 a RE+

Mujeres con AQI entre

Método N

Método ultra 45
sensible *

Método NC 56

Dos métodos 53
simultaneos

Directo:

MEIA**

Indirecto:

RIA precedido
de

purificacion***

Método: 45
LC-MSMS
(LLQ 2 pg/mL)

2 laboratorios 173
Diferente
Método NC

(LLQ 3 pg/mL)#

142

Resultados

12 pacientes (27%)
mostraron RFO
(10 recuperaron
menstruaciones, 1
embarazo, 1 recuperacion
E2 en rango
premenopausia)
9 de éstas12 recibieron T
previo
E2 >9pg/mL al menos una
vez en 42 pacientes (75%).
En 75 determinaciones
E2 oscilo
entre 10-344 pg/mL
(M 25 pg/mL, media 41
pg/mL)

Ambos métodos (D e )
mostraron similar
RFO: 32 vs 30%

Tiempo (M) a RFO:
54vs6m

En analisis multivariado
solo la edad al momento
de inicio EXE se relaciono
con RFO, estableciéndose
un punto de corte de <48
anos
Tras modificacion de la
definicion inicial, 13 de 45
(29%) con RFO
10 pacientes con sangrado
vaginal, solo 3 con niveles
de E2 elevados

Tiempo (M) a RFO: 2.1 m
Edad joven fue unico
factor predictivo de RFO
en analisis uniy
multivariante
RFO 39%

6% recuperaron
menstruaciones
Tiempo (M) a RFO: 8.8m
Edad <45 ainos e inhibina
B basal predictores de
RFO



AQIl: amenorrea quimioinducida; M. mediana; m: meses; a: anos, T: tamoxifeno adyuvante;
EXE: exemestano; RFO: RFO; LLQ: limite de deteccidn o limite inferior de cuantificacion , del
inglés, Lower Limit of quantification; QT: quimioterapia; CMF: ciclofosfamida: NC: no
comunicado. M: Mediana

*Método ultrasensible: limite de deteccion 3 pmol/L, valor de referencia postmenopausia 60
pmol/L=16.34

**MEIA: Microparticle enzyme immunoassay; LLQ 73.4 pmol/L=19.9 pg/mL; valor de
referencia de postmenopausia 146 pmol/L=39.77 pg/mL

***RIA radioimmunoensayo precedico de purificacion: con extraccion organica previa para
evitar reacciones cruzadas, particularmente con exemestano; limite de deteccién 3 pmol/L =
0.82 pg/mL; referencia postmenopausia <60 pmol/L=16.3 pg/mL

#inferido de los valores presentados

En los estudio de Guerrero et al, Henry et al, asi como en el mas reciente de Krekow
et al, la edad joven fue factor predictivo de recuperaciéon de la funcion gonadal en el
analisis univariante y multivariante. En el primero de estos trabajos, y mediante la
prueba del area bajo la curva del receptor operador o curva ROC (del inglés Receiver
Operating Characteristic) se establecid la edad <48 afios como factor predictor de
RFO. Se observo que 50% de las pacientes <48 afos presentaron recuperacion, a
diferencia de las pacientes >50 afos, en las cuales dicho porcentaje fue tan sélo del
12% (p=0.005).

En cambio, los niveles de E2 basales no fueron predictivos de RFO en ninguno de los
tres estudios mencionados, aunque en el estudio de Guerrero et al el E2 medido por
el método mas sensible (método indirecto) tendidé a correlacionarse con dicha

recuperacion (p=0.06).

Otras variables analizadas y que se habian determinado en el momento de la
inclusion (IMC, T score por DMO; contaje foliculos antrales y volumen ovarico
determinados por Ecografia trasnsvaginal, FSH, tipo de menstruaciones pre-QT,
tiempo de amenorrea y tratamiento con tamoxifeno previo) no resultaron predictivas
de recuperacion ovarica considerando globalmente los tres estudios. En cuanto a la
inhibina B, ésta se relaciond de forma independiente con la recuperacion ovarica en
la serie con mayor tamafo muestral [OR para RFO 1.933 (IC 95% 1.064 — 3.512), p=
0.03)[285], mientras que los otros 2 trabajos no describieron asociacion. En cuanto a

la AMH, ésta se habia relacionado con recuperacién de menstruaciones a largo plazo
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en un estudio anterior en los que la determinacion se habia realizado antes de iniciar
la QT adyuvante [287]. La serie de Krekow et al no analizé este parametro, mientras
que si se determind en los otros dos trabajos prospectivos, que coincidieron en sus
hallazgos: los niveles de AMH determinados post QT fueron indetectables en

practicamente todas las pacientes, por lo que no fueron utiles para predecir la RFO.

Considerando los datos presentados, parece que en caso de amenorrea
quimioinducida post-QT para CM precoz, y particularmente tras tratamiento con
tamoxifeno (que por si mismo dificulta la recuperacion de menstruaciones), debe
limitarse el cambio electivo a IA adyuvante, ya sean IANE o exemestano (ver también
Seccién 1.6) y considerarse probablemente sélo en pacientes >48 afos, aunque
siempre debe hacerse el seguimiento de niveles de E2, FSH y LH y, obviamente, de

la posible recuperacion de menstruaciones.
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1.6 ESTADO DEL ARTE DEL TRATAMIENTO HORMONAL ADYUVANTE
(THA)

Los objetivos del tratamiento adyuvante sistémico son disminuir la recurrencia y
aumentar la SG. Se acepta que, tras el tratamiento primario quirurgico, hasta el 40%
de pacientes, considerando globalmente ganglios negativos y positivos, presentaran
recurrencia a 10 anos. Por otro lado, ya se ha mencionado que aproximadamente
60-70% de pacientes presentan tumores primarios con positividad para RE y/ o RP.
Para este subgrupo de pacientes, el tratamiento hormonal sistémico representara
una maniobra terapéutica crucial y, en muchos casos, la mas relevante, para la
reduccion del riesgo de recidiva. EI THA se considerara en practicamente todos los
casos, ya sea como opcion sistémica unica (en tumores de bajo riesgo, incluso en
CDIS), o bien tras la quimioterapia, en tumores de alto riesgo. No se ofrecera a
pacientes con tumores RH negativos, dado que en este grupo no existe beneficio
relevante [32, 288]. A la hora de plantear el THA nuevamente diferenciaremos las
pacientes postmenopausicas (12 meses sin menstruaciones) de aquellas pre- o

perimenopausicas.

1.6.1 THA en pacientes postmenopausicas.

Durante décadas el tamoxifeno, a dosis de 20 mg/d por 5 afos, ha sido considerado
el gold standard de THA. El meta-analisis de Oxford [32, 288] le confiere una
reduccion del 37% y 22% en las tasas anuales de recurrencia y muerte,
respectivamente, en la poblacién postmenopausica con o sin afectacién ganglionar.
Desde el afio 2005 se han comunicado multiples estudios [219, 221, 289-302] que
han demostrado el beneficio de la implementacion de los IA (letrozol 2.5 mg/d,
anastrozol 1 mg/d, exemestano 25 mg/d) en el THA de las pacientes
postmenopausicas. Estos se han evaluado, con respecto a tamoxifeno, ya sea
sustituyéndolo de entrada (monoterapia de inicio) [289, 290, 292, 295],
sustituyéndolo tras 2-3 afios de adyuvancia con tamoxifeno (switch o secuencial)

[295], o incorporandolos tras 5 afios de tratamiento con tamoxifeno (terapia de
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continuacién) [302-304]. Los resultados de las ultimas actualizaciones de los
principales estudios dentro de cada estrategia se resumen en la Tabla 27. Puesto
que los datos de toxicidad de los diferentes farmacos se ha ido exponiendo en en la

Seccion 1.4. no se comentaran de nuevo aqui.

1.6.1.1 |A vs tamoxifeno: Estrategia de inicio

El estudio Arimidex, Tamoxifeno Alone or in Combination (ATAC) [289] fue el
primero en llevarse a cabo y comunicar resultados. A 10 afos, y considerando
unicamente la poblacion RE+, el tratamiento con anastrozol se asocio a un beneficio
significativo en SLE, recurrencia contralateral y recurrencia a distancia (SLRD), sin
impacto en la SG. En el estudio Breast International Group (BIG) 1-98[290],con 8.1
afos de seguimiento, se observaron beneficios en SLE, SLRD y SG en el brazo con
letrozol comparado con el brazo con tamoxifeno. El beneficio en SG fue mas
aparente tras aplicar técnicas estadisticas adecuadas (Inverse Probability of
Censoring Weighting o IPCW) que tuvieran en cuenta el cruzamiento que se produjo
en el brazo de tamoxifeno a letrozol (25% de pacientes), una vez conocido el
beneficio asociado a letrozol tras la primera publicacion del estudio. El ultimo ensayo
clinico fase Ill en comunicar resultados fue el estudio Tamoxifeno Exemestano
Adjuvant Multinational (TEAM) [292, 293], que se planted inicialmente como una
comparacioén directa de exemestano vs tamoxifeno durnate 5 afios. El disefio original
del estudio se modificé, a 2.75 afnos de iniciado, tras conocerse los resultados
positivos del ensayo IES (/ntergroup Exemestano Study), de manera que el brazo de
tamoxifeno en monoterapia pas6 a ser un brazo secuencial (tamoxifeno x 2-3 afnos
— exemestano x 2-3 anos). Los primeros resultados comunicados del estudio TEAM
censuraron los eventos a partir de los 2.75 anos, por lo que en realidad se
compararon ambas monoterapias, describiendo beneficios significativos en SLR y
SLRD. En términos de SLE existié un beneficio no significativo en el analisis por
intencidon de tratamiento, que alcanzé la significacion estadistica en el analisis por

tratamiento realmente recibido.

En resumen, los tres estudios con IA de inicio describen beneficios modestos
basicamente en SLE con respecto a tamoxifeno, sin que de momento pueda

concluirse la superioridad de un IA u otro en esta estrategia de inicio. Dos estudios
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ya finalizados comunicados, pendientes de publicacion, han buscado responder a
esta cuestion. El primero es el estudio MA.27, que randomizé 7576 pacientes a
recibir exemestano o anastrozol durante 5 afos, y que ha demostrado una SLE
similar a 4 afos, sin diferencias en toxicidad, a excepcién de menor riesgo de
osteoporosis en el brazo de exemestano [221]. El segundo estudio es el Femara
versus Anastrozole Clinical Evaluation (FACE), que ha comparado 5 afios de letrozol
con 5 anos de anastrozol y que con 86 meses de mediana de seguimiento tampoco

ha comunicado diferencias [305]

Tabla 27. Estudios clinicos de tamoxifeno e IA como THA en mujeres post-

menopausicas. Estrategias de inicio, switch corto, y HT de continuacion. Resultados

Estrategia Esquema N Seg Supervivencia Supervivencia SG
Estudio (anos) libre de recidiva libre de recidiva a
distancia
Reduccion Red. Red.. Red. Red
relativa de absoluta relativa absoluta relativa
riesgo de de de de riesgo
(%) riesgo riesgo riesgo (%)
(%) (%) (%)
ATAC AvsT 624 10 14 27 ((%a) 15aa 1.3 (5a) S
[289]a 1 (p=0.003) 4.3 (p=0.02 2.6 (p=0.4)
(10a) ) (10a)
BIG 1-98 LvsT 492 8.7 18 29 IPCW: IPCW: 21
[290] (s6lo 2 (p=0.007) 211TT: ITT: 13
brazos 14
monotera
pia)
Metaanalisi A/LvsT 985 5.8 23 2.9 (5a) 18 NR 6
s 6 (p=<0.00 3.9 (8a) (p=0.00 (p=0.3)
[291] 01) 2)
ATAC /
BIG1-98
TEAM[292] TvsE 976 2.7 ITT NR ITT:19 NR N
(analisis 6 (SLE): 11 (p<0.03
alos 2.75 (p=0.12) )
anos, PP: 17
antes del (p=0.02)
switch) ITT
(SLR):
15%
(p=0.02)
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MA.27
[221]

IES[295]

ARNO 95
[296] c
ABCSG38
[297]
(secuencial

)
TEAM [293]

ABCSG 8/
ARNO[298]

ITA [299]

Metaanalisi
s ARNO /
ITA
ABCSGS8
[300]
Metaanalisi
s[291]ARN
O/ITA/
ABCSGS8 /
IES
GROCTA4
B +
ITA[301]

BIG1 98
+

FEMTA[290
]

e,f

EvsA

T—Evs
T

T—Avs
T
T—Avs
T (TT
analisis)

EvsT —
E

T—=Avs
T
T—Avs
T
T—Avs
T

T— A/E
vs T

T— AG
vs T T—
AvsT
LvsT—
L

LvsL—=T

757

459
9b

979

371

976

322

448

400

901

828

309

308

4.1

7.6

2.5

4.8

5.1

2.3

5.3

2.5

3.9d

6.5

5.9

NR

19
(p<0.001)

34
(p=0.049)
20
(p=0.064)

ITT (SLE):
3 (p=0.6)
PP: 7
(p=0.22)
ITT
(SLR):15
(p=0.02)
40
(p=0.0009)
44
(p=0.01)
41
(p=
0.0001)

29
(p<0.0000

1)

NR

HR 1.05

(0.84-1.34)

(afavor L)

HR 0.96

(0.76-1.21)

(a favor
L—T)
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1% NR

(p=0.85)
3.1 16
(5a) (p=0.01
4.5 )
(8a)
4.2 NR
NR 22
(p=0.04
6)
1 (5a) ITT:7
(p=0.3)
3.1 39
5.8 NR
3 39
(p=0.00
2)
3.1 24
(3a) (p=0.00
3.6 07)
(6a)
NR NR
1.8 HR 1.22
(2.3N+  (0.88-
, 1.4N- | 1.69) (a
) favor L)
0%
HR 1.05
(0.75-
1.47) (a
favor L)

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

14
(p=0.04)

47
(p=0.045)
13
(p=0.33)

(p>0.99)

NR
(p=0.16)
44
(p=0.1)
29 (0.04)

21
(p=0.004)

49
(p=0.007)

HR 1.13
(0.83-
1.53)
(a favor
L)
HR 0.90
(0.65-
1.24) (a
favor
L—T)



MA T—Lxba 517 5.3 ITT: 32 4.6a ITT: 19 2.9a ITT: 1

17[302] vs T — 0 (p<0.001) (p=0.09 (p=0.83)
Placebo Ajustado ) Ajustado:
para Ajustad 39
Cross- 0: 49 (p<0.001)
over: 48 p<0.001
(p<0.001) )
NSABP T—Exba 156 25 SLE:32 2 31 NR NS
33[303]h vs T — 2 (p=0.07) 2 (p=0.13
Placebo SLR: 56 )
(p=0.004)
ABCSG T(x AG)— 856 5.2 SLR: 38 4.7 47 3.4 (5a) NS
6a[304] Ax 3a vs (p=0.031) (SLR1 (p=0.03 (p=0.89)
T(+ AG) — 0a) 4)
)

T. tamoxifeno, A: anastrozol, L: Letrozol, E: exemestan, AG: aminoglutetimida; NS: no
estadisticamente significativo; NR: no reportado: IPCW: "inverse probability of censoring
weighting" analysis, tiene en cuenta la poblacién asignada al brazo de tamoxifeno que fue
cruzada selectivamente a letrozol durante el estudio (N=619); ITT: analisis por intencion de
tratamiento; PP: por protocolo, resultados en funcion del tratamiento realmente
administrado: HR: razén de riesgo; SLE: Supervivencia libre de enfermedad; SLR:
Supervivencia libre de recurrencia

a) desestimado brazo de combinacion, resultados aplicables a poblacion RE+, aa) Tiempo a
la recurrencia a distancia; b) pacientes RE+ o desconocidos, excluidos 125 pacientes RE-,
c) excluidos pacientes RE-, d) Después del cambio (secuencialidad); e)expresado en HR e
intervalos de confianza del 99%. f) 60% de pacientes asignados a placebo fueron cruzados
a letrozol tras conocerse resultados del primer analisis interino; g) Estimado a 4a; h)
terminado prematuramente tras comunicarse resultados de estudio MA.17; i) Estimado a 4a.

1.6.1.2 |A tras 2-3 afios de tamoxifeno: Switching y secuencialidad

Tanto el estudio con exemestano [el Intergroup Exemestano Study (IES) [295]] como
los estudios que utilizaron anastrozol [el Arimidex-Nolvadex (ARNQO) 95 [296], el
Austrian Breast and Colorectal Cancer Study Group (ABCSG) 8 [297] y el Italian
Tamoxifeno Arimidex (ITA) [299]] comunicaron beneficios en SLE para los brazos
que recibieron IA tras 2-3 anos de tamoxifeno. En la ultima actualizacion del estudio
IES [295] se demostréo un beneficio en SG para todas las pacientes RE+ o
desconocido (HR 0.86, p<0.001). Un analisis conjunto de los tres estudios con

anastrozol [300] revel6 un beneficio significativo en SG (p=0.04), que se confirmé en
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un segundo meta-analisis, esta vez incluyendo el ensayo con exemestano [291], con
un incremento absoluto en SG a 6 anos del 2.2%. Este segundo meta-analisis
describid, ademas, que existia una reduccion mayor de recurrencias durante los 3
afios de tratamiento con IA (HR 0.60), que durante el periodo posterior (HR 0.92),
sugiriendo la posibilidad de prolongar la duracién de tratamiento con IA. En la
mayoria de dichos estudios [295, 296, 299] la randomizacidn se realizé a partir de
los 2-3 anos de la cirugia (switching propiamente dicho), lo que supone
necesariamente un sesgo de seleccion de una poblacion de mejor prondstico, sin
recaidas en los 2 primeros afos. El unico estudio que randomizé las pacientes
inmediatamente tras la cirugia (secuencia propiamente dicha), el ABCSG 8 [306],
comunico inicialmente un beneficio en SLE que no resultdé significativo. Estos
resultados, aparentemente inferiores al switching, se atribuyeron en principio a la
inclusion en el analisis de las pacientes con recaidas precoces. Sin embargo, una
actualizacion posterior demostré que la estrategia secuencial también se relaciona
con una mejor SLE y SG, y que la falta de beneficio previa se debia a la inclusién en
el analisis de pacientes asignadas a tamoxifeno que habian sido cruzadas a
anastrozol tras conocerse los resultados positivos de otros estudios. Por ultimo,
datos adicionales en cuanto a estrategia de secuencialidad vienen de la mano del
estudio BIG1-98 [290]. Asumiendo la superioridad de letrozol vs tamoxifeno en base
a datos previos, se compard el brazo de letrozol en monoterapia vs ambas
secuencias (tamoxifeno x 2 afos seguido de letrozol x 3 afios y Letrozol x 2 afios,
seguido de tamoxifeno x 3 anos). El tratamiento con letrozol por 5 afios se asocié a
una mejor SLE, Supervivencia Libre de Enfermedad a distancia (SLED) con respecto
a la secuencia tamoxifeno—letrozol, mientras que fue equivalente en SLE y SLED,

con una tendencia a inferior SG, con respecto a la secuencia letrozol—tamoxifeno.

1.6.1.3 IA de continuacién tras 5 afnos de tamoxifeno

Se sabe que mas del 50% de recaidas en pacientes RE+ tratadas con tamoxifeno se
producen mas alla de los 5 afos. En ello se basé el estudio MA.17, que randomizé
las pacientes a recibir letrozol vs placebo tras 5 afios de tamoxifeno. Un andlisis
interino, con 30 meses de seguimiento, revelé un beneficio significativo en SLE para

todas las pacientes, asi como un beneficio en SG para las pacientes con afectacion
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ganglionar. Ello hizo que se cerrara el estudio, se abriera el ciego y se ofreciera
letrozol a las pacientes asignadas al brazo control. Tras esta decisién surgieron
dudas sobre la duracion 6ptima de tratamiento (2.5 vs 5 afios, que era el disefio
original). En una comunicacién posterior se observé que las razones de riesgo de
SLE y SLED mejoraban significativamente a medida que se prolongaba el
tratamiento con letrozol hasta al menos 48 meses. De forma practica la mayoria de
investigadores ha ofrecido letrozol de continuacién durante 5 afos, incluso a
pacientes de riesgo que habian permanecido algun tiempo sin THA, puesto que
existen datos que sugieren beneficio en este subgrupo. El ultimo analisis publicado
del MA-17 [307], con 64 meses de seguimiento, y que utilizd técnicas estadisticas
adecuadas para estudios randomizados con un alto porcentaje de cruzamiento en el
brazo control (60%) comunicé un beneficio significativo en SLE, SLED y SG para
todos los pacientes. Dos estudios mas pequenos, el NSABP B33 [303] vy el
ABCSG6a [304], de disefio parecido, pero con exemestano y anastrozol,
respectivamente, corroboran el beneficio en recurrencia con la continuacion del 1A

tras haber recibido 5 anos de tamoxifeno.

1.6.1.4 Tamoxifeno de continuacion tras 5 afios de tamoxifeno

Recientemente se han comunicado los resultados de los estudios ATLAS (Adjuvant
Tamoxifeno Longer Agains Shorter) [180] y aTTom (Adjuvant Tamoxifeno To Offer
More) [308], que randomizaron a pacientes que habian recibido 5 afios de
tamoxifeno adyuvante y que no habian presentado recaida a continuar tamoxifeno
durante 5 afios mas vs observacion. La mayoria de pacientes incluidas eran
postmenopausicas. Ambos estudios describieron beneficio en SLR a partir del 7°
afo de seguimiento, objetivandose una reduccion del riesgo de recaida del 15% en
el estudio aTTom. En cuanto a mortalidad, y considerando unicamente la poblacion
RE positivo, se objetivd una reduccion no estadisticamente significativa del riesgo de
muerte por CM del 12% en el estudio aTTom, y del 17% en el estudio ATLAS, que
en este caso si alcanzo la significacion estadistica (p=0.004), Los datos combinados
de ambos estudios mostraron una reduccién del 15% de mortalidad por CM
(p=0.001) y del 9% a nivel de mortalidad por todas las causas (p=0.008). La
Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO) ha publicado recientemente un

actualizacion de sus recomendaciones para el THA del CM [309], donde se
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contempla el tratamiento con tamoxifeno por 10 afios como una opcion valida Esta
opcion se aplicara sobre todo a pacientes premenopausicas, puesto que 1) hoy en
dia se prefiere la introduccion precoz del IA como THA en la poblacién menopausica,
2) las HR de SLR respecto placebo demostradas por los IA de continuacién tras 5
afios de tamoxifeno (por ejemplo HR 0.52, p<0.001, en estudio MA.17 [302]) son
mejores a las obtenidas con la continuacion de tamoxifeno (HR 0.84 tanto en el

estudio ATLAS como en el aTTom, p=0.003 y p=0.006 respectivamente).

1.6.1.5 Conclusiones y recomendaciones actuales del THA en pacientes

postmenopausicas

Los IA han demostrado consistentemente un beneficio en SLE, independientemente
de la estrategia utilizada (inicio, switching/secuencia, o continuacion), con un perfil
de toxicidad aceptable. No todos los estudios individuales han descrito beneficios en
SG, y en estos casos se han esgrimido razones diversas (mortalidad por causas
intercurrentes, falta de seguimiento, alto porcentaje de cruzamiento o falta de poder
estadistico). El incremento en SLE, y sobre todo en SLRD, se ha considerado un
objetivo suficientemente valido para que la Sociedad Americana de Oncologia
recomendara en 2004 la inclusion de un IA en el tratamiento adyuvante de todas las
pacientes postmenopausicas RH positivos, ya sea de inicio, o tras 2-3 o 5 afios de
tratamiento con tamoxifeno, eso si, estableciendo la necesidad de seguimiento,
medidas de prevencion y tratamiento precoz de los efectos adversos mas comunes
de éstos (pérdida de densidad mineral 6sea e hiperlipemia) [310]. Desde la edicion
de 2009, el Consenso Internacional de St Gallen en relacién al tratamiento
adyuvante recomienda el tratamiento con IA en mujeres postmenopausicas [311,
312]. El tratamiento inicial con IA resultara particularmente necesario en pacientes
consideradas de alto riesgo, esto es, con tumores con alto indice de proliferacion
(Ki67), alto grado o afectacidon ganglionar, y actualmente constituye la estrategia mas
comunmente empleada en nuestro medio. Ademas, los tumores con histologia
lobulillar parecen beneficiarse particularmente del tratamiento con IA de inicio [313].
En caso de mala tolerancia a |IA de inicio (40% de artralgias a nivel asistencial) y, en
base a los resultados de BIG 1-98, puede considerarse el cambio a tamoxifeno,

sobre todo a partir de los 2 afios. En caso de optarse por tamoxifeno de inicio, y
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cambio a IA a los 2-3 afios, las Guias Clinicas de ASCO 2016 recomiendan
continuar el IA durante un minimo de 5 anos, con una duracion, por tanto, de THA de
7-8 anos [314]. Esta estrategia no se basa en resultados de ningun estudio
individual, sino en la observacion de la relativa pérdida de beneficio al discontinuar el
IA tras sélo 2 o 3 afios de tratamiento. En la ultima ediciéon del Consenso de St.
Gallen 2015, la mayoria de panelistas, al ser preguntados, subscribieron la opcién

de 5 anos de IA tras 2-3 afnos de tamoxifeno [315]

Varios estudios (NSABP B-42, TEAM/NCT00279448, NCT 00036270, ABCSG
16/SALSA/NCT00295620, MA17R, IBCSG 35-07/SOLE/NCT01281137), algunos de
ellos recientemente finalizados, han investigado la conveniencia de prolongar el 1A
durante mas de 5 anos. Soélo uno de ellos ha publicado ya resultados, el MA. R17
[316] que, efectivamente, describe una mejoria significativa (HR 0.66, p= 0.01). Esta
diferencia es del orden del 4% en términos absolutos de SLE invasiva y no se
traduce en una mejoria de SG, puesto que la mayoria de recurrencias evitadas son a
expensas de CM contralateral (HR 0.42, p=0.007)

1.6.2 THA en pacientes premenopausicas

1.6.2.1 Tamoxifeno

A diferencia de las pacientes postmenopasicas, el tamoxifeno durante 5 anos, ha
continuado siendo hasta fechas muy recientes el pilar indiscutible del THA en las
mujeres premenopausicas con CM cancer de mama y positividad de RH. El meta-
analisis de Oxford de 2005 [288] le confiridé una reduccién del 30 y 24% en los
riesgos de recurrencia y muerte, respectivamente, para este subgrupo, beneficio
que era independiente de la administracion o no de QT. La ultima edicién de dicho
metaanalisis [32] ha confirmado unos beneficios absolutos a 15 afios en mortalidad
por CM en las pacientes menores de 45 afios y RH positivos que recibieron 5 afios
de tamoxifeno respecto a las que no lo hicieron. Ademas el tratamiento con
tamoxifeno se asocié a un menor toxicidad (cancer endometrial y trombosis) en la

poblacion menor de 55 afos.
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En cuando a la extension del tratamiento con tamoxifeno mas alla de 5 afios en
poblacionn premenopausica debemos referirnos de nuevo a los estudios ATLAS
[180]) y aTTom [308], cuyos datos de eficacia se resumen en la Tabla 28. Puesto
que los IA no son efectivos en las mujeres premenopausicas, la adyuvancia
extendida con tamoxifeno se indica mayoritariamente a la poblacion premenopasica.
Debe mencionarse que sélo tres de los estudios del metaanalisis mencionado [317]
describieron el estado menopausico de las pacientes incluidas, y en éstos soélo 13%
de las mujeres fueron premenopdausicas a la randomizacion, con lo cual la evidencia
existente en esta poblacién es menor. Sin embargo, este mismo meta-analisis no
revelé diferencias en cuanto a eficacia de tamoxifeno extendido en funcion del

estado menopausico.
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Tabla 28 Principales estudios randomizados de 5 vs 10 afios de tamoxifeno y meta-

analisis

Poblacion/ Datos de recurrencia

Seguimiento

Estudio

Incidencia acumulada

ks RE+ en poblacion RE+:
[1 80] N= 6846
RR 5-9 afios:
RE- 0.90 (0.79-1.02)
N =1248 RR = 10 afios:
0.75 (0.62-0.90)
RE? Log Rank (todo el periodo):
N = 4800 p=0.002
Seguim(M): Riesgo acumulado de
10 afos recurrencia en afos 5-14:
10 vs 5 afios de T:
21.4 % vs 25.2%
aTTom .
1 81] RR recurrencia global
[ 0.86 [ 0.77-0.96], p = 0.006).
RE+ (n =2,755) o
ER desconocido RR recurrencia en funcién del
(n=4,198 periodo analizado
Seguim (M): Afios 5-6: RR = 1.11
9 afios
(0.89-1.37);
Afos 7-9: RR = 0.85
(:0.71-1.02);
Afos 10-14: RR = 0.72
(0.59-0.87);
Afos 15+: RR = 0.83
(0.56-1.24
Meta- )
analisis* N =21554 OR recurrencia (global):
0.89 (0.76-1.05), P=0.17
[317] Seguim (M):
10 afos -Durante tto extendido con T:

OR 1.01 (0.79-1.29)

-Una vez completado tto
extendido con T:
OR 0.80 (0.73-0.88)

-En N+:

OR 0.76, (0.63-0.92)
Diferencia absoluta a
10afios:4.1%
-En N-:

OR 0.93, 0.76-1.14),
Diferencia absoluta
a10afnos:2.1%

OR recurrencia a distancia:

0.96 (0.66-1.38), P=0.81

Datos de
mortalidad

Incidencia acumulada en
poblaciéon RE+:

RR 5-9 afos:
0.97 (0.79-1.18)
RR 2= 10 afios:
0.71(0.58-0.88)
Log Rank (todo el periodo):
p=0.002

Riesgo acumulado de
muerte en afos 5-14:
10vs 5 afiosde T
12.2 % vs 15%

RR global de muerte por
CM
0.91 (0.80-1. 04],p=0.2

Beneficio en mortalidad
por CM sélo observado a
los 10-14 aiios des del
inicio del tratamiento
RR =0.78 (0.64-0.95).

RR muerte por cualquier
causa
RR =0.95 (0.87-1.04)
p=0.2

OR muerte por cualquier
causa (no seleccioén por
RE):

0.99 (0.84-1.16), P=0.82

OR muerte por cualquier
causa en ER+:
1.11 ( 0.79-1.55), P=0.55

Comentarios

No eficacia en RE-
Datos intermedios en ER-

Incremento incidencia
cancer endometrio
(de 1.6 a 3.1%)
y de mortalidad por cancer
de endometrio
(de 0.2% a 0.4%)
con T >5 afios

Cumplimiento de
tratamiento en brazo >5
afnos:

84% al 7° aro,

60% a los 10 afios

Incremento incidencia
cancer endometrio
(102 vs. 47, p <0.0001),

Pero no aumento de
mortalidad por cancer de
endometrio
10 vs. 5 years of tamoxifeno:
31vs. 23,p=0.27)

Incremento incidencia
cancer endometrio
OR 2.06 (1.65-2.58)

No aumento incidencia de
otros canceres

No descenso de la
mortalidad cardovascular
con tamoxifeno >5 afios

Datos sobre TVP/TEP no
analizados
(s6lo reportados en 2
estudios)

M: mediana; RE+/-/? : Receptor estrégeno positivo/negativo/desconocido; RR: razén de

riesgo; OR: odds ratio,
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IC95% expresados entre paréntesis; N+: ganglios positivos; N-: ganglios negativos; T=
tamoxifeno;

TVP: tromboembolismo venoso profundo; TEP: tromboembolismo pulmonar

*Incluye, aparte de estudios ATLAS y aTTOm, estudios NSABP B14, Scottish Trial, ECOG
4181y E51 81

** Seguimiento estimado en base al tiempo transcurrido entre comunicaciones de resultados

Con los datos mencionados, se considera hoy en dia que la prolongacion del
tratamiento con tamoxifeno hasta 10 anos debe valorarse particularmente en la
paciente con larga expectativa vital y, sobre todo, de alto riesgo (con ganglios
positivos), que persiste premenopausica tras este periodo [309]. Siempre debera
sopesarse asimismo: a) la toxicidad atribuible a tamoxifeno en los primeros 5 anos,
y b) el deseo gestacional de la paciente, en cuyo caso obligadamente habra de

interrumpirse el tratamiento.

1.6.2.2. Supresion de la funcion ovarica en pacientes premenopausicas: Evidencia

previa a los resultados del estudio SOFT

Ya se ha indicado que la supresion de la funcion ovarica (SFO) puede obtenerse
mediante maniobras ablativas definitivas (ooforectomia, irradiacion ovarica) o
reversibles (aGnRH). Su indicacion como THA, después de mas de 50 afos de
investigacion, resulta todavia controvertida. Ello es asi debido a limitaciones
importantes en los estudios publicados hasta fechas muy recientes (2015),
limitaciones tales como como falta de seleccién de la poblaciéon por positividad
hormonal, efecto propiamente castrante de la QT en muchos casos, que infravalora
una maniobra supresiva adicional, y la falta de un brazo control estandar con

tamoxifeno.

Hasta finales de 2014, los datos mas relevantes sobre ablacion/supresion ovarica
adyuvante procedian de estudios individuales, del meta-analisis publicado en 2005
[288] y del meta-analisis del 2007 de ensayos con aGnRH en pacientes RH positivos

[318]. En base a dicha evidencia, se podia afirmar lo siguiente:

* La ablacién ovarica quirurgica o radica; como monoterapia; se ha asociado a

una reduccion significativa del 30% en los riesgos anual de recurrencia y de
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muerte en ausencia de QT [288]. Por otro lado, la SFO con aGnRH en
monoterapia se ha relacionado con una reduccion del riesgo anual de
recurrencia y muerte del 28 y 18%, respectivamente, sin significacion
estadistica en este caso, probablemente por el numero limitado de pacientes

analizados y el menor seguimiento [318].

El beneficio de la SFO (cualquier modalidad) es equivalente al obtenido con
una QT basada en CMF (ésta causa amenorrea en un 60% de pacientes) y la
asociacién de SFO y tamoxifeno es o bien equivalente o bien superior a una
QT con CMF o FAC/FEC.

En cuanto al papel de la adicion de SFO (cualquier modalidad) a QT en
ausencia, y sobre todo, en presencia de tamoxifeno, los datos mas relevantes
publicados hasta 2014 procedian de seis estudios [319-324] y del meta-
analisis de aGnRH. Los datos mas relevantes de los mencionadoss seis
estudios se resumen en la Tabla 29. Los tres ensayos de mayor envergadura
(E 5188[320], IBCSG VIII[319]; FNCLCC[325]), no demostraron beneficio en
SLE con la adicion del aGnRH (2, 3 o 5 anos) para el grupo global de
mujeres, pero en todos ellos se sugiri6 un beneficio de éste tras QT para las
mujeres menores de 40 anos RE positivos. En el ZIPP trial [323] la adicién de
goserelina se asocié a una reduccién significativa del 20% en riesgo de
recurrencia y de muerte para el grupo global de pacientes, pero no para las
pacientes tratadas previamente con QT. Un 5° estudio (GABG-IVB93) [322]
no demostré diferencias con la adicion de goserelina a una QT basada en
CMF o E-CMF.
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Tabla 29. Principales estudios sobre SFO en pacientes premenopausicas con

o sin tamoxifeno hasta 2015

Referencia

IBCSG VIl
[319]

E 5188/
INTO101
[320]

FNCLCC
[325]

ZIPP
trial[323]
(4 estudios)

GABG
IV-A-93[322]

ABC
trial[324]

Seguim: seguimiento; a: afios, RE+/-/? :

desconocidos,

874

1053
N+

926
N+
o G2/3

2710
Disefio
2x2 o
simple
random:
G si/no
43% N+

771
N-

2144

Random.
Previa a
QT o no
permitida

goserelina;

Tratamiento

Gx2a
vs CMF oral
vs CMF—G

CAF vs
CAF+ G (5a)
VS
CAF+G
(5a)+Tam (5a)

RT ovarica o
triptorelina x 3a
Tras QT vs QT

sola
(77% con adria)

G+Tx2a
vs Gx2a
vs Tx2a
vs nada
56% sin QT
previa

G x 2a
vs CMF x 3

Ablacién/aGnRH

VS No
Tx5a
QT previa: 78%
91% AO

T: tamoxifeno,

Estado RH

RE+:68%
RE-: 30%
RE?: 3%

RE+100%

RH+69
RH-19%
RH?12%

RE+ 51%
RE - 24%
RE? 25%

HR =100%

RE + 39%
RE -18%
RE? 43%
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Seguim

(@)
7

5.5

99

Resultados

No beneficio con
adicion de
goserelina

Pacientes jévenes
tendieron a
beneficiarse de
CMF—-G
No beneficio con la
adicion de G a CAF

(si en pacientes <

40 anos)
CAF+G+Tam: mejor
DFS
No beneficio con
SFO
Mejor SLE en
pacientes < 40 afos
y RH+

Mejor SLR y SG con
G en todos los
pacientes
Mejor SLR con G en
pacientes sin QT
SG (G vs nada):
HR 0.71(0.52-0.96)
Evidencia
insuficiente para
concluir superiordad
de G+T
vs T solo
SLR: Sin diferencias

SLE y SG: sin
beneficio
Tendencia a
beneficio en

mujeres<40 a sin
QT

receptores estrogeno positivios, negativos o
CAF: Ciclosfosfamida,

Adriamicina, 5



Fluorouracilo; CMF: ciclofosfamida, Metotrexate, 5 Fluorouracilo; SLE: Supervivencia Libre

de Enfermedad; SLR, Supervivencia Libre de Recurrencia, SG: Supervivencia Global

En el meta-analisis de SFO con aGnRH (2741 pacientes) [318] la adicion de
éstos ca QT con o sin tamoxifeno se relaciond con una mejoria significativa
en el riesgo anual de recurrencia y muerte, del 12 y 13%, respectivamente.
Dicho beneficio se limitaba a la poblacion menor de 40 afios, precisamente
aquélla con menor probabilidad de amenorrea quimioinducida. De los 13
estudios que contribuyeron a este meta-analisis, sélo se utilizé tamoxifeno
en 4 de ellos, en los estudios integrantes del Zoladex In Pre-menopausal
Patients o ZIPP trials [323]). A estos datos se anadian los procedentes del
estudio ABC [324, 326], en el que 2144 pacientes tratadas con tamoxifeno
adyuvante fueron randomizadas a recibir o no SFO (cualquier método). El
analisis por subgrupos también demostré beneficio estadisticamente
significativo soélo en el subgrupo de pacientes menores de 40 afios que no
habian recibido QT. Tanto el estudio ZIPP como el ABC mostraron
limitaciones metodolégicas (tasa baja de pacientes RH positivos y
asignacion electiva de QT, e incluso de tamoxifeno). Dichos sesgos y, sobre
todo, la falta de un estudio individual adecuadamente dimensionado que
estudiara el papel de la adicion SFO frente a un brazo puro de QT y
tamoxifeno durante 5 afos explican que esta cuestion, la mas importante
teniendo en cuenta los estandares de tratamiento hasta la actualidad, no
estuviera definitivamente resuelta, aunque parecia razonable considerar la
adicion de SFO en pacientes menores de 40 afos y/o sin amenorrea

quimioinducida.

Afortunadamente esta pregunta ha sido abordada en el estudio SOFT, publicado en
Enero 2015 [327] . En este estudio mas de 3000 mujeres con tumores RE positivos y
niveles de E2 tra QT (si la habian recibido) en el rango de la premenopausia fueron
randomizadas a recibir tamoxifeno (brazo A), o SFO + tamoxifeno (brazo B), o SFO
con exemestano (brazo C), siempre durante 5 afios (Ver Figura 32). El objetivo
primario fue la comparacion de SLE entre los brazos A y B, mientras que la SLE
entre los brazos C y A, asi como el Intervalo libre de Recurrencia Invasiva (ILRI), la

Supervivencia Libre de Enfermedad a Distancia (SLED) y la SG fueron objetivos

159



secundarios. Con 5.6 afios de mediana de seguimiento, la adicién de SFO a
tamoxifeno se asocié a un beneficio en SLR que sdélo alcanzd la significacion
estadistica en el analisis multivariado. En un analisis pre-planificado se demostrd
que las pacientes que habian recibido QT (y que por definicién, persistian
premenopausicas tras ella) se beneficiaban significativamente de la adicion de SFO
a tamoxifeno, mientras que no habia diferencias significativas en la poblacién sin QT
previa y que, obviamente, tenia factores de buen pronéstico. Ademas se observo
que las pacientes mas jovenes (<35 anos, 94% de ellas con QT previa) se
beneficiaban particularmente de la adicién de SFO a tamoxifeno, y que, ademas,
obtenian una ganancia adicional si éste se substituia por exemestano. No hubo en
ningun caso diferencias en SG, aunque el estudio es muy inmaduro en este sentido.
Resultados detallados del estudio SOFT (y adicionalmente del estudio TEXT, que se
comentara mas adelante) se presentan en las Tablas 30 y 31. En cuanto a calidad
de vida se reportd una mayor carga de efectos adversos, sobre todo sintomas
menopausicos y de la esfera sexual, con la adicién de SFO, particularmente durante

los 2 primeros anos, pero con una calidad de vida global similar [328]

Figura 32. Disefo de los estudios SOFT y TEXT

Tratamiento hormonal durante 5 afios en ambos estudios
Tamoxifen: 20 mg/dia; Exemestane 25 mg/dia; Triptorelina; 3.75 mg/28 dias im

TEXT (Tamoxifen and Exemestane Trial):

Mujeres premenopausicas con CM precoz endocrino-sensible que deben iniciar supresion
de la funcién ovarica (50) desde el inicio del tratamiento adyuvante, con la quimioterapia
(QT) si se prevé realizarla).

Inicio de la supresion funcién ovarica con triptorelina durante 6 meses. Después posible
cambio a ooforectomia o irradiacion ovarica.

Exemestane /tamoxifeno iniciados tras completar la QT.

Reclutamiento final: 2672

Tamoxifeno + SO ‘

Estratificacion
QT planeada (Si/No)
Estatus ganglionar

Exemestane + SO l

Z0—-0OPN—=Z00Z>r2
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SOFT (Suppression of Ovarian Function Trial):

Mujeres premenopausicas con CM precoz endocrino-sensible que contintan
premenopausicas después de QT o unicamente cirugia.

Tamoxifeno iniciado con triptorelina y exemestane tras 6-9 semanas de inicio de triptorelina
N prevista: 3000 pacientes; Reclutamiento final: 3066 pacientes

En un 81% de casos la SO se indujo con triptorelina durante los 5 arios de tratamiento

Estratificacion
QT planeada (Si/No)
Estatus ganglionar
Método planeado de SO
(Triptorelinalirradiacion
ovarica/ooforectomia)

‘l A. Tamoxifeno I

_,1 B. Tamoxifeno + SO |

\{ C. Exemestane + SO |

4| Zo—orN—-2Z00Z>®m

Tabla 30. Estudios SOFT y analisis combinado de los brazos con SFO en estudios

SOFT yTEXT
Estudi N Caracteristic SLE ILCMInv SLRD
o as
poblacién
SOFT[327]
Grupo Braz BrazosAy BrazoBvsA  BrazoBvsA BrazoBvs A
0s B: (obj 12™): (obj 2%™): (obj 2%™):
Global 43 anos (M)
Ay N+:35% Analisis 88.4 % vs 86.4 91.3 % vs
B:  T>2cm:32%  Univariado: % 90.7 %
G1:27% 86.6 % vs HR 0.81 0.88
203 G3: 22% 84.7 % (1C 95% 0.63- (0.66-1.18)
3 HER2+:12% HR 0.93 1.03), P=10.40
Tiempo (IC 95% 0.66- P=10.09
desde 1Q: 1.04),
3.2 meses P=0.10
BrazoCvsA  BrazoCvsA
Analisis (obj 2%™): (obj 2ario):
Multivariado
HR 0.78 90.9% vs 93.0% vs 90.7
(IC 95% 0.62- 86.4% %
0.98), HR 0.64 HR 0.71
p 0.03 (IC 95% 0.49—- (IC 95% 0.52—-
0.83) 0.96)
Brazo Cvs A
(ObJ 2arlo):
89.0% vs 84.7
%
HR 0.68
(1C 95% 0.53-
0.96)
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Sin QT 949
(47%)

46 afos (M)
N+:9%
T>2cm: 14%
G1:41%
G3: 7%
HER2+:4%

Tiempo desde 1Q:

1.8 meses

QT previa
(53%) 1084

40 afos (M)
N+:57%
T>2cm: 47%
G1:14%
G3: 35%
HER2+:18%

Tiempo desde 1Q:

8.0 meses

<35 afos 350 QT previa: 94%

Brazo B vs A (obj 2°™):

95.1.% vs 95.8%
HR 0.95
(IC 95% 0.54-1.69)

Brazo C vs A (obj 2°™):

97.1.% vs 95.8%
HR 0.59
(IC 95% 0.31-1.14)

Brazo B vs A (obj 2°™):

82.5.% vs 78.0%
HR 0.78
(IC 95% 0.60-1.02)

Brazo C vs A (obj 2°™):

85.7% vs 78.0%
HR 0.65
(IC 95% 0.49-0.87)

Avs Bvs C:
67.7% (IC 95% 57.3-
76.0)

Vs
78.9% (IC 95% 69.8-
85.5)

Vs
83.4%(IC 95% 74.9-
89.3)

(11.5%)
SOFT-TEXT
(analisis combinado)[329]
<40 afios: 27%
Global 4690 N+:42%
T>2cm: 36%
HER2+:12%
Tiempo desde 1Q:
1.6 meses
<40 afos: 9%
SOFT 943 N+:8%
Sin QT T>2cm: 15%
HER2+:3%
Tiempo desde 1Q:
1.8 meses
<40 afos: 49%
SOFT 1087 N+:57%
QT Previa T>2cm: 47%
HER2+:18%
Tiempo desde 1Q:
8 meses
<40 afios: 16%
TEXT 1053 N+:21%
Sin QT T>2cm: 19%
HER2+:5%

Tiempo desde 1Q:

1.5 meses

Brazo Exe vs Tam:
91.1% vs 87.3%
HR 0.72
(IC 0.60-0.95)
P=0.0002

162

Brazo Exe vs Tam:

92.8%vs 88.3%
HR 0.66
(IC 0.55-0.80)
P<0.0001

Brazo Exe vs Tam:

97.5% vs 94.8%
HR 0.53
(IC 0.26-1.06)

Brazo Exe vs Tam:

86.1 %vs 82.2%
HR 0.82
(IC 0.60-1.12)

Brazo Exe vs Tam:

97.6% vs 94.6%
HR 0.41
(IC 0.22-0.79)

Brazo B vs A (obj 2°™):
98.7.% vs 98.6%
HR 0.95
(IC 95% 0.54-1.69)

Brazo C vs A (obj 2°™):
99.3.% vs 98.6%
HR 0.59
(IC 95% 0.31-1.14)

Brazo B vs A (obj 2°™):
98.7.% vs 83.6%
HR 0.87
(IC 95% 0.64-1.17)

Brazo C vs A (obj 2°™):
99.3.% vs 83.6%
HR 0.72
(IC 95% 0.52-0.98)

Brazo Exe vs Tam:
93.8% vs 92%
HR 0.78
(IC 0.62-0.97)

P=0.02

Brazo Exe vs Tam:
88 %vs 84.6%
HR 0.81
(IC 0.58-1.13)



<40 anos: 30%
TEXT 1607 N+:66%
Con QT T>2cm: 53%
HER2+:17%

Tiempo desde 1Q:

1.2 meses
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Brazo Exe vs Tam:
91.5 % vs 86.0%
HR 0.64
(IC 0.48-0.85)

Brazo Exe vs Tam:
91.8 % vs 89.2%
HR 0.77
(IC 0.56-1.06)



Tabla 31. Efectos adversos en estudios SOFT y TEXT

SOFT SOFT-TEXT (analisis combinado)
Tam Tam + OS Tam+0S Exe+0S
(N=1006) (N=1005) (N=2325)
G1-4 | G3- G1- G3- G1- G3- G1- G3-4(%)
(%) [4(%) | 4%) | 4(%) 4(%) | 4(%) 4(%)
Depresiéon 47 4 52 4 50 4.4 50 3.8
Musculoesquelé 69 6 75 5 76 5.2 89 11
tico
Osteoporosis (T | 12 (3) 0.1 20(6) 0.3 25 (6%) 0.3 39 04
score <2.5) (13%)
Fractura 5.2 0.8 6.8 1.3
Hipertension 17 5 23 7
Isquemia 0.3 0.1 0.7 0.3
cardiacal/lnfarto
Trombosis/emb 2.2 1.9 1.0 0.8
olismo
Isquemia SNC 0.3 0.1 0.7 0.3
Sangrado SNC 0.9 0.1 0.6 <0.1
Sofocos 80 8 93 13 93 12 92 10
Sudoracion 48 - 62 - 59 - 55 -
Sequedad 42 - 50 - 47 - 52 -
vaginal
Descenso libido 42 - 47 - 41 - 45 -
Dispareunia - - 26 1.4 31 2.3
Incontinencia - - 18 0.3 13 0.3
urinaria
Insomnio 46 3 57
Intolerancia 2 0.3 3 1 - - - -
glucosa/Diabete
S*
Hiperglicemia* 2 0.1 5 1 - - - -
Efecto adverso 24 31
G3.4
(cualquiera)
Discontinuacion Tam: 21.7% .Tam: 16.7% - -
por efectos No adherencia a
adversos SO:
5.0% ano 0

9.2%, 1°" afio

14.9%, 2° afio

18.3%, 3 afio

21.9%4° ano

*Recogida de efecto adversos anadido en curso del estudio, por tanto con posibilidad de

infraestimacion
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1.6.2.3. 1A

La eficacia de los IA junto con SFO se ha explorado en estudios randomizados. El
ABCSG-12 compar6 goserelina + tamoxifeno vs goserelina + anastrozol durante 3
afios en 1803 mujeres premenopausicas no tratadas con QT (95% de la poblacion
incluida). En su ultima actualizacion [330] ha descrito similar SLE en ambos brazos
de tratamiento, pero peor SG para el grupo que recibié anastrozol. El estudio ha sido
criticado por la falta de un brazo estandar con tamoxifeno, el tiempo preestablecido
de THA (3 afios) y la falta de poder estadistico para determinar diferencias. Un
segundo estudio, el TEXT, ha comunicado resultados en combinacion con el estudio
SOFT, ya que ambos ensayos compartian 2 brazos de tratamiento [329] (Ver Figura
31). Al igual que en el estudio SOFT, las pacientes del TEXT podian o no recibir QT,
pero en este caso la randomizacion era previa al inicio de ésta y la triptorelina se
iniciaba junto con la QT, afadiéndose después tamoxifeno o exemestano al
acabarla. Tras 5.7 afos se demostr6 una mejoria en SLE, intervalo libre de CM
invasivo y SLED para todas las pacientes y, en particular, para la cohorte que habia
recibido QT. En las Tablas 31 y 32 se especifican mas detalles sobre la poblacién
incluida y sobre los resultados obtenidos en cuanto a eficacia y toxicidad. Aunque el
perfil de efectos adversos fue algo diferente entre ambos grupos, la calidad de vida

global fue similar en ambos brazos [331].

1.6.2.4. Conclusiones sobre el THA en mujeres premenopausicas

El tratamiento con tamoxifeno durante 5 afios ha constituido el THA estandar para
las pacientes postmenopausicas RH+. Datos recientes han ampliado las opciones
de tratamiento, de manera que hoy en dias pueden hacerse las siguientes
recomendaciones, en linea con la Conferencia de Consenso de tratamiento
adyuvante de St Gallen 2015 y las guias clinicas de ASCO de THA de 2016 [29,
314]:

. En las pacientes <35 afos, o con factores de alto riesgo (N+, N- con factores
de riesgo) o candidatas a QT el tratamiento de eleccidbn sera
exemestano+triptorelina  x 5 afos (con posibiidad de cambio a
tamoxifeno+triptorelina en caso de mala tolerancia: de ser ésta la situacion, podria

plantearse este cambio preferiblemene tras 2 anos, de forma similar al estudio BIG
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1-98 en postmenopausicas; en ocasiones incluso sera necesario desescalar a
tamoxifeno por mala tolerancia también a tamoxifeno+triptorelina).

. En pacientes de bajo riesgo (<T2, tumores luminal A o con bajo riesgo por
plataforma génica, o NO), el tratamiento con tamoxifeno x 5 0 10 afios puede ser una
alternativa valida, aunque la mayoria de expertos desestiman continuar hasta 10
afnos si no existen factores de alto riesgo (N+, G3 y/o Ki 67 elevado)

. La introducciéon de |IA en pacientes perimenopausicas con amenorrea
quimioinducida solo debe considerarse tras asegurar conversidon a estatus
menopausico, preferiblemente tras 2, 3 o 5 afios de tamoxifeno. En esta situacion
deberia comprobarse bioquimicamente la ausencia de recuperacion de niveles de
estrégenos a los pocos meses de haber iniciado el IA, y se advertira a la paciente de
reconsultar en caso de metrorragia/menstruacion

. En pacientes que han completado 5 afios de tamoxifeno se considerara HT de
continuacién en funcion de riesgo de recaida (sobre todo N+), tolerancia previa a
tratamiento hormonal y/o deseo de gestacién. Para estimar el riesgo de estas
recurrencias tardias puede ser util la utilizacion de plataformas génicas que se han
utilizado en el momento del diagndstico. Para la HT de continuacion se valorara
tamoxifeno o IA, si se estima que hay conversién a estado postmenopausico.

. No existen datos de HT de continuacion tras 5 afos de SO +
tamoxifeno/exemestano, situacion que se presentara cada vez mas frecuentemente
en los proximos afos. En pacientes de alto riesgo puede considerarse extender la
adyuvancia hormonal posiblemente con tamoxifeno o IA (si conversion a

menopausia)
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1.7 METODOS DE DETERMINACION DE ESTROGENOS CIRCULANTES.
NIVELES DE ESTROGENOS Y GONADOTROPINAS EN PACIENTES PRE Y
POSTMENOPAUSICAS CON O SIN TRATAMIENTO HORMONAL

1.7.1. Métodos de determinacién de estrégenos circulantes.

Como ya se ha apuntado en la Seccién 1.5.3, existen diferentes métodos de
determinacién de los estrégenos circulantes, que se podrian dividir basicamente en
tres grandes grupos: métodos immunoldgicos o immunoanalisis , métodos basados en

espectrometria de masas en tandem, y métodos biolégicos o bioananalisis [332].

1.7.1.1 Métodos immunoldgicos
Los métodos immunolégicos pueden ser directos o indirectos.

Los métodos indirectos son generalmente radioimmunoensayos (RIA, del inglés
radioimmunoassays) que estan precedidos por una fase de purificacion del
compuesto a analizar. Por lo que respecta a E2, éste es separado de la SHBG y de
esteroides conjugados hidrosolubles que pudieran potencialmente presentar reaccion
cruzada con el suero anti E2. Esto se consigue tratando las muestras con un solvente
organico como el dietil-éter, con lo que se separan los esteroides presentes. En caso
de que las pacientes sean tratadas con un compuesto esteroidal como exemestano
sera necesario afadir un procedimiento previo de cromatografia. Esto ultimo requiere

tiempo y trabajo adicional, pero aumenta la precisién.

Los métodos directos omiten la fase de pre-purificacion, puesto que se han
desarrollado para optimizar la velocidad y la simplicidad. Desplazan igualmente E2 de
la SHBG, pero presentan un efecto matriz importante y pueden presentar reacciones
cruzadas con compuestos esteroideos. Ello los hace inadecuados para medir E2 en
situaciones donde se esperan niveles bajos, como son mujeres postmenopausicas,
sobre todo si estan en tratamiento con IA. La mayoria de métodos comerciales, incluso
los etiquetados como ultrasensibles, adolecen de la sensibilidad y especificidad
necesarias para medir con precision los niveles de E2 de las mujeres

postmenopausicas.
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Debido a las cuestiones de sensibilidad y especificidad mencionadas los resultados de
los niveles de E2 difieren entre los diferentes métodos. En base al analisis de nueve
estudios prospectivos en CM se ha comunicado que la mediana de los niveles de E2
con métodos directos (4 estudios) oscila entre 21.7 y 101 pmol/L, mientras que es
claramente inferior cuando se utilizan métodos indirectos (entre 22 y 58.7 pmol/L)
[332]

1.7.1.2. Métodos basados en espectrometria de masas en tandem: GC-MS/MS (del
inglés, Gas Cromatography/tandem mass spectrometry) y LC-MS/MS (del inglés Liquid

Cromatography/ tandem mass spectrometry)

La GC-MS/MS es el método considerado estandar para la medida de estrogenos
séricos [333, 334]. Fue el método utilizado en nuestro trabajo, por lo que se explicara

con mayor detenimiento.

Un espectrometro de masas (Figura 33) es un instrumento especializado que detecta
moléculas midiendo su peso (masa). Los espectrometros de masas miden el peso
electronicamente y presentan los resultados en la forma de espectro de masas, es
decir, en una grafica que muestra cada molécula especifica por peso y cantidad de
moléculas presentes. El espectrometro de masas en tandem (MS/MS) combina al
menos dos fases de analisis de masas, entre las que media, o bien un proceso de
disociacion, o bien una reaccion quimica que motiva un cambio en masas o en un ion.
Comunmente el primer analizador se usa para aislar un ion precursor; éste sufre a
continuacién un proceso de fragmentacién, ya sea espontanea o inducida, que da
lugar a fragmentos neutrales e ionizados. El segundo espectrometro de masas analiza
los productos idnicos. Gracias a este proceso la especificidad del analisis se
incrementa no solo por mediacion de la cuantificacion de una masa especifica, sino

porque ésta se asocia a una fragmentacion determinada de productos ionizados [335].

Por otra parte, la cromatografia de gases es una técnica cromatografica (método
fisico de separacion para la caracterizacion de mezclas complejas), en la que la
muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La
elucién (proceso de separacion de un material de otro por medio de un solvente) se

produce por el flujo de una fase moévil de gas inerte. A diferencia de los otros tipos de
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cromatografia, la fase mévil no interactia con las moléculas del analito; su unica

funcion es la de transportar éste a través de la columna.

En el caso de la GC-MS/MS utilizada en nuestro estudio el andlisis de E2, E1 y E1S
requiere al menos 1 ml de plasma o suero. Las muestras se introducen en cartuchos
de fase sdlida, de manera que se obtienen 2 fracciones separadas, una conteniendo
E1y E2, y la segunda integrada por los conjugados de E1. A continuacién se eluyen
las diferentes fracciones con acetato de etilo, en primer lugar la fraccién que contiene
los conjugados de E1 y después la fraccidn que contiene E1 y E2. Los conjugados de
E1 son sometidos, ademas, a un proceso de hidrodlisis para convertirlos en E1, la
cual sufrira a continuacion varios procesos de derivativizacion. Por derivativizacion se
entiende la conversion de un compuesto quimico en un derivado para facilitar asi su
identificacion, lo cual mejora la selectividad y especificidad del método. Una vez
obtenida la E1 derivativizada ésta es introducida en el espectometro de masas para
su analisis. Para su cuantificacion se utilizara un método de adquisiciéon para un
unico analito. Para la fraccidon de E2 y E1 no sera necesario el proceso de hidrolisis.
E2 y E1 sufriran igualmente derivativizaciones, tras lo cual E1 y E2 derivativizadas
son introducidas en el espectometro de masas, utilizando en este caso un método de
adquisicion para 2 analitos. Tanto para una y otra fraccion las muestras
derivativizadas son separadas por cromatografia de gases utizando un columna
capilar de DB-17/silice y mediante un proceso que utiliza ionizacién quimica de iones

negativos.

Figura 33. Funcionamiento esquematico del espectrémetro de masas en tandem

Detector

lonizacién MS 1 MS 2

Camara de colision

Analisis de los datos
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Aunque las técnicas basadas en espectrometria de masas permiten detectar
esteroides con mucha mejor precision que los immunoensayos, tiene como
desventajas su coste y que sdlo estan disponibles en un numero limitado de centros
especializados. Aunque son mejores que los RIA, su sensibilidad y precision no es
siempre consistente, por lo que los métodos basados en la espectrometria deben
someterse a la misma validacion rigurosa que los immunoensayos, incluyendo
comparacién con respecto a variables fisiolégicas con probada relacion con los
estrégenos, como es el IMC. En el caso de la técnica de GC-MS/MS utilizada en
nuestro estudio (inVentiv Health Technology, antes Taylor Technologies, Inc.) esta

validacion se ha realizado de forma rigurosa [336].

En un estudio realizado en mujeres postmenopausicas en las que se compararon
tres métodos indirectos y cuatro directos con GC-MS/MS, se vio que los niveles
medios de E2 en ausencia de ningun tratamiento fueron 14 y 68% mayores,
respectivamente, y menos reproducibles que con GC-MS/MS [334]. Los niveles
medios de E2 con GC-MS/MS oscilaron entre 4 y 67.9 pmol/L (1.08 y 18.49 pg/mL).
Ademas, cuando se utilizé el IMC como medida fisiolégica relacionada con E2, se vio
que el E2 medido por GC-MS/MS presentaba la correlacion mas potente con dicho

parametro.

La GC-MS/MS también ha demostrado superioridad con respecto a RIA cuando se
ha tratado de medir E2 en pacientes postmenopausicas que reciben |A, situacion
ésta que exige la utilizacién de métodos muy sensibles y especificos. En un estudio
con postmenopausicas los niveles de E2 fueron superiores con el RIA indirecto que
con GC-MS/MS, tanto en situacion basal como en tratamiento con IA (Ver también
Tabla 33). El grado de supresion estrogénica con IA detectado con RIA fue del 58%
mientras que con GC-MS/MS se demostré un porcentaje de supresién superior al
89%. Ello se interpreta como que la mayoria de RIA detectan metabolitos
estrogénicos que presentan reaccién cruzada con E2 [336]. La Tabla 32 muestra los
niveles de E2 medidos con este método en pacientes postmenopausicas con CM

antes y después del tratamiento con IA.
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Tabla 32. Niveles de estrogenos determinados en mujeres con menopausia natural o
inducida con aGnRH medidos por GC-MS/MS

Autor N Niveles estrégenos Tipo Al E2 en mujeres en
(media) en mujeres
postmenopausicas

sin tratamiento

tratamiento con Al

Lee[334] 374 E2: 5.6 pg/mL -
L¢nning[220] 147 E2: 4 pg/mL Exemestano  Reducido en 83%
E1:21 pg/mL Reducidos en 93%
E1S:179 pg/mL Reducidos en 93%
Santen[336] 55 E2 (media) Atamestano <0.63 pg/mL.
5.9pg/mL o]
Letrozol
Januzzo[255] 28 (Con Trip +placebo) Exemestano+ Media AUCg36.47
E2:
Media AUCu5.47 Trip bara
para E2: 54 pg d/mL 20 pg d/mL
Media AUCd35_47 Media AUCd36_47
para E1: 198 pg para E1:
d/mL
38.9 pg d/mL

AUC: area bajo la curva (del inglés area under curve); Trip: triptorelina

Otro método basado en espectrometria de masas es el que va precedido por una
fase de cromatografia liquida (LC-MS/MS). La LC-MS/MS tiene como ventajas con
respecto a GC-MS/MS que no precisa de una deritivizacion, por lo que es mas rapido
y se asocia a menores errores estadisticos. La primera generacion de LC-MSMS
carecia de la sensibilidad suficiente, pero en la ultima década se ha mejorado mucho
esta tecnologia y hoy en dia se dispone de nuevos sistemas de LC-MS/MS que

compiten en sensibilidad con los sistemas GC-MS [337, 338].
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1.7.1.3. Métodos bioldgicos

Se basan en los mismos principios que un inmunoensayo competitivo, esto es, en al
interaccion ligando-proteina, pero utiliza un receptor fisioldgico en lugar de un
anticuerpo. Entre ellos destacan los métodos que utilizan la linea celular inmortal He
LA o bien levaduras, y que han reportado limites de deteccién entre 1.0 pmol y 7.3
pmol/L. Sus resultados suelen correlacionar bien con los métodos mas
convencionales, pero son técnicamente muy demandantes, lo que hace que no sea

posible su uso de forma rutinaria [332],

1.7.2. Niveles de estrogenos y gonadotropinas en pacientes pre vy
postmenopausicas. Cambios atribuibles a tratamiento hormonal. Impacto del

IMC en los niveles de estrégenos

Tanto estrégenos como FSH y LH experimentan cambios, no siempre bien definidos

con los diferentes tratamientos hormonales.

1.7.2.1. Cambios hormonales inducidos por tamoxifeno en mujeres premenopausicas,

postmenopdausicas y con amenorrea quimioinducida

Con tamoxifeno, los niveles circulantes de E2 aumentan mucho en mujeres
premenopausicas (entre 1 y 8 veces) [339, 340], supuestamente por el efecto
estimulador directo del farmaco a nivel del ovario [339], sin que, en general, ello
impida la continuacion de menstruaciones. En un subgrupo de estas mujeres, sin
embargo, el hiperestrogenismo es tan marcado que conlleva, paraddjicamente, el
desarrollo de amenorrea y ovarios con quistes foliculares [341, 342]. En estos casos
se postula que el tamoxifeno inhibiria tanto el feed-back negativo del E2 a nivel de la
hipdfisis, como el feed-back positivo que motiva el pico de LH, de manera que éste no
se produciria. En situacion de elevado hiperestrogenismo los valores minimos y
maximos de la FSH a lo largo del ciclo tienden a ser mas elevados que en mujeres

que no estan en tratamiento con tamoxifeno[343]. Otros estudios han descrito, en
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cambio, que los niveles de gonadotropinas no suelen modificarse por lo general, en
pacientes premenopausicas tratadas con este antiestrégeno. [339, 340]. Por lo que
respecta a los niveles de E1 y progesterona, éstos también suelen elevarse entre una
y tres veces con respecto a los controles, mientras que los niveles de prolactina

disminuyen un 30-40% y los niveles de SHBG no suelen afectarse [340].

En mujeres postmenopausicas sin tratamiento hormonal, y utilizando métodos de
determinacién altamente sensibles, los niveles medios de E2 oscilan entre 2.72 y 5.44
pg/mL mientras que las medias geométricas de E1 y E1S son de 20.27 y 114.89
pg/mL, respectivamente (con sendos IC 95% de 17.3-23.24 y de 89.48 y 147.06
pg/mL) [344]. Los niveles de E1S circulantes son importantes porque suponen una
fuente de estrogenos para las células tumorales, ya que se sabe que éstas disponen
de la actividad enzimatica para convertir E1S en E2 in situ [345, 346]. Cuando las
pacientes postmenopausicas reciben tamoxifeno, los niveles de E1 no suelen
alterarse. Por el contrario, los niveles de E2 se reducen (reduccion media 12%,
p<0.005), y los niveles de E1S aumentan (incremento medio 18,1%, p<0.05).
Consiguientemente la ratio E1S/E1 y, sobretodo, la ratio E1S/E2, aumenta
significativamente. El descenso de E2 se atribuye a un descenso de secrecién de
testosterona ovarica. Por lo que respecta a los niveles de gonadotropinas y SHBG, se
ha observado una disminucién estadisticamente significativa de la FSH y LH (caida del
45.5 y 48.1%, respectivamente) [347] y un aumento notable (+65%, p<0.0001) de la
SHBG. Este ultimo incremento no parece influir demasiado en la fraccion libre de E2
plasmatico (2-3%), puesto que parece compensarse por una menor fraccion de E2

unido a la albumina [348].

Por ultimo, en lo que respecta a pacientes en principio premenopausicas que
desarrollan amenorrea quimioinducida y presentan niveles de E2 en el rango de la
postmenopausa, cabe decir que el tratamiento con tamoxifeno se asocia a niveles de
FSH inferiores a las pacientes, que en la misma situaciéon clinica, no han recibido

tamoxifeno [283]

1.7.2.2. Cambios hormonales inducidos por IA

En lo que respecta al tratamiento con /A, se ha comentado repetidamente que no son

efectivos en mujeres premenopausicas. Si se administra |IA a una paciente
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premenopausica, el descenso de E2 inicial derivado de la inhibiciéon de la aromatasa
ovarica resulta en un incremento de los niveles de FSH y LH, que a su vez, estimulan
tanto la producciéon de androégenos (LH, células de la teca del ovario) como la
produccion de enzima aromatasa (FSH, células de la granulosa), lo que acaba

contrarrestando el descenso de estrogenos producido inicialmente.

En las pacientes postmenopausicas, el efecto del tratamiento con IA sobre los niveles
estrogénicos se ha comentado anteriormente Por lo que hace referencia al efecto de
los IA sobre las gonadotropinas, de destacan los datos publicados del estudio
adyuvante HOBOE [[349] en poblaciéon psotmenopausica. En este estudio 157
pacientes postmenopausicas fueron randomizadas a tamoxifeno o letrozol con o sin
acido zoledrénico. De estas 157 mujeres.se pudo obtener muestras para
determinaciones hormonales en 139 casos. La Tabla 33 recoge los niveles de FSH y
LH basales y tras 6 y 12 meses de tratamiento. Como puede verse, la FSH disminuyd
con tamoxifeno, mientras que aumentoé levemente en las pacientes con letrozol. La LH

descendid con ambos tratamientos, pero mas marcadamente con tamoxifeno.

Tabla 33 Cambios en los niveles de gonadotropinas en las mujeres postmenopausicas
incluidas en el estudio adyuvante HOBOE [349].

Basal Cambio a 6 meses (%) Cambio a 12 meses
T(N=43) L (N=96) T(N=41) L(N=89) T(N=39) L(N=84)
E2 (M) 9.7 9.3 2.6 -3.2 2.8 -3.7
pg/mL
FSH (M) 57.9 64.9 -18.6 6.5 -25.8 5.0
LH (M) 28.6 30.3 -8.3 -2.5 -12 -3.55
M=mediana

En el estudio HOBOE se incluyeron, asimismo, 81 pacientes premenopausicas
tratadas con triptorelina [265]. En este caso, y tal y como se ha explicado en ela
Seccidon 1.4.4 se observo que el tratamiento con triptorelina-letrozol indujo una mayor
supresion de LH que tamoxifeno+triptorelina (P < 0.0005) a los 6 meses, mientras
que la FSH estuvo suprimida tras la iniciacibn de ambos tratamientos, pero esta

supresion fue menor con letrozol que con tamoxifeno (P <0.0001).
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1.7.2.3. Impacto del IMC en los niveles de estrégenos

Se ha estudiado la relacion entre el indice de Masa Corporal (IMC) y los niveles de
estrégenos en mujeres postmenopausicas de forma basal y tras tratamiento con IA.
Asi, un estudio con 54 mujeres postmenopausicas tratadas 3 meses con letrozol (2.5
mg) seguidos de 3 meses con anastrozol (1 mg) o bien con la secuencia inversa,
evalué E2 y E1S de forma basal, y antes del cruzamiento al segundo IA [350]. Los
niveles basales de E2 y E1S se correlacionaron positivamente con el IMC (r = 0.57;p
<.001, and r = 0.38; p> .006, respectivamente), de manera que dichos valores fueren
tres veces superiores en las mujeres con IMC >35 kg/m? con respecto a las
pacientes con IMC <25 mg/mz. Tras tratamiento con IA se observo que los niveles de
E2 y E1S se correlacionaban también positivamente con el IMC, aunque ello sdlo
alcanzé la significacién estadistica con letrozol, y los niveles de E2 residual fueron
relativamente bajos en todas las categorias de IMC (2.8 vs 4.2 pmol/l con anastrozol,
y 1.4 vs 2.4 pmol/L con letrozol, en el grupo de IMC> 35 kg/m2 comparado con el
grupo de IMC< 25kg/m2). Estos datos vienen ilustrados en la Figura 32. Es
precisamente esta menor inhibicion estrogénica con IA en pacientes obesas la que
podria explicar el peor pronéstico de éstas en algunos estudios[351, 352], aunque no
en todos [353], de tratamiento adyuvante con IA en pacientes con CM y menopausia
natural o inducida médicamente con aGnRH. Esta cuestion se tratard mas en detalle

en el apartado de Discusion.
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Figura 34. Niveles plasmasticos(pmol/L) de E2 (panel A) y E1S (panel B) tras 3

meses de tratamiento con anastrozol o letrozol en funcion del IMC[332]
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2. JUSTIFICACION DEL SUB-ESTUDIO
SOFT-EST

En sintesis, por todo lo comentado en la introduccion, podemos afirmar lo siguiente:

. El tratamiento hormonal adyuvante en CM precoz RRHH+ representa una
maniobra terapéutica crucial para disminuir el riesgo de recurrencia y muerte en

mujeres pre- y postmenopausicas [32].

. En mujeres premenopausicas con CM avanzado o precoz el tratamiento con
aGnRH en monoterapia [242, 354, 355] o, mas frecuentemente, en combinacion con
tamoxifeno [251, 265, 266, 356] y o IA [255, 259, 260, 263-266, 329, 357], ha
demostrado eficacia clinica y/o supresion estrogénica por debajo del nivel de
castracion en la mayoria de pacientes. La mayoria de estudios realizados hasta el
momento, sin embargo, son estudios fase Il o fases Illl de pequeno tamafo que
adolecen de un seguimiento bioquimico limitado (6 meses como media) y de una
determinacion de niveles no centralizada o bien inadecuada, puesto que han utilizado

métodos poco sensibles y especificos.

. Estudios efectuados con aGnRH en mujeres con patologia benigna
(endometriosis, miomatosis uterina) o maligna (CM) han mostrado que la supresion
estrogénica puede ser incompleta, ya sea por persistencia de menstruaciones en un
pequefio subgrupo de pacientes, niveles medios de estrogenos levemente superiores
que en mujeres postmenopausicas y/o valores individuales indicativos de castracion
subdptima en una minoria de pacientes[238, 261, 262, 356, 358-360].

. Existen escasos datos con respecto a la supresidén estrogénica a largo plazo

con aGnRH, y practicamente ninguno mas alla de los 2 afios. Dicha informacion es

necesaria, por tanto,
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v en un tratamiento hormonal prolongado como el que proponen los brazos B y
C del estudio SOFT, el cual investiga 5 afnos de ftriptorelina mas tamoxifeno o
triptorelina + exemestano, respectivamente

v y crucial en combinacion con IA (Brazo C de estudio SOFT), ya que los IA
tienen un efecto suboptimo, e incluso pueden tener una actividad estimuladora, en

presencia de funcion ovarica residual.

. La determinacion de estrégenos en un escenario como el que plantea el
estudio SOFT (Brazos B y C), con niveles esperados de estrogenos extremadamente
bajos y la presencia en sangre de un compuesto esteroideo con potencial reactividad
cruzada, como es exemestano, resulta técnicamente muy demandante, y exige

métodos validados con muy alta sensibilidad y especificidad.

. Para estudiar la supresion estrogénica cuando se usan IA, es recomendable
efectuar un perfil que incluya E2, E1 y E1S: E2, por ser el compuesto con actividad
bioldgica; E1, por ser el mayor sustrato del enzima aromatasa y E1S, por ser el
compuesto mas abundante en plasma, y por tanto, el componente mas adecuado

para investigar el grado de supresion obtenido.

Con estos antecedentes, iniciamos en 2006 un subestudio de evaluacién de
estrégenos en el contexto del ensayo clinico fase Ill SOFT. Este subestudio, que
bautizamos con el nombre de SOFT-EST, se desarrollé y puso en marcha durante el
periodo de reclutamiento del estudio parental, asumiendo que éste seria el estudio
definitivo que clarificaria el papel de la supresién ovarica con respecto al tratamiento
estandar con tamoxifeno en pacientes premenopausicas y que seria de maximo
interés disponer de datos sobre supresion estrogénica, fuera cual fuere el resultado

del estudio principal.

El subestudio se centrd, pues, en las pacientes del estudio SOFT randomizadas al
brazo B y C. Por su mayor interés, y en el contexto de limitaciones de presupuesto,
se dio maxima prioridad al brazo C y se establecid una inclusion en el subestudio en
una ratio 3/1 (3 pacientes en brazo C / 1 en brazo B), de manera que el brazo B
sirviera como control. Se considerd que las pacientes debian ser testadas hasta 4

anos y se establecié un mayor muestreo en los dos primeros afos, entendiendo que
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una supresion estrégénica seria mas relevante durante este primer periodo de
tratamiento. Se decidié utilizar GC-MS/MS por ser el método considerado mas
adecuado para determinar estrogenos en este contexto, y que se efectuaria un perfil

completo estrogénico que incluyera E2, E1y E1S.
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1 OBJETIVOS DEL ANALISIS A 12 MESES DEL SUBESTUDIO
SOFT-EST: PRESENTE TESIS

El trabajo que se presenta aqui forma parte de un proyecto mas ambicioso que tiene
como objetivos principales estudiar los niveles estrogénicos de las pacientes incluidas
en el substudio SOFT-EST durante los primeros 4 afos de tratamiento, asi como
determinar si existe un subgrupo de pacientes con supresidén estrogénica subdptima
en el grupo tratado con exemestano+triptorelina; entre sus objetivos secundarios
destaca el estudio de los factores predictivos de subopresién subdptima, en caso de
detectarse ésta, el estudio del valor predictivo de la supresion éptima a corto plazo (12
meses) con respecto a la supresion estrogénica a largo plazo (durante los 48 meses
de observacion) y la descripcion de la SLE en las poblaciones con y sin supresion

estrogénica 6ptima.

En las fases iniciales de la puesta en marcha del subestudio se hizo patente que no
seria posible analizar todas las muestras en un solo batch por problemas de
estabilidad de las muestras. Se determind entonces que se haria un estudio preliminar
a los 12 meses, que, de cumplirse las previsiones de inclusion, permitiria analizar
todas las muestras del primer afo de todas las pacientes incluidas. Ello nos permitiria
disponer de un analisis bioquimico puro, en el que sdlo deberiamos tener en cuenta el
coeficiente de variacién (CV) intraensayo. Este analisis se planificé antes de disponer
de ningun dato de eficacia, ni relativo al estudio SOFT, ni relativo al estudio SOFT-
EST.

Los objetivos de este analisis a 12 meses fueron los siguientes:

. Describir los niveles de estrégeno (E2, E1 y E1S) y de gonadotropinas (FSH vy
LH) en los puntos de tiempo especificados (0,3, 6 y 12 meses) durante el primer afo

de tratamiento.

. Averiguar la proporcion de pacientes con supresion subdptima en cada
momento (0, 3 , 6 o 12 meses) en las pacientes aleatorizadas a exemestano+SFO

(triptorelina)
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. Comparar los niveles de estrégeno durante el primer afno entre ambos grupos

de tratamiento

. Como analisis exploratorio, en el grupo de exemestano+triptorelina, comparar
las caracteristicas basales (edad en el momento de la randomizacion, niveles
hormonales, uso previo de QT, uso previo de tamoxifeno, estado de menstruaciones y
IMC) de las pacientes que muestran supresion estrogénica éptima en todas las
muestras post-basales con respecto a aquéllas con al menos una muestra post-basal

(3. 6, 0 12 meses) con niveles de E2 subdptimamente suprimidos.
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3.2 HIPOTESIS Y DEFINICIONES

Se defini6 como’supresion estrogénica suboptima” la presencia de una determinacion
de E2 >2.72 pg/mL (equivalente a 10 pmol/L) en el grupo asignado a

exemestano+triptorelina.

El dintel preespecificado (E2 >2.72 pg/mL (equivalente a 10 pmol/L) se basé en las
recomendaciones de la literatura previa para pacientes con aGnRH e |IA [206], aunque
no existia en ese momento ningun datos concluyente sobre el valor clinico de esta

recomendacion.

Se hipotetizé que podia existir aproximadamente un 10% de mujeres que podrian
cumplir la definicion de supresion estrogénica suboptima, y ello era similar al 10.4% de
supresion estrogénica subdptima que habia comunicado el estudio TABLE
previamente [242]. Debe recordarse (Ver Seccién 1.7) que en este estudio las
pacientes habian recibido leuprorelin trimestral adyuvante en monoterapia durante 2
afos y el dintel establecido para la supresion estrogénica suboptima (escape hormonal
para los autores) fue necesariamente superior (30 pg/mL), ya que las mujeres no

recibireron IA en combinacién con el aGnRH.

El interés principal del estudio radicaba en detectar la posible existencia de un grupo
de mujeres con supresién estrogénica subdptima con GnRH + IA, por este motivo no
se establecié a priori un cut-off para el grupo tratado con tamoxifeno+triptorelina,
entendiendo, ademas, que tamoxifeno es eficaz en cualquier contexto (tanto en
pacientes con niveles de E2 en el rango de la postmenopausa como en aquéllas que

tienen niveles mas elevados).

Tampoco se utilizaron los niveles de E1 y E1S en la definicion de supresion
estrogénica subdptima, ya que la actividad biolégica reside en E2. La determinacion
de E1 y E1S, en cambio, se vio necesaria en tanto en cuanto podia conferir
consistencia y robustez a los datos derivados de la medida de E2. Como se ha
comentado previamente (Secciéon 1.4.2.3), E1 es el principal sustrato del enzima
aromatasa, y E1S la fraccidn estrogénica mas abundante en plasma, por tanto, la mas

adecuada para estudiar el grado de supresién estrogénica obtenido.
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4. PACIENTES Y METODOS

4.1. PACIENTES Y METODOS EN ESTUDIO SOFT

Para comprender la metodologia del presente trabajo es necesario referirnos al
disefio, pacientes y métodos del estudio principal SOFT (ClinicalTrials.gov
NCT00066690)

4.1.1 Seleccion de pacientes para el estudio SOFT

El estudio SOFT incluyé mujeres premenopausicas con CM precoz para las que se
consideraba que era adecuado el tratamiento adyuvante solamente con tamoxifeno,
0o que habian recibido QT adyuvante o neoadyuvante y permanecian
premenopausicas tras haberla finalizado. En este ultimo caso, el estado
premenopausico se definia como niveles de E2 en el rango de la premenopausia
segun el laboratorio local, sin que fuera necesaria la presencia de menstruaciones.
Puesto que la QT suele inducir un estado menopdausico transitorio, se permitid la
randomizacion hasta ocho meses después de completar la QT, para permitir en lo
posible la RFO. Durante este periodo de monitorizacion del E2 se permitia el
tratamiento con tamoxifeno. Dado que el tamoxifeno puede potencialmente alterar los
niveles de FSH y LH (Ver también Seccion 1.6.2), éstos no se exigieron en el
momento de la randomizacién. Para las pacientes sin QT previa la randomizaciéon se
permiti6 hasta 12 semanas después de la cirugia, y en este caso el estado
premenopausico se defini6 como presencia de menstruaciones regulares en los 6
meses previos, 0 bien niveles de E2, determinados localmente, en el rango de la

premenopausia.

Las pacientes debian haber recibido una cirugia adecuada, con margenes negativos,

y en caso de positividad ganglionar, la diseccion axilar minima era de 6 ganglios. No
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era necesaria la diseccidon axilar en caso de negatividad del ganglio centinela, o si
éste contenia unicamente micrometastasis. En caso de ganglio centinela con
macrometastasis, era mandatoria la linfadenectomia axilar o bien la irradiacién sobre
la axila. En caso de tumorectomia, todas las pacientes debian recibir RT sobre
mama. Si se habia realizado mastectomia, la indicacién de la RT postmastectomia

quedaba a criterio del investigador.

En caso de haber recibido QT adyuvante o neoadyuvante, se recomendd que ésta
tuviera una duracién programada de > 2 meses si estaba basada en antraciclinas
(por ejemplo, 4 ciclos de EC o AC) o0 > 4 meses si no se administré antraciclina (por

ejemplo, 6 ciclos de CMF).

Tras la publicaciéon en 2005 de los estudios que demostraron el beneficio de
trastuzumab adyuvante, se recomendd éste en las pacientes HER2+ en que

estuviera clinicamente indicado.

En cuanto a las indicaciones de RT, éstas quedaban a criterio del investigador,
aunque se recomendaba en todas las pacientes con cirugia conservadora o con
cuatro o mas ganglios axilares afectos, asi como en algunas pacientes con tumores
mayores de 5 cm. En caso de indicarse radioterapia, ésta debia administrarse tras la
QT, o, mas raramente, se podia administrar concomitantemente a ésta (por ej, en
pautas tipo CMF). El tratamiento hormonal del estudio podia iniciarse durante la RT.
El estudio exigia disponer de un bloque para determinacion central de RH. Para este
estudio, la positividad hormonal se definié como tincién IHQ para RE y RP 210% de
nucleos celulares. Se permitié la inclusidon de tumores multifocales, multicéntricos, o
incluso contralaterales sincrénicos (diagnosticados histolégicamente en un periodo
maximo de 2 meses). En esta situacion todos los tumores debia cumplir la definicion
previa de positividad hormonal.

No se permitié la inclusion de pacientes portadoras de tumores localmente
avanzados no operables, carcinomas inflamatorios, tumores con afectacion
macroscopica de la CMI o afectacion supraclavicular ipsilateral al tumor primario
(N3). Se excluyeron, asimismo, pacientes con presencia de enfermedad residual
axilar clinicamente detectable tras cirugia y, evidentemente, pacientes con
metastasis a distancia. Si se permitio la inclusién de mujeres con afectacion de CMI

detectada por BSGC. Las pacientes con antecentes de CM invasivo previo o de
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tumores en otras localizaciones, previos o concomitantes, no se consideraron
elegibles, salvo determinadas excepciones que venian convenientemente listadas
(tumores frecuentes de excepcional buen prondstico correctamente tratados y libres
de enfermedad a 5 anos). También se consideraron inelegibles las pacientes con
antecedentes de tratamiento con aGnRH para el CM, o que habian recibido
tratamiento con antiestrégenos o THS durante el afio previo al diagnéstico de CM. En
cambio, si se permitid el tratamiento previo reciente con anticonceptivos orales. Se
desestimd la inclusion de aquellas pacientes en las que se planificara una
ooforectomia en los 5 afos siguientes (ejemplo, portadoras del gen BRCA1/2) y en
quienes, por tanto, fuera inapropiada la aleatorizacion a un grupo de tratamiento sin
SFO. Tambien se excluyeron las pacientes con enfermedades concomitantes que
impidieran un seguimiento prolongado o con transtornos psiquiatricos, conductas
adictivas, antecedentes de incumplimiento de pautas médicas que pudieran
comprometer el cumplimiento de los requisitos del protocolo. Las pacientes con
trombosis previa (por ejemplo, trombosis venosa cerebral) y/o embolismo se podian

incluir soélo si se consideraba clinicamente adecuado.

4.1.2 Paises y centros participantes en el estudio SOFT.

El estudio SOFT fue llevado a cabo por dos consorcios de grupos cooperativos de
investigacion, el Breast International Group (BIG) y el North American Breast Cancer
Group (NABCG); participaron 27 paises y 426 centros. La Tabla 34 recoge en detalle
los Grupos Cooperativos participantes, mientras que en la Figura 35 se representan
los paises colaboradores. La activa participacion del grupo Cooperativo SOLTI, que
contd desde el principio con varios de los centros considerados maximo reclutadores,
facilitd que fuera posible la aceptacién de la propuesta que SOLTI hizo sobre la

realizacion del subestudio de evaluacién de estrogenos SOFT-EST.
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Consorcio

BIG

NABCG

Acronimo

IBCSG
ANZBCTG

SAKK
GOCCHI

CEEOG
EORTC

GBG
SOLTI

Alliance

SWOG

ECOG-
ACRIN

NRG
(NSABP,
RTOG)

NCI-CTG
NCI-CTSU

Tabla 34 Grupos Cooperativos participantes en estudio SOFT

Grupo Cooperativo

International Breast Cancer Study Group

Australia and New Zealand Breast Cancer Trials
Group

Swiss Group for Clinical Cancer

Grupo Oncolégico Cooperativo Chileno de
Investigacion

Central and East European Oncology Group

European Organisation for Research and
Treatment of Cancer

German Breast Group

Grupo Académico de Investigacion en Cancer de
Mama

Cancer and Leukemia Group B(CALGB)

American College of Surgeons Oncology Group
(ACOSOG)

North Central Cancer Treatment Group (NCCTG)
South West Oncology Group

Eastern Cooperative Oncology Group- American
College of Radiology Imaging Network

National Surgical Adjuvant Breast Project-
Radiation Therapy Oncology Group-
Gynecologyc Oncology Group

National Cancer Institute-Clinical Trials Group

National Cancer Institute-CancerTrials Suport
Unit
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Figura 35. Paises participantes en estudio SOFT (en lila)

i

4.1.3. Diseio del estudio SOFT: Grupos de tratamiento, Objetivos, Procedimientos

y Consideraciones Estadisticas
4.1.3.1 Disefio y Grupos de Tratamiento

Las pacientes participantes en el estudio SOFT podian ser asignadas a los siguientes

brazos de tratamiento:

Brazo A: Tamoxifeno x 5 afios (brazo estandar)
Brazo B: Tamoxifeno + SFO x 5 afios

Brazo C: Exemestano + SFO por 5 afios

La SFO podia obtenerse bien mediante ooforectomia bilateral, bien mediante
irradiacion ovarica (con comprobacion de E2 a niveles de castracion a los 2 meses) o
bien mediante aGnRH: Decapeptyl Depot® [acetato de triptorelina], Ipsen; o Trelstar

Depot® [pamoato de triptorelina], Debio.

La eleccidon del método de SFO que se iba a utilizar se decidia en cada caso, en el
proceso de informacién del investigador a la paciente individual. Tras ello y la obtencién

del Consentimiento Informado especifico del estudio, la paciente era randomizada a
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uno de los tres grupos de tratamiento comentados (A, B o C). Si la paciente era
randomizada a recibir tamoxifeno+triptorelina, ambos farmacos se iniciaban a la vez; en
caso de haber correspondido el brazo C (exemestano+triptorelina) se iniciaba primero la

triptorelina y se afladia exemestano entre 6 y 8 semanas después.

El exemestano fue suministrado por Pfizer en todos los paises. La ftriptorelina fue
suministrada por Pfizer en Norteamérica y Suramérica, y por Ipsen en las demas zonas.
La quimioterapia, goserelina (en caso de intolerancia a triptorelina) y tamoxifeno
quedaron a cargo de cada centro. En lo que respecta a los centros pertenecientes
SOLTI, fue el propio grupo cooperativo quien suministré6 tamoxifeno a sus centros, de

manera que no supusiera ningun coste para el paciente.

El disefio del estudio SOFT viene ilustrado a continuacion (Figura 36)

Figura 36. Disefo del estudio SOFT y factores de estratificacion.

Estratificar: #
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semanas siguientes a la A
~1 ofq)* =52 " PAF
cirugia) « Niimero de ganglios positivos| T

(0: 1 0 mas) o

R :
Cirugia > & st il — 1 —» B SFO** mas Tamoxifeno
gt étodo al previsto de 7
principal — TR T v 7 durante 5 aiios

supresion de la funcién ~

ovdrica, si asignado por A

aleatorizacién (triotoreli R
Estrato con d]t.ﬂlOlll:lCl?ll (lnp!oruhna )
quimioterapia durante 5 afos; ooforectomia S :

: . ¥ ** mas Exemestano

(aleatorizar en el plazo quirdrgica; irradiacién —» C a @

de 8 meses tras finalizar | ©vdrica) durante 5 afios

la quimioterapia)*

* Pacientes pueden haber recibido tamoxifeno o un agente anti-aromatasa antes de la aleatorizacion
#% SFO = supresion de la funcién ovirica (triptorelina durante 5 anos O ooforectomia quirtrgica O irradiacién ovdrica)

4.1.3.2 Objetivos principales y secundarios

El objetivo principal del estudio SOFT fue SLE invasiva, definida como el tiempo
desde la randomizacion hasta la primera aparicion de recurrencia invasiva (local,
regional o a distancia), segundo cancer (no CM) invasivo, 0 muerte sin recurrencia o

segundo cancer.
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Los objetivos secundarios fueron Intervalo Libre de Enfermedad (ILE), definido
como el tiempo desde la randomizacion hasta la recurrencia de CM invasivo (local,
regional o a distancia) o CM contralateral, la SLED, definida como el tiempo
transcurrido entre la randomizaciéon y la presentacion de metastasis y la SG
(definida como el tiempo desde la randomizacion hasta la muerte por cualquier

causa.

4 .1.3.3 Procedimientos

A continuacion se describen, de forma resumida, los procedimientos basicos del
estudio SOFT, de cara a poner en contexto el subestudio objeto de la presente
tesis. La Tabla 35 resume el calendario de seguimiento y procedimientos a realizar
en cada visita. Durante el primer ano las visitas fueron trimestrales, A partir del
segundo ano y hasta el 6° las visitas se programaron cada 6 meses, y desde

entonces debian ser anuales hasta el fallecimiento de la paciente.

En cuanto a los Efectos Adversos que debian recogerse en cada visita, se pre-

especificaron los siguientes:

* Sofocos

* Sudoracion nocturna

* Descenso de la libido

* Sequedad vaginal

* Dispareunia

* Incontinencia urinaria

* Sintomas vasomotores: sofocos/rubores

* Fractura 6sea

* Sintomas musculoesqueléticos: mialgia, artralgia, rigidez

* Depresion
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* [squemia cerebrovascular

* Hemorragia SNC

* Hipertension

* |squemial/infarto cardiaco

* Trombosis y/o embolismo periférico

* Nauseas

* Insomnio

* Reaccion alérgica y/o hipersensibilidad
* Reaccion en el lugar de la inyeccién

Adicionalmente, en Julio de 2011 se realizé una enmienda al protocolo basada en
datos recientes de Seguridad Farmacoldgica de los aGnRH. En base a estos datos
(http:.//www.fda.gov/Drugs/DrugSafety/PostmarketDrugSafety

InformatioforPatientsandProviders/ucm209842.htm) se establecié que, ademas de
los acontecimientos adversos cardiovasculares ya preespecificados, se registrarian
prospectivamente los acontecimientos adversos de hiperglicemia e intolerancia a la

glucosa, y se capturaria el uso de farmacos antidiabéticos.

En cuanto al manejo de los efectos adversos, se especificd que las mujeres con
molestias por sintomas vasomotores (como sofocos y sudoracion nocturna) debian
recibir tratamientos no hormonales (como inhibidores de la recaptacién de
serotonina). Para pacientes en tratamiento con tamoxifeno se recomendd
venlafaxina, por su falta de inhibicion de CYP2D6 (Véase Seccién 1.4.1.2). No se
permitid la administracion de bifosfonatos excepto en caso de DMO documentada
de -1.5 desviaciones estandar por debajo de la media normal en adultos jévenes o
si la paciente estaba participando en un ensayo clinico aleatorizado que evaluara
los bifosfonatos en el contexto adyuvante del CM. Se permitié la administracion de

suplementos de vitamina D3 y calcio.
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Tabla 35. Calendario de visitas y procedimientos del estudio SOFT

Visita 1213|4567 8|9 (10)11[12|13]14(15| Anual
A hasta [a
muerte
Ano 1|1 1|1 ]2]2]|3|3|4]4|5]3]6
Mes 03169 ([12]18]|24|30|36(42|48|54|60|66]|72
Consentimiento Informado X
Revision de criterios de X
inclusién y exclusion
Antecedentes* X
Exploracion fisica x x| x|x|x|x|x|x|x|x]|x]x]|x]|x]x X
incluyendo peso*
Estradiol” x
Acontecimicntos adversos JEAFAFACARAESE AR AR AL AR AR AR S 1
(AAs)
AAs tardios” X
Analiticas de laboratorio
Hcmalologl‘al x| v v|v|v]v]v]v]v|v]v]v]v]|v]|V
Bioqmmica’ x| v v|v]|v]v]|v]v]v]v]v]v]v]v]Y
Investigaciones
Mamografia” X y y y y y y
Radiografia toricica" x|v|v]v]v]v|y|v]|v]v]v]v|v]|vy]V
(vision PA y lateral) o TAC
toracico
Gammagrafia Gsea’ ylv| v v v v ]|v]v]v]v]v]v]|v]v]YV
Ecografiaabdominal, TACo | v [v | v [v | v v [v | v [v v [ v ]v |v]|v] ¥
gammagrafia hepatica’
Exploracion ginccoldgicax viv]|v]lv]|lv]lv]v]v]v]v]v]v]v]v]V
Densitometria mineral Gsea’ y ¥ ¥ ¥y ¥ y y
CRDs™
Calidad de vida" X X x| x |'x X X X X
Formularios B.C.H.E.P X
Formulano F x y en caso de recaida (Formulario RF)
Formulario AE, MCC lx | xlx x|l x|z |lx]lx|x]lx]x]x
Formulanio E x| x| x|x]x|[x|x|x|[x]x|x|x]x|x] x
Formularios SFO, TE % | x:| % |5x:] % %] % %] x| X% %] %
(micntras reciban SFO,
tamoxifeno o exemestano)
Formulanos R, SAE, EIU a demanda segun el protocolo
(embarazo), GYN
Formularios BC, BFE, BP y Presentar en pacientes con cancer de mama bilateral sincronico
BR como requiere ¢l protocolo

x = obligatorios y = recomendados v = si clinicamente indicados

* Examen fisico y antecedentes podian ser cumplimentados en los dos meses previos a la
aleatorizacion. Se recomiendé realizar una prueba de embarazo basal en mujeres en edad
fértil sexualmente activas y que no usaban ningiin método anticonceptivo fiable.
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Asimismo, el protocolo exigia que las pacientes en tratamiento con aGnRH debian
ser advertidas de un pequefio riesgo de embarazo, por lo que debian seguir

mediadas de contracepcion no hormonal.

4 .1.3.4. Consideraciones Estadisticas

Los andlisis estadisticos se planificaron por intencion de tratamiento, y estratificados

por QT previa (si/no) y estado ganglionar (negativo/positivo).

El disefio original (2003) contemplaba tres comparaciones pareadas (Brazo A vs B,
brazo A vs C y brazo B vs C) para detectar una razén de riesgo de 0.75 después de
analizar 783 eventos (a=0.0167). Durante el desarrollo del estudio se observd un
numero anual de eventos de SLE muy inferior al asumido iniciamente,
aproximadamente un 2% por aio en comparacioén con el 8% por afno especificado
en el protocolo, lo que requeriria un seguimiento adicional de trece afios, hasta
finales de 2023, para obtener el numero deseado de 783 eventos de SLE (para
entonces la mediana de seguimiento seria de 15 afos). Ello se considero
inaceptable por el Comité Directivo del estudio, por lo que en 2011, antes de
disponer de resultados de eficacia, se redisend el plan estadistico. El nuevo plan
estaba basado en la mediana de seguimiento mas que en el numero de eventos, de
manera que se decidi6 comunicar los datos cuando a los 5 afios de seguimiento
mediano. El analisis primario pasdé a ser la comparacion de tamoxifeno+SFO vs
tamoxifeno. Con los nuevos calculos, y asumiendo ahora 186 eventos a los 5 afios,
el estudio tendria un poder del 80% para detectar una razén de riesgo de 0.665 (o
de 2 colas: 0.05). EIl analisis segun el uso de QT previa fue prospectivamente
planeado. En cuanto a la comparacién exemestano+SFO vs tamoxifeno, ésta paso

a ser un objetivo secundario.

4.1.4. Subestudios del estudio SOFT

En el seno del estudio SOFT se gestaron y llevaron a cabo tres subestudios:

*  El Subestudio de Calidad de Vida (SOFT Quality of Life Substudy), en el que
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participaron todos los centros participantes en el estudio parental y del que
estaban exentas unicamente las pacientes con problemas cognitivos, o con
incapacidad de leer en el idioma del cuestionario. Este subestudio se basé en dos
cuestionarios: el International Breast Cancer Study Group QoL Core Form y un
segundo médulo confeccionado especificamente para el estudio. EI IBCSG QOL
incluia indicadores globales de bienestar fisico, estado de animo, esfuerzo en el
enfrentamento a la enfermedad, estimacién subjectiva del estado de salud, asi
como cinco indicadores especificos de sintomas y efectos adversos. El segundo
modulo interrogaba sobre 12 sintomas endocrinos, e incluia un indicador global de
carga toxica asociada al tratamiento, asi como una cuestién relativa a la actividad
sexual. Cada item a valorar se testaba mediante una escala analdgica de 0 a 100
y los tests se realizaron en los meses 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48, 60 y 72 desde la
randomizacion. Este subestudio llegd a analizar 2576 pacientes, teniendo en
cuenta los tres brazos de tratamiento; para el analisis primario que compard
tamoxifeno con SFO y tamoxifeno se analizaron 1722 pacientes (poblacién por
intenciéon de tratar). Los resultados de este estudio se han comunicado
recientemente [328] y se han comentado de forma marginal en la Seccion 1.7.2.2,

al no ser el objetivo de la presente tesis.

. El Subestudio Cognitivo o CO-SOFT (de Cognitive Study), al que
contribuyeron unicamente centros individuales que expresaron su interés en
participar. Este estudio tenia como objetivo primario comparar la funcién cognitiva
basanl y al primer afio en funcién del brazo de tratamiento. Para ello se utilizé un

conocido programa informatico (CogState, www.cogstate.com), que ofrece una

rapida valoracion cognitiva y que se habia utilizado también en el estudio BIG1-98
[361]. Lamentablemente, este subestudio no llegé a alcanzar el reclutamiento
previsto (86 de los 321 pacientes inicialmente planeados). Este estudio ha descrito
que la adicion de la SFO no tiene efectos negativos sobre la funciéon cognitiva,
pero su pequefio tamafo muestral, limita la validez de estos resultados [362] (ref,
Phillips Kelly-Ann, BJC 2016).

. El Subestudio de Supresién Estrogénica, o SOFT-EST, subestudio en el que

se centra la presente tesis.
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4.2 PACIENTES Y METODOS EN EL SUBESTUDIO

SOFT-EST

4.2.1. Diseino del subestudio

El estudio siguié un disefio longitudinal. El registro en el subestudio y recogida de las
muestras basales debia tener lugar después de la aleatorizacion en el estudio
principal SOFT, pero previo al inicio del tratamiento asignado. Se debia recoger una
muestra de sangre basal (mes 0) y en los meses 3, 6, 12, 18, 24, 36 y 48,
coincidiendo con las visitas de seguimiento y con las valoraciones de calidad de vida

del estudio principal. El disefio del estudio viene representado en la Figura 367

Figura 37. Disefo del estudio SOFT-EST

A Tamoxifen Not eligible
Randomizacion
€n SOFT B T+ triptorelina } { 4 { | |
Registro en
C E+ Triptorelina SOFT-EST || | ! | | !

Mes de tratamiento 0 12 24 36 48 60

v Ve A4 v - v -

036 12 18 24 36 48

Obtencion de muestra sanguinea

T=tamoxifeno; E=exemestano
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4.2.2. Seleccion de pacientes

4.2.2.1 Centros participantes

El presente estudio se planteé mientras el estudio principal estaba reclutando
pacientes. Para asegurar, entonces, que el subestudio pudiera alcanzar su objetivo
de pacientes antes de la finalizacién del estudio principal, se seleccionaron los
centros que hasta el momento habian tenido mayor reclutamiento. De entre estos
centros considerados “maximos reclutadores” se priorizaron los centros europeos,
por cuestiones logisticas y de presupuesto. Asi, la mayoria de centros seleccionados
para la participacion en el subestudio SOFT-EST fueron centros pertenecientes a los
grupos cooperativos IBCSG, EORTC y SOLTI.

4222 Criterios de inclusioén

. Asignacion por aleatorizacion a los brazos B o C.
. Triptorelina (aGnRH) elegida comol método de eleccién para la SFO.

. Consentimiento informado por escrito para el sub-estudio SOFT-EST.

4.2.2.3 Registro de la paciente

En este sub-estudio solo podian ser registradas pacientes en las que estaba
prevista la utilizacion de triptorelina como método de SFO y que habian sido

asignadas por aleatorizacion al brazo B o C del estudio principal SOFT.

De cara a minimizar un sesgo de seleccién, se recomendd a los centros
participantes que propusieran el subestudio a todas las pacientes que incluyeran en
el estudio SOFT y en las que estuviera prevista la utilizacion de triptorelina como
método de SFO. Se recomendd que el consentimiento informado para SOFT-EST
se obtuviera al mismo tiempo que el del SOFT. Una vez obtenidos ambos

consentimientos, si la paciente era asignada al brazo B o C, debia ser entonces
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registrada en el subestudio SOFT-EST y se debia obtener la muestra basal antes

de recibir el tratamiento del protocolo.

El registro en SOFT-EST se debia realizar inmediatamente después de la
aleatorizaciéon en el estudio principal SOFT, utilizando el sistema IBCSG para el
registro/aleatorizacion. El formulario de Confirmacion de Registro (24-SE-A) deberia
completarse previamente al registro en el SOFT-EST para confirmar la elegibilidad y

obtener informacion sobre la historia de habitos tabaquicos de las pacientes.

4.2.3 Calendario de recogida de muestras

El calendario de recogida de muestras especificadas se recoge en la Tabla 36

Tabla 36. Calendario de determinaciones en funcién de numero de visita del estudio

SOFT y meses desde el inicio del tratamiento

Parametros del

Sub-estudio

Numero de Visita 1 2 3 4 6 7 8 9 [10 | 11

Afio 111 [ 1 1112123 [3[4][4]

Mes 0 3 6 912 [ 18 [ 24 | 30 [ 36 | 42 | 48
Muestra de Suero X X X X X X X X
Form 24-SE-SC X X X X X X X X

x = pre-especificado

Las muestras debian recogerse por la mafana y en ayunas. Si se preveia
administrar la triptorelina el mismo dia, la muestra debia obtenerse antes de la

inyeccion de ésta.

Aparte de las muestras pre-especificadas, se planificé asimismo la recogida de

muestras adicionales en las siguientes situaciones:
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. Sangrado vaginal; Se debia obtener una muestra extra lo antes posible tras
conocer la existenia de sangrado vaginal, siempre que este se produjera después de
3 meses del inicio de la triptorelina. Si la paciente iba a proceder a ooforectomia la

muestra de sangre debia obtenerse antes de este procedimiento quirurgico.

. Ooforectomia: Se debia obtener una muestra a los 3 meses de su realizacion.

. Discontinuacion del estudio por cualquier causa diferente a ooforectomia se
debia obtener una muestra a menos se hubiera recogido una muestra
recientemente (en el ultimo mes durante los primeros 6 meses del estudio o durante

los 3 meses anteriores durante el periodo restante)

La muestra debia adjuntarse con un formulario de recogida de muestra (24-SE-SC)
debidamente completado; éste se enviaba mediante el DataFax en el momento de
recogida de la muestra segun el calendario de recogida arriba indicado, y suponia

una confirmacion de que la muestra habia sido obtenida.

En caso de que el investigador decidiera cambiar de tratamiento oral asignado por
toxicidad (de exemestano a tamoxifeno, o viceversa), la paciente podia continuar en

el subestudio, siempre que se mantuviera el tratamiento con el aGnRH.

4.2.4. Logistica de la recogida, conservacion y envio de las muestras

Se suministraron kits para la recogida de sangre, conteniendo tubos y etiquetas, a
los centros participantes. Estos kits debian ser usados para la recogida,
almacenamiento y envio de las muestras de suero. Debia recogerse un volumen de
20 mL de sangre y procesarse para la obtencién de alicuotas de suero, de acuerdo
con el Manual para el Tratamiento de las Muestras (SMM o Sampling Management
Manual) que se confecciond ad hoc para el subestudio. Cada alicuota debia ser
etiquetada tal como se indicaba en el SMM y almacenada a -20°C hasta su envio al
laboratorio central (Inventiv Health, Inc., New Jersey) y posteriormente al
Laboratorio de Hormonas del Hospital Vall d’'Hebron para su analisis. Todas las
muestras debian ser identificadas con las etiquetas suministradas para el estudio,
donde se identificaban iniciales del paciente, dia de recogida de la muestra y punto

de tiempo correspondiente (basal, 3, 6 12, 18, 24, 36 0 48 meses). Las muestras se
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anonimizaron desde su recogida y se mantuvo la confidencialidad durante todo el

proceso.

En Octubre de 2011 todas las alicuotas del estudio guardadas en los centros
participantes fueron recogidas por Interlab, centralizadas en Alemania, y desde alli
enviadas al laboratorio de Inventiv Health, in New Jersey, USA (434 muestras, 2238
alicuotas). A finales de Febrero 2012 se realizé un segundo envio a dicho
laboratorio, esta vez tras centralizacion de las muestras en Hospital de Vall
d’Hebron y reservando 1 alicuota de las obtenidas para determinacion de FSH y LH
(39 muestras, 195 alicuotas). Con este segundo envio se pretendia reunir las
muestras de los primeros 12 meses de todas las pacientes incluidas, de manera
que fuera posible la determinacion de E1, E2 y E1S, si no en un unico batch (ya que
no era posible por el numero de alicuotas a analizar), si de forma consecutiva, con
el objetivo de minimizar el coeficiente de variaciéon inter-ensayo. Adicionalmente se
enviaron las muestras obtenidas hasta entonces de los puntos de tiempo 18 y 24
meses, disponibles en ese momento en la mitad y un tercio de las pacientes,
respectivamente. Tras la determinacion de los niveles de estrégenos, las alicuotas
restantes en el laboratorio Inventive Health procedentes del envio de Octubre 2011
se reenviaron al Laboratorio de Vall d’Hebrén, para proceder al analisis de FSH y
LH.

4.2.5. Determinacion de estrégenos: GC-MS/MS

A continuacién se describe con detalle la metodologia de la técnica de GC-MS/MS

utilizada en nuestro estudio:

Por lo que respecta a la determinacién de E2, se anadié E2 deuterado (isétopo
estable de un atomo de hidrégeno conteniendo un protén y un neutrén) como
estandar interno a 1 ml de suero de la muestra. De esta manera se permitia la
cuantificacion de su recuperacién y el calculo de la masa en el pico detectado. Se
extrajo un mililitro de suero mediante cartuchos de fase solida BondElut Certify y se
eluy6 con acetato de etilo. Ello se siguié de tres procesos de derivatizacién para
mejorar la selectividad y especificidad, que incluyeron pentafluorobenzoilchlorid
(PFB); 0-(2,3,4,5,6- 99pentafluorobenzil)-hydroxiamina hydrochlorido y MSTFA (N-

Trimetilsilil-N-metil trifluoroacetamida). Las muestras derivatizadas fueron después
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separadas por cromatografia de gases en una columna capilar de cristal de silicio

DB-17 y analizadas mediante el espectometro de masas.

El método utilizado ha sido convenientemente validado [336]. En dicha validacion el
porcentaje de recuperacion medio del E2 afiadido en suero con carboén activado fue
del 87.6% con un CV del 7.01%. El nivel de sensibilidad para E2 en 1 ml de plama o
suero fue de 0.63 pg/mL. Los coeficientes de variacién (CV) intraensayo fueron
determinados en 3 dias separados para muestras (N= 16 a 18) con niveles bajos
(1.9 pg/mL), medios (25 pg/mL) y altos (61 pg/mL) de E2. Los CVs interensayo se
calcularon a partir de estos resultados y fueron de 7.88%, 3.72% y 2.7% para
valores bajos, medios y altos, respectivamente. Las recuperaciones de la adicion de
E2 en muestras con niveles variables de E2 fueron siempre superiores al 98.9% y la
linearidad de la recuperacion del E2 afiadido fue R = 0.997. Por lo que refiere a
muestras séricas humanas, éstas se evaluaron en un unico dia. Los CV para
muestras con bajos (2.1 pg/mL), medios (26 pg/mL) y altos (62 pg/mL) niveles de
E2 fueron del 17.8%, 3.13% y 3.27% y las recuperaciones del 94%, 100.4% y

103%, respectivamente. The linearidad de respuesta fue R = 0.998.

En lo que se refiere a E1, y E1S se utilizé una metodologia similar. En este caso los

limites de sensibilidad fueron de1.56 pg/mL para E1y de 3.13 pg/mL para E1S.

Pese a que existian estudios previos que habian utilizado la misma tecnologia (y en
el mismo laboratorio) sin observar reactividad cruzada con exemestano [220, 255], se
pre-especificd la realizacion de un experimento ad hoc para descartar dicha
interaccion. Este experimento debia realizarse en InventiveHealth antes de correr las
muestras por el espectrometro de masas y, efectivamente asi se hizo, descartando
por completo la existencia de deteccion cruzada. Todas las muestras procedentes
de los 12 primeros meses del tratamiento se corrieron consecutivamente, sin que el
laboratorio tuviera conocimiento del tratamiento al que habian sido asignadas las
pacientes. Este proceso duré aproximadamente 7 dias, y los resultados estuvieron

disponibles en verano de 2012.
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4.2.6 Determinaciones de FSHy LH

Las determinaciones de FSH y LH se llevaron a cabo en el Laboratorio de

Hormonas del Hospital Universitario Vall d’Hebron en Barcelona.

Se utilizé una técnica de quimioluminescencia con un analizador automatizado de
Roche Diagnostics Cobas 6000. Los rangos de medida fue de 0.100-200 mIU/mL
(definido por el limite bajo de deteccién de la curva maestra) para ambos tests.
Tampoco en este caso el laboratorio tuvo conocimiento del tratamiento recibido por

las pacientes.

4.2.7 Consideraciones estadisticas del subestudio SOFT-EST para el periodo

completo de 4 anos
4.2.7.1 Analisis de los datos

El protocolo del presente Subestudio, en su version final de Junio de 2008 y por lo
que refiere al analisis de los datos durante el perido completo de 4 afos, establecio

lo siguiente:

* Los niveles de estrégenos (E2, E1 y E1S) se describirian a lo largo del
tiempo en todos los pacientes y de acuerdo con la rama de tratamiento,
mediante estadisticos descriptivos (media, desviacion estandar, mediana y
cuartiles). En base a la literatura previa se anticipd que se requeriria una
transformacién logaritmica de los niveles de estrogenos, en cuyo caso se

reportaria la media geométrica

* Mediante modelizacion linear mixta (0 Modelo de Efecto Mixto) de los datos
disponibles correspondientes a los 8 puntos de tiempo preespecificados,
cada nivel de estrégeno (transformado logaritmicamente) seria modelado en
funcién del tiempo y tratamiento recibido, con el fin de investigar la evolucién
en el tiempo de los niveles de estrogeno y la diferencia en éstos entre ambos

brazos de tratamiento.

* En el grupo de pacientes asignadas a triptorelina+exemestano, se
comunicaria la proporcion (e intervalo de confianza exacto binomial del 95%)
de pacientes que experimentaran supresion subodptima. Se describiria

asimismo cuando se producia dicha supresién. Se hipotetizd quei
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determinadas caracteristicas de las pacientes, tales como edad a la
randomizacién, QT previa adyuvante (No/Si), tipo de QT previa y dosis
acumulada de ciclofosfamida, uso de tamoxifeno, presencia de
menstruaciones, habito tabaquico e IMC, podrian relacionarse con supresion
estrogénica subodptima, de manera que se planific6 comparar dichas
caracteristicas entre las pacientes con y sin supresion subdptima. Se
utilizaria la prueba T de Student para variables continuas, o la prueba de
suma de rangos de Wilcoxon en caso de no poderse asumir normalidad.
Para variables categédricas se usaria test exacto de Fisher. Puesto que se
anticipaba una baja tasa de supresion estrogénica subodptima (entorno al
10%) no se considerod la posibilidad de realizar un analisis multivariable de

regresion logistica.

Se definié como supresién estrogénica subdptima para el grupo asignado a

triptorelina+exemestano la presencia de:

o Fallo de supresion clinicamente evidente, determinado por presencia
de menstruaciones mas alla de los tres meses de haber iniciado

triptorelina, embarazo y/o

o Niveles de estradiol >2.72 pg/mL (>10 pmol/L) en 2 0 mas puntos de

tiempo en un periodo de al menos 6 meses.

Teniendo en cuenta dicha definicion las pacientes serian clasificadas como
Optimamente suprimidas o0 no 6ptimamente suprimidas durante los primeros
6 meses y durante los 12 primeros meses. Se investigaria si la Optima
supresion precoz puede predecir la supresion estrogénica a largo plazo
mediante un modelo linear mixto aplicado a los niveles de estrégenos

observados una vez transcurrido el primer afo.

De forma exploratoria se describiria la SLE para los grupos con y sin
supresion subodptima mediante el método de Kaplan-Meier. Dada la prevista
baja tasa de supresion subdptima, se consideraria este analisis como

meramente descriptivo.
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4.2.7.2. Consideraciones acerca del tamano muestral

Se establecié una muestra de 120 pacientes, 30 in el brazo B (triptorelin+tamoxifeno)
and 90 in el brazoC (triptorelin+exemestano). Teniendo en cuenta 1) el reclutamiento
real en el studio SOFT de los centros europeos y 2) la proporcion de pacientes
asignadas a los brazos B y C del estudio SOFT que escogian triptorelina como
método de supresidn ovarica (aproximadamente el 90%) se calculé un tiempo de

reclutamiento en el estudio SOFT de unos 18 meses.

La seleccién del tamafio muestral tuvo en cuenta los dos objectivos primario del
estudio.

Los niveles de estrogenos se analizarian mediante modelos longitudinales. Segun los
datos proporcionados por InVentiv Health los limites de deteccion con GCMS/MS
para E2, E1 y E1S son de 0.625-80 pg/mL para E2, 1.56-200 pg/mL para E1y 3.13-
800 pg/mL para E1S. En base a literatura previa [334], se asumié una desviaciéon
estandard (SD) de 4.0 pg/mL en cada punto de tiempo y se asumid
conservadoramente que la correlacion entre 2 puntos de tiempo era r=0.5, de manera
que a diferencia entre 2 puntos de tiempo debia ser asimismo 4.0 pg/mL. Por lo que
respecta al analisis primario de descripcion de los niveles estrégenos en funcion del
tiempo, se calculé que, con 120 pacientes y utilizando la prueba de los rangos con
signo de Wilcoxon (a=0.05, dos colas), se dispondria de un poder del 90% de
detectar una diferencia media entre puntos de tiempo de 1.2 pg/mL; considerando los
dos grupos de tratamiento por separado, las diferencias detectables serian de 2.5
pg/mL y 1.4 pg/mL en los brazo B (n=30) y C (n=90), respectivamente.

Con respecto al andlisis secundario de niveles de estrogeno entre brazos de
tratamiento, y utilizando la prueba de la suma de rangos de 2 muestras de Wilcoxon
(a=0.05, dos colas), se calculd que se dispondria de un poder del 80% para detectar
una diferencia media de 2.5 pg/mL entre grupos para cada punto de tiempo.

Se hipotetizd que existiria un 10% de pacientes con supresién subdptima. Con 90
pacientes en el brazo C, y mediante una prueba binominal de una cola (a=0.025, una
cola), se estimé un poder del 95% de detectar una tasa del 10% de supresion
estrogénica subdptima, comparado con el 1% de la hipotesis nula. Asi, por ejemplo,
si se observara que 9 de 90 pacientes en el brazo C presentaban supresion

subdptima entonces el IC del 95% seria de 4.7 al 18.1%.
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Con respecto al objetivo secundario de examinar factores potencialmente predictivos
de supresion subdptima, con una tasa anticipada del 10%, y por tanto con 9
pacientes esperadas, no se considerd factible la realizacion de un analisis
multivariado. Se considerd, ademas, que el poder estadistica del analisis univariado
también se veria limitado por la posible existencia de grandes diferencias entre
grupos con o sin supresion estrogénica suboptima. Asi, se calculd que en la
comparaciéon univariada de variables continuas mediante la prueba T de 2 colas
habria un poder estadistico del 80% y un error a=0.05 de 2 colas de detectar una
diferencia media de 0.86 SD entre grupos; en lo que se refiere a variables binarias, y
tras la aplicacion de la prueba exacta de Fisher, se dispondria de un poder del 80%
con un error 0=0.05 de dos colas, para detectar diferencias absolutas de
aproximadamente el 40% entre grupos (e.g., 8% vs. 52% de pacientes con

subodptima vs éptima supresién en el grupo con o sin QT previa).

4.2.8 Consideraciones estadisticas del subestudio SOFT-EST para el analisis

de los primeros 12 meses

Para este primer analisis se tuvieron en cuenta los valores de E2, E1, E1S, FSH y
LH obtenidos en todas las pacientes a los 0, 3 ,6 y 12 meses de tratamiento. En el
grupo asignado a exemestano+triptorelina se calcul6 la proporcion de pacientes que
estaban subodptimamente suprimidas en cada punto de tiempo. La definicion de
supresion estrogénica subdptima exigia un valor de E2>2.72 pg/mL para cada
punto de tiempo post-basal analizado (3, 6 0 12 meses). Dado lo demandante de
este cut-off, y la falta de evidencia sobre su relevancia clinica, se estudiaron de
forma exploratoria 2 puntos de corte adicionales: 10 pg/mL, como dintel por encima
del cual los niveles de E2 eran claramente inconsistente situacion de menopausia
en tratamiento con IA; y 20 mg/mL, como punto de corte inconsistente con estado

menopausico secundario a tratamiento con aGnRH.

Se estudié asimismo la proporcion del cambio en los niveles de estrogeno y de FSH
y LH en cada punto de tiempo comparado con el nivel basal: / E2 (0)*100, donde t=
3,60r12.
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Tras disponer de los resultados del laboratroio de InVentive Health se observé que
en un numero sustancial de muestras en curso de tratamiento con
exemestano-+triptorelina, los niveles de estrogenos, particularmente de E2 y E1, se
hallaban por debajo del limite de cuantificacion del método. Puesto que en ese caso
los valores obtenidos se imputaban al mencionado limite de cuantificacion, se
obtenia una muestra con muchos valores agrupados en ese punto. De esta forma,
el modelo propuesto iniciamente, el Modelo de Efecto Mixto, no seguia una
distribucion normal, a diferencia de lo que se habia asumido en un principio. Por
este motivo, se prefirid utilizar el modelo de Ecuaciones de Estimacion
Generalizadas (GEE, del inglés Generalized estimating equation). Este modelo usa
la llamada “casi-probabilidad” en la estimacion de los parametros y utiliza la
varianza robusta o en sandwich para calcular el error estandar. Este método es
valido sin que sea preciso que la variable de respuesta presente una distribucion
normal. Cada valor hormonal (E2, E1, E1S, FSH, LH) transformado a su logaritmo
natural, se modelaba en funcién del tiempo, tratamiento asignado, interaccion
tratamiento-tiempo, asi como en funcion de caracteristicas de las pacientes
potencialmente predictoras de supresidn subdptima previamente mencionadas
(véase Seccion anterior). Pese a que se creyo que el modelo mencionado era el
mas adecuado, los datos se analizaron asimismo mediante un modelo
semiparamétrico longitudinal ajustado a las caracteristicas de las pacientes, y el
resultado de este analisis dio resultados consistentes, como se vera en la Seccidon

de Resultados

4.2.9 Calendario de comunicacion de resultados

La politica de comunicacién y publicaciéon de resultados del IBCSG establece que no
pueden comunicarse los resultados de los subestudios antes de comunicarse los
resultados del estudio principal. Puesto que la comunicacién de los resultados del
analisis primario de eficacia de los estudios SOFT y TEXT se establecio para Junio
2014 (Congreso Anual de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica), la
comunicacion de los resultados de los primeros 12 meses del subestudio SOFT EST

se planificd igualmente para esa fecha.
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Asi, la depuracién de los datos y analisis estadistico de los datos del subestudio se
realizaron durante los meses de Febrero a Abril de 2014 y se comunicaron de forma

preliminar en forma de poster en Junio 2014 en el mencionado Congreso [363]

Por otro lado, se ha planificado la comunicacién de los resultados finales del
subestudio SOFT-EST, que incluira datos endocrinos a 4 afios y datos de SLE para
el Congreso de Cancer de Mama de San Antonio (SABCS) 2017, coincidiendo con

la comunicacién de los datos actualizados de eficacia del estudio SOFT
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Resultados




5. RESULTADOS

5.1 POBLACION

5.1.1. Periodo de reclutamiento y reclutamiento por centros

Entre Marzo de 2009 a enero de 2011 se incluyeron 123 pacientes en el estudio, 32
en el grupo asignado a tamoxifeno+triptorelina y 91 en el grupo de exemestano
triptorelina. El reclutamiento de pacientes por centros se presenta en la Tabla 37.

Todas las pacientes registradas cumplieron los criterios de elegibilidad del estudio.
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Tabla 37. Reclutamiento de pacientes en el estudio SOFT segun el centro

participante

Total reclutado 123

Total en centros SOLTI 85
Madrid — Hospital Universitario 12 de Octubre 12
Palma de Mallorca — Hospital son Llatzer 6
Barcelona — Hospital Clinic | Provincial de Barcelona 1
Barcelona — Hospital Universitario Vall D’Hebron 15
Valencia — Instituto Valenciano de Oncologia 9
Palma de Mallorca — Hospital son Dureta 8
Lleida — H. Universitario Arnau de Vilanova 5
Valencia — Hospital Clinico Universitario de Valencia 10

Madrid — Hospital Ramon y Cajal 1
Reus — Hospital Sant Joan De Reus 3
Hospital Dr Negrin 7
Madrid — Centro Oncolégico MD Anderson 7
Tarragona-Hospital Sant Pau | Santa Tecla 1

Total en centros IBCSG 35
Budapest — National Institute of Oncology 19
Udine — Clinica Oncologica, Policlinic 3

o Univeritario
Pavia — Salvatore Maugeri Foundation 2
Lima — INEN (Instituto de Enfermedades Neoplasicas) 1
Thun — Spital Thun 1
Zurich — Brust-Zentrum 1
Lausanne — Multidisciplinary Oncology Centre 3
Chur — Graubunden Chur 1
Gothenburg — Sahigrenska University Hospital 4

Total en Centros EORTC 3
Saint-Cloud — Centre Rene Huguenin 3

Centro participante N
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5.1.2 Analisis de cohortes

Cinco pacientes en los que no se habia obtenido ninguna muestra durante el primer
afo de tratamiento fueron excluidas de todo tipo de analisis para este estudio a 12
meses; 4 de ellas no tuvieron ninguna muestra analizada, no recibieron en ningun
momento triptorelina y/o retiraron el consentimiento; la paciente restante no tuvo
ninguna muestra recogida de forma basal y hasta los 12 meses, pero si recibid
tratamiento con triptorelina y se recogieron muetras mas alla de los 12 meses, por lo

que se incluira en el analisis a 4 afos.

Se establecid6 como “Cohorte Basal” aquélla que permitiria relacionar los niveles de
estrégenos y de FSH y LH basales con las caracteristicas clinicas de las pacientes vy,
por tanto, consistid en todas las pacientes elegibles que tuvieran una muestra basal
analizada, con independencia de que hubieran iniciado o no triptorelina. Tres
pacientes adicionales (a las 5 excluidas anteriormente) no disponian de muestra

basal analizada, por lo que también fueron excluidas de esta cohorte.

La “Cohorte Analitica” consistidé, en cambio, en todas las pacientes elegibles que
tuvieran al menos una muestra analizada y que recibieran al menos una inyeccién de
triptorelina. En esta cohorte se excluyeron dos pacientes adicionales que nunca
iniciaron triptorelina y que se afadirian a las 5 pacientes inicialmente excluidas

La cohorte analitica reunié un total de 116 pacientes (30 pacientes en el brazo de
tamoxifeno+triptorelina y 86 en el de exemestano+triptorelina ) y en ella se centrd

este primer analisis a 12 meses.
La Tabla 38 resume estos datos y los motivos de exclusion de las pacientes. La

figura 38, asimismo, representa de forma global el flujo de pacientes desde el estudio

principal hasta la cohorte analitica del estudio SOFT-EST.

212



Tabla 38. Resumen de las cohortes de analisis

Pacientes
(%)
Numero de pacientes reclutadas 123
Elegibles 123 (100)
Excluidas de todo analisis 5(4)
Sin muestras analizadas, no tratamiento con triptorelina y/o 4
Retirada de consentimiento
Sin muestras analizadas entre los 0-12 meses 1
Analizadas 118 (96)
Excluidas de la Cohorte Analitica 2(2)
Tratamiento con triptorelina nunca iniciado 2
Incluidas en la Cohorte Analitica 116 (94)
Analizadas 118 (96)
Excluidas de la Cohorte Basal 3(2)
Muestra basal perdida 1
Muestra basal no obtenida 2
Incluidas en la Cohorte Basal 115 (93)

5.1.3 Estado de las pacientes en el estudio. Discontinuaciones precoces

El estado de las 116 pacientes integrantes de la cohorte analitica, en cuanto a
continuacion en el estudio durante los primeros 12 meses, se resume en la Tabla 39.
Ciento dos pacientes (88%) fueron seguidas y continuaron el tratamiento segun el
protocolo, mientras que 14 mujeres (12%) salieron del subestudio durante el primer

ano de tratamiento.
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3066 Randomized
(Dec 2008 - Jan 2011)

L
E+OFS (N=1021)
1

1
T+OFS (N=1024)
1

Figura 38: Diagrama CONSORT del flujo de pacientes desde la randomizacién en el

estudio principal SOFT hasta la inclusién en la corte analitica del subestudio SOFT

E+OFS T+OFS
« Mar 2009 - Jan 2011 « Mar 2009 - Dec 2009
« 24 Substudy Centers + 24 Substudy Centers
« Trptorelin intended OFS « Triptorelin intended OFS
(N=126) N=52)
I I
E+Tnptorelin (N=91) T+Tnptorelin (N=32)
Enrolled SOFT-EST Enrolled in SOFT-EST
Excluded (N=5) Excluded (N=2)
» No samples » No samples
- analyzed (N=4) | analyzed (N=1)
« Triptorelin never' * Triptorelin never
started (N=1) started (N=1)
E+Tnptorelin (N=86) T+Trptorelin (N=30)
Sample availability Sample availability
79 At least one post-baseline sample 27 At least one post-baseline sample
76 Baseline and post-baseline 27 Baseline and post-baseline
3 Post-baseline only 0 Post-baseline only
7 Baseline only 3 Baseline only
3 stopped Triptorelin 2 stopped Triptorelin
4 samples not taken 1 recurrence
L T |
Analytic Cohort

(N=116)

E=exemestano, T= triptorelina; OFS:
Function Suppression

Supresién de la Funcion Ovarica, del inglés, Ovarian
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estudio. Seguimiento por protocolo vs discontinuacion precoz

Tabla 39. Cohorte Analitica: Estado de las pacientes a los 12 meses de iniciado el

Tratamiento asighado
Estado E+OFS T+OFS Total (%)
Numero de pacientes en la cohorte analitica 86 30 116
Seguimiento segun protocol 77 25 102 (88)
Discontinuacion precoz 9 5 14 (12)
Motivo de la discontinuacion precoz
Recurrencia del CM 0 1 1
Cirugia (Ooforectomia) 2 0 2
Rechazo del paciente/retirada del
consentimiento 6 4 10
Error 1 0 1
Momento de la discontinuacion precoz
Durante los primeros 3 meses 4 3 7
> 3-12 meses 5 2 7

5.1.4 Caracteristicas de las pacientes en la cohorte analitica

Las caracteristicas basales de las pacientes incluidas en la cohorte analitica se
tabulan en las Tabla 40 ay b y 41. En ellas se detallan datos demograficos de las
pacientes, tratamientos sistémicos recibidos previamente y los niveles de estrégenos
y gonadotropinas en el momento de la inclusion.

La mayoria de las pacientes fueron de raza blanca (97.4%) y la mediana de edad a la
randomizacién fue de 44 afios [IQR (41, 48)]. Sélo 8 pacientes (7%) eran menores de
35 afos, mientras que 43 de ellas (37%) presentaron edades comprendidas entre los
45 y 50 afos. Aproximadamente la mitad de las pacientes (49.1%) mostraron
menstruaciones regulares en el momento de su registro en el estudio, aunque un
porcentaje no desdenable de ellas persistia con amenorrea (36,2%, 42 mujeres).
Sesenta y cuatro pacientes (56%) tuvieron un IMC considerado normal (£25 kg/m2),
mientras que 17 (15%) se consideraron obesas (IMC=30 kg/m2). La mayoria de
mujeres no habian sido nunca fumadoras (N=66, 57%).

Las caracteristicas anatomopatoldgicas del tumor primario se describen en la Tabla

41. El 52% de las pacientes presentaron tumores pT1 (entre 1y 2 cm), y en un 67%
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Tabla 40a. Cohorte analitica del sub-estudio SOFT-EST: Caracteristicas de las

pacientes y tratamientos sistémicos recibidos

Caracteristica

Edad a la
randomizacio
n (anhos)

Menstruacion
es

Histerectomia
IMC (kg/m?)

Habito
tabaquico
QT previa
Tipo de QT

Esquema de
QT

Duracion de
la QT
(semanas)

Mediana (IQR)
<35

35-<40

40-<45

45-<50
Regulares
Irregulares
Amenorrea
Yes

Median (IQR)
Normal (<25)
Sobrepeso (25-
<30)

Obesa (=30)
Desconocido
Fumadora actual
Ex fumadora
Nunca fumadora
Desconocido
No

Si
Neoadyuvante
Adyuvante
Ambas
Antraciclina+taxa
no

Basado en
antraciclina
Basado en
taxano
Mediana (IQR)

[Min, Max]
<12 semanas

Tratamiento Asignado

Exemestano+
Triptorelina

(n=86)
44 (40,48)
8(9.3)
10(11.6)
27(31.4)
31(36.0)
39(45.3)
14(16.3)
33(38.4)
2(2.3)
24 (22,28)
45(52.3)
26(30.2)

30(63.8)
2(4.3)
34(72.3)

11(23.4)
2(4.3)
20.0(18.0,
24.0)

[12.0, 60.0]
0 (0.0)
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Tamoxifeno+
Triptorelina

(n=30)
44 (41,48)
0(0.0)
6(20.0)
9(30.0)
12(40.0)
18(60.0)

3(10.0)
9(30.0)
0(0.0)
23 (22,26)
19(63.3)
5(16.7)

4(13.3)
2(6.7)
3(10.0)
9(30.0)
18(60.0)
0(0.0)
13(43.3)
17(56.7)
6(35.3)
11(64.7)
0(0.0)
10(58.8)

4(23.5)
3(17.6)
20.0(18.0,
24.0)

[9.0, 36.0]
1(5.9)

Todas las
pacientes

(n=116)

44 (41,48)

8(6.9)
16(13.8)
36(31.0)
43(37.1)
57(49.1)
17(14.7)
42(36.2)

2(1.7)

24 (22,28)

64(55.2)
31(26.7)

17(14.7)
4(3.4)
28(24.1)
20(17.2)
66(56.9)
2(1.7)
52(44.8
64(55.2
21(32.8
41(64.1
2(3.1)
44(68.8)

)
)
)
)

15(23.4)

5(7.8)

20.0(18.0,

24.0)

[9.0, 60.0]

1(1.6)



Meses desde
ultima dosis
QT a
randomizacio
n
Tamoxifeno
previo
Duracion de
tamoxifeno
previo
(semanas)

2 12 semanas
Mediana (IQR)

No
Si
Mediana (IQR)

47 (100.0) 16 (94.1) 63 (98.4)
4 (2,6) 4 (2,6) 4 (2,6)
58(67.4) 22(73.3) 80(69.0)
28(32.6) 8(26.7) 36(31.0)
16 (9,20) 21 (10,23) 18 (9,21)

Tabla 40b. Cohorte analitica del sub-estudio SOFT-EST: Niveles hormonales basales

Estradiol (E2;
pg/mL)

Estrona (E1;
pg/mL)

Sulfato de
estrona
(E1S; pg/mL)
FSH (IU/L)

LH (IU/L)

Mediana (IQR)

Sin muestra
Mediana (IQR)

Sin muestra
Mediana (IQR)

Sin muestra
Mediana(IQR)
Sin muestra
Mediana (IQR)
Sin muestra

Tratamiento asignado

Exemestano+ Tamoxifeno+ Todas las
Triptorelina Triptorelina pacientes
(n=86) (n=30) (n=116)
49.9 72.5 50.6
(6.8,110.0) (6.2,199.0) (6.5,124.0)
3 0 3
43.6 39.2 41.8
(24.0,70.0) (24.8,102.2) (24.1,71.3)
3 0 3
784.0 1000.0 894.0
(315.0,1320.0) (272.2,1620.0) (307.0,1380.0)
3 0 3
19.6 (7.6,47.9) 13.7(6.4,41.8) 15.5(6.9,46.8)
6 1 7
15.9 (6.9,26.8) 10.3(6.9,30.4) 13.7 (6.0,27.7)
5 1 6

de casos no hubo afectacién ganglionar axilar. En cuanto a grado histoldgico, la

mayoria de tumores (83%) fueron clasificados como grado histolégico 1 0 2. EI 100%

de los tumores fueron RE+ o RP+ (definidos como =210% de positividad nuclear en

ambos casos).
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En lo que concierne a los tratamientos recibidos para el tumor primario hasta el
momento del registro en el estudio, debe destacarse lo siguiente:
* El 62% de las mujeres recibieron cirugia conservadora y RT como
tratamiento locorregional.
* Sesenta y cuatro pacientes (55%) recibieron QT previa, y el régimen mas
comun administrado incluyd antraciclinas y taxanos (44 pacientes, 69%).
* Treinta y seis pacientes (31%) recibieron tamoxifeno, con una mediana de
duracion de 17.5 semanas (rango intercuartil: 8.8 a 20.5).
Con respecto a los datos hormonales basales, la mediana (y rango intercuartil) de los
niveles de E2 fue de 49.9 (6.8, 110.0), mientras que las medianas de los valores de
E1 y E1S fueron de 43.6 (24.0, 70.0) y 784.0 (315.0, 1320.0), respectivamente. En
cuanto a los niveles de FSH y LH, la mediana fue de 19.6 y 15.9, respectivamente,
con una amplia variabilidad en ambos casos (rango intercuartil para FSH 7.6 a47.9y
para LH 5.9 a 26.8).
A pesar de cumplir la definicibn de premenopausia exigida por el protocolo SOFT,
35% de las pacientes en la cohorte analitica presentaron, de hecho, niveles basales
de E2 medidos por GC-MS/MS compatibles con postmenopausia (<20 pg/mL), lo
cual se vié confirmado, ademas, por los niveles medios de FSH y LH observados
centralmente en este subgrupo. La Tabla 42 recibe las caracteristicas de las
pacientes en funcidn de los niveles basales centrales de E2 (<20 o E2>20 pg/mL),
donde se observan claramente las diferencias en la prescripcion de QT previa (65%
vs 10.3%, respectivamente), estado menstrual (amenorrea 66.7% vs 18.9%,
respectivamente) y niveles de estrégenos y gonadotropinas entre las dos

poblaciones, sin que se observen diferencias en la mediana de edad.
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Tabla 41. Caracteristicas anatomopatolégicas del tumor primario en la cohorte

analitica.
Tratamiento asignado
Caracteristica E+Triptorelina T+Triptorelina Total
(n=86) (n=30) (n=116)
Lateralidad Bilateral 1(1.2) 1(3.3) 2(1.7)
del tumor Izquierdo 36(41.9) 9(30.0) 45(38.8)
Derecho 49(57.0) 20(66.7) 69(59.5)
Tamano <1cm 14(16.3) 6(20.0) 20(17.2)
tumoral 1-2cm 48(55.8) 13(43.3) 61(52.6)
>2-5cm 20(23.3) 9(30.0) 29(25.0)
>5cm 0(0.0) 2(6.7) 2(1.7)
Desconocido 4(4.7) 0(0.0) 4(3.4)
Grado 1 27(31.4) 7(23.3) 34(29.3)
tumoral 2 46(53.5) 16(53.3) 62(53.4)
3 10(11.6) 5(16.7) 15(12.9)
Desconocido 3(3.5) 2(6.7) 5(4.3)
RE Negativo 2(2.3) 0(0.0) 2(1.7)
Positivo (210%) 84(97.7) 30(100.0) 114(98.3)
RP Negativo 8(9.3) 1(3.3) 9(7.8)
Positivo (210%) 78(90.7) 29(96.7) 107(92.2)
Estado de Negativo 83(96.5) 28(93.3) 111(95.7)
HER2 Positivo 3(3.5) 2(6.7) 5(4.3)
Estado pNO 59(68.6) 19(63.3) 78(67.2)
ganglionar pN1+ 27(31.4) 11(36.7) 38(32.8)

E=Exemestano; T= Tamoxifeno; Trip: triptorelina
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Tabla 42. Caracteristicas de las pacientes en funcion de niveles basales centrales de
E2 (<20 o E2>20 pg/mL)

Tratamiento
asignado
Edad a la
randomizacion
(ahos)
Menstruacions
previas a la
randomizacion

IMC (kg/m2)
Habito
tabaquico

QT previa

Esquema de
QT

Duracion QT
previa
(semanas)
Tamoxifeno
previo
Duracién de
tamoxifeno
previo
(semanas)
Niveles
hormonales
basales
Estradiol (E2;

pg/mL)
Estrona (E1;

pg/mL)

E+OFS
T+OFS

Median (Q1,Q3)

<35yrs

235 yrs
Regulares
Irregulares
Amenorrea
persistente

Mediana (Q1,Q3)
Fumadora actual

Ex-fumadora

Nunca fumadora
Desconocido

No
Si
Basado en
antraciclinas

Antraciclinas+taxanos
Basado en taxanos
Mediana (Q1,Q3)

No
Si

Mediana (Q1,Q3)

Mediana (Q1,Q3)

Mediana (Q1,Q3)

Basal
E2<20
pg/mL
(n=39)

28(71.8)
11(28.2)
45 (42,48)
2(5.1)
37(94.9)
8(20.5)
5(12.8)
26(66.7)

26 (24,28)
8(20.5)
10(25.6)
21(53.8)

0(0.0)
4(10.3)
35(89.7)
11(31.4)

21(60.0)

3(8.6)
18 (18,24)

26(66.7)
13(33.3)
18 (14,20)

4 (3,7)

19 (15,28)
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23 (22,27)
19(25.7)
10(13.5)
43(58.1)
2(2.7)
47(63.5)
27(36.5)
3(11.1)

22(81.5)
2(7.4)
24 (18,24)

52(70.3)
22(29.7)
16 (8,22)

110 (54,170)

60 (41,106)

Total

(n=113%)

83(73.5)
30(26.5)
44 (40,48)
8(7.1)
105(92.9)
57(50.4)
16(14.2)
40(35.4)

24 (22,28)
27(23.9)
20(17.7)
64(56.6)
2(1.8)
51(45.1)
62(54.9)
14(22.6)

43(69.4)

5(8.1)
20 (18,24)

78(69.0)
35(31.0)
18 (8,21)

51 (6,124)

42 (24,71)



Sulfato de Mediana(Q1,Q3) 265 1205 894

estrona (E1S; (146,396) = (890,2342) = (307,1380)
pg/mL)

LH (IU/L) Mediana (Q1,Q3) 60 (30,73) 8 (6,20) 15 (7,47)
FSH (IU/L) Mediana (Q1,Q3) 25 (17,44) 8 (5,21) 14 (6,28)

Q1 y Q3; primer y tercer cuartil IQR: rango interquartil (Q3-Q1)

5.1. NIVELES DE ESTROGENO EN FUNCION DEL TIEMPO Y DEL

TRATAMIENTO ASIGNADO

5.2.1 Disponibilidad de muestras

Aunque los puntos de tiempos pre-especificados fueron 0, 3, 6 y 12 meses, se
disposo de muestras adicionales, o bien post-ooforectomia, como exigia el protocolo,

o bien no planificadas. Asi:

* 7 pacientes tuvieron muestra a los 9 meses de su registro en el

subestudio

o En 1 caso se traté de la muestra previa a la discontinaucion y se

utilizdé en el analisis como muestra a los 12 meses

o En las otras 6 pacientes no se aportaron los motivos de
obtencion de muestra adicional (probablemente se obtuvo por
error). Dichas pacients disponian ademas de la muestra
correspondiente a los 6 y 12 meses. En este caso las 6 muestras
adicionales obtenidadas a los 9 meses no se utilizaron en el

analisis estadistico
* 3 pacientes disponian de muestra obtenida a los 10 meses:

o En 1 caso correspondié a la muestra planificada a los 3 meses
post-ooforectomia (se indicé ésta ante la existencia de sangrado

vaginal); dicha muestra no se utilizé en el andlisis estadistico.

221



o En 1 paciente se dispuso de una muestra adicional a los 10
meses por razones desconocidas; puesto que se disponia
asimismo de la muestra planificada a los 12 meses, se

desestimo para el analisis dicha muestra adicional.

* En 2 pacientes, la muestra de 12 meses coincidié con la muestra de 3
meses post-ooforectomia (1 caso) o se obtuvo tras varios meses de
discontinuar el tratamiento con ftriptorelina. En ambos casos las

muestras no se utilizaron para el analisis estadistico.
5.2.2 Grupo de tratamiento con Exemestano+Triptorelina

Una vez descartadas las discontinuaciones precoces acontecidas durante el primer
ano de tratamiento y las muestras no disponibles, se analizaron las 79 pacientes
tratadas con exemestano+triptorelina en las que se habia obtenido al menos una
muestra. En este grupo, y por lo que respecta a las 3 fracciones de estrégenos, E2,
E1y E1S, se observé una mediana de reduccidon con respecto a valor basal 295%
en todos los puntos de tiempo (3, 6 y 12 meses), como puede observarse en la Tabla
43. La mediana de los niveles de E2 y E1 para todas las muestras post-basales fue
de 0.625 y 1.56 pg/mL, respectivamente, correspondiente al limite bajo de
cuantificacion (LLQ, del inglés Lower Limit of Quantification) del método para ambas
fracciones estrogénicas. Por lo que hace referencia a la mediana niveles de E1S,
éstos pasaron de 784 pg/mL de forma basal a 11.7, 14.9y 10.6 pg/mL alos 3,6y 12

meses, respectivamente (Tabla 44)
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Tabla 43. Porcentaje de cambio en los niveles de estrogenos en cada punto de

tiempo con respecto al valor basal en

exemestano+triptorelina

las pacientes

randomizadas a

Porcentaje de cambio con respecto a muestra basal

3 meses 6 meses 12 meses
N’ 64 66 63
Estradiol (E2; pg/mL)
Media (SD) -76 (76) -82 (62) -85 (46)
Media geométrica -88 -90 -83
Mediana (IQR) -96 (-99,-83) -96 (-99,-85) -97 (-99,-87)
Estrona (E1; pg/mL)
Media(SD) -90 (18) -87 (27) -82 (61)
Media geométrica -78 -79 -91
Mediana (IQR) -95 (-98,-91) -95 (-98,-91) -95 (-98,-90)
Sulfato de estrona
(E1S; pg/mL)
Media(SD) -89 (27) -86 (36) -92,-93(13)
Media geométrica -90 -89 -92
Mediana(IQR) -98 (-99,-93) -97 (-99,-92) -98 (-99,-94)

SD: desviacion estandar; IQR: rango intercuartil

5.2.2 Grupo de tratamiento con Tamoxifeno+Triptorelina

En las 30 pacientes que constituyeron la cohorte analitica del grupo asignado a
tamoxifeno+triptorelina, la mediana de los niveles de E2 en las muestras post-
basales fue de 3.4, 3.2y 3.2 pg/mL a los 3, 6 y 12 meses, respectivamente. De forma
similar, los niveles de E1 y E1S presentaron una reduccién significativa. Asi, los
valores de E1, expresados en mediana, pasaron de 39.2 de forma basal a 17.9
(3meses), 18.2 (6 meses) y 17 pg/mL (12 meses). En cuanto a E1S, y considerando
los mismos puntos de tiempo, los valores obtenidos fueron, respectivametne, de
1000, 229, 204 y 206 pg/mL.
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5.2.3 Descripcion de los niveles de E2 en ambos grupos de tratamiento y

comparacion entre grupos

La descripcién detallada de los niveles de E2 en ambos grupos de tratamiento viene
expresada en la tabla 44 y representada en forma de “diagrama de caja y bigotes” en

la figura 39.

La obtencion de muestras de forma intermitente o a falta de muestras por
discontinuaciéon precoz fue una constante durante el estudio, principalmente durante
el primer periodo de 12 meses. Por este motivo en la Tabla 44 se sefiala como
referencia las muestras esperadas para cada punto de tiempo, de manera que quede
claramente reflejado el cumplimiento global real de obtencidn de muestras. Se
consideré que una muestra era “no esperada” si la paciente habia interrumpido el

tratamiento con triptorelina mas de 1 mes antes del punto de tiempo planificado.
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Tabla 44. Niveles de estrogenos (E2, E1 y E1S) en cada punto de tiempo en funcién

del tratamiento asignado

Muestas
esperadas

E2 (pg/mL)
Muestras
analizadas
(N)

Media
geomeétrica
Mediana
(IQR)*
Media

(SD)
Rango
N(%) <LLQ

E1 (pg/mL)
Muestras
analizadas
(N)

Media
geomeétrica
Mediana
(IQR)
Media

(SD)
Rango
N(%) <LLQ

E1S(pg/mL)
Muestras
analizadas
(N)

Media
geomeétrica

Mediana
(IQR)*

Media
(SD)
Rango

N(%) <LLQ

IQR: rango intercuartil; SD: desviacién estandar; LLQ, limite inferior de cuantificacion, del

Exemestano+triptorelina (N=86)

Basal
86

83

32.7

49.9
(6.8,110)
95.4
(149.91)
(0.6,766)
4(5)

83

41

436
(24,70)
65.3
(77.24)
(1.6,486)
5(6)

83

710.3

784
(315,1320)

1377.9
(1752.51)
(7.2,8000)

5(6)

3meses
83

67

1.3

0.6
(0.6,2.7)
4
(8.44)
(0.6,41.9)
61(91)

67

2.2

1.6
(1.6,2)
2.9
(3.33)
(1.6,18.6)
64(96)

67

15.4

1.7
(5.3,29.6)

56
(133.71)
(3.1,766)

25(37)

6meses
80

67

1.3

0.6
(0.6,2.6)
3.6
(7.95)
(0.6,51.4)
54(81)

67

2.2

1.6
(1.6,2.3)
2.8
(3.17)
(1.6,20.4)
57(85)

67

20.6

14.9
(8.4,48.1)

54.5
(96.93)
(3.1,480)

22(33)

inglés Lower Limit of Quantification)
*Los valorares estan redondeados a un decimal, incluyendo valores al LLQ para cada
fraccion estrogénica (ej E2=0.6 se redonded a 1 decimal a partir de 0.625

12meses
78

65

1

0.6
(0.6,0.9)
2.5
(5.07)
(0.6,25.1)
57(88)

65

2.2

1.6
(1.6,2.1)
3.4
(5.75)
(1.6,42.5)
54(83)

65

13.1

10.6
(4.9,20)

34.2
(5.11)
(3.1,303)

19(29)
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Tamoxifeno+triptorelina N=30)

Basal
30

30

40.4

725
(6.2,199)
114.5
(124.99)
(2.5,436)
0(0)

30

451

39.2
(24.8,102)
64.4
(57.84)
(11.3,226)
0(0)

30

787.5

1000
(272,1620)

1501.5
(1897.57)
(72.2,8770)

0(0)

3meses
28

26

3.4

3.4
(2.1,5.3)
4.9
(6.98)
(1.1,37.7)
4(15)

26

16.9

17.9
(12.4,22.7)
18.2
(6.88)
(8.3,31.2)
3(12)

26

239.9

229
(154.8,420
8)
295
(192.65)
(72.8,725)

3(12)

6meses
27

24

3.2

2.9
(2.1,5.1)
3.8
(2.02)
(0.8,7.8)
5(21)

24

17.2

18.2
(11.8,22.5)
18.7
(7.54)
(9.1,34.2)
4(17)

24

216.8

204
(173.8,321
2)
259
(167.23)
(62.5,718)

4(17)

12mese
26

20

3.2

3.4
(2.2,5.2)
4
2.77)
(0.6,10.8)
6(30)

21

16.6

17
(13.8,22.6)
19
(8.4)
(1.6,34.5)
5(24)

21

193.6

206
(172,273)

278.5
(236.38)
(3.1,1090)

5(24)



Figura 39 Distribucién de los niveles de estrogeno (E2, E1 y E1S) en funcion del

tiempo y tratamiento asignado

Las cajas indican los percentiles 25, 50 y 75. En el Panel A, la linea horizontal discontinua
indica el punto de corte de 2.72 pg/mL, las reducciones de los niveles de E2, E1 y E1S
fueron mayores en el grupo de exemestano+triptorelina que en el grupo de

tamoxifeno+triptorelina para cada punto de tiempo post-basal (p<0.0001)
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5.2.4 Pacientes con niveles post-basales de E2>2.72 pg/mL y/o sangrado

vaginal en el grupo de exemestano+triptorelina
5.2.4.1 Proporcion de pacientes con niveles post-basales de E2>2.72 pg/mL.

Se dispuso de al menos una muestra durante el tratamiento (post-basal) analizada
en 79 de las 86 pacientes asignadas a exemestano+triptorelina. En los restantes 7
casos no se dispuso de ninguna muestra en curso de tratamiento. En concreto, 48
mujeres tuvieron 3 muestras post-basales, 24 tuvieron 2, mientras que 7 pacientes
tuvieron 1 unica muestra analizada en curso de tratamiento.

En total, 27 de las 79 pacientes mencionadas (34.2%, 95% CI| 23.9%-45.7%) en el
grupo de exemestano+triptorelina presentaron al menos una muestra post-basal con
un valor de E2 superior a 2.72 pg/mL, indicativo de supresion estrogénica subdptima.
Considerando los tres puntos de tiempo post-basales en este primer afo de
tratamiento analizado, se observé que 25%, 24% y17% de las pacientes de las
patients presentaron E2>2.72 pg/mL a los 3, 6 y 12 meses, respectivamente.

Tal y como se ha comentado anteriormente, dada la escasa evidencia sobre la
repercusion que podria tener este punto de corte tan demandante a nivel clinico, se
estudiaron también otros dinteles menos exigentes, esto es, 10 y 20 pg/mL. Se
observo que 14 (17.7%) de las pacientes tuvieron al menos una muestra post-basal
con un valor de E2>10 pg/mL, mientras que 10 (12.7%) presentaron al menos una
muestra post-basal con niveles de E2>20 pg/mL,

Los resultados de los tres puntos de corte explorados se resumen en la Figura 40 y
en las Tablas 45a y 45b.
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Figura 40. Porcentajes de pacientes en el grupo de exemestano+triptorelina con

valores de estradiol (E2) por encima de los puntos de corte explorados.
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Meses desde randomizacion

El punto de corte pre-especificado (>2.72 pg/mL) define un dintel estricto indicativo
de E2 inconsistente con situacion de menopausia y tratamiento con un IA.
Asimismo se representan los resultados de dos puntos de cortes adicionales
exploratorios: asi, >10 pg/mL supone un punto de corte menos estricto por encima
del cual el E2 es claramente inconsistente con situacion de menopausia y
tratamiento con un IA. Finalmente, >20 pg/mL define un estado inconsistente con
estado menopausico relacionado con el tratamiento con aGnRH. El numero de

pacientes testados en cada punto de tiempo se muestra debajo de las barras.
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Tablas 45a y 45b. Proporciones de pacientes tratadas en el

grupo de

exemestano-+triptorelin con niveles de E2 por encima de los tres dinteles explorados:

el pre-definido de >2.72 pg/mL, y los 2 dinteles adicionales (>10 y > 20 pg/mL) en

funcién del uso previo de QT

N (%) con E2>2.72

N (%) con E2 >10

N = numero de pacientes

229

(pg/mL) (pg/mL)
N No QT | previ No QT | previ
Punto de tiempo Total Previa a Total | previa a
39(8 22(4
0 (Basal) 83 76(92) | 37(97) | 7) | 58(70) | 36(95) | 9)
3 meses 67 17(25) | 10(37) | 7(18) | 8(12) | 7(26) | 1(2)
6 meses 67 16(24) | 9(29) | 7(19) | 8(12) | 4(13) | 4(11)
12 meses 65 11(17) | 8(27) | 3(9) 6(9) 5(17) | 1(3)
3,6 012 meses
(21 con 16(45. | 11(2  14(17. | 10(28. | 4(9.1
E2>dintel) 79 27(34.2) 7) 5) 7) 6) )
3,6 012 meses
22 con E2>dintel 13(16.5) 6(7.6)
N (%) con E2>20
No QT | previ
Punto de tiempo N Total previa a
20(44
0 (Basal) 83 55(66) | 35(92) )
3 meses 67 5(7) 4(15) 1(2)
6 meses 67 4(6) 1(3) 3(8)
12 meses 65 2(3) 2(7) 0(0)
3,6, 012 meses
(21 con E2>cut- 10
off) 79 (12.7) | 6(17.1) | 4(9.1)
3, 6,012 meses
22 con E2> cut-
off 1(1.3)



5.2.4.2 Pacientes con sangrado vaginal

Dos pacientes en el grupo de exemestano+triptorelina presentaron sangrado vaginal
mas alla de los 3 meses del inicio de triptorelina, pero solo en 1 caso se demostro
centralmente niveles elevados de E2 (E2: 41 pg/mL). En el otro caso se rescaté un
suero adicional obtenido en los dias del sangrado que demostrd niveles locales en el
rango premenopausico, pero dicha muestra no llegé a analizarse de forma central.
Las caracteristicas clinicas, niveles hormonales y manejo de estas dos pacientes se
resumen en la Tabla 46. No se observdé sangrado vaginal en ninguna de las

pacientes del grupo de tamoxifeno+triptorelina

Tabla 46. Caracteristicas de las 2 pacientes en el grupo de exemestano+triptorelina

que experimentaron sangrado vaginal.

Fechas inyeccion Triptorelina

P IM Q
T Fecha * E2 E1 E1S | FSH LH a|C M | T T 12 22 32 42
0 3/8/11 117 49 192 5.5 2.9 47 0 N No No
3 2/11/11 41.9 9.1 27.8 11.2 0.2 3/8/11 31/8/11 29/9/11 27/10/11
6 - 23/11/11 | 21/12/11 18/1/12
9 16/2/12 16/3/12 13/4/12
12 2/8/12 3.5 104 | 22.8 6 0.9 11/5/12 8/6/12 05/7/12 02/8/12
B

120.
0 9/3/11 4 5.2 71.2 NA NA 40 N | Si Si
3 11/6/11 0.6 1.6 3.9 5.0 0.6 9/03/11 6/4/11 04/5/11
6 31/8/11 1.3 8.4 43.5 4.1 1.9 1/6/11 29/6/11 2717111
9
P
(0] 22/12/11 0.6 1.6 3.13 146.5 54.1

* Fecha de obtencion de la muestra; pt: identificacion de la paciente; PT: punto de tiempo; a:
afios; M: menstruaciones (N: normal; I: irregular); IMC: Indice de Masa Corporal; Ob:
obesidad; QT: quimioterapia previa; T: tamoxifeno previo; PO: post-ooforectomia

La primera paciente (casilla rosa) ademas de iniciar triptorelina en 3/8/2011, recibid
tratamiento con exemestano entre Agosto 2011 y Diciembre 2011. Por persistencia en ese
momento de menstruaciones irregulares, se le prescribid tamoxifeno (continundo con
triptorelina) y no se obtuvo la muestra prevista en la visita de los 6 meses.

La paciente B experimentdé sangrado vaginal a los 6 meses del inicio de triptorelina
(9/3/2011) y se procedio a realizer ooforectomia en base a niveles locales de E2 obtenidos el
18/8/2011 compatibles con premenopausia. Tras ello continué con exemestano; y se obtuvo
una muestra a los 3 meses post-ooforectomia, de acuerdo con lo indicado por el protocolo
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5.2.4.3 Evolucién de los niveles de E2 en las pacientes con supresion estrogénica

subdptima en al menos una muestra post-basal

Se considerd de interés estudiar en qué momento solian detectarse valores de E2
por encima del dintel pre-especificado, puesto que podia ocurrir que se observaran
mas al principio del estudio, o bien al contrario, se identificara un “escape de
supresion” con el tiempo. Este concepto se estudiara con mas detalle en la segunda
parte del estudio, cuando se analicen los resultados finales, con las muestras del

periodo completo de 4 anos.

La evolucion de los niveles de estrogeno en funcién del tiempo para las 27 pacientes
con al menos una muestra basal con supresién estrogénica subdptima (E2>2.72
pg/mL) se muestra en la Figura 36. De entre estas 27 pacientes, 14 y 9 tuvieron
valores de E2 en 1 y 2 puntos de tiempo post-basales, respectivamente. Cuatro
pacientes (3 de ellas <35 afios y 3 sin QT previa) presentaron niveles de E2>2.72
pg/mL los 3 puntos de tiempo post-basales. Ello representa el 8% (4/48) de las
mujeres que disponian de las 3 muestras post-basales analizadas. Las
caracteristicas clinicas, niveles hormonales detectados en cada punto de tiempo y

fechas de inyeccion triptorelina de estas 4 pacientes se resumen en la Tabla 47.
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Figura 41. Evolucion de los niveles de E2 en funcion del tiempo y del numero (1, 2 o
3) de muestras post-basales con un valor de E2 >2.72 pg/mL en las 27 pacientes con

al menos 1 muestra post-basal con E2 superior al dintel mencionado
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Los paneles A, B y C muestran la dinamica de los niveles de E2 en 14, 9 y 4 pacientes,

respectivamente. La linea horizontal discontinua indica el dintel de 2.72 pg/mL.

Tabla 47. Resumen de las 4 pacientes asignadas a exemestano+triptorelina que

presentaron supresion estrogénica subdptima (E2>2.72 pg/mL) persistente durante el

seguimiento

Fechas de inyeccién de triptorelina

Fecha
ID | PT | muestr | E2 | E1 ES1 FHS LH | #1 42 43 44
a
f 0 | 5/8/01 7?' 58.8 | 625 | 2.4 | 1.6
3 22’10’0 1; 89 |181 /37|01 5801 | 1/9/01 | 29/9/01 20’10’0
6 | 19/1/02| 4 | 2 33?' 6.4 |01 24’11’0 22’12’0 19/1/02
9 | 13/4/02 | 1.8 | 33.9 23' 54 01| 16/2/02 | 16/3/02 | 13/4/02
12 | 7/7/02 12' 135 | 176 | 5.6 | 0.1 | 11/5/02 | 8602 | 7/7/02 | 5/8/02
Cl o (10110160 47515825726
2 1 6
3 | 27/1/02 12' 68 | 167 | 6.8 | 0.1 10’11’0 8/12/01 | 511/02 | 2/2/02
27/4/02 5}' 204 | 439 | 4.8 | 0.1 | 2/03/02 | 30/3/02 | 27/4/02
25/5/02 | 22/6/02 | 20/7/02
12 10’;1’0 2;. 10.2 | 257 | 7.5 | 0.1 | 17/8/02 | 14/9/02 12’;()’0 9/11/02
g 0 | 4/12/01 65' 306 | 923 | 8.4 | 4.8
3 | 4/3/02 | 48 | 4.2 515' 5502 | 4/12/01| 4/1/02 | 4/2/02 | 4/03/02
3/6/02 245' 14.7 | 363 | 4.2 | 0.3 | 84/02 | 65502 | 3/6/02
177102 | 26/8/02
g | BAT0 [ 6. | oo | 105 | & | o4l ose0n| 21100 | 1810
2 9 2 2
g 0 18’11’0 124 | 613|934 | 4 |49
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3 | 21000 | 10| 55 | 76 |75 | gq | 18A0] 1774200 | T4ATI0 | 410
7 8 1 1 2
23/5/02 1;' 44 | %6501 11302 | 8402 | 6/5/02
4/6/02 | 1/7/02 | 29/7/02 | 27/8/02
12| 220001055 196 T, o1 | ayerng | 27100 | 20110

Nota: las fechas de extraccion se normalizaron al afio 2000 para ayudar a mantener la

confidencialidad. En realidad las fechas reales corresponden a los afios 2011 y 2012

5.2.4.4 Caracteristicas de las pacientes con supresion estrogénica suboptima en al

menos una muestra post-basal

De acuerdo con los objectivos especificados para este primer analisis a 12 meses, y

por lo que respecta a las pacientes tratadas con exemestano+triptorelina, se

investigaron las caracteristicas clinicas y los niveles hormonales basales de la

poblacién con supresion estrogénica Optima en todas las muestras post-basales

(N=52), en comparacién con las 27 pacientes que presentaron al menos 1 muestra

post-basal con un valor >2.72 pg/mL. La Tabla 48 resume la comparacion entre estas

dos poblaciones.
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Tabla 48. Caracteristicas clinicas y niveles hormonales basales de la poblacion con

supresion estrogénica 6ptima en todas las muestras basales en comparacion con la

poblacidon con al menos una muestra post-basal con valor de E2>2.72 pg/mL (Sdlo

pacientes pertenecientes al grupo exemestano+triptorelina)

Caracteristicas

Edad (afnos)

Mentruacion

IMC (kg/m?)
Habito tabaquico

QT previa

Régimen de QT
(esquema basico,
con o sin C)
Duracion QT (Sem)
Tamoxifeno previo

Duracion tamoxifeno
(semanas)

Niveles hormonales
basales

E2 (pg/mL)

E1 (pg/mL)

E1S (pg/mL)

Valores perdidos
FSH (IU/L)
LH (IU/L)

Mediana(IQR)
< 35 anos
Normal
Irregular
Amenorrea
Mediana(IQR)
Fumadora
actual

Ex fumadora
Nunca
fumadora
Desconocido
No

Si
Antrac+Taxano
Antrac.
Taxano
Mediana (IQR)
No

Si

Mediana (IQR)

Mediana (IQR)
Mediana (IQR)
Median (IQR)

Mediana (IQR)
Mediana (IQR)

; Antrac.: Antraciclina; C: ciclofosfamida

Valores E2 post-basal

Todos
E2 <2.72
(n=52)

44 (40,48)
4(7.7)
12 (23.1)
20 (38.5)
20 (38.5)
24 (22,27)
15 (28.8)

7 (13.5)
29 (55.8)

1(1.9)
19 (36.5)
33 (63.5)
25 (75.8)
7 (21.2)

1(3.0)

21 (18,24)
32 (61.5)
20 (38.5)

18 (12,20)

41 (5,110)
41 (24,72)
637
(303,1278)
2
34 (12,58)
21 (7,32)
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Al menos 1

valor

de E2>2.72

(n=27)
45 (40,48)
4 (14.8)
2 (7.4)
10 (37.0)
15 (55.6)
27 (23,29)
9 (33.3)

3 (11.1)
14 (51.9)

1(3.7)
16 (59.3)
11 (40.7)
8 (72.7)
3 (27.3)

0 (0.0)

20 (18,24)
21 (77.8)
6 (22.2)

12 (10,12)

65 (27,115)
47 (22,61)
854
(490,1282)
1
8 (5,34)
7 (4,20)

Pacientes

con muestra
post-basal

(n=79)
44 (40,48)
8 (10.1)
14 (17.7)
30 (38.0)
3 5(44.3)
24 (22,28)
24 (30.4)

1(2.3)
20 (18,24)
53 (67.1)
26 (32.9)
16 (10,20)

50 (6,110)
42 (24,70)
712
(306,1288)
3
21 (8,51)
16 (6,28)

Valor
P*

0.792

0.162

0.054
0.926

0.061

0.788

ND

0.207

ND

0.183
0.78
0.669

0.002
0.004



Como puede observarse en la tabla, se hall6 que las pacientes con supresion
estrogénica suboptima en al menos una muestra durante el tratamiento tenian
valores inferiores de FSH y LH a nivel basal (p=0.002 y p=0.004, respectivamente),
tenian mayor IMC (p=0.054) y menos probabilidad de haber recibido QT (p=0.06). La
edad y el estado menstrual a la randomizacioén, asi como los niveles basales de
estrégenos no se asociaron con una mayor posibilidad de supresién estrogéncia

subdptima bajo tratamiento con exemestano+triptorelina.

5.2. COMPARACION DE LOS NIVELES DE ESTROGENOS ENTRE GRUPOS

DE TRATAMIENTO

La comparacion de los niveles de estrégenos entre grupos de tratamiento, tanto por
GEE como por Test de Wilcoxon arrojo idénticos resultados. Asi, los niveles de E1,
E2 y E1S fueron mayores en el grupo de tamoxifeno+triptorelina con respecto a las
pacientes que recibieron exemestano+triptorelina, con una diferencia
estadististicamente significativa para todos los puntos de tiempo post-basales
(p<0.0001 a los 3, 6 y 12 meses con ambos métodos estadisticos). Los resultados
obtenidos mediante GEE vienen representados graficamente en la Figura 42. Los

graficos obtenidos mediante Test de Wilcoxon fueron superponibles.
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Figura 42. Media estimada de la diferencia en numero de veces entre grupos de
tratamiento (tamoxifeno+triptorelina vs exemestano+triptorelina) para cada estrégeno

en funcion del tiempo.

Los niveles hormonales transformados logaritmicamente (logaritmo de base 10) se
analizaron utilizando el modelo de Ecuaciones de Estimacion Generalizadas (GEE)
en funcion del punto de tiempo, tratamiento asignado, interaccion tratamiento-tiempo
y caracteristicas de las pacientes. Se representa la media de veces de diferencia
con 95% de intervalo de confianza; la linea discontinua horizontal con valor 1 en

ordenadas indica no diferencia.
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5.3. NIVELES DE FSH AND LH EN FUNCION DEL TIEMPO Y DEL

TRATAMENTO ASIGNADO

En ambos grupos de tratamiento los niveles de FSH y LH experimentaron una
marcada reduccion tras el inicio de la medicacion asignada por randomizacion
(exemestano+triptorelina vs tamoxifeno+triptorelina). La evolucion de los valores de
ambas gonadotropinas se representa en la figura 38. Como puede observarse en
dicha figura, la mediana de los valores de FSH fue mayor en el grupo que recibid
exemestano+triptorelina en  comparacibn con el grupo que recibid
tamoxifeno+triptorelina, con unas diferencias estadisticamente significativas a lo
largo del primer afo de tratamiento (p<0.0001 para cada punto de tiempo post-
basal). Contrariamente, los valores de LH fueron persistentemente mas bajos
(p<0.01 en cada punto de tiempo post-basal) en el grupo que recibié exemestano

+triptorelina respecto al grupo tratado con tamoxifeno+triptorelina.
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Figura 43. Distribucion de la FSH y LH en funcién del tiempo y tratamiento asignado
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5.4. ADHERENCIA AL TRATAMIENTO Y TIEMPO DE OBTENCION DE

MUESTRAS CON RESPECTO A LAS INYECCIONES DE TRIPTORELINA

La adherencia al tratamiento asignado se comprobd6 en cada visita. En los centros
participantes en el estudio SOFT se suministr6 a la paciente un diario de
medicacion en el que poder anotar las fechas de inyeccion de ftriptorelina.
Asimismo, en cada visita las pacientes eran preguntadas por el cumplimiento de la

medicacion oral y, en lo posible, por el numero de dosis omitidas.

Considerando las 106 pacientes con al menos una muestra post-basal en el primer
afio de analisis, la mediana de duracion del tratamiento con triptorelina fue de 12
meses. Las inyecciones de ftriptorelina se discontinuaron antes del afo en 8
pacientes; estas 8 mujeres recibieron las inyecciones de triptorelina segun el
calendario previsto hasta el momento de su discontinuacion, interrumpieron al
mismo tiempo la medicacion oral y fueron incluidas en el andlisis de niveles
hormonales. Por lo que respecta a las 98 pacientes restantes, no se comunicaron
omisiones de ninguna inyeccién. Siete pacientes adicionales interrumpieron
exemestano pero continuaron con triptorelina. Para las restantes 91 pacientes no
hubo indicios de no-adherencia con el tratamiento oral asignado. Los niveles
hormonales post-basales de las 15 pacientes que discontinuaron algun tratamiento

de forma precoz se describen en las Tablas 49a y 49b.

Se analizdé asimismo el intervalo de tiempo entre la extraccion de la muestra de
sangre y la ultima inyeccién de triptorelina, ya que dicho intervalo podria
tedricamente influir en los niveles hormonales. Respecto a este punto, se dispuso
de datos precisos en aproximadamente el 75% de pacientes. Se calculé la duracién
del intervalo para cada muestra obtenida. En la Tabla 50 se resume esta
informacion agrupada por intervalos en los pacientes con datos completos. En ella
puede observarse que, en la mayoria de pacientes-puntos de tiempo, la muestra se
extrajo en un intervalo menor o igual a 27 dias. Por otro lado, también puede

apreciarse que, en aproximadamente un 15% de pacientes dicho intervalo fue = 30
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dias, lo cual indica que en algunos casos las inyecciones no se administraron segun

el periodo ventana protocolizado de 2813 dias.

Tabla 49a. Exemestano+Triptorelina: Pacientes que discontinuaron precozmente el
tratamiento asignado (N=10). Mediana de tiempo de adherencia a los tratamientos.
Niveles de E2 e intervalo de tiempo entre la obtencién de muestra de sangre y la

ultima inyeccion de triptorelina

ID PT Intervalo# E2 (pg/mL) Duracién Duracién
(dias) Exemestano Triptorelina
(meses) (meses)
A1 3 6 41.9 4.4 12
6 4.4 12
9 4.4 12
12 28 3.55% 4.4 12
A2 3 28 0.625 4.2 12
6 4.2 12
9 4.2 12
12 4.2 12
A3 3 28 32.1 8.5 9.2
6 28 0.625 8.5 9.2
9 7 0.625 8.5 9.2
A4 3 11.8 12
6 4 1.03 11.8 12
9 11.8 12
12 16 0.715 11.8 12
A5 3 38 0.625 9 12
6 25 0.625 9 12
9 9 12
A6 3 23 2.33% 1.2 12
6 19 2.47* 1.2 12
9 1.2 12
12 28 3.57* 1.2 12
A7 3 7.48 0.3 4.3
6 0.3 4.3
12 7.38 0.3 4.3
A8 3 31 0.625 7.8 12
6 29 0.625 7.8 12
9 7.8 12
12 7.8 12
A9 3 6 0.625 3.5 3.7
6 3.5 3.7
A10 3 21 3.95 12 12
6 14 1.6 12 12
9 12 12
12 28 0.625 12 12
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PT: punto de tiempo; Intervalo#: Tiempo transcurrido entre ultima inyeccién de triptorelina y
la obtencién de la muestra; *Pacientes en tratamiento con tamoxifeno+ triptorelina en el
momento de obtencion de la muestra

Tabla 49b: Tamoxifeno+Triptorelina: Pacientes que discontinuaron precozmente el
tratamiento asignado (N=5). Mediana de tiempo de adherencia a los tratamientos.
Niveles de E2 e intervalo de tiempo entre la obtencién de muestra de sangre y la

ultima inyeccion de triptorelina

ID PT Intervalo# E2 Tamoxifeno Triptorelina
(dias) (meses) (meses)
B1 3 26 37.7 11.4 2.8
B2 3 29 1.21 10.6 11.5
6 35 2.03 10.6 11.5
9 10.6 11.5
12 47 1.57 10.6 11.5
B3 3 10 6.78 10.1 11.2
6 19 6.33 10.1 11.2
9 10.1 11.2
12 10.1 11.2
B4 3 6 2.68 4 12
6 13 2.92 4 12
9 4 12
12 108 0.625* 4 12
B5 3 5.35 3 1

PT: punto de tiempo; Intervalo#: Tiempo transcurrido entre ultima inyeccion de triptorelina y
la obtencion de la muestra; *paciente en tratamiento con triptorelina+lA en el momento de
obtencion de la muestra
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Tabla 50. Numero de pacientes agrupados por intervalos de dias transcurridos entre
la obtencion de la muestra y la ultima inyeccion de triptorelina (restringido a aquellos

pacientes con informacién completa)

Exemestano+triptorelina Tamoxifeno+triptorelina
N° pacientes con muestra dentro de | N° pacientes con muestra dentro de

los [x] dias desde la ultima los [x] dias desde la ultima

inyeccién de triptorelina inyeccidn de triptorelina

Punto de [27,29] [27,29]
tiempo [1,27] dias dias 30+ dias | [1,27] dias dias 30+dias

3m 42 8 9 17 5 2
6 m 43 11 8 19 2 2
12m 37 8 11 13 1 5

En esta misma linea se estudiaron los niveles de estrogenos y gonadotropinas en
funcidn del intervalo entre muestreo y ultima inyeccidn de triptorelina en el grupo de
pacientes tratado con exemestano+triptorelina (ver figura 44 Ay B). No se observo
un patrén indicativo de mayor variabilidad de niveles hormonales en los puntos de

tiempo con intervalos =230 dias desde el ultimo tratamiento con triptorelina
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Figuras 44 Ay B. Representacion de los niveles hormonales en funcion del intevalo
entre extraccion de la muestra y ultima inyeccion de triptorelina. Panel A: niveles de
E2, E1y E1S. Panel B: niveles de FSHy LH
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6. DISCUSION

6.1 NIVELES DE ESTROGENOS POST-BASALES EN LOS DOS GRUPOS DE
TRATAMIENTO Y PROPORCION DE PACIENTES CON SUPRESION ESTROGENICA
OPTIMA Y SUBOPTIMA EN LAS PACIENTES TRATADAS CON
EXEMESTANO+TRIPTORELINA. COMPARACION CON ESTUDIOS REALIZADOS

EN MUJERES POSTMENOPAUSICAS

En nuestro estudio el 66% de las mujeres tratadas con exemestano+triptorelina
mostraron una supresién profunda y persistente de los niveles de E2 durante los
primeros 12 meses de tratamiento. Esta supresion fue mayor que la obtenida con
tamoxifeno+triptorelina (el grupo que consideramos como control), alcanzando la
significacién estadistica en todos los puntos de tiempo post-basales (3, 6 y 12

meses).

Debe enfatizarse que la reduccion de los niveles de las diferentes fracciones de
estrégeno en el grupo que recibié exemestano+triptorelina, en comparacion con los

valores basales, fue a los 6 meses:

-del 82%, 87% y 86%, respectivamente, para E2, E1 y E1S, si utilizamos como

parametro de referencia el porcentaje de reduccion media;
- del 90%, 79% y 89%, respectivamente, si hablamos de media geométrica

-y 295% para las 3 fracciones de estrégeno si nos referimos a la mediana del

porcentaje de reduccion con respecto al valor pre-tratamiento (ver Tabla 46).

Es importante tener en cuenta cual de estos tres parametros descriptivos se ha
utilizado a la hora de comparar estos datos con los publicados previamente en
poblacién con menopausia natural y bajo tratamiento con IA. Asimismo, resulta
crucial considerar los limites bajos de sensibilidad de los métodos utilizados para
interpretar correctamente la literatura previa. Asi, Lonning et al, en un grupo de 146

mujeres postmenopausicas tratadas con exemestano, y mediante GC-MS/MS
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(mismo método y mismo laboratorio que en nuestro estudio), describié una caida
media en los niveles de E2, E1 y E1S a los 6 meses del 83%, 93% y 93%,
respectivamente, con respecto a sus valores basales [220], porcentajes que resultan
numéricamente algo mejores, sobre todo en lo que se refiere a E1 y E1S, a los
hallados en nuestra poblacion. Otros investigadores; Geisler et al, utilizando un
método indirecto (HPLC seguido de RIA) con limites de sensibilidad en linea con los
de nuestra técnica, describié una caida, expresada en media geométrica, del 92%,
94% y 93% en los niveles de E2, E1 y E1S a las 6-8 semanas, en una serie de 10
pacientes menopausicas tratadas con exemestano [209], lo que resulta también algo
mejor, en cuanto a E1 y E1S se refiere, a lo obtenido en el presente estudio. El
mismo autor, en otro estudio posterior, en el que utilizé una técnica mejorada, con
limites de deteccion incluso superiores a la GC-MS/MS de InVentiv Health, comunico
reducciones (media geométrica) para E2, E1 y E1S del 95%, 98% y 98% en 12
pacientes postmenopasicas tras 6-12 semanas de tratamiento con letrozol y del 92%,
96% y 95% en 12 mujeres tratadas durante un perido similar con anastrozol [212]. El
porcentaje de supresion estrogénica con ambos IA parece, por tanto, superior
también al hallado por nosotros, y en este caso para las tres fracciones estrogénicas,
sobretodo para el grupo tratado con letrozol; sin embargo esta superioridad en
supresion con respecto a nuestra serie no fue tan aparente cuando las mismas
muestras se analizaron con un método con limites de deteccién mas similares a los
de nuestro método. Asi, en su articulo de 2002 [210], Geisler comunico reducciones,
siempre en media geométrica, del orden del 87%, 84% and 98% con letrozol y del
84%, 81%, and 93% con anastrozol para E2, E1 y E1S. Finalmente, en un estudio
que randomizé mujeres sanas a exemestano, letrozol, anastrozol o placebo (20
pacientes por brazo), con el objetivo de estudiar marcadores de resorcién ésea, y
que utiliz6 el método indirecto (HPLC seguido de RIA) que us6 Geisler et al
inicialmente, comunicé porcentajes de reduccion de E2 y E1 (mediana) similares
para los tres IA, mientras que los datos de supresion para E1S fueron superiores con
letrozol con respecto a anastrozol y exemestano, y comparables entre estos dos
ultimos [364]. Estos datos se resumen en la Tabla 51. Este estudio tiene como
interés adicional ser el unico, a nuestro conocimiento, que investiga simultaneamente

la supresién estrogénica obtenida con los tres IA de tercera generacion disponibles.
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Tabla 51. Niveles de estrogenos (E2, E1 y E1 S) y porcentaje de cambio obtenidos

con exemestano, letrozol y anastrozol en mujeres voluntarias sanas a las 12 y 24

semanas

Estrogeno

E1 (pg/mL)

Basal M (rango)

Semana 12, M (rango)

% reduccién respecto basal
en semana 12; M (IC 95%))
Semana 24, M (rango)

% reduccién respecto basal
en semana 24; M (IC 95%)
E2 (pg/mL)

Basal M (rango)

Semana 12, M (rango)

% reduccién respecto basal
En semana 12; M (IC 95%))
Semana 24, M (rango)

% reduccién respecto basal
en semana 24; M (IC 95%)
E1S (pg/mL)

Basal M (rango)

Semana 12, M (rango)

% reduccién respecto basal
en semana 12; M (IC 95%))
Semana 24, M (rango)

% reduccién respecto basal
en semana 24; M (IC 95%)

Exemestano
(n=20)

31 (11, 72)
2.0 (1.8, 10)
92.2
(90.7, 93.1)
1.8 (1.8, 63)
93.3
(91.9, 94.5)

4.4 (1.1, 13)
0.70 (0.70, 2.5)
82
(78, 86)
0.70 (0.70, 29)
81 (78,87)

192 (58, 757)
13 (8.7, 246)
90.9
(89, 93.9)
16 (6.1, 839)
89
(87, 92.8)

Letrozol
(n=20)

28 (13, 51)
1.8 (1.8, 20)
93.4
(91.9, 94.5)
1.8 (1.8, 33)
93.4
(91.9, 94.9)

4.2 (1.8, 8.6)
0.70 (0.70, 2.7)
81
(76, 86)
0.70 (0.70, 7.3)
82 (13, 24)

193 (79, 1075)
8.7 (6.0, 62)
95.5
(94, 96.7)
10 (6.0, 254)
95.3
(92.8, 97)

M = mediana; LLQ para E2= 0.70, para E1=1.8; para E1S. 6.04

Anastrozol
(n=18)

29 (14, 61)
1.8 (1.8, 84)
92.4
(89-93.6)
1.8 (1.8, 44)
92.1
(89-92.9)

3.8 (1.9, 32)
0.70 (0.70, 104)
80
(69-82)
0.72 (0.70, 84)
78 (69,81)

202 (64, 896)
15 (6.6, 3260)
89
(87,93.3)
18 (8.8, 1440)
90
(80, 91.4)

Teniendo en cuenta la Tabla 51 y los datos de Geisler et al, que utilizaron

exemestane y métodos de comparable LLQ se puede afirmar que nuestro porcentaje

de reduccidén estrogénica demostrada expresado en mediana es superior a la

conseguida a la de la poblacién menopausica (Tabla 52). Pero siempre debe tenerse
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en cuenta que los niveles estrogénicos de los que partiamos en nuestra poblacion
eran claramente superiores, mientras que los niveles medianos residuales a los 3y 6
meses son muy similares y corresponden al LLQ de los métodos utilizados. Sin
embargo, si observamos el rango de EZ2 residual a los 3 y 6 meses se hace evidente
los valores maximos obtenidos son claramente distintos, aunque debe mencionarse
también que en el trabajo de Goss et al se excluyeron de los analisis 2 pacientes

postmenopausicas en las que no se demostré adecuada supresion.
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Tabla 52. Comparacion de la supresiéon estrogénica obtenida (E1 y E2) en nuestro
estudio con la de estudios comparables (mismo IA y LLQ similares) llevados a cabo

en pacientes postmenopausicas

E1(pg/mL)
Basal
Mediana (M) 31 43.6 NC
Media geométrica (MG) NC 41 2.41
Rango (11, 72) (1.6, 486) (1.81-3.19)
Primera determinacion durante el tratamiento (T1)
M 2.0 1.6 2.41
Rango (1.8, 10) (1.6, 18.6) (1.81, 3.30)
% reduccién M 92.2 95 94.9
respecto basal en T1
MG NC 2.2 2.41
% reduccion MG NC e 94.5
respecto basal en T1 (63-97) (92.8-95.8)
E2 (pg/mL)
Basal
M 4.4 49.9 7.49
MG NC 12 9.70
Rango (1.1, 13) (0.6, 766) (4.79, 18.68)
Primera determinacion durante el tratamiento (T1)
M 0.70 0.6 0.70
Rango (0.70, 2.5) (0.6, 41.9) (0.70, 1.19)
% reduccién M 82 96 90.1
respecto basal en T1
MG NC 0.2 0.76
% reduccién MG NC 88 92
respecto basal en T1(IC 95%)) (81-97) (88.7-94.7)
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Tabla 52 (Continuacién). Comparacion de la supresion estrogénica obtenida (E1S)
en nuestro estudio con la de estudios comparables (mismo IA y LLQ similares)

llevados a cabo en pacientes postmenopausicas

E1S (pg/mL)

Basal

M 192 784 373.9

MG NC 710.3 357.7

Rango (58, 757) (7.2,8000) (179.4, 1490.7)
Primera determinacion durante el tratamiento (T1)

M 13 11.7 18.9

Rango (8.7, 246) (3.1, 766) (11.92, 63.14)

% reduccion M 90.9 98 80.2

respecto basal en T1

MG NC 15.4 24 1

% reduccién MG NC (82?95) (57*_? )

respecto basal

en T1

Mismo LLQ para E1, E2 y E1 S en los estudios de Goss y Geisler

Datos sobre mediana y reduccién de mediana calculados a partir de los datos crudos de
Geisler et al

T1 = 12 semanas en estudio de Goss et al, 3 meses en SOFT EST y 6-8 semanas en el
estudio de Geisler et al
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Globalmente, pues, podemos afirmar que la reduccion estrogénica observada en
nuestro trabajo para parece algo inferior si hablamos de media geométrica por lo que
respecta a E1y E2, y similar respecto E1S, aunque la reduccion en mediana de las
tres fracciones estrogénicas es similar o incluso mejor a lo comunicado en mujeres
post-menopausicas sometidas a tratamiento con IA. Esta inferior supresion es
evidente, ya no en la media, media geométrica 0 mediana obtenidas, sino en el rango
de estos parametros, observando en nuestra poblacién premenopausica valores
maximos, sobre todo en lo que ser refiere a E2 y E1S claramente superiores a lo
observado en pacientes con menopausia natural. Ello esta en linea con lo reportado
por Dowsett et al, quien comunicé niveles de E2, E1 y E1S superiores con goserelina
y vorozol en mujeres premenopdausicas con respecto a una poblaciéon paralela,

postmenopausica, en tratamiento con vorozol [358]

En nuestro estudio, ademas, entre el 81% y 91% de los valores post-basales de E2
estuvieron por debajo del LLQ del método, confirmando, por tanto, que una supresion
estrogénica profunda con exemestano es posible en una poblaciéon premenopausica
en tratamiento con aGnRH. Sin embargo, dichos porcentajes son también inferiores a
lo publicado por Santen et al [336], utilizando la misma tecnologia (GC-MS/MS,
InVentiv Health) en poblacion post-menopausica, Asi, en esta serie, se comunicaron
un 100% de valores post-basales de E2<0.65 pg/mL en las 55 mujeres

postmenopdausicas que recibieron IA (letrozol o atamestano).

En linea con el hecho de que la supresion de E2 con exemestano+triptorelina no
siempre alcanzé niveles indetectables, esta nuestro hallazgo de que al menos el 17%
de las mujeres en tratamiento con exemestano+triptorelina presentaron un nivel de
E2 >2.72 pg/mL en cada punto de tiempo. Analizandolo de forma global, 34% de las
pacientes asignadas a exemestano+triptorelina presentaron en alguin momento un
valor de E2 por encima del nivel pre-especificado. La posible relevancia de este

hallazgo se comentara en la siguiente Seccion.

Finalmente, y considerando ahora, los dos grupos de tratamiento, llama la atencion
en nuestro estudio los niveles post-basales de E2, E1 y E1S relativamente
homogéneos en el brazo que recibidé tamoxifeno, en comparacion con la gran
cantidad de valores outliers observada en el grupo que recibié exemestano. Ello

viene ilustrado graficamente en la Figura 38 de la Seccién 5.2.3. No queda claro el
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motivo de esta observacién, aunque puede hipotetizarse que el tamoxifeno ejerce un
efecto agonistico sobre la hipdfisis en el contexto de niveles bajos circulantes de
estrogénos, por lo que minimiza el feedback ejercido por los niveles bajos de éstos y
de inhibina sobre la FSH, de manera que ésta no tiende a aumentar, a diferencia de
lo que ocurre con el IA. Eso es consistente 1) con nuestros hallazgos relativos a la
diferente dinamica de la FSH segun el grupo de tratamiento (ver también Seccion
5.4); 2) con los datos reportados por Dowsett et al, quien describi6 una mayor
variabilidad de los niveles de estrogenos en pacientes premenopausicas en
tratamiento con goserelina+vorozol con respecto lo observado en una cohorte
paralela de mujeres postmenopausicas tratadas con vorozol [358] y 3) con la
homogeneidad de los niveles de E2 descrita con tamoxifeno+aGnRH en estudios
previos [251, 258, 356]
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6.2 METODOLOGIA UTILIZADA Y RELEVANCIA CLINICA DE LOS DINTELES

DE SUPRESION SUBOPTIMA SELECCIONADOS

6.2.1 Metodologia utilizada

La determinacion de niveles de estrégenos en condiciones como las de nuestro
estudio, en la que se esperan valores muy bajos, es técnicamente muy exigente
[332]. El uso de GC-MS/MS, un método de referencia [332, 334, 336] con alta
especifidad y sensibilidad en este contexto, asegura la precision de nuestros
resultados. La GC-MS/MS se caracteriza por tener uno de los limites de
cuantificacion mas bajos para cada componente estrogénico y ha demostrado no
tener reaccidén cruzada con exemestano [220, 255], una molécula esteroidea muy
parecida a E2 que puede interferir con la determinacion de éste en muchos de los
métodos comercialmente disponibles. A pesar de que la literatura previa avalaba la
especificidad de GC-MS/MS con respecto a exemestano, se realizd un experimento
ad hoc con esta molécula antes de iniciar el trabajo de laboratorio con las muestras
del estudio. Dicho experimento corroboré, efectivamente, la ausencia de reaccion

cruzada.

En relacién con la alta especificidad mencionada, se sabe que los valores medios de
E2 en mujeres postmenopausicas medidos mediante GC-MS/MS son mas bajos (4.0
a 7.3 pg/mL) [220, 334, 336] que cuando se usan otros métodos directos e indirectos,
y lo que es mas importante, también son mas bajos los valores medios de E2 cuando
estas pacientes son tratadas con |IA (E2<0.65pg/mL en todas las muestras de

pacientes tratadas con letrozol o atamestane [336]).

El hecho de haber realizado un perfil hormonal completo, con E2, E1 y E1S da
robustez a nuestro estudio, puesto que arroja luz sobre la farmacodinamica de un IA
como exemestano: E2, por ser el compuesto con actividad biolégica, E1 por ser el
principal substrato de la aromatasa y E1S, por ser la fraccion estrogénica mas
abundante en plasma, y por tanto, la mas adecuada para estudiar el grado de
supresion estrogénica alcanzado con el IA. Debe destacarse que la realizacion de un
perfil hormonal completo ha sido ocasional en estudios bioquimicos de IA con un

numero limitado de pacientes (ver Tablas 27 y 28), pero representa un hecho
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singular en un estudio en pacientes con CM de caracter longitudinal, internacional y

multicéntrico como el que se presenta.

Por ultimo, el hecho de hallar un numero elevado de valores de E2 y E1 por debajo
del LLQ supuso un reto a la hora de realizar el andlisis estadistico, por lo que, en
primer lugar se decidié cambinar de modelo y utiizar GEE, y posteriormente abrié un
debate con los revisores del manuscrito en el momento de presentar nuestro trabajo
para publicacion, enteniendo que no existia un modelo perfecto que solventara esta
cuestion, y sobre todo teniendo en cuenta que la distribucion sesgada de valores se
concentraba en un grupo de tratamiento (exemestano+triptorelina) y no en otro, y
tampoco aplicaba a todas las variables analizadas (LH , FSH y E1S no presentaban
este problema). Afortunadamente los resultados obtenidos fueron superponibles con
GEE y con la prueba de los rangos con signos de Wilcoxon que se proponia como

alternativa, lo cual confirié robustez a nuestros resultados.

6.2.2 Relevancia clinica de los dinteles de supresion suboéptima seleccionados.

Dada la alta sensibilidad de GC-MS/MS y los niveles menores de estrégenos
obtenidos por este método, seleccionamos prospectivamente un dintel de 2.72 pg/mL
para definir la supresion suboptima en pacientes tratadas con
exemestano+triptorelina. Ello estaba en linea con estudios previos que, utilizando
métodos ultrasensibles, habian escogido punto de corte similares (2.18 or
2.72pg/mL) [206, 283, 284] para definir niveles de E2 no consistentes con estado

menopausico y tratamiento con IA

Daa la escasez de datos clinicos que avalaran este punto de corte, y al igual que se
habia hecho en otros trabajos [283, 284], se decidid explorar 2 cut-offs adicionales
menos exigentes, 10 pg/mL como dintel claramente inconsistente con niveles de
post-menopausia en tratamiento con IA; y 20 pg/mL, como punto de corte
inconsistente con estado menopausico secundario a tratamiento con aGnRH. Se
hallé, entonces que 18 % y 13% de las pacientes tenian niveles de E2>10 and >20
pg/mL, respectivamente, al menos una vez durante el periodo de 12 meses
estudiado. En estas pacientes con niveles sustancialmente elevados de E2, el

tratamiento con exemestano+triptorelina podria tener mayor relevancia clinica e
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hipotéticamente relacionarse con una mayor tasa de recidivas. Afortunadamente, en
la mayoria de casos, se traté de elevaciones de E2 no persistentes, ya que sélo 6
(8%) y 1 (1%) de estas mujeres tuvieron elevaciones de E2 por encima de estos 2
cut-offs, respectivamente, en mas de un punto de tiempo post-basal (Tablas 53a y
53b).

Para interpretar la idoneidad de los puntos de corte seleccionados nos referiremos
tanto a los resultados clinicos de los estudios que han enfrentado diferentes IA, de
los que sabemos existen diferencias farmacodinamicas en el grado de supresion
estrogénica obtenido como a los trabajos que han investigado prospectivamente la

recuperacion de la funcion ovarica en pacientes con amenorrea quimioinducida.

6.2.2.1. Datos derivados de estudios randomizados que enfrentan IA de 32

generacion en el contexto menopausico

Tal y como se ha comentado previamente se han descrito pequefas diferencias en el
grado de inhibicién de la aromatasa y en la supresion estrogénica asociada a
distintos 1A (Secciones 1.4.2.3 y 6.1). Sin embargo, dichas diferencias podrian no
traducirse en una superioridad clara a nivel clinico. A continuacion se revisan los
datos derivados de estudios randomizados que han comparado directamente

diferentes |A, de cara a poder analizar este punto.

Asi, por ejemplo, sabemos que letrozol se relaciona con una mayor supresion
estrogénica que anastrozol [212, 213, 364], mientras que la potencia supresiva de
éste es similar a la observada con exemestano [364]. En el contexto metastasico
letrozol y anastrozol se compararon un estudio fase Ill abierto en segunda linea
hormonal que incluyé 713 pacientes postmenopausicas RH+ o desconocidos, con el
objectivo primario de TTP [365]. Se observé una mayor TR con letrozol (19.1% vs
12.3%, p= 0.013) en el grupo global de pacientes, en el subgrupo de mujeres con
tumores RH desconocidos y en el subgrupo con enfermedad de partes blandas. Sin
embargo la TR fue similar en el subgrupo (48%) de pacientes con RH+ y, sobre todo,
el TTP y SG. El estudio debe considerarse negativo puesto que no se demostraron
diferencias estadisticamente significativas en el objetivo primario, aunque puso de
manifiesto datos de mayor actividad en determinados subgrupos de pacientes. Un

segundo estudio fase Il randomizado llevado a cabo en 128 pacientes con
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enfermedad avanzada y RH+ enfrenté exemestano y anastrozol a la progresion a
antiestrogenos, con el objetivo primario de TR en enfermedad visceral y tampoco
evidencio diferencias en eficacia [366]. En el contexto adyuvante debe sefalarse
que el estudio BIG 1.98 ha demostrado una mejoria en SG con letrozol frente a
tamoxifeno (Ver también Seccion 1.6), mientras que anastrozol no ha podido
demostrar dicho beneficio relativo en el estudio ATAC. Sin embargo, ambos IA se
han enfrentado directamente en el estudio adyuvante Femara versus Anastrozole
Clinical Evaluation (FACE), que ha comparado 5 afos de letrozol con 5 afios de
anastrozol y con 86 meses de mediana de seguimiento no se han observado
diferencias [305]. Un segundo estudio adyuvante, el MA.27, randomizé 7576
pacientes a recibir exemestano o anastrozol durante 5 anos, y ha demostrado
igualmente una SLE similar a 4 afios, sin diferencias en toxicidad, a excepcién de
menor riesgo de osteoporosis en el grupo que recibidé anastrozol. Finalmente, en el
contexto neoadyuvante el estudio fase Il randomizado ACOSOG Z1031 [367] ha
enfrentado los tres IA de tercera generacion en un tratamiento que durd de 16 a 18
semanas, con el objetivo primario de TR clinicas, por palpacion. El estudio no halld
diferencias para los tres compuestos en cuanto a tasa de cirugia conservadora, y
distribucion de PEPI score, aunque la tasa de respuestas clinicas por palpacién con
exemestano fue numéricamente inferior (62.9% vs 74.8% con letrozol y 69.1% con
anastrozol (ver Tabla 53 y Figura 47). Se describié un porcentaje de cambio de Ki67
numéricamente mayor con letrozol, que no llegd a alcanzar la significacion

estadistica.

Globalmente, pues, puede decirse que no existen diferencias en eficacia
clinicamente relevantes entre los tres IA de tercera generacion en la mayoria de
situaciones clinicas, indicando que, a partir de un determinado nivel de supresion
estrogénica, una mayor profundizacion de ésta no tiene porqué ser mejor desde un
punto de vista clinico. Ello podria llevarnos a pensar, en relacion a nuestro estudio,
que una supresion muy profunda como la exigida por el dintel pre-especificado
tampoco tendria porqué traducirse en una menor eficacia o una mayor probabilidad
de recidiva en este caso. Sin embargo, debe comentarse que en poblacion
postmenopausica la mediana del nivel residual con los IA de 3° generacion menos

potentes, anastrozol o exemestano, esta en 0.70 pg/mL con exemestano [210, 364]
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y 0.73 con anastrozol [213], por tanto nuestro dintel de 2.72 pg/mL representa mas

de 3.5 veces el nivel mediano residual esperado con estos compuestos.
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Tabla 53. Porcentaje de respuestas con exemestano, letrozol o anastrozol en el
estudio neoadyuvante ACOSG Z1031[367]

Exemestano Letrozol Anastrozol
(n=124) (N=127) (N=123)
Respuesta clinica
a la semana 16 (%)
Respuesta completa 21.8 21.3 17.9
Respuesta Parcial 411 53.5 51.2
Sin cambios 22.6 15.7 16.3
Progresion 6.5 4.7 7.3
Discontinuacion tto por 4.0 2.4 1.6
toxicidad/rechazo
No medido 4.0 24 5.7
TR (ITT), % y rango 62.9 74.8 69.1
(53.8-71.4) (66.3-82.1) (60.1-77.1)

TR. Tasa de respuestas; ITT: analisis por intencion de tratamiento

Figura 45. Porcentaje de cambio en Ki67 a las 16 semanas con exemestano,
anastrozol o letrozol en el estudio ACOSOG 1031
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6.2.2.2 Datos derivados de estudios que investigan la recuperacién de la funcién

ovarica en pacientes con CM y amenorrea inducia por QT adyuvante

Los estudios que han investigado uno o varios puntos de corte [283, 284] se han
llevado a cabo en un escenario diferente al nuestro, el de pacientes inicialmente
premenopausicas que, con la QT (neo) adyuvante, desarrollaron amenorrea
quimioinducida y perfil hormonal compatible con postmenopausa (Ver también
Seccidon 1.5.3). Estas mujeres iban a recibir IA adyuvante, ya fuera de entrada o
tras 2 afnos de tratamiento con tamoxifeno. El objetivo de estos trabajos era
averiguar la proporcion de pacientes en la que existia RFO durante el tratamiento
con el IA. En la Tabla 54 se describe ahora el dintel especificado para definir dicha

recuperacion en curso de IA.

El estudio de Smith et al [206] es el que definié 10 pmol/L (2.72 pg/mL) como punto
de corte de E2 por encima del cual se establecia el no funcionamiento 6ptimo del IA,
y fue en base a este dato que se especificé el dintel para el objetivo primario del
estudio SOFT-EST. Los autores utilizaron un método indirecto ultrasensible, con un
LLQ de 3 pmol/L (0.81 pg/mL) y comentaron que, con él, se esperaban niveles
menores de 5 pmol/L en pacientes con menopausia natural sometidas a tratamiento
con IA, por lo que hallar niveles de E2 por encima de 10 pmol/L no era consistente
con una supresion estrogénica optima. Se demostraron niveles de E2 en el rango de
la premenopausia en 8 de las 12 pacientes con signos clinicos de RFO, pero en este
caso la mediana y rango de los niveles de E2 (68.6 pg/mL y 112.8-125.57 pg/mL)
fueron sustancialmente mas elevados que los 2.72 pg/mL propuestos por los autores.
En este caso no se describieron pacientes que continuaran clinicamente
menopausicas, pero que presentaran recuperacion ovarica bioquimica.

En el segundo estudio [284] presentado en la Tabla 56, los autores utilizaron
simultdneamente 2 métodos de medida, uno indirecto y otro directo, con limites de
sensibilidad para E2 muy distintos, de 0.82 pg/mL y 19.9 pg/mL, respectivamente.
Los autores definieron los niveles de E2 inconsistentes con estado de menopausia y
tratamiento con IA fueron de 44.9 pg/mL con el método indirecto y de 2.17 pg/mL con
el segundo (similar a nuestro dintel pre-especificado), ademas de niveles de FSH en

el rango de la premenopausia (>26 1U/l). Se establecio, ademas mas un cut-off de 15

260



pg/mL y de 60 pg/mL (método indirecto y directo, respectivamente) para definir
niveles de EZ2 claramente inconsistentes con estado de menopausia e IA. La
definicion de la RFO, pues, fue estrictamente bioquimica, a diferencia de la del
estudio de Smith et al. Tal y como puede observarse en la Figura 46, los niveles de
E2 obtenidos por cada método a los 1, 3 y 6 meses, fueron significativametne
diferentes (p <0.05 en los 3 puntos de tiempo) e incluso los niveles basales tendieron
a ser diferentes (p=0.08). De forma interesante, ya con el dintel mas exigente, que
fue similar al definido por nosotros para nuestro objetivo primario, se describié una
peor SLE a 2 afios [HR 9.3 (95% IC3.3-48.0); p= 0.04)] en las pacientes con RFO.
Este dato, que se ilustra en la Figura 45. es el unico comunicado que relaciona
supresion subdptima con pronostico y el unico, a nuestro entender, que confiere
relevancia clinica a un dintel de esta magnitud. La mediana de niveles hallados de E2
(método indirecto) en las pacientes con RFO fue de 11.87 pg/mL (IC95% 2.48-21.30)

y, fue, significativamente mayor que en el grupo sin RFO (1.57 pg/mL; IC 95% 1.23-
1.90) p= 0.001).

Figura 46. SLE en funcién de la RFO en pacientes con amenorrea quimioinducida
que reciben tratamiento con exemestane (Seguimiento medio 30 meses, analisis
univariado)[284]
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Figura 47. Niveles de E2 (pmol/L) basales y durate el tratamiento en las pacientes

con amenorrea quimioinducida que hicieron el cambio a tratamiento con exemestano.
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Noétese las diferencias significativas obtenidas con 2 diferentes métodos (directo e
indirecto) con LLQ muy diferentes. Para su mejor comparacion se ha anadido un brazo
control de mujeres postmenopausicas tratadas con exemestano y analizadas mediante

el método indirecto [284]
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Tabla 54. Estudios que investigaron la recuperacion de la funcion ovarica (RFO) en
mujeres con amenorrea quimioinducida. Caracteristicas del método utilizado y cut-
offs utilizados en la deficion de RFO

Smith [206] Método ultrasensible, con LLQ 3 pmol/L =0.82 pg/mL *
Dintel de postmenopausa < 60 pmol/L= 16.34 pg/mL
Pts 240 Niveles esperados en postmenopausia + IA :
RE+ y con AQl <5 pmol/L=1.36 pg/mL
y tratamiento con IA 10 pts recuperaron menstruaciones +1 embarazo sin
(A,LoE) menstruacion previa+1 pt niveles de E2 >1500 pmol/L
Identificadas a través base sin menstruaciones y descenso sofocos
de datos,algunas de ellas ya =RFO clinica 12/45: 27%
dx 8 pts de las 12 con RFO clinica también recuperacion
De RFO de E2:
mediana 252 pmol/L (=68.6 pg/mL)
Edad (M) 47 afos rango 47-461 pmol/L (112.8-125.57 pg/mL)
(rango 39 a 52) 9 de 12 pts con RFO clinica tratadas con T previo
(vs 25 de 49 pts de la cohorte inicial)
N=45 Define> 10 pmol/L (2.72 pg/mL) como cut-off de no
supresion optima usando métodos ultrasensibles
Guerrero [284] Dos métodos simultaneos

Directo: MEIA, LLQ 19.9 pg/mmL
Indirecto:RIA precedido de purificacion: LLQ 0.82 pg/mL

Pts consecutives Definicion RFO bioquimica:
RE+ y con AQl -E2 inconsistente con post-menopausia + IA::
n 2a previos de T adyuvante Con MEIA: 45 pg/mL, Con RIA: 2.17 pg/mL
y niveles de E2 -E2 claramente inconsistente con post-menopausia
en el rango postmenopausicc + JA:
en el momento de cambiar a Con MEIA: 60 pg/mLCon RIA: 15 pg/mL
E adyuvante Ambos métodos (D e I) mostraron similar
RFO :32 vs 30%
N=53 y tiempo (M) a RFO 5.4 vs 6 m
Peor SLE en pts con RFO (RIA)
Henry [283] Método:LC-MSMS (LLQ 2 pg/mL)
Definicién RFO inicial:>10 pg/mL
Pacientes con >8 s de AQlI Definicién RFO tras modificacion:
< 57 a en e momento de recuperacion reglas y/o E2 >30 pg/mL a 48s
iniciar anastrozol Con definicién inicial 8 de 14 pts (57%) con RFO.
con niveles de E2 <20 pg Se consideré atribuible a variabilidad del método
/mL antes de iniciar mas que averdadera RFO
anastrozol Tras modificacién, 13 de 45 (29%) con RFO
10 pacientes presentaron sangrado vaginal,
N=45 demostrandoses niveles de E2 elevados sélo en 3 de
ellas
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Krekow [285] “ 2 laboratorios diferentes

Método NC
Pacientes 40 a 49a LLQ 3 pg/mL, inferido de valores presentados
Tto previa con QT que RFO 39%
incluyera CFM 6% recuperaron menstruaciones
N =173 Tiempo (M) a RFO: 8.8m

MEIA: microparticle enzym immunoassay; RIA: Radioimmunoassay

*Probablemente se utilizé el mismo RIA indirecto que en el estudio de Guerrero et al, al tratarse de los mismos
investigadores, mismo hospital (Royal Marsden, Londres, Reino Unido) mismo LLQ, pero no se especifica en el
articulo

1 pg/mL = 3.671 pmol/L

AQIl: amenorrea quiminducida; T: tamoxifeno

El tercero de estos trabajos, el de Henry et al, no utilizé a priori dos puntos de corte,
sino que modificd el inicialmente pre-especificado de 10 pg/mL, al considerar que el
nivel de RFO obtenido con esta deficion (57%) en las primeras 14 pacientes incluidas
era desproporcionalmente elevada, lo que atribuyd a variabilidad de método utilizado
(LC-MSMS). Se sugirié entonces que el cut-off >30 pg/mL seria mas clinicamente

relevante, aunque, en realidad, no hubo una demostracioén clara de este hecho [283].

Evidentemente la existencia de sangrado vaginal podria parecer un end-point mas
potente que un mero dintel de E2; ello es asi en lo que se refiere a recuperacion de
menstruaciones regulares, pero no aplica necesariamente a todos los sangrados
vaginales puntuales, que pueden acontecer en presencia de miomatosis o incluso en
presencia de procesos malignos endometriales. En nuestro caso (ver Seccion
5.2.4.2) unicamente 2 pacientes presentaron sangrado vaginal, pero soélo pudo
demostrarse centralmente niveles de E2 en el rango premenopausico en una de
ellas; en el otro caso se dispuso de una muestra local mas cercana al momento del
sangrado, que describia niveles de E2 también en el rango de la premenopausia.
Este hallazgo no puede catalogarse de concluyente, ya que desconocemos la

especificidad de la técnica utlizada por el laboratorio local.

Nuestros hallazgos son consistentes a lo reportado en los estudios previos
mencionados: asi, en el estudio de Henry et al se observoé sangrado vaginal en 10
pacientes, pero solo en 3 de ellas pudo demostrarse niveles de E2 en el rango de la
premenopausa; las 7 pacientes restantes, que mostraron niveles de FSH y E2 en el
rango postmenopausico en el momento del sangrado, continuaron en el estudio, sin

demostrarse tampoco RFO en los controles posteriores. En el trabajo de Krekow et
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al, en cambio, 6% de las pacientes recuperaron menstruaciones (19% en el grupo
de 40 a 44 afos, y 4% en el grupo de 45 a 49 afios), ya no pérdidas puntuales, por lo
que se infieren en ellas niveles estrogenicos consistentes con premenopausia, aun
sin verlo especificado en el trabajo. Resulta razonable pensar que en estas pacientes
podria existir un prondstico peor incluso que en pacientes solo con definicidon
bioquimica, aunque por otro lado la evidencia clinica de la RFO puede determinar en
ellas un menor tiempo de tratamiento inefectivo con IA, con lo que podria
minimizarse el impacto prondstico de esta supresion subdptima con respecto a las
pacientes sin RFO clinica. En cualquier caso ningun trabajo analiza especificamente
la poblacién con RFO clinica de forma aislada. Sin embargo, en la serie de Guerrero
et al, que es la unica que relaciona la RFO con el prondstico, se basa en datos

bioquimicos, destaca que en el 70% de las pacientes con

RFO el primer evento observado fue la recuperaciéon de menstruaciones, por lo que
la mayoria del impacto prondstico parece vehiculizado por un subgrupo de pacientes

con una recuperacion estrogénica franca.
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6.3 COMPARACION CON ESTUDIOS PREVIOS EN PACIENTES

PREMENOPAUSICAS

6.3.1 En el contexto adyuvante/neoadyuvante

En el contexto adyuvante la primera descripcion de supresion subdptima con aGnRH,
en este caso en monoterapia, data de 2007, con la publicacion del estudio TABLE
(ver también Seccion 1.4.4, Tabla 23). En este estudio aproximadamente 600
pacientes fueron randomizadas a tratamiento adyuvante con CMF vs leuprorelina
trimestral durante 2 afos, y se determinaron niveles de E2 de forma local y, por tanto
con diferentes métodos, probablemente poco sensibles, en el brazo de tratamiento
que recibié el aGnRH (N=294). En este ultimo grupo, de forma interesante, se
comunico la existencia de un 10.4% de mujeres con supresion estrogénica
subdptima, definida ésta como niveles de E2 >30 pg/mL en 2 determinaciones
consecutivas. Aun con sus limitaciones metodoldgicas, esta observacién constituyo
uno de los puntos de partida de nuestro estudio, y de hecho, ya en el disefio de éste,
hipotetizamos sobre la existencia de una proporcion similar de pacientes (10%) con
supresion suboptima con exemestano+triptorelina. En la base de esta hipdtesis
radica un efecto insuficiente del aGnRH, como se describe en el estudio TABLE, y
por tanto, la existencia de una funcion ovarica residual, que implicara que el IA

tampoco pueda funcionar de forma completa.

Mas similar a nuestro trabajo, sin embargo, es el estudio HOBOE, publicado
posteriormente, en 2008 [265]. En este estudio fase lll, también llevado a cabo en el
contexto adyuvante, las pacientes premenopausicas fueron randomizadas a recibir
letrozol+triptorelina o tamoxifeno+triptorelina, y se determinaron los niveles

hormonales de forma basal y a los 6 meses de tratamiento (Véase Tabla 55).

Al igual que en nuestro trabajo, la mediana de los valores de E2 fue menor en el
grupo que recibié el IA en comparacion con el grupo asignado a tamoxifeno. La
evolucion de los valores de gonadotropinas fue también consistente con nuestras
observaciones. Asi, en ambos grupos de tratamiento se objetivd una disminucion en

la mediana de los niveles de FSH y LH con respecto al valor basal, pero con
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dinamicas diferentes entre ambos brazos, de manera que a los 6 meses los niveles
de LH fueron significativamente inferiores, y los niveles de FSH significativamente
superiores, en las mujeres que recibieron letrozol en comparacién con el grupo que
recibié tamoxifeno. Esta evolucién de los niveles de FSH y LH es consecuencia de
varios factores: por una parte, del efecto directo supresivo derivado de la
estimulacién prolongada del aGnRH; por otro lado, de la caida de E2 (mas profunda
con IA que con tamoxifeno) y el consiguiente cese de la retroalimentacion negativa
asociada a E2, asi como de la diferente sensibilidad a este feedback de FSH y LH
(FSH mas sensible); y por ultimo, del efecto directo del tamoxifeno sobre la hipdfisis,
que es predominantemente agonistico en un microambiente pobre en estrogenos
[347].

Tabla 55. Niveles hormonales basales y tras 6 meses de tratamiento en las pacientes

premenopausicas incluidas en el estudio HOBOE [265]

T +Trip L +Trip

M Rango M Rango P
E2
Basal 12.4 <5-157.8 14.0 <5-775.5m NC
6 meses 7.95 5-43.9 5 5-24.5 .0008
LH
Basal 39.5 4.3-62.2 33.4 11-112.4 NC
6 meses 0.3 0.1-1.2 0.2 0.1-46.2 .0005
FSH
Basal 63.9 3.7-117.7 59.9 3.3-125.9 NC
6meses 2.65 0.9-26.5 10.8 2.2-99.7 .0001

T: tamoxifeno; Trip: triptorelina; L: letrozol; NC: no comunicado

Aparte del IA utilizado, el estudio HOBOE difiere del subestudio SOFT-EST en
diferentes puntos. El estudio HOBOE se desarrollé en un unico centro, el estado
menopausico se determind previamente a la QT adyuvante -si las pacientes eran
candidatas a recibirla-, y no tras ella, como en nuestro caso, y solo se determin6 un
punto de tiempo post-basal en las 81 pacientes randomizadas (51 a
letrozol+triptorelina; 30 a tamoxifeno+triptorelina). El objetivo principal fue comparar
los efectos endocrinos entre ambos tratamientos, incluyendo la funciéon suprarrenal,
pero no explorar la posible existencia de una supresidon estrogénca suboptima en el

grupo de letrozol-triptorelina. Ademas, se utilizé un método de determinacion de E2
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(electroquimioluminescencia) mucho menos sensible (LLQ = 5pg/mL) y no se estudié
E1 ni E1S.

En este mismo contexto adyuvante debemos mencionar también los datos
endocrinos del estudio ABCSG-12, un estudio fase Ill que randomizé 1803 mujeres a
recibir goserelina con anastrozol o tamoxifeno x 3 afios, y ello con o sin acido
zoledronico, en un disefio 2x2 factorial (Ver también Seccién 1.7.2.3). Mas alla de
sus resultados clinicos (similar SLE para ambos grupos de tratamiento pero peor SG
para el grupo tratado con goserelina+anastrozol; mejor SLE, sin impacto en SG con
acido zoledronico [368]), es interesante comentar sus resultados en cuanto a la
determinacion de FSH [369], determinacion que se llevd a cabo en aproximadamente
500 pacientes. Asi, los autores comunicaron unos niveles medios de FSH algo
inferiores (14.4 mlU/mL) a los hallados en nuestro subestudio (29.8 mIU/mL), pero la
evolucion de estos niveles fue consistente con lo descrito en los estudios HOBOE y
SOFT-EST: disminucion de FSH en ambos brazos, pero supresion menos evidente
en el grupo tratado con anastrozol. Los autores describieron que valores de FSH
durante el tratamiento (no pre-tratamiento) por encima de la media (4.87muUl/ml)
tendian a relacionarse con un peor pronéstico (HR SLE 1.347, p =0.18; HR SLED
1.939; p=0.035; HR SG 2.208, p=0.096, ver también Figura 40). El estudio tiene
limitaciones metodologicas importantes, a saber: la FSH fue determinada
localmente, en unos tiempos no claramente establecidos (de forma basal, durante el
tratamiento y al finalizarlo) y, lo que es mas importante, los 2 brazos de tratamiento
se analizaron conjuntamente, pese a relacionarse con dinamicas de la FSH
claramente diferentes. Ademas, el analisis se basd en un numero limitado de eventos
(42 eventos de SLED y 19 de SG considerando ambos brazos de tratamiento). Pese
a estas limitaciones, y dada la dificultad ya comentada de disponer de métodos
precisos para la determinacion de estrogenos, la observacion de que la FSH podria
relacionarse con el prondstico merece tenerse en cuenta, ya que podria constitutir un
marcador subrogado de eficacia del tratamiento -y por ende, de supresion
estrogénica Optima- que seria accesible al clinico en el contexto asistencial.
Ademas, se vio que los niveles de FSH, tanto los basales como los medidos durante
el tratamiento, no se relacionaban con el IMC, a diferencia de lo que sucede con los
niveles de estrogenos cuando se utilizan métodos ultrasensibles. Es por todo ello

que abordaremos esta cuestién en nuestro proximo analisis a 4 afos, diferenciando,
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eso si, ambos grupos de tratamiento, en linea con la diferente evolucion de la FSH

demostrada.

En relacién con los datos mencionados sobre la dinamica de la FSH, y para ilustrar el
comportamiento de ésta en pacientes con amenorrea quimioinducida en tratamiento
con |A, cabe comentar nuevamente los datos del estudio de Guerrero et al. En esta
serie se observd también un aumento progresivo de la FSH durante los 6 primeros
meses de tratamiento, y ello se dio tanto en la poblacién que experimenté RFO como
en la que no la presentd, aunque los niveles de FSH fueron mayores, al menos
numéricamente, en este segundo grupo. Esto ultimo sugiere que el potencial valor
predictivo de beneficio del tratamiento hormonal de la FSH descrito en el estudio
ABCSG-12, o bien no es consistente, o bien so6lo es aplicable a la poblacion
premenopausica en tratamiento con aGnRH. En este punto debe recordarse que en
el trabajo de Guerrero et al las pacientes no recibieron aGnRH, y el hecho de que
también aqui aumenten los niveles de FSH a medida que transcurre el tratamiento
con IA (al igual que en los estudios HOBOE y SOFT-EST) apunta a que dicho
incremento se relaciona mas con el efecto farmacodinamico propio del IA, que a un
efecto directo del aGnRH sobre la hipdfisis. En contra de esta hipotesis, sin embargo,
estan los datos del estudio de Robertson et al [258], que muestran un incremento
progresivo de la FSH con goserelina en monoterapia en los primeros 12 meses de
tratamiento, sugiriendo la existencia también de un cierto agotamiento del efecto del
aGnRH, quiza por desensibilizacion de la hipdfisis a medida que se prolonga el

tratamiento.

Por ultimo, en el contexto neoadyuvante, un estudio japonés randomizado, doble
ciego, el Study of Arimidex o Tamoxifeno combined with Goserelin acetate to
compare Efficacy and safety o STAGE trial, ha demostrado la mayor actividad clinica
en términos de tasa de respuesta por palpacion (caliper) de goserelina+anastrozol
(24 semanas) con respecto a goserelina+tamoxifeno (70.4 vs 50.5%, p<0.004) [266].
En este estudio se incluyeron 197 pacientes premenopdausicas portadoras de
tumores operables RE+ (T 2-5 cm, NO MO) y se determinaron los niveles de E2 y E1
cada 4 semanas. Lamentablemente no se especificé el método utilizado, ni el limite
de sensibilidad de éste, ni se describieron los valores individuales obtenidos aunque,
al igual que en los estudios HOBOE y SOFT-EST, los autores describieron una

mayor supresion estrogénica a las 24 semanas en el grupo tratado con anastrozol (p
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<0.0001 para E2 y E1). Al tratarse de un estudio neoadyuvante, los autores pudieron
estudiar los niveles de E2 y E1 a nivel tumoral, tanto en la biopsia diagndstica como
en la pieza quirurgica en un sbugrupo de pacientes; hallando igualmente una mayor
supresion estrogénica con anastrozol en el tumor en el momento de la cirugia, que

sélo resultd estadisticamente significativa para E1, pero no para E2.

Figura 48 Supervivencia Libre de Enfermedad a Distancia (SLED) y Supervivencia
Global (SG) en funcion de la FSH medida durante el tratamiento endocrino

(goserelina-tamoxifeno o goserelina-anastrozol) en el estudio ABCSG 12.
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6.3.2. En el contexto metastasico

Otros trabajos han investigado la supresion estrogénica obtenida con aGnRH+ IA o
tamoxifeno en enfermedad metastasica. Los datos clinicos y endocrinos de dichos
estudios se han comentado extensamente en la seccion 1.4.4. (Tablas 21 y 22).

Como resumen podemos afirmar lo siguiente:

En cuanto a eficacia clinica, diferentes estudios fase Il [255, 259-261, 263, 264, 357,
358] han demostrado eficacia del uso de aGnRH con IA, con tasas de BC entre 62 y

71% y TTP entre 8.3 y 12 meses. De forma interesante, en uno de estos estudios
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[263], el TTP y la tasa de BC fue similar a la descrita en un grupo paralelo de

pacientes postmenopausicas.

Desde el punto de vista endocrino, estos trabajos presentan como limitaciones un
numero pequefo de pacientes [259-261, 263, 264, 358], el uso de métodos poco
sensibles [251, 259, 263], y/o corto seguimiento [255, 259-261, 263, 264, 358].
Ninguno de estos trabajos randomiza las pacientes a aGnRH con tamoxifeno o IA,
sino que en algun caso I|A substituye a tamoxifeno a la progresion a
aGnRH+tamoxifeno, observandose en este caso una mayor profundizacién de la
supresion estrogénica al introducirse el IA [259]. Asimismo se puede comprobar
como la adicion de tamoxifeno al aGnRH induce una mayor supresién estrogénica
que aGnRH en monoterapia [258]. Finalmente, también en estos estudios existen
indicios de supresién subdptima con IA en algunas pacientes [255, 260, 358] y en
esta linea destaca el estudio de Dowsett et al que afiade vorozol a goserelina en una
poblacién postmenopausica y observa que, aunque la introduccion del IA se
relaciona con una caida de los niveles de E1, E2, y E1S, éstos son claramente
superiores a lo observado a una poblacion paralela postmenopausica tratada con
vorozol [358].

6.3.3 Relevancia del estudio SOFT-EST en comparacion con estudios previos

en poblacién premenopausica

En contraposicion a las limitaciones metodoldgicas de los trabajos descritos en la
Secciones inmediatamente anteriores (6.2.2 y 6.2.3) el estudio SOFT-EST
constituye, segun nuestro conocimiento, la serie mas larga (ya sea en el escenario
precoz o avanzado) que investiga prospectivamente los niveles de estrogeno en
mujeres premenopausicas en tratamiento con aGnRH e 1A, la que tiene
determinaciones hormonales -y un perfil estrogénico completo-, durante un periodo
mas largo (hasta 48 meses), usando un método de referencia (GC-MS/MS),
ademas de ser el unico llevado a cabo en el seno de un estudio fase Ill adyuvante

internacional.
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6.4 FACTORES PREDICTIVOS DE SUPRESION ESTROGENICA SUBOPTIMA EN

EL GRUPO QUE RECIBIO EXEMESTANO+TRIPTORELINA

Como se ha mencionado previamente en el apartado de Obijetivos, el analisis de
factores predictores de supresion suboptima (Seccion 5.2.4.4, tabla 45) debe
considerarse exploratorio. Aun asi, arroja resultados interesantes, que se comentan a

continuacion:

Los niveles bajos de FSH y LH basales fueron las variables predictoras de supresion
estrogénica suboptima mas potentes y de hecho las unicas que alcanzaron plena
significacién estadistica durante este primer ano del substudio (p= 0.002 y p= 0.004
en ambos casos) Este hallazgo refuerza el papel de las gonadotropinas en la
definicion del estado menopausico, particularmente tras quimioterapia, mas alla de
los meros niveles de E2 local exigidos para la inclusion en el estudio SOFT. En
estudios que investigan una situacién similar, la de RFO en mujeres con amenorrea
quimioinducida que reciben tratamiento con IA en monoterapia (sin aGnRH) los
niveles de FSH no fueron, en cambio, predictores de recuperacion de niveles de E2
[283-285].

A diferencia de las gonadotropinas, los niveles de E2 basales obtenidos mediante
GC-MS/MS no resultaron factores predictores de supresion estrogénica suboptima, lo
que puede ser debido a la naturaleza ciclica de los niveles de E2 en la mujer con
menstruaciones. Ello es similar a lo descrito en mujeres con amenorrea
quimioinducida sometidas a tratamiento con |A, en las que los niveles de E2 basal
elevados tampoco se asociaron a una mayor posibilidad de recuperacién [283-285].
La experiencia clinica y las recomendaciones actuales avalan la determinacion de los
niveles de gonadotropinas junto con E2, y sobre todo, la realizacion de un perfil
hormonal seriado, para una mejor definicién del estado menopausico de la paciente,
sobretodo en el contexto de amenorrea quimioinducida [206, 370]. En estas
pacientes, sin embargo, incluso con un perfil hormonal completo y repetido
compatible con menopausia, la posibilidad de una recuperacion posterior existe

todavia, y ello viene ilustrado por nuestra observacién de niveles de E2 >2.72 pg/mL
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a lo largo de los 12 meses de observacion en 5 pacientes con niveles de E2 por GC-
MS/MS <20 pg/mL en el momento del reclutamiento en el estudio (Figura 40, paneles
Ay B)

Por el contrario, la edad joven no se relacion6 con una supresion estrogénica
subdptima en nuestro estudio. Este hecho debe valorarse con mucha cautela, ya
que: 1) el numero de pacientes muy jévenes (<35 anos) es muy limitado y
precisamente en este subgrupo la proporcion de supresidén estrogénica subdptima
fue particularmente elevada (50%, 4 de 8 mujeres ); y 2) entra en contradiccién con
otros trabajos en los que la edad ha sido el factor predictor mas importante de no
desarrollo de amenorrea quimioinducida [269], asi como de recuperacion estrogénica
en pacientes con amenorrea quimioinducida y tratamiento con |A, si bien en estos
ultimos estudios las pacientes no recibieron tratamiento concomitante con aGnRH
[283-285].

La no administracion de QT adyuvante previa tendioé a asociarse con la deteccién de
supresion estrogénica subdptima (59.3% de elevaciones de E2 >2.72 pg/mL en las
pacientes sin QT previa vs 40.7 en las pacientes que no la habian recibido, p = 0.06)
Este fue un hallazgo coherente con otros estudios que han relacionado el tratamiento
de QT con una baja reserva gonadal y falta de recuperacién ovarica [277, 371, 372].
Globalmente, 44.3% de las 79 pacientes asignadas a exemestano+triptorelina que
disponian de muestra post-basal recibieron QT, y los esquemas mas frecuentemente
utilizados fueron los basados en antraciclinas (22.7%) o en antraciclinas mas taxanos
(75%). Como ya se ha comentado anteriormente, se sabe que los agentes
alquilantes como la ciclofosfamida (presente en esquemas tipo FAC/FEC o CMF) se
relacionan con una toxicidad gonadal mas definitiva, mientras que existe una cierta
fase de recuperacion para los esquemas que no contienen o contienen menos dosis
acumulada de ésta (por ejemplo antracicinas y taxanos). Lamentablemente no
pudimos disponer de datos de dosis acumulada de ciclofosfamida para este analisis,
aunque no se descarta que podamos obtenerlo en el siguiente, en los que se

dispondra de los datos a 4 anos.

A diferencia de la tendencia observada con la administraciéon o no de QT, el estado
menstrual basal no se asoci® a elevaciones de E2 durante el tratamiento con

exemestano+triptorelina. En nuestro estudio, y centrdndonos unicamente en este
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ultimo grupo, 44.3%, 38% y 17.7% de las 79 pacientes con determinacion de E2
post-tratamiento  presentaron  amenorrea, mestruaciones  irregulares 0
menstruaciones regulares, respectivamente, no observandose diferencias en el
estado menstrual entre los grupos con o sin supresion estrogénica subdptima. Si bien
es cierto que el estado menstrual basal se relaciondé con haber recibido o no QT
(20.6% vs 85.5% de menstruacions regulares en las pacientes con o sin QT
adyuvante previa), el hecho de no asociarse con la supresion estrogénica posterior
se explica nuevamente por la presencia de niveles estrogénicos en la franja
premenopausica en una proporcion sustancial de pacientes con amenorrea inducida
por QT (Véase Seccion 1.5.3.).

El antecente de tratamiento con tamoxifeno, presente en un 33% de mujeres en el
grupo de exemestano+triptorelina, contribuye a que se pueda interpretar
erroneamente el estado de amenorrea. Debe recordarse que la prescripcion de este
antiestrogeno sélo se hizo en mujeres que habian recibido QT previa y presentaban
amenorrea inducida por ésta, en espera de una posible recuperacion ovarica; en
cambio el resto de pacientes fueron directamente randomizadas tras la cirugia. La
mediana de duracion del tamoxifeno adyuvante fue de 17 semanas. Dicho esto, debe
recordarse también (Seccidén 1.6.2) que el tratamiento con tamoxifeno, por una parte,
se asocia a una mayor tasa de amenorrea quimioinducida con respecto a pacientes
con QT previa sin tamoxifeno [268]; y por otra, tiende a elevar los niveles de E2 basal
[373] y a disminuir algo los niveles de FSH [283] en pacientes realmente
premenopausicas, incluso en situacién de amenorrea, lo que, en realidad, podria
acelerar la deteccién de estado premenopausico y, por tanto, reducir el intervalo
entre fin de QT y reclutamiento de las pacientes en el estudio SOFT (hecho del que
no disponemos de datos). Sin embargo, ello no tendria que incidir necesariamente en
la evolucién posterior de los niveles de estrogenos durante el tratamiento de estudio,
y mas teniendo en cuenta que la vida media del metabolito que permanece mas
tiempo en plasma, el N desmetil-tamoxifeno es de sélo 14 dias [374]. De hecho, en el
caso de que la accion de tamoxifeno se prolongara algo mas de este periodo, o que
pudiera ser algo mas prolongada en tejidos diana que en plasma, y descartando la
accion de exemestano, que no se prescribié hasta 4 o 6 semanas de iniciado el
aGnRHa, la accién de tamoxifeno en presencia del aGnRH tenderia a disminuir mas

los niveles de E2 en comparacion con el aGnRH en monoterapia [258, 356].
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Especulaciones aparte, en nuestro estudio el tratamiento con tamoxifeno no fue
predictor de supresion estrogénica, aunque numéricamente hubo una mayor
proporcion de pacientes que habian recibido tamoxifeno en el grupo con supresion
estrogénica éptima (38.5 vs 22.2%). Revisando los estudios que han investigado la
RFO en pacientes con amenorrea quimioinducida y tratamiento con IA, sélo 1 de
ellos ha estudiado el papel de tamoxifeno como factor predictor, sin encontrar
asociacion [283] y otros 2 estudios no han podido explorar esta cuestién ya que el
94-100% de pacientes habian recibido tamoxifeno previo [284, 285]. Un cuarto
estudio, en cambio, de (9 de 12 mujeres) , mientras que solo 64% de la poblacion
habia recibido este farmaco anteriormente (29 de 45 pacientes), sugiriendo que el

tamoxifeno previo habria podido enmascarar un estado realmente premenopausico.

Otra variable que se asocié de forma marginal con elevaciones de E2 por encima del
dintel preespecificado fue el IMC elevado. Ello avala la robustez del método analitico
utiizado y la coherencia de nuestros datos, ya que el IMC se ha utilizado
precisamente para correlacionar la precision de los diferentes métodos de

determinacion de E2 en la poblacion postmenopausica [334].

. Desde un punto de vista puramente endocrino, la obesidad se ha relacionado
con niveles mas altos de E2 y E1S en una poblacion postmenopausica con CM
avanzado de forma basal y tras tratamiento con IA cuando se han utilizado métodos
ultrasensibles y especificos [350, 375, 376] (véase también Seccién 1.6.2.2),
mientras que otros estudios que han utilizado métodos con limites de sensibilidad
mas convencionales para E2 (del orden de 5 pg/mL) [377] o con riesgo de reactividad
cruzada con exemestano [378], no han podido detectar dichas diferencias, y/o sélo
han podido poner de relieve niveles mas bajos de FSH, como marcador surrogado de
la menor supresion estrogénica obtenida [377]. Inicialmente se habia atribuido la
elevacion de los estrbgenos a una mayor aromatizacién periférica, pero
recientemente se han publicado datos que apuntan a un metabolismo de los
estroégenos disfuncional, mas que a una aromatizacién excesiva como causa ultima
de este incremento en los estrégenos plasmaticos en situacion de obesidad [376].
Sea cual fuere la causa, si bien es cierto que los niveles de E2 y E1S son mas
elevados en la poblacion obesa en tratamiento con IA, el cambio en los niveles
estrogénicos es mayor también en este grupo, y el nivel de estrégeno residual es

también relativamente bajo [379]. Al igual que se ha visto en la poblacién general

275



[212], el letrozol parece mas efectivo que anastrozol también en el contexto de IMC
alto [350], por lo que no es totalmente descartable que el primero pudiera ser mas
apropiado particularmente en este grupo de mujeres. Se ha sugerido asimismo que
en la poblacion obesa niveles de anastrozol superiores podrian ser mas efectivos,
pero en el contexto metastasico 2 estudios que analizaron 1 mg vs 10 mg no vieron

diferencias, pese a la inclusién de pacientes con IMC muy elevados [380, 381].

. Desde el punto de vista clinico, la obesidad se ha relacionado con una peor
mortalidad por CM en pacientes RE+ en un metaanalisis recientemente comunicado
que incluyé 60000 pacientes con CM precoz endocrinosensible [382]. Dicho peor
pronéstico se describié en mujeres pre- y postmenopausicas (2P<0.00001 en ambos
casos), pero tras ajustarlo por caracteristicas del tumor la asociacion solo fue
significativa en las mujeres pre/perimenopausicas (RR de Mortalidad especifica por
CM comparando IMC = 30 versus BMI 20-25 kg/m2= 1.34, 95%CIl 1.22-1.47,
2P<0.00001).

En cuanto al impacto de la obesidad con respecto a la eficacia de los tratamientos
hormonales, debemos referirnos a estudios individuales. Sabemos, por datos del
estudio NSABP-B14, que el tamoxifeno es igualmente efectivo para todas las
categorias de IMC [383]. Un segundo trabajo llevado a cabo en el seno del estudio
adyuvante ABCSG-06, que randomizo a las pacientes a recibir tamoxifen o tamoxifen
+ aminoglutetimida (IA de segunda generacién), reporté una peor SLED (HR 1.67,
Cox p=0.03) en pacientes con sobrepeso/obesidad que recibieron la combinacién
con el IA en comparacion con las pacientes con normopeso. En cambio, el
sobrepeso/obesidad no comportd un peor prondstico entre las pacientes asignadas a

tamoxifeno en monoterapia[384].

En lo que se refiere a la interaccion de la obesidad con el tratamiento con IA de
tercera generacidon, ésta resulta controvertida a dia de hoy. En el contexto
metastasico no se ha descrito asociacion [167, 385]. En el escenario adyuvante, en
cambio, cuatro estudios adyuvantes muestran resultados dispares. Cifiéndonos a
pacientes postmenopausicas, y en cuanto a datos prondsticos, el estudio ATAC [351]
y el estudio BIG 1-98 [353] describen un peor prondstico para las pacientes obesas,
relacion que no se halla en el estudio TEAM [386]. Los datos sobre eficacia relativa

del IA en funcion del IMC tampoco son consistentes. Asi, el BMI alto (> 30 kg/m2 en
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comparacién con <28 kg/m2) se ha relacionado con una menor eficacia relativa de
anastrozol, en términos de SLE y SLED en el estudio ATAC [351] (Figura 41)
mientras que en el estudio BIG 1-98 [353], con letrozol, y en el estudio TEAM [386] ,

con exemestano, no se describid interaccién de BMI con el tratamiento con el IA.

Figura 49. Beneficio relativo de Anastrozol vs Tamoxifeno en funciéon de IMC en el
estudio ATAC: Razdn de Riesgo (HR) de recurrencias y recurrencias a distancia
[351].

A Todas las recurrencias

|MC Anastrozole Tamoxifon
No. % No. % HR* 5% Cl
<23 55 1.3 79 165 0.64 045 10 0.91 —l-
2325 86 132 81 209 058 04110082 B
25.28 %0 162 114 197 0.76 067 10 1.00 —.—
28-30 54 166 63 198 083 05710120 —l—
3035 72 163 2 192 0.84 06110114 —.-—
>35 39 197 50 218 076 04910116 R
All 6 148 479 194 073 06310083 ;
1
HR
B Recurrencias a distancia
MC Anastrozole Tamoxifen
No % No. % HR* 95% Cl
<2 8 78 59 123 0.59 0.39 to 0.89
2225 8 90 59 163 0.55 0.26 10 0.83
2528 71 120 71 138 0.86 062101.19
2830 2 129 4 138 0.93 0.61 to 142
30.35 62 142 70 146 0.96 06810 1.36
35 ®s 177 %’ 153 0.97 061 to 1.67
All 287 116 345 140 0.79 0.68 10 0.92

Notese como la HR incrementa a medida que aumenta a medida que lo hace el IMC
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En lo que respecta a la poblacién premenopausica el estudio ABCSG-12 [387]
describid un peor prondstico para las pacientes obesas so6lo en el grupo que recibid
anastrozol. Las razones de riesgo de SLE y SG de este estudio en funcién del

tratamiento se ilustran en la Figura 46.

Figura 50. Estudio ABCSG-12: Razones de riesgo (HR) de SLE y SG en funcién del
tratamiento (tamoxifeno o anastrozol) en pacientes con sobrepeso/obesidad vs

pacientes con peso normal [387].

; . HR (95% CI)
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Tamoxifen = : 0.83 (0.35 t0 1.93)
Anssnez! | —B—  2.14(1.1710 2.92)
T L} Ls Ll T 90 8 % ! L} L) L} L} T Ty
0.1 1 10
HR
< s
T -
Mayor riesgo Mayor riesgo
en mujeres en mujeres

con peso normal con sobrepeso/obesidad

Finalmente, desde el punto de vista predictivo de RFO, y en relacion con
nuestros hallazgo de asociacién marginal de IMC y supresion estrogénica subdptima,
no estadisticamente significativa, debemos referirnos nuevamente a los tres estudios
prospectivos que han investigado la RFO en pacientes con amenorrea quimioinducia
en tratamiento con IA sin aGnRH[283-285], ninguno de los cuales ha encontrado

asociaciéon entre IMC y RFO.
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6.5 LIMITACIONES DEL ESTUDIO SOFT-EST

Se ha senalado anteriormente que el caracter prospectivo, internacional, longitudinal, del
presente subestudio, y que la metodologia utilizada (espectrometria de masas, perfil
estrogénico completo) confieren robustez a nuestro trabajo. Sin embargo, deben admitirse

una serie de limitaciones, que comentamos a continuacion:

Nuestro estudio adolece de un numero no desdefable de discontinuaciones precoces
(12%), asi como de muestras no recolectadas y/o analizadas, a lo que debe afiadirse el
valor clinico incierto asociado a elevaciones aisladas de E2. Globalmente, sélo 48
pacientes en el grupo de exemestano+triptorelina tuvieron las 3 muestras post-basales del
primer afo analizadas. A pesar de ello pudimos objetivar que 8% de las pacientes (4 of 48)
presentaban niveles de E2>2.72pg/mL en todos los puntos de tiempo, lo cual
razonablemente podria tener un impacto prondstico algo mas relevante. Tomado en su
conjunto, nuestros resultados ilustran la proporcion de pacientes con supresién estrogénica
suoptima en un punto de tiempo determinado mas que una descripcion completa de la

dinamica de estroégenos en una paciente individual.

Observamos una elevada proporcion de pacientes con valores de E2 y E1 <LLQ (>81%
and >83% en cualquier punto de tiempo, respectivamente, Tabla 51) demostrando que es
posible obtener una supresidn estrogénica profunda en pacientes con
exemestano+triptorelina, similar a la descrita en pacientes con menopausia natural y
tratamiento con IA. Sin embargo, resulta complejo explicar por qué en una minoria de
pacientes / muestras sanguineas se observan niveles de E2 >2.72pg/mL. Nuestro estudio
no fue disefado para estudiar todas las posibles causas de supresion estrogénica

subdptima:

Asi, por ejemplo, no se determinaron niveles plasmaticos de exemestano para comprobar
el cumplimiento terapéutico. Sabemos que en el contexto adyuvante la adherencia al
tratamiento hormonal dista de ser 6ptima, y que ello redunda en la eficacia clinica, pero
esta “no-adherencia” al tratamiento es sobre todo evidente a largo plazo (ej a los 5 afios) vy,
particularmente en el ambito asistencial, mas que en el de un estudio clinico [388]. En
nuestro caso, y desde un punto de vista bioquimico (niveles de estrégenos) podria

considerarse que el cumplimiento terapéutico es particularmente relevante en un
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compuesto con una vida media plasmatica de 24-48 horas, como es el exemestano; sin
embargo, sabemos también que, dada la naturaleza irreversible de la inhibicion de la
aromatasa, los niveles de estrogenos continian suprimidos durante al menos 4 dias tras la
administracion unica de 25 mg [389], con lo que la omisién muy esporadica de una dosis
no tendria que modificar esencialmente los resultados. En nuestro estudio el cumplimiento
del tratamiento oral se interrogd en cada visita y la administracion de triptorelina se registro
a partir un diario especifico de las pacientes. En cuando a la administracion del aGnRH,
después de analizar exhaustivamente los datos relativos a la medicacion (Ver Seccion 5.5),
que fueron completos en un 75% de casos, no se evidenciaron omisiones ni retrasos
sustanciales. La mayoria de la pacientes recibieron las inyecciones dentro del periodo
establecido de 28 dias = 2 dias y s6lo un 15% de lo recibié en un intervalo = 30 dias,
siendo este grupo el mas susceptible de presentar un efecto subdptimo del aGnRH y por
tanto, una mayor probabilidad de niveles de E2 por encima del dintel pre-especificado.
Para estudiar el peso de este efecto, analizamos el intervalo transcurrido entre la obtencion
de la muestra sanguinea y la administracién de la ultima dosis d triptorelina, sin que
observaramos un perfil hormonal evidente (Figura 39A) que sustentara el no cumplimiento

como causa principal de supresion estrogénica subdptima.

Tampoco se estudiaron otras variables con potencial influencia en el efecto
farmacodinamico del 1A, como son polimorfismos en CYP19, el gen que codifica para el
enzima aromatasa (seccion 1.4.2.1). Asi, determinadas variantes alélicas de este gen se
han relacionado con una mayor eficacia de IA tanto en CM metastasico [194] como en CM
precoz [195, 390]. En nuestro caso, al igual que sucedié con los niveles plasmaticos de
exemestano, la determinacién de los polimorfismos de CYP19 se consideré en el momento

del disefio del estudio, pero se desestimé finalmente por cuestiones de presupuesto.

Un hallazgo interesante de nuestro estudio, pero que puede ser visto como una limitacién,
es la elevada proporcién de pacientes (34%) con niveles centrales de E2 en el rango de la
menopausia en la poblacién incluida en el brazo de exemestano+triptorelina (56% y 8% de
mujeres con y sin quimioterapia, resepctivamente). Ello pone de manifiesto la dificultad
clinica ya comentada de la determinacion de estado menopausico tras quimioterapia, sobre
todo si ésta se basaba unicamente en los niveles de E2 local como exigia el protocolo del
estudio SOFT y como se ha continuado realizando en estudios recientemente publicados
[285]. Tras estudiar com mas detalle esta poblacion con niveles de E2 por GC-MS/MS en

el rango de la menopausia, se observd que tenia niveles significativamente mas elevados
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de FSH y LH, asi como una mayor proporciéon de amenorrea, corroborando, por tanto, la
menor reserva ovarica de estas pacientes. Aun asi, aun con niveles de E2 centrales
compatibles con post-menopausia, pudimos comprobar que es todavia posible presentar
elevaciones de E2 posteriores, durante el tratamiento, encima del cut-off preespecificado
(Figura 35, panel A). En relacion con este ultimo punto es interesante mencionar un estudio
japonés reciente que ha descrito elevaciones de E2 con IA incluso en 6 de 66 pacientes
consideradas menopasicas; lamentablemente este estudio, interesante en su concepto, no
ha comunicado la edad mediana de las pacientes incluidas ni ha separado claramente los

datos en funcion de haber recibido o no QT (14 vs 52 pacientes, respectivamente)[391].

En relacién con el punto anterior, debe decirse que no se analizaron tampoco otros
factores que se han evaluado recientemente como marcadores de la reserva ovarica, tanto
en la poblacion general como en la tratada con QT. Estos factores son la AMH [392], la
inhibina B [285] o bien el volumen ovarico o el contaje de foliculos antrales determinado
por Ecografia transvaginal [284]. Sin embargo, los hallazgos de esta ultima prueba en
pacientes con amenorrea quimioinducida no se han demostrado predictores de un RFO
posterior [284]. En cuanto a la AMH, la determinacion de ésta tendria interés en principio
porque no esta tan sujeta al feed-back E2/gonadotropinas y se sabe que sus niveles preQT
puede predecir tanto el desarrollo de amenorrea quimioinducida [393] como la RFO a largo
plazo[287]. Pero su determinacién en nuestro caso tampoco hubiera sido informativa. A
nivel basal, porque un grupo sustancial de pacientes (55.2% en la cohorte analitica) habia
recibido QT y se ha visto que, tras ella, la practica totalidad de pacientes tiene niveles de
AMH indetectables, inutilizando su capacidad de prediccion de una futura RFO [283, 284].
Y a nivel de determinaciones seriadas, durante el tratamiento, tampoco habria podido
estudiarse como potencial marcador indirecto o subrogado de supresion estrogénica
subdptima, ya que se ha visto que, en curso de tratamiento con IA en monoterapia, la AMH
permanece indetectable a pesar de que exista recuperacion de E2 y FSH en el rango de la
pre-menopausa, por lo que no es un parametro indicador de la funcién ovarica existente en

este contexto [394].

La inhibina B, por otra parte, ha demostrado ser, junto con la edad menor de 45 afnos, un
marcador predictivo independiente de RFO en pacientes con amenorrea quimioinducida y
tratamiento con IA en el mencionado estudio de Krekow et al (Seccion 6.2.2.1), de manera
que en este trabajo cada incremento en una unidad se asocié a casi el doble de
probabilidad de presentar RFO (Odds ratio. 1.993; 95% IC 1-064-3.512, p= 0.03) [285]. Sin
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embargo los otros dos estudios prospectivos también comentados que tuvieron un disefio
similar, pero menor tamafio muestral, no hallaron dicha asociacion [283, 284]. En nuestro
estudio se valoré particulamente la inclusion de la inhibina B dentro de las
determinaciones hormonales a efectuar basalmente y durante el tratamiento, con el
objectivo de estudiarlo como posible marcador subrogado de supresion estrogénica
optima, dada la dificultad de disponer de métodos ultrasensibles de determinacién de E2
en la practica asistencial. Lamentablemente tuvimos que abandonar esta idea, en este
caso por cuestiones de estabilidad de la muestra (s6lo 1 mes entre obtencién y
determinacién de inhibina B) que eran incompatibles con la logistica de un estudio

internacional académico como el que proponiamos.

Y finalmente, en relacion a lo apuntado recientemente, nuestros resultados no son
directamente aplicables a la clinica, en primer lugar, por el dificil acceso, coste, etc de la
GC-MS/MS, del que fuimos conscientes desde el disefio del estudio; y en segundo lugar,
pero no menos importante, por la escasez de datos que confieran relevancia clinica al
dintel y dinteles pre-especificados. Ambas limitaciones se abordaran en el proximo analisis
del estudio SOFT-EST, con los datos completos a 4 afios y con un seguimiento mediano

que excedera los 5 afos (Ver Seccién 6.7),
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6.6 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL SUBESTUDIO SOFT-EST EN EL

CONTEXTO DE LOS HALLAZGOS DE LOS EST UDIOS SOFT vy TEXT

Los hallazgos de este subestudio deben interpretarse a la luz de los resultados de los
estudios parentales SOFT y TEXT.

Asi, el analisis combinado de los estudios SOFT y TEXT [329] ha demostrado una mejoria
significativa en SLE de la combinacion de exemestano+SFO en comparacién con
tamoxifeno+SFO. Por otra parte, el estudio SOFT [327] ha revelado beneficios en SLE con
tamoxifeno+SFO comparado con tamoxifeno en monoterapia en el grupo de mujeres con
QT previa -esto es, con factores prondsticos desfavorables que han promovido la
indicacién de QT por el oncdélogo investigador-, y en el grupo de pacientes < 35 afos;
beneficios que se ven, ademas, incrementados con la combinacion de exemestano+SFO.
Por todo ello, exemestano+SFO se ha convertido en una nueva opcion de tratamiento
endocrino adyuvante de la paciente premenopausica. Considerando que este tratamiento
se esta indicando cada vez mas, el hecho de conocer si una paciente esta
subdptimamente suprimida en tiempo real se ha convertido en una cuestidon clinicamente
importante y en una necesidad acuciante. Es importante, asimismo, destacar, que, aunque
la edad no se asocid a una supresion subdptima en nuestro estudio, la poblacion < 35 anos
fue muy pequefia (s6lo 8 mujeres, todas ellas incluidas en el grupo de
exemestano+triptorelina) y aun asi, constatamos que la supresién subéptima mantenida se
daba predominamentemente en este subgrupo (3 pacientes, 2 de ellas sin QT previa).
Estos hallazgos parecen entrar en contradiccion con los del estudio SOFT, que, como se
ha comentado, describié que la SFO beneficiaba particularmente a las mujeres mas
jovenes, pero ello puede explicarse por la menor proporcion de pacientes <35 anos en el
SOFT-EST que recibié QT previa (50% vs 94% en estudio SOFT).

Adicionalmente nuestro subestudio revelé que 56% de las mujeres tratadas previamente
con QT podian ser realmente postmenopausicas en el momento de la randomizacion
(pudiendo haber o no una recuperacion estrogénica posterior), lo que abre la puerta a la
posibilidad de que haya existido un efecto “dilutorio” en estudio SOFT, o dicho de otra
forma, que el beneficio observado con la adicion de la SFO en el grupo que recibié QT

hubiera sido mayor en el caso de que toda la poblacién incluida fuera estrictamente
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premenopausica en el momento de la randomizacion. Ciertamente desconocemos la
proporcion de pacientes que hubieran tenido niveles de E2 en el rango de la
postmenopausa con GC-MS/MS en el estudio parental si todas ellas se hubieran testado.
Si comparamos las caracteristicas clinicas en la cohorte analitica del subestudio SOFT
EST con las comunicadas en el andlisis primario del estudio SOFT[327] (Ver Tabla 64)
vemos que la mediana de edad es bastante similar, pero la proporcion de pacientes con
edades superiores a 40 afnos es algo mayor en nuestro estudio, al tiempo que es algo
inferior el porcentaje de mujeres menores de 40. No se observan diferencias relevantes en
lo que respecta a la administracion previa de QT. En cuanto al estado menstrual
(menstruaciones regulares, menstruaciones irregulares, amenorrea), no ha sido posible
efectuar la comparacién, al no haberse publicado este dato en el estudio parental.
Globalmente, toda la informacioén disponible apunta a que en nuestro estudio podria haber
una poblacion con una leve mayor probabilidad de estado menopausico basal real, pero al
no disponer de datos hormonales centralizados en el estudio parental, todo ello resulta

especulativo.

Tabla 56. Caracteristicas clinicas con potencial influencia en el estado menopausico real a
la randomizacion en la poblacion incluida en el analisis primario del estudio SOFT y en el
estudio SOFT-EST

Caracteristica SOFT (N=2033)" SOFT-EST (N=116)
Edad

Mediana 43 44
Distribucién ( Ny %)

<35 anos 233 (11.5) 8 (6.9)
35-39 387 (19) 16 (13.8)
40-49 1224 (60.2) 79 (68.1)
250 189 (9.3) 13 (11.2)
QT previa (Ny %) 1084 (53) 64 (55.2)

*Solo se incluyen los datos de las pacientes randomizadas a tamoxifen o tamoxifen +

triptorelina (los unicos publicados)
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6.7 DIRECCIONES FUTURAS

Mas alla de los resultados presentados en la presente tesis, nuestra intencion es cumplir
con los todos objetivos del estudio SOFT-EST vy ello incluye analizar los datos hormonales
(E1, E2, E1S, FSH y LH) de las pacientes incluidas, ya no solo durante el primer afio de
tratamiento, sino durante todo el periodo comprendido desde la randomizacion hasta los 48
meses. Se anticipa que en el tiempo transcurrido entre los 12 y 48 meses habra
proporcionalmente menos discontinuaciones y menos muestras perdidas o no analizadas,
puesto que, una vez detectado este problema recurrente durante el primer afio del estudio
se reentrenaron los centros participantes, se intensificd el seguimiento desde la oficina de
SOLTI y se modificé la logistica del transporte de muestras, centralizando y re-
comprobando éstas en el Laboratorio de Hormonas del Hospital Vall d’Hebrdn antes de su
posterior envio a InVentiv Health. Este analisis final permitira, a nuestro entender, conocer
mejor la dinamica de los niveles de estrogenos y gonadotropinas en cada paciente
individual, y dilucidar, por ejemplo, si la supresidén estrogénica obtenida en los primeros 12
meses nos permite predecir la supresion estrogénica obtenida a largo plazo. Asimismo, y
de forma exploratoria, se compararan los datos de recurrencia a 5 anos de las pacientes
con y sin supresion estrogénica subodptima para valorar en lo posible el impacto clinico que
ésta pueda tener. Se planea disponer de estos resultados para 2017 y presentarlos
conjuntamente con una actualizacién de datos del estudio SOFT en el Congreso de Cancer
de Mama de San Antonio en Diciembre de 2017. Ello implica que los datos de recurrencia

se actualizaran entre el segundo y tercer cuartil de 2017.

La determinacion de FSH y LH se consider6 como un objetivo secundario que tenia como
fin arrojar luz sobre las posibles causa de supresion subdptima, en caso de detectarse
ésta. Con el tiempo han surgido datos, comentados previamente, que han senalado el
posible papel de la FSH como marcardor subrogado de un funcionamiento subdptimo o de
una pérdida de actividad del aGnRH, que seria particularmente relevante para el
funcionamiento del IA. Esta cuestion fue abordada en el seno del estudio ABCSG-12 [369],
en mas de 500 pacientes, concluyendo que niveles elevados de FSH se relacionaban con
un peor pronostico, lo que sugeria una menor eficacia del tratamiento hormonal para estas
pacientes. Este estudio tuvo algunas limitaciones, puesto que la determinacién de FSH fue
local y se estudiaron conjuntamente los dos brazos de tratamiento (goserelina+tamoxifeno

y goserelina+ anastrozol), cuando hoy sabemos, por nuestros datos y por los de otros
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grupos [265], que la evolucién de la FSH difiere en funcion de éste. Una revisidn reciente
firmada por las maximas autoridades en el campo del tratamiento hormonal hace hincapié
en la necesidad de estudiar el papel de la FSH como marcador subrogado de supresion
Optima en pacientes sometidas a aGnRH de forma separada, segun reciban
concomitantemente tamoxifen o IA [395], y ello es lo que pretendemos estudiar también en
nuestro proximo analisis. En él investigaremos la asociacion de las tres fracciones
estrogénicas, y en particular de los niveles de E2, con los niveles de FSH vy, de
demostrarse dicha asociacion, intentaremos determinar un dintel de FSH que alerte al
clinico de la posible existencia de niveles de estrogenos inadecuados, en este caso mas
dificiles de demostrar con los métodos habitualmente disponibles en el contexto
asistencial. lgualmente relacionaremos dichos niveles con los datos de recurrencia de las

pacientes, de forma similar a como se hizo en el estudio ABCSG-12.

En relacibn con este ultimo punto, el de ofrecer al clinico una metodologia de
determinacién de estrogenos precisa, asequible en coste y capaz de dar resultados en
tiempo real, nos gustaria re-analizar todas las muestras con LC-MS/MS. Esta técnica se
caracteriza por una buena sensibilidad, con LLQ del orden de 2 pg/mL para E2 y ha
demostrado tener una buena correlacion con GC-MS/MS (r de Pearson = 0.77, p <
0.0001), aunque con un mayor numero de outliers con respecto a ésta [283]. Este
proyecto esta aun en fase muy preliminar, pendiente de conversaciones con el grupo
cooperativo IBCSG vy, evidentemente condicionado a la obtencion de un presupuesto

especifico adicional.

Por ultimo, y fuera del ambito de proyectos concretos asociados a nuestro subestudio,
parece apropiado comentar que, en base a los resultados del estudio SOFT, la supresion
con aGnRH se prescribe ya, y se prescribira probablemente con mayor frecuencia en los
préximos anos, en las pacientes de riesgo que han recibido QT y sobre todo, en las
pacientes <35 afnos, subgrupo éste en el que los beneficios son mas significativos. Con los
datos obtenidos por nosotros, y particularmente si en el nuevo analisis se sugiere un
impacto prondstico sera imperativo efectuar un seguimiento de los niveles hormonales en
las mujeres que reciban aGnRH y Al. En las pacientes identificadas como subdptimamente
suprimidas a pesar de una buena adherencia al tratamiento la Unica alternativa a dia de
hoy y a corto plazo para continuar con |IA sera la ooforectomia bilateral, que puede no ser
aceptada por todas las pacientes, dada su naturaleza irreversible. En este sentido

preveemos que se investigara el uso, ya no de aGnRH, sino de antagonistas de la
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hormona liberadora de gonadotropinas como el degarelix. El degarelix es un antagonista
de la LHRH de segunda generacién, de formulacién s.c.mensual, aprobado para cancer
de prostata en 2008, y con una experiencia clinica que avala su seguridad. En
comparacién con leuprolide se ha asociado una depresiéon de testosterona mas rapida, sin
el efecto flare inicial de los aGnRH, y algo mas profunda, sin elevacion de testosterona
asociadas al fendmeno de fin de dosis. Adicionalmente induce una caida mas profunda en
la FSH, sin recuperacion posterior [396]. Este ultimo efecto es especialmente interesante
en el contexto de CM adyuvante, puesto que es precisamente la elevacién de la FSH la
que se ha relacionado con una pérdida de actividad del aGnRH, y por tanto, la que seria
necesario evitar. De hecho, un estudio fase |l randomizado en el contexto neoadyuvante,
el estudio TRial on the Endocrine activity of Neoadjuvant Degarelix TREND esta
abordando ya esta cuestion, y comparando el tratamiento de triptorelina+letrozol con
degarelix+letrozol durante 6 meses en 55 pacientes premenopdausicas con CM RE+-. El
objetivo primario de este estudio es comparar el tiempo a la supresion estrogénica éptima,
definida como en nuestro estudio, es decir a niveles de E2 <2.72 pg/mL y como objetivos
secundarios se incluye la tolerabilidad de ambos tratamientos. Este y otros potencials
estudios deberian averiguar si existe todavia un grupo de mujeres no Optimamente
suprimidas utilizando estos nuevos farmacos y/o si es posible inducir una supresion
estrogénica 6ptima en aquellas mujeres en las que se haya demostrado niveles elevados

de E2 durante el tratamiento combinado con aGnRH e IA.

287






Conclusiones




7. CONCLUSIONES

1. En nuestro estudio el 66% de las mujeres tratadas con exemestano+triptorelina
mostraron una supresién o6ptima y persistente de los niveles de E2 durante los
primeros 12 meses de tratamiento. En este grupo de pacientes, los niveles de E2 post-
basales fueron inferiores al limite de cuantificacion en mas del 80% de casos,
demostrando que en pacientes premenopausicas que reciben aGnRH e IA es posible
obtener una supresion estrogénica muy profunda, similar a la comunicada en poblacién

postmenopausica que recibe |A.

2. Al igual que en estudios previos, la reduccion estrogénica asociada a
exemestano+triptorelina fue significativamente mayor que la obtenida con
tamoxifeno+triptorelina, para todos los puntos de tiempo post-basales (3, 6 y 12

meses) y para todas tres fracciones estrogénicas estudiadas.

3. Treinta y cuatro por ciento del grupo de pacientes asignadas a
exemestano+triptorelina y con al menos una muestra post-basal analizada,
presentaron una o mas elevaciones de E2 por encima de 2.72 pg/mL, el dintel pre-
especificado para definir supresién estrogénica subdptima. En este brazo de
tratamiento, ademas, al menos 17% de pacientes en cada punto de tiempo mostraron

elevaciones de E2 por encima de dicho dintel.

4. Los porcentajes de supresion estrogénica suboptima observados no parecen

relacionarse con una adherencia incompleta al tratamiento hormonal.

5. La FSH y la LH fueron los unicos factores basales que presentaron una asociacion
significativa con el desarrollo de supresion estrogénica subdptima durante el primer
afo de estudio, mientras que la ausencia de QT previa y la obesidad mostraron sélo
una asociaciéon marginal. Tampoco la edad joven fue un factor predictor, pero el
hallazgo de una supresion estrogénica subptima en todos los puntos de tiempo en 3 de
las 8 pacientes menores de 35 afos, impiden, junto con lo limitado de la muestra,

establecer conclusiones definitivas sobre este punto.
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6. Treinta y cinco por ciento de las pacientes incluidas presentaros niveles centrales
de E2 compatibles con postmenopausia, corroborando asi la dificultad de determinar el
estado menopausico real en situacion de amenorrea quimioinducida. La existencia de
una proporcion sustancial de pacientes postmenopausicas en nuestro subestudio
sugiere que la tasa de supresion estrogenica subdptima podria haber sido
infraestimada, y apunta incluso a la posibilidad de una infraestimacion del beneficio de

la adicidon de la SFO en el estudio parental SOFT.

7. Aunqgue en los dos grupos de tratamiento se observé una rapida caida en los niveles
de gonadotropinas, la reduccién de la FSH fue menor y la de la LH, mayor, con
exemestano+triptorelina, en todos los puntos de tiempo, con respecto a

tamoxifeno+triptorelina.

8. La relativa elevacién de la FSH observada con exemestano+triptorelina podria
reflejar una accion incompleta del aGnRH, a la que se sumaria la desaparicion del
feed-back negativo sobre la hipdfisis asociada a la disminucion de estrégenos
circulantes. Este feed-back se veria minimizado en el brazo de tamoxifeno, tanto por
una menor caida del estradiol como un efecto del tamoxifeno sobre la hipdfisis

predominantemente agonista.

9. En el proximo analisis del estudio SOFT-EST, previsto para finales de 2017, se
analizaran los datos completos a 4 anos, con lo que se conocera mejor la evolucién
del perfil hormonal a nivel individual. Asimismo se describira la SLE en los grupos con
0 sin supresion estrogénica suboptima, de cara a conocer el impacto prondstico de
ésta. Por ultimo, se investigara el papel de la FSH como potencial marcador surrogado

de dicha supresion
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Purpose

To describe estradiol (E2), estrone (E1), and estrone sulfate (E1S) levels during the first year of
monthly triptorelin plus exemestane or tamoxifen and to assess possible suboptimal suppression
while receiving exemestane plus triptorelin.

Patients and Methods

Premenopausal patients with early breast cancer on the Suppression of Ovarian Function Trial who
selected triptorelin as the ovarian suppression method and were randomly assigned to exemestane
plus triptorelin or tamoxifen plus triptorelin were enrolled until the target population of 120 patients
was reached. Blood sampling time points were 0, 3, 6, 12, 18, 24, 36, and 48 months. Serum
estrogens were measured with a highly sensitive and specific assay. This preplanned 12-month
analysis evaluated E2, E1, E1S, follicle-stimulating hormone, and luteinizing hormone levels in all
patients and the proportion of patients with E2 levels greater than 2.72 pg/mL at any time point
during treatment with exemestane plus triptorelin.

Results

One hundred sixteen patients (exemestane, n = 86; tamoxifen, n = 30; median age, 44 years;
median E2, 51 pg/mL; 556% prior chemotherapy) started triptorelin and had one or more samples
drawn. With exemestane plus triptorelin, median reductions from baseline E2, E1, and E1S levels
were consistently = 95%, resulting in significantly lower levels than with tamoxifen plus triptorelin at
all time points. Among patients on exemestane plus triptorelin, 25%, 24%, and 17% had an E2 level
greater than 2.72 pg/mL at 3, 6, and 12 months, respectively. Baseline factors related to on-
treatment E2 level greater than 2.72 pg/mL were no prior chemotherapy (P = .06), higher body mass
index (P = .05), and lower follicle-stimulating hormone and luteinizing hormone (each P < .01).
Conclusion

During the first year, most patients on exemestane plus triptorelin had E2 levels below the defined
threshold of 2.72 pg/mL, consistent with levels reported in postmenopausal patients on aromatase
inhibitors, but at each time point, at least 17% of patients had levels greater than the threshold.

J Clin Oncol 34. © 2016 by American Society of Clinical Oncology

phase III trials from the 1990s reported similar
efficacy between ovarian ablation (oophorectomy or
ovarian radiation) and the use of gonadotropin-

Ovarian function suppression (OFS) has been a
therapeutic strategy for premenopausal women with
endocrine-responsive breast cancer for more than a
century." In advanced disease, two underpowered

releasing hormone agonists (GnRHa).>® Studies
testing GnRHa alone*™® or in combination with
tamoxifen’'° or aromatase inhibitors (AIs)®®™°
have shown clinical activity with effective estrogen
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suppression for most patients with breast cancer. The combined
efficacy analysis of the Suppression of Ovarian Function Trial
(SOFT) and Tamoxifen and Exemestane Trial (TEXT) adjuvant
trials'” demonstrated a significant benefit in disease-free survival for
exemestane plus OFS compared with tamoxifen plus OFS. Fur-
thermore, SOFT reported improved outcomes with the addition of
OFS to tamoxifen, and further improvement with OFS plus
exemestane, in women who remained premenopausal after prior
chemotherapy and in women younger than age 35 years, with
striking benefits in this latter group.'® Approximately 95% of patients
used GnRHa as an OFS method in these trials. However, studies
addressing estrogen levels while receiving GnRHa treatment in benign
(endometriosis'” %) or malignant (breast cancer™%222)  diseases
have shown incomplete OFS for a minority of patients and/or higher
mean estrogen levels than those found in postmenopausal women.

Most reports describing endocrine effects of GnRHa, either
alone or combined with tamoxifen or AL>®*''"'%*>** have short
follow-up (3 to 6 months on average), small sample size, or
inadequate quantification of estradiol (E2) levels. More informative
data regarding GnRHa-related estrogen suppression is needed in the
adjuvant setting, particularly for the combination of GnRHa plus
Als, because Als have a suboptimal effect and may even have
stimulatory activity in the presence of residual ovarian function.*»*

The SOFT Estrogen Substudy (SOFTI-EST), a prospective
substudy of SOFT, aims to describe estrogen levels during the first
4 years of adjuvant treatment in patients receiving the GnRHa
triptorelin plus either tamoxifen or the AI exemestane and to
determine whether a subgroup experiencing suboptimal estrogen
suppression exists among patients on exemestane plus triptorelin. For
estrogen measurements, gas chromatography tandem mass spec-
trometry (GC/MS/MS), a benchmark assay,”**” was used. We report
results of a preplanned analysis during first 12 months of treatment.

Study Design

The design of the parent SOFT trial has been described elsewhere.
Briefly, 3,066 women remaining premenopausal after (neo)adjuvant
chemotherapy or for whom adjuvant tamoxifen alone was considered a
suitable treatment were randomly assigned to 5-year treatment with
exemestane plus OFS, tamoxifen plus OFS, or tamoxifen alone. OFS was
achieved by choice of triptorelin acetate (Decapeptyl Depot, Ipsen, Paris,
France; 3.75 mg intramuscularly every 28 * 3 days), bilateral oopho-
rectomy, or ovarian irradiation. In patients with prior chemotherapy,
eligibility was on the basis of local E2 level within premenopausal range,
with menses not required. Because chemotherapy can induce transient
ovarian suppression, random assignment was permitted up to 8 months
after completing chemotherapy, and tamoxifen was allowed until recovery
of premenopausal E2 level. Follicle-stimulating hormone (FSH) and
luteinizing hormone (LH) measurements were not required because
tamoxifen may lower gonadotropin levels in some postmenopausal women
into premenopausal range. For patients without prior chemotherapy,
random assignment was permitted until 12 weeks from breast surgery, and
premenopausal status was defined by regular menses (prior 6 months) or
local E2 level in the premenopausal range. In the tamoxifen plus OFS
group, tamoxifen was started with triptorelin, whereas exemestane was
recommended to begin 6 to 8 weeks after triptorelin initiation.

All patients enrolled in SOFT at 24 selected sites who were randomly
assigned to tamoxifen plus OFS or exemestane plus OFS and who chose
triptorelin as the OFS method were offered participation in the SOFT-EST

17,18
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substudy. An inclusion ratio of 1:3 was planned, to enroll 30 patients
receiving tamoxifen plus triptorelin and 90 patients receiving exemestane
plus triptorelin. The baseline sample was collected before trial treatment
initiation and thereafter at 3, 6, 12, 18, 24, 36, and 48 months, and samples
were taken while fasting and before triptorelin injection. Compliance was
assessed during visits by patient diaries. The SOLTI Group coordinated
sample collection, and the International Breast Cancer Study Group
Statistical Center performed the data analysis.

Study Objectives

After study activation, we planned an early analysis providing 12-
month results coinciding with first SOFT efficacy results and an analysis
providing 4-year results coinciding with a subsequent update of SOFT. The
objectives for the 4-year SOFT-EST study are available at ClinicalTrials.gov
(Data Supplement). The primary objectives for this 12-month analysis were
to describe E2, estrone (E1), and estrone sulfate (E1S) levels at different time
points (3, 6, and 12 months) and to assess the proportion of patients
receiving exemestane plus triptorelin with E2 levels greater than 2.72 pg/mL
(> 10 pmol/L**), a strict threshold to indicate E2 inconsistent with post-
menopausal levels on Al, at each postbaseline time point. The secondary
objectives were to assess the differential effects of exemestane plus triptorelin
versus tamoxifen plus triptorelin on estrogen, FSH, and LH levels; describe
estrogen dynamics in exemestane plus triptorelin—treated patients with E2
levels greater than 2.72 pg/mL at any time point; and explore the charac-
teristics of these patients. In patients treated with exemestane plus triptorelin,
exploratory thresholds of E2 greater than 10 pg/mL and greater than 20 pg/mL
were also summarized, representing less stringent thresholds above which
E2 was clearly inconsistent with postmenopausal levels on Al and incon-
sistent with GnRHa-induced postmenopausal status, respectively.

Sample Management and Hormone Assays

Serum aliquots were stored locally at —20°C until shipment to inVentiv
Health Clinical Laboratory (Princeton, NJ) for estrogen analysis and to
Hospital Universitari Vall d’'Hebron (Barcelona, Spain) for FSH and LH
analyses. GC/MS/MS was used to measure E2, E1, and E1S, with a lower limit
of quantification (LLQ) of 0.625, 1.56, and 3.13 pg/mL, respectively.
Additional data regarding the GC/MS/MS assay and its validation have been
described elsewhere.*® No cross-reactivity with exemestane was observed in
an ad hoc experiment conducted before testing samples. All samples from
the first 12 months of protocol treatment were run consecutively without
knowledge of treatment assignment.

LH and FSH levels were determined by electrochemiluminescence with
a Cobas 6000 automated analyzer (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).
The measurement range was 0.100 to 200 mIU/mL (defined by the lower
detection limit and the maximum of the master curve) for both tests.

Statistical Methods

Longitudinal estrogen and FSH/LH levels were summarized
descriptively. Values less than the LLQ were imputed at the LLQ. Among
patients randomly assigned to exemestane plus triptorelin, the proportions
of patients with E2 greater than 2.72 pg/mL at each time point, along with
the 95% exact binomial Cls, were reported. Patient characteristics
potentially related to estrogen suppression (ie, age, body mass index
[BMI], and menstruation status at random assignment; prior chemo-
therapy and tamoxifen use; smoking history; and baseline estrogen, FSH,
and LH levels) were compared between patients who had on-treatment E2
levels greater than 2.72 pg/mL at any time point and patients who did not
using t tests, Wilcoxon rank sum tests, or Fisher’s exact tests.

Comparisons of estrogen and gonadotropin levels between treatment
groups at each time point were performed using exact Wilcoxon rank sum
tests that handled tied data induced by LLQ.**° Semiparametric longi-
tudinal modeling of levels over time that adjusted for patient character-
istics provided consistent results (Appendix Fig Al, online only).

The protocol estimated, on the basis of a paired Wilcoxon signed rank
test (@ = .05, two-sided), that the sample size of 120 patients total, and 90 and
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30 patients receiving exemestane plus triptorelin and tamoxifen plus trip-
torelin, respectively, provided 90% power to detect a mean difference
between time points of 1.2 pg/mL (and 1.4 and 2.5 pg/mL, respectively). A
Wilcoxon rank sum test (a = .05, two-sided) provided 80% power to detect a
mean difference between treatment groups of 2.5 pg/mL at any time point.

Study Population

From March 2009 to January 2011, 123 patients were enrolled
(tamoxifen plus triptorelin, n = 32; exemestane plus triptorelin, n =
91), of whom 116 patients started triptorelin and had one or more
samples analyzed (Fig 1). This group (tamoxifen plus triptorelin,
n = 30; exemestane plus triptorelin, n = 86) constituted the analytic
cohort (Table 1). Despite meeting the protocol premenopausal
definition, 35% of patients in this cohort had baseline E2 levels by
GC/MS/MS consistent with postmenopause (= 20 pg/mL), which
was supported by higher centrally assessed mean FSH and LH

values (Appendix Table Al, online only). In the exemestane plus
triptorelin group, 56% and 8% of women with or without prior
chemotherapy, respectively, had central E2 levels at entry consistent
with postmenopausal status (Appendix Table A2, online only).

Estrogen Levels Over Time According to Treatment

After accounting for missing samples and early discontinua-
tions during the first year, 79 patients treated with exemestane plus
triptorelin with at least one postbaseline sample were analyzed. For
the three estrogen fractions, a median reduction from baseline of =
95% at all time points was observed in the exemestane plus trip-
torelin group after treatment initiation (Table 2). Median E2 and E1
levels were 0.625 and 1.56 pg/mL (ie, LLQ), respectively, at all
postbaseline time points, whereas median E1S levels were reduced to
11.7, 14.9, and 10.6 pg/mL at 3, 6, and 12 months, respectively (Fig 2
and Appendix Table A3, online only).

The reductions in E2, El, and EIS were greater in the
exemestane plus triptorelin group than in the tamoxifen plus

Patients randomly assigned
(December 2008 to January 2011)

E + Triptorelin (n = 86)

Sample availability

79 at least one postbaseline sample
76 baseline and postbaseline
Three postbaseline only

Seven baseline only
Three stopped triptorelin
Four samples not taken

T + Triptorelin (n = 30)

Sample availability

27 at least one postbaseline sample
27 baseline and postbaseline
Zero postbaseline only

Three baseline only
Two stopped triptorelin
One recurrence

(N = 3,066)
E + OFS T+ OFS
(n=1021) (n = 1024)
E + OFS T+ OFS
March 2009 to January 2011 March 2009 to December 2009
24 substudy centers 24 substudy centers
Triptorelin intended OFS Triptorelin intended OFS
(n =126) (n =52)
E + Triptorelin (n = 91) T + Triptorelin (n = 32)
Enrolled in SOFT-EST Enrolled in SOFT-EST Fig 1. Consort diagram of patient flow
from random assignment on the parent
Suppression of Ovarian Function Trial (SOFT)
to inclusion in the analytic cohort for the
Excluded (n=5) Excluded (n=2) SOFT Estrogen substudy (SOFT-EST). E,
No samples No samples exemestane; OFS, ovarian function sup-
— analyzed (n =4) — analyzed (n=1) pression; T, tamoxifen.
Triptorelin Triptorelin
never started (n=1) never started (n=1)

Analytic cohort
(n=116)
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Table 1. Patient and Treatment Characteristics and Baseline (Pretreatment) Hormone Levels in the Analytic Cohort, Overall and According to Treatment Assignment
No. of Patients (%)*
Exemestane Plus Triptorelin Tamoxifen Plus Triptorelin All Patients
Characteristic (n = 86) (n = 30) (N =116)
Age at random assignment, years
Median (IQR) 44 (40-48) 44 (41-48) 44 (41-48)
<35 8 (9.3) 0 (0.0 8 (6.9)
35-39 10 (11.6) 6 (20.0) 16 (13.8)
40-44 27 (31.4) 9 (30.0) 36 (31.0)
45-49 31 (36.0) 12 (40.0) 43 (37.1)
Menstruation
Normal 39 (45.3) 18 (60.0) 57 (49.1)
Irregular 14 (16.3) 3(10.0) 17 (14.7)
Amenorrhea 33 (38.4) 9 (30.0) 42 (36.2)
Hysterectomy, yes 2 (2.3) 0 (0.0) 2(1.7)
BMI, kg/m?
Median (IQR) 24 (22-28) 23 (22-26) 24 (22-28)
Normal (< 25) 45 (52.3) 19 (63.3) 64 (55.2)
Overweight (25 to < 30) 26 (30.2) 5(16.7) 31 (26.7)
Obese (= 30) 13 (15.1) 4 (13.3) 17 (14.7)
Unknown 2 (2.3) 2 (6.7) 4 (3.4)
Smoking history
Currently smokes 25 (29.1) 3(10.0) 28 (24.1)
Stopped smoking 11 (12.8) 9 (30.0) 20 (17.2)
Never smoked 48 (55.8) 18 (60.0) 66 (56.9)
Unknown 2(2.3) 0 (0.0) 2(1.7)
Prior chemotherapy
No 39 (45.3) 13 (43.3) 52 (44.8)
Yes 47 (54.7) 17 (56.7) 64 (565.2)
Chemotherapy regimen
Anthracycline plus taxane 34 (72.3) 10 (68.8) 44 (68.8)
Anthracycline based 11 (23.4) 4 (23.5) 15 (23.4)
Taxane based 2 (4.3) 3(17.6) 5 (7.8)
Months from last chemotherapy dose to random 4 (2-6) 4 (2-6) 4 (2-6)
assignment, median (IQR)
Prior tamoxifen
No 58 (67.4) 22 (73.3) 80 (69.0)
Yes 28 (32.6) 8(26.7) 36 (31.0)
Prior tamoxifen duration, weeks, median (IQR) 16 (9-20) 21 (10-23) 18 (9-21)
Hormone levels
Estradiol, pg/mL
Median (IQR) 49.9 (6.8-110.0) 72.5 (6.2-199.0) 50.6 (6.5-124.0)
No. of missing samples 8 0 3
Estrone, pg/mL
Median (IQR) 43.6 (24.0-70.0) 39.2 (24.8-102.2) 41.8 (24.1-71.3)
No. of missing samples 3 0 3
Estrone sulfate, pg/mL
Median (IQR) 784.0 (315.0-1,320.0) 1,000.0 (272.2-1,620.0) 894.0 (307.0-1,380.0)
No. of missing samples 3 0 3
FSH, 1U/L
Median (IQR) 19.6 (7.6-47.9) 13.7 (6.4-41.8) 15.5 (6.9-46.8)
No. of missing samples 6 1 7
LH, IU/L
Median (IQR) 15.9 (5.9-26.8) 10.3 (6.9-30.4) 13.7 (6.0-27.7)
No. of missing samples 5 1 6
Abbreviations: BMI, body mass index; FSH, follicle-stimulating hormone; IQR, interquartile range; LH, luteinizing hormone.
*Values are numbers and percentages of patients, unless noted otherwise.

triptorelin group (P <.001 for each postbaseline time point; Fig 2).
Estrogen values over time according to treatment group are
summarized in Appendix Table A3.

Patients With E2 Greater Than 2.72 pg/mL in
Exemestane Plus Triptorelin Group

In total, 27 (34.2%; 95% CI, 23.9% to 45.7%) of 79 patients had
at least one postbaseline E2 value greater than 2.72 pg/mL. At 3, 6, and

4 © 2016 by American Society of Clinical Oncology

12 months, 25%, 24%, and 17% of patients, respectively, had E2 levels
greater than 2.72 pg/mL. These results, and those obtained by
exploring additional thresholds of 10 and 20 pg/mL, are summarized
in Fig 3 and are further summarized according to prior chemotherapy
use in Appendix Table A2. Two patients in the exemestane plus
triptorelin group experienced vaginal bleeding more than 3 months
after triptorelin initiation, but elevated E2 (41 pg/mL) was centrally
demonstrated in only one patient (Appendix Table A4, online only).
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Table 2. Percent Change in Estrogen Levels From Baseline to Each Time Point
Among Patients Randomly Assigned to Exemestane Plus Triptorelin

Percentage of Change From Baseline

Estrogen Level 3 Months 6 Months 12 Months
No. of patients* 64 66 63
Estradiol, pg/mL

Mean (SD) —76 (76) —82 (62) —85 (46)

Geometric mean —88 -90 -83

Median (IQR) —96 (—99to —83) —96 (-99to —85) —97 (—99 to —87)
Estrone, pg/mL

Mean (SD) —90 (18) —87 (27) —82 (61)

Geometric mean -78 =78 -91

Median (IQR) —95(-98to —91) —95(-98to —91) —95 (-98 to —90)
Estrone sulfate, pg/mL

Mean (SD) —89 (27) —86 (36) —93 (13)

Geometric mean -90 -89 -92

Median (IQR) —98(-99to —93) —97 (-99to —92) —98(—99 to —94)

Abbreviations: IQR, interquartile range; SD, standard deviation;.
*Denotes the number of patients with two samples, at baseline and at specified
time point, to calculate change.

The estrogen levels over time for the 27 patients who had at
least one postbaseline E2 level greater than 2.72 pg/mL are dis-
played in Fig 4. Among them, 14 and nine patients had E2 levels
greater than the threshold at one and two postbaseline time points,
respectively. Four patients (three of whom were younger than age
35 years and three of whom had not received prior chemotherapy)
had E2 levels greater than 2.72 pg/mL at all three postbaseline time
points, which corresponds to 8% of the women (four of 48
women) with all three postbaseline samples analyzed (Appendix
Table A5, online only).

These 27 patients had lower baseline FSH (P = .002) and LH
(P =.004), had higher BMI (P = .05), and were less likely to have
received prior chemotherapy (P = .06) than patients whose E2
levels remained less than 2.72 pg/mL (Table 3).

FSH and LH Levels Over Time

FSH and LH levels showed a marked reduction after treatment
initiation in both groups (Appendix Fig A2, online only). Median
FSH values were higher in the exemestane plus triptorelin group
compared with the tamoxifen plus triptorelin group (P <.001 at
each postbaseline time point). Conversely, LH values were per-
sistently lower (P = .01 at each postbaseline time point) in the
exemestane plus triptorelin group compared with the tamoxifen
plus triptorelin group.

In this study, 66% of premenopausal patients treated with
exemestane plus triptorelin showed a profound, persistent
reduction in E2 levels during the first 12 months of treatment. This
decrease was significantly greater than in the tamoxifen plus
triptorelin group at all time points. However, at least 17% of
patients had an E2 level greater than 2.72 pg/mL at each time point.
Overall, 34% of patients receiving exemestane plus triptorelin had
an E2 level greater than the predefined threshold at least once. This
finding was more frequent in chemotherapy-naive patients (46%)
and in patients younger than age 35 years (four of eight women;

Wwww.jco.org

Table 3). We now consider the methodology, prior studies, and the
chosen threshold in interpreting the clinical relevance of these
results.

The reliable measurement of estrogen levels is challenging
given the low levels expected in this study.”” The use of GC/MS/
MS, a benchmark assay”®*”>*! with high specificity and sensitivity,
ensures accuracy. GC/MS/MS has one of the lowest limits of
quantification for each estrogen component and has been shown to
lack exemestane cross-reactivity,”** as we verified. In comparison
with other direct and indirect assay results, mean E2 values
measured by GC/MS/MS are lower in postmenopausal women (4.0
to 7.3 pg/mL***”?%) and, importantly, in postmenopausal patients
on Al (< 0.65 pg/mL in all samples from letrozole-treated
patients®®). Furthermore, the complete estrogen profile obtained,
which is a unique feature in an international study, provides insight
into the estrogen pharmacodynamic effect because E1 is the main
product of the aromatase enzyme and E1S is the most abundant
estrogen fraction in plasma and, therefore, relevant to the degree of
estrogen suppression.

As a result of the high sensitivity of GC/MS/MS and the lower
estrogen levels observed, we prospectively selected the E2 threshold
of 2.72 pg/mL** to define suboptimal suppression in patients
receiving triptorelin plus exemestane. Using ultrasensitive assays,
similar thresholds (2.18 or 2.72 pg/mL) have previously been
suggested to determine E2 levels not consistent with post-
menopausal status on Als.>*** Nevertheless, the clinical implica-
tion of these ultra-low E2 thresholds is still uncertain. In the
postmenopausal setting, small differences in the degree of aro-
matase inhibition and estrogen suppression between the third-
generation Als>>~® have not translated into clinically meaningful
differences in efficacy in head-to-head comparisons in early or
advanced disease.””*" Therefore, and as in other studies,”* we
explored two additional less stringent E2 cutoff values, finding that
18% and 13% of patients had E2 levels greater than 10 and greater
than 20 pg/mL, respectively, at least once during the 12-month
period. However, these were mostly nonpersistent E2 increases,
because only six women (8%) and one woman (1%) had E2 values
greater than these two thresholds, respectively, at more than one
postbaseline time point (Appendix Table A2).

Similar results have been reported in the adjuvant Hormonal
Bone Effects (HOBOE) trial,” in which patients were randomly
assigned to receive triptorelin plus either letrozole or tamoxifen,
and hormone levels were evaluated at baseline and after 6 months.
Consistent with our findings, median E2 levels were lower in the
Al group than in the tamoxifen group. The median on-treatment
FSH and LH levels showed a decline in both treatment groups,
with LH levels significantly lower and FSH significantly higher in
the AI group compared with the tamoxifen group. These complex
gonadotropin dynamics probably result from the direct sup-
pressive effect of the GnRHa, together with the decrease in E2 that
removes E2 physiologic feedback on gonadotropins (FSH is more
sensitive to this than LH) and the direct effect of tamoxifen on the
pituitary.

Aside from the Al used, the HOBOE trial differs from SOFT-
EST in several respects. The HOBOE trial was a single-institution
study in which premenopausal status was determined before
chemotherapy, and only one postbaseline time point was assessed
for 81 patients (letrozole plus triptorelin, n = 51; tamoxifen plus
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Fig 2. Distributions of (A) estradiol (E2), (B)
estrone (E1), and (C) estrone sulfate (E1S) over
time according to treatment assignment. Boxes
indicate the 25th, 50th, and 75th percentiles. (A)
The horizontal dashed line indicates the
threshold of 2.72 pg/mL. Levels were sig-
nificantly different at each postbaseline time
point (each P < .001).
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Fig 3. Percentages of patients in the exemestane plus triptorelin group with
estradiol (E2) values greater than the predefined threshold (> 2.72 pg/mL, which
defines a strict threshold to indicate E2 inconsistent with postmenopausal levels on
an aromatase inhibitor) and greater than two additional exploratory thresholds (> 10
and > 20 pg/mL, representing a less strict threshold above which E2 was clearly
inconsistent with postmenopausal levels on an aromatase inhibitor and a threshold
above which E2 was inconsistent with gonadotropin-releasing hormone agonist—
related postmenopausal status, respectively) at each time point. The number of
patients tested at each time point is shown at the bottom of the bars.

triptorelin, n = 30). The main objective was to compare endocrine
effects between treatments, including adrenal function, but not to
explore suboptimal estrogen suppression in the letrozole plus
triptorelin group. A much less sensitive electrochemiluminescence
immunoassay (LLQ, 5 pg/mL) was used for E2 measurements, and
El and E1S were not studied.”

Other studies have addressed estrogen suppression with
GnRHa plus Al in the neoadjuvant and metastatic settings. Many
are flawed by the use of low-sensitivity assays,***'*'>!® short
follow-up duration,®>1P1214152223 anq small numbers of
patients.”'"'>?>%* In addition to the accurate estrogen measure-
ments, the SOFT-EST substudy constitutes, to our knowledge, the
largest series addressing estrogen levels in premenopausal women
on GnRHa plus Al, with the longest sampling duration (until
48 months), and uniquely conducted in the context of an inter-
national phase III trial.

Our study is limited by early discontinuations, missing
samples, and the uncertain clinical value associated with isolated
E2 increases. Overall, 48 patients in the exemestane plus triptorelin
group had all three postbaseline samples analyzed within the first
year of treatment. However, 8% of patients (four of 48 patients)
had E2 levels greater than 2.72 pg/mL at all three time points,
which would most likely have an unfavorable impact on the
prognosis of these patients.

A high proportion of E2 and E1 values less than the LLQ were
observed (> 81% and > 83% at any time point, respectively;
Appendix Table A3), demonstrating that a profound estrogen
reduction is possible in premenopausal women receiving
exemestane plus triptorelin. Conversely, to understand why a
minority of women and samples showed E2 values greater than
2.72 pg/mL is complex, and the SOFT-EST study was not designed
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Fig 4. Estradiol (E2) levels over time for 27 patients with at least one E2 level
greater than 2.72 pg/mL according to the number (one, two, or three) of post-
baseline samples with E2 level greater than 2.72 pg/mL. The horizontal dashed line
indicates the threshold of 2.72 pg/mL.

© 2016 by American Society of Clinical Oncology 7

Information downloaded from jco.ascopubs.org and provided by at Hosp Gen Vall D Hebron Biblioteca on September 2,
Copyright © 2016 Amerizah6Sooraty @8 CH6idISrRblogy. All rights reserved.


http://www.jco.org

Bellet et al

Table 3. Characteristics of Patients Randomly Assigned to Exemestane Plus Triptorelin Who Had at Least One Postbaseline Sample Analyzed, According to
Occurrence of E2 Level Greater Than 2.72 pg/mL During at Least One Time Point
No. of Patients (%)*
Postbaseline E2
All Assay Values At Least One Assay All Patients
Characteristic < 2.72 pg/mL (n = 52) Value > 2.72 pg/mL (n = 27) (N =79 P
Age at random assignment, years
Median (IQR) 44 (40-48) 45 (40-48) 44 (40-48) 792
<35 4(7.7) 4 (14.8) 8 (10.1)
Menstruation
Normal 12 (23.1) 2 (7.4) 14 (17.7) 162
Irregular 20 (38.5) 10 (37.0) 30 (38.0)
Amenorrhea 20 (38.5) 15 (55.6) 35 (44.3)
BMI, kg/m?, median (IQR) 24 (22-27) 27 (23-29) 24 (22-28) .054
Smoking history .926
Currently smokes 15 (28.8) 9 (33.3) 24 (30.4)
Stopped smoking 7 (13.5) 3(11.1) 10 (12.7)
Never smoked 29 (55.8) 14 (51.9) 43 (54.4)
Unknown 1(1.9 1(3.7) 2 (2.5)
Prior chemotherapy .061
No 19 (36.5) 16 (59.3) 35 (44.3)
Yes 33 (63.5) 11 (40.7) 44 (55.7)
Chemotherapy regimen .788
Anthracycline plus taxane 25 (75.8) 8 (72.7) 33 (75.0)
Anthracycline-based 7 (21.2) 3(27.3) 10 (22.7)
Taxane-based 1(3.0) 0 (0.0 1(2.3)
Prior chemotherapy duration, 21 (18-24) 20 (18-24) 20 (18-24) ND
weeks, median (IQR)
Prior tamoxifen 207
No 32 (61.5) 21 (77.8) 53 (67.1)
Yes 20 (38.5) 6 (22.2) 26 (32.9)
Prior tamoxifen duration, weeks, 18 (12-20) 12 (10-12) 16 (10-20) ND
median (IQR)
Baseline hormone levels
E2, pg/mL, median (IQR) 41 (5-110) 65 (27-115) 50 (6-110) 183
Estrone, pg/mL, median (IQR) 41 (24-72) 47 (22-61) 42 (24-70) .780
Estrone sulfate, pg/mL
Median (IQR) 637 (303-1,278) 854 (490-1,282) 712 (306-1,288) .669
FSH, IU/L, median (IQR) 34 (12-58) 8 (5-34) 21 (8-51) .002
LH, IU/L, median (IQR) 21 (7-32) 7 (4-20) 16 (6-28) .004
Abbreviations: BMI, body mass index; E2, estradiol; FSH, follicle-stimulating hormone; IQR, interquartile range; LH, luteinizing hormone; ND, not done.
*Values are numbers and percentages of patients, unless noted otherwise.

to assess all possible reasons. Compliance is particularly relevant
for a compound with a 24-hour half-life such as exemestane,
although because of the irreversible nature of its aromatase
inhibition, estrogen levels remain suppressed for 4 days after a 25-
mg single-dose administration.*’ Other variables that can influ-
ence pharmacodynamic effects of Als, such as polymorphisms in
the CYP19 aromatase gene,“’43 were not studied. In addition,
compliance with the every-28-day triptorelin injections is relevant,
but there was no evidence of missed injections or overt delays
between injections (Appendix Tables A6-A8, online only). Vari-
ability of the interval between the blood draw and the last trip-
torelin injection could lead to variability in E2 levels, but no pattern
was evident (Appendix Fig A3, online only).

The analysis of potential predictive factors for suboptimal
suppression, albeit exploratory, reinforces the additional role of
FSH and LH levels to better define a truly premenopausal status,
particularly after chemotherapy, which is superior to that provided
by locally assessed E2 levels that defined eligibility for the SOFT
trial. Even with serial estrogen and gonadotropin assessments,
establishing a definitive menopausal status remains elusive, and the

8 © 2016 by American Society of Clinical Oncology

possibility of a later recovery still exists, as illustrated by E2 levels
greater than 2.72 pg/mL observed during triptorelin plus
exemestane among women with baseline postmenopausal levels
(Figs 4A and 4B). Of note, higher BMI was marginally associated
with increases in E2 greater than 2.72 pg/mL. The relationship of
obesity with higher E2 and E1S has been recently reported in
postmenopausal patients with advanced breast cancer on non-
steroidal Als.** However, its impact on clinical resistance to Als in
premenopausal plus ovarian suppression and postmenopausal
populations is not clear.**™*”

The findings of this substudy should be viewed in light of the
results of SOFT and TEXT trials. The SOFT and TEXT combined
analysis'” showed improved disease-free survival with exemestane
plus OFS compared with tamoxifen plus OFS, whereas the SOFT
trial showed benefits in freedom from breast cancer with tamoxifen
plus OFS compared with tamoxifen alone, which were further
improved with exemestane plus OFS in patient who received prior
chemotherapy and in the youngest patients. Therefore, exemestane
plus OFS has emerged as a new option in adjuvant endocrine
therapy for premenopausal women. Considering that treatment
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with a GnRHa plus AI will be increasingly adopted, knowing
whether a patient has suboptimal estrogen suppression in real time
will become clinically important. Of note, although age was not
related to isolated suboptimal suppression in our substudy, the
population younger than age 35 years was small (eight women, all
in the exemestane plus triptorelin group), and we observed that
sustained suboptimal suppression was mainly seen in these
youngest women (three patients, two of whom were chemotherapy
naive). In contrast to SOFT results (greatest benefit from OFS in
population younger than age 35 years), this finding might be
explained by the lower proportion of patients younger than age 35
in SOFT-EST who received prior chemotherapy (50% v 94% in
SOFT). Additionally, our substudy revealed that 56% of women
who received prior chemotherapy may actually have been post-
menopausal at random assignment, which raises the possibility of a
diluted effect of OFS in SOFT.

In conclusion, in our study, the majority of premenopausal
patients with breast cancer treated with exemestane plus triptorelin
had a profound reduction in estrogen levels during the first
12 months of treatment, which was similar to that reported in
postmenopausal patients on Al. One-third of patients had an E2
level inconsistent with that expected for a postmenopausal level on
Al (< 2.72 pg/mL) at least once. Further analysis of the 4-year data

will better establish the dynamics of estrogen levels over time at the
individual patient level.
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Statistician), R. Torrisi, L. Blacher, H. Bonnefoi, E. Ciruelos, A.S. Coates, M. Colleoni, N. Dif, R.D. Gelber, A. Goldhirsch, T. Goulioti,
T. Heckman-Scolese, A. Hiltbrunner, R. Kammler, R. Maibach, O. Ortmann, O. Pagani, E.A. Perez, K.N. Price, M. Rabaglio, B. Ruepp,
K. Tryfonidis, K. Scott, H. Shaw, G. Viale, G. von Minckwitz, B.A. Walley, D. Zardavas, L. Cisar (Pfizer), and E. Chetaille (Ipsen).

IBCSG Coordinating Center, Bern, Switzerland: A. Hiltbrunner (Director), R. Kammler, R. Maibach, M. Rabaglio, S. Roux, B.
Ruepp, and P. Sicher.

IBCSG Statistical Center, Dana-Farber Cancer Institute, Boston, MA: R.D. Gelber (Director), M.M. Regan (Group Statistician),
J. Aldridge, M. Bonetti, Y. Feng, A. Giobbie-Hurder, K.P. Gray, H. Huang, W. Luo, K.N. Price, and L. Zickl.

IBCSG Data Management Center, Frontier Science & Technology Research Foundation, Amherst, NY: L. Blacher (Director), K.
Scott (Data Management Section Head), M. Blackwell, A. Cesario, A. Dickinson, K. Donahue, M. Greco, P. Gonzalez, T. Heckman-
Scolese, R. Hecker, R. Hinkle, M. Kalera, K. Lupejkis, A. Mora de Karausch, V. Palermo, H. Shaw, R. Starkweather, and J. Swick-Jemison.

Participating Centers and Principal Investigators

Breast International Group (BIG)

SOLTI, SPAIN

Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid; E. Ciruelos

Hospital Son Llatzer, Palma de Mallorca; J.G. Cataldn

Hospital Clinic i Provincial de Barcelona, Barcelona; M. Mufioz

Hospital Universitari Vall D’ Hebron and Vall d’Hebron Institute of Oncology, Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona;
M. Bellet

Instituto Valenciano de Oncologia, Valencia; M.A. Climent

Hospital Son Dureta (Palma de Mallorca), Palma de Mallorca; A. Avella

H.U. Arnau de Vilanova, Lleida; A. Llombart

Hospital Clinico Universitario de Valencia, Valencia; A. Lluch

Hospital Ramon Y Cajal, Madrid; N. Martinez Jafiez

Hospital Sant Joan de Reus, Reus; M. Melé

Hospital Dr Negrin, Las Palmas de Gran Canari; U. Bohn

Centro Oncologico MD Anderson, Madrid; A. Gonzélez Martin

Hospital Sant Pau i Santa Tecla, Tecla; C. Pérez Segura

IBCSG, HUNGARY

National Institute of Oncology, Budapest; I. Lang

IBCSG, ITALY

Fondazione Salvatore Maugeri, Pavia; L. Pavesi

Dipartimento di Oncologia, Azienda Ospedaliero-Universitaria di Udine, Udine; F. Puglisi

IBCSG, PERU

Instituto de Enfermedades Neoplésicas, Lima; H.L. Gomez

IBCSG, SWEDEN

Sahlgrenska University Hospital, Gothenburg; P. Karlsson

SWISS GROUP FOR CLINICAL CANCER RESEARCH (SAKK), SWITZERLAND

Centre Hospitalier Universitaire Vaudois, Lausanne; K. Zaman
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Onkologiezentrum Thun-Berner Oberland, Thun; D. Rauch

Brust-Zentrum Zurich, Zurich; C. Rageth

Kantonsspital Graubiinden; R. von Moos

EUROPEAN ORGANIZATION FOR RESEARCH AND TREATMENT OF CANCER, FRANCE
Centre Rene Huguenin, Saint-Cloud; E. Brain

EUROPEAN ORGANIZATION FOR RESEARCH AND TREATMENT OF CANCER, PORTUGUAL
Centro de Lisboa, Lisboa; A. Moreira
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Fig A1. Estimated mean fold-difference between treatment groups (tamoxifen plus triptorelin relative to exemestane plus triptorelin) for each hormone level over time.
Levels (log10-transformed) were modeled using generalized estimating equation (GEE) as a function of time point, treatment assignment, the treatment-by-time
interaction, and patient characteristics, accounting for correlation of longitudinal values. Mean fold-differences are plotted with 95% Cls. SE used robust (sandwich)
variance calculation. The horizontal dashed line at 1 indicates no difference. NS=not statistically significant.
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Fig A3. Distribution of estrogen and gonadotropin levels at each scheduled sampling time grouped by sampling days from last triptorelin injection.
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Fig A3. (continued)
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Treatment adherence and timing of sampling relative to triptorelin injections

Among all 106 patients with at least one postbaseline sample in this 1-year analysis, the median duration receiving triptorelin
injections was 12 months. Triptorelin injections were stopped early by eight patients before 12 months; these patients were included in
the analysis until the time of early discontinuation and were adherent with injections before early discontinuation. For all other patients,
there was no indication of missed injections during the 12-month period. The same eight patients also stopped the assigned oral
endocrine therapy early. Seven additional patients stopped exemestane but remained on triptorelin; early discontinuation of exemestane
may have led to some values of estradiol (E2) greater than 2.72 pg/mL after stopping, but these few values were unlikely to substantially
affect the results. For all other patients, there was no indication of nonadherence with assigned oral endocrine therapy. Postbaseline E2
values for 15 patients who stopped protocol treatment early are listed in Tables A6 and A7 according to treatment assignment.

The interval of time between the blood draw sample and the last triptorelin injection could potentially account for variability in
E2 levels. For approximately 75% of patients we had complete, accurate data in the database for dates of triptorelin injections and
blood samples. We calculated the duration of the interval (in days) for each blood draw. Table A8 shows the number of patients with
complete date information for dates of triptorelin injections and blood samples, grouped by the interval between blood sampling
and the last injection of triptorelin, at each scheduled blood draw time point. Approximately 15% of patients had samples 30 or
more days since their last injection, which also indicates that the triptorelin injections were not always given within the 28 * 3—day
window. Figures A3A and A3B plot the estrogen and follicle-stimulating hormone and luteinizing hormone levels according to the
interval between blood sampling and the last triptorelin injection, by treatment assignment. There is no clear pattern in the
relationship of the sampling interval with E2 level; there is variability in E2 levels even within the 1- to 26-day interval from the last
injection and remarkably small variability when the sample was obtained 30 or more days from last injection.
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Table A1. Patient Characteristics According to Groups Defined by Baseline E2 20 pg/mL or Less Versus E2 Greater Than 20 pg/mL
Baseline E2 = 20 pg/mL (n = 39) Baseline E2 > 20 pg/mL (n = 74) Total (N = 113)*
Treatment assignment
Exemestane plus triptorelin 28 (71.8) 55 (74.3) 83 (73.5)
Tamoxifen plus triptorelin 11 (28.2) 19 (25.7) 30 (26.5)
Age at random assignment, years
Median (IQR) 45 (42, 48) 44 (39, 48) 44 (40, 48)
<35 2 (5.1) 6 (8.1) 8 (7.1)
= 35 37 (94.9) 68 (91.9) 105 (92.9)
Menstruation before random assignment
Normal 8 (20.5) 49 (66.2) 57 (50.4)
Irregular 5(12.8) 11 (14.9) 16 (14.2)
Persistent amenorrhea 26 (66.7) 14 (18.9) 40 (35.4)
BMI, kg/m?
Median (IQR) 26 (24, 28) 23 (22, 27) 24 (22, 28)
Smoking history
Currently smokes 8 (20.5) 19 (25.7) 27 (23.9)
Stopped smoking 10 (25.6) 10 (13.5) 20 (17.7)
Never smoked 21 (53.8) 43 (68.1) 64 (56.6)
Unknown 0 (0.0) 2(2.7) 2(1.8)
Prior chemotherapy
No 4(10.3) 47 (63.5) 51 (45.1)
Yes 356 (89.7) 27 (36.5) 62 (54.9)
Chemotherapy regimen
Anthracycline-based 11 (31.4) 3(11.1) 14 (22.6)
Anthracycline + taxane 21 (60.0) 22 (81.5) 43 (69.4)
Taxane-based 3 (8.6) 2 (7.4) 5 (8.1)
Prior chemotherapy duration, weeks
Median (IQR) 18 (18, 24) 24 (18, 24) 20 (18, 24)
Prior tamoxifen
No 26 (66.7) 52 (70.3) 78 (69.0)
Yes 13 (33.3) 22 (29.7) 35 (31.0)
Prior tamoxifen duration, weeks
Median (IQR) 18 (14, 20) 16 (8, 22) 18 (8, 21)
Baseline hormone levels
E2, pg/mL
Median (IQR) 43,7 110 (54, 170) 51 (6,124)
E1, pg/mL
Median (IQR) 19 (15, 28) 60 (41, 106) 42 (24, 71)
E1S, pg/mL
Median (IQR) 265 (146, 396) 1205 (890, 2,342) 894 (307, 1,380)
FSH (IU/L)
Median (IQR) 60 (30, 73) 8 (6, 20) 15 (7, 47)
LH (U/L)
Median (IQR) 25 (17, 44) 8 (5, 21) 14 (6, 28)
Abbreviations: BMI, body mass index; E1, estrone; E1S, estrone sulfate; E2, estradiol; FSH, follicle-stimulating hormone; LH, luteinizing hormone; IQR, interquartile
range.
*Eg><cludes three patients without baseline samples.
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Bellet et al

Table A6. Exemestane Plus Triptorelin: Patients With Treatment Nonadherence (n = 10) and Sampling Time From Last Triptorelin Injection

Visit Time Blood Draw, Blood Sample Since Duration of Duration of
Patient 1D Point, Months Months Last Injection, Days E2 (pg/mL) Exemestane, Months Triptorelin, Months
Al 8 8 6 41.9 4.4 12
6 6 4.4 12
9 4.4 12
12 12* 28 3Ll 4.4 12
A2 3 3 28 0.625 4.2 12
6 6 4.2 12
9 4.2 12
12 4.2 12
A3 g 8 28 32.1 8.5 9.2
6 6 28 0.625 8.5 9.2
9 9 7 0.625 8.5 9.2
A4 3 3 1.8 12
6 6 4 1.03 11.8 12
9 11.8 12
12 12 16 0.715 1.8 12
Ab 3 8 38 0.625 9 12
6 6 25 0.625 © 12
9 9 12
AB 3 3* 23 2.33% 1.2 12
6 6* 19 2.47% 1.2 12
9 1.2 12
12 12% 28 3.57* 1.2 12
A7 8 8 7.48 0.3 4.3
6 6 0.3 4.3
12 12 7.38 0.3 4.3
A8 3 3 31 0.625 7.8 12
6 6 29 0.625 7.8 12
9 7.8 12
12 7.8 12
A9 8 8 6 0.625 &l 3.7
6 3.5 3.7
A10 3 3 21 3.95 12 12
6 6 14 1.6 12 12
9 12 12
12 12 28 0.625 12 12

Abbreviations: E2, estradiol.
*The patient was on tamoxifen at this blood draw.
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Table A7. Tamoxifen Plus Triptorelin: Patients With Treatment Nonadherence (n = 5) and Sampling Time From Last Triptorelin Injection
Visit Time Blood Draw, Blood Sample Since Duration of Duration of
Patient ID Point, Months Months Last Injection, Days E2 (pg/mL) Tamoxifen, Months Triptorelin, Months
B1 3 3 26 37.7 1.4 2.8
B2 3 3 29 1.21 10.6 1.5
6 6 35 2.03 10.6 1.5
9 10.6 1.5
12 12 47 1.57 10.6 1.5
B3 3 3 10 6.78 10.1 11.2
6 6 19 6.33 10.1 11.2
9 10.1 1.2
12 12 10.1 11.2
B4 3 3 6 2.68 4 12
6 6 13 2.92 4 12
9 4 12
12 12* 108* 0.625* 4 12
B5 3 3 (ED) 5.3 3 1
Abbreviations: E2, estradiol; ED, early discontinuation
*The patient was on aromatase inhibitor plus triptorelin at this blood draw; there is uncertainty about the value of 108 days since last injection.

Table A8. Number of Patients Grouped by Sampling Days from Last Triptorelin Injection at Each Scheduled Blood Draw Time Point

Exemestane Plus Triptorelin Tamoxifen Plus Triptorelin
Time Point, Months 1-26 Days 27-29 Days 30 Days or More 1-26 Days 27-29 Days 30 Days or More
3 42 8 9 17 5 2
6 43 1 8 19 2 2
12 37 8 1 13 1 5

NOTE. Data are restricted to those patients for whom we have complete date information. Data are presented as the No. of patients having a blood sample drawn within
the indicated number of days from their last triptorelin injection.
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