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RESUMEN

TiTULO DEL ESTUDIO

Fallo ovarico precoz quimioinducido en pacientes con cancer de mama en edad
reproductiva. Valor prondstico de los estimadores de reserva ovarica.

AMBITO DEL ESTUDIO

Seccion de Reproduccién. Hospital General Universitario Gregorio Marafion.
C/ Odonnel n°® 39-40 28009 Madrid.

OBJETIVO PRINCIPAL

Analizar el efecto de la reserva ovarica basal estimada por medio del recuento ecografico
de foliculos antrales y de la concentracion sérica de AMH, sobre el fallo ovarico clinico
quimioinducido en pacientes en edad reproductiva con cancer de mama tratadas con
quimioterapia neoadyuvante o adyuvante.

DISENO
Estudio de cohortes prospectivo con analisis de supervivencia
PALABRAS CLAVE

Cancer de mama, fallo ovarico quimioinducido, reserva funcional ovarica, preservacion
fertilidad, fallo ovarico oculto.

MARCO CONCEPTUAL Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El cancer de mama es el tumor mas frecuente en las mujeres del mundo occidental. Un
15% de estas mujeres se encuentran en edad reproductiva en el momento del
diagnostico, sin haber completado aun su deseo genésico. Un efecto colateral
desfavorable de la quimioterapia es el fallo ovarico precoz, que produce en estas
pacientes un estado postmenopausico temporal o definitivo.

A dia de hoy, son escasos en la literatura los estudios prospectivos y centrados en
mujeres con cancer de mama en edad reproductiva, que evalien los marcadores de
reserva ovarica para el calculo de la probabilidad de recuperacion de la funcién ovarica
tras la quimioterapia. Una evaluacién mas precisa e individual del riesgo de infertilidad
quimioinducida seria de gran ayuda para mejorar la informacion, consejo y orientacion de
las pacientes con cancer de mama y deseo reproductivo.

OBJETIVOS:

Principal:
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Evaluar la asociacién de la reserva funcional ovarica y la utilidad pronéstica de sus
principales estimadores —recuento de foliculos antrales y AMH- en relacién con la
aparicién de fallo ovarico clinico en pacientes premenopausicas en edad reproductiva
tratadas con quimioterapia por carcinoma epitelial de mama.

Secundarios:

* Estimar la frecuencia de fallo ovarico oculto en pacientes afectadas por cancer de
mama expuestas a regimenes actuales de quimioterapia

* Analizar la asociacién de los estimadores de reserva ovarica clinicos, bioquimicos y
ecograficos con el riesgo de aparicion de fallo ovarico oculto quimioinducido.

* Analizar la asociacién de los estimadores de reserva ovarica clinicos, bioquimicos y
ecograficos con el riesgo de aparicion de reduccion severa de la reserva funcional
ovarica, entiendo por tal la apariciéon de fallo ovarico oculto o clinico a lo largo del
seguimiento.

METODOLOGIA:

Se ha realizado un estudio de cohortes prospectivo con analisis de supervivencia para
evaluar el efecto de la reserva ovarica pre-quimioterapia, estimada por medio de RFA 'y
AMH, sobre la probabilidad acumulada de restablecimiento de ciclos menstruales tras el
tratamiento quimioterapico, evento complementario al fallo ovarico clinico, en pacientes
en edad reproductiva diagnosticadas de cancer de mama. Las variables de exposicién se
han considerado como continuas y se han dicotomizado por diferentes puntos de corte
con relevancia clinica. Su asociacion a lo largo del tiempo se ha evaluado mediante
analisis de supervivencia aplicando modelos de Kaplan-Meier y regresién de Cox. La
magnitud de efecto se ha estimado mediante el hazard ratio o el riesgo relativo en
funcion de que se considerase o no el tiempo hasta el evento. Se ha realizado analisis
bivariado de interaccién-confusion y multivariado con intencion explicativa y predictiva.

RESULTADOS:

Se analiza una cohorte de 67 pacientes con cancer de mama en edad reproductiva
(mediana de edad 34 afios) sometidas a quimioterapia neoadyuvante o adyuvante. La
frecuencia de restablecimiento de ciclos fue del 64,8%, en su mayoria dentro los 12
meses posteriores a la finalizacion de la quimioterapia (94.5%). Solo 17 pacientes
(31,8%) permanecieron en amenorrea quimioinducida al final del seguimiento.

Se ha identificado una asociacion significativa entre las pacientes con RFA pre-
quimioterapia menor a 12 y el riesgo acumulado de amenorrea definitiva (HR: 0,38; IC
95%: 0,16; 0,92; p=0,03), sin embargo no se encontrd asociacion con los niveles de AMH
pre-quimioterapia (HR: 1,04; IC 95%: 0,95; 1,13; p=0,34). Igualmente, se ha observado
mayor riesgo acumulado de fallo ovérico clinico al estratificar la cohorte en pacientes con
‘mejor reserva ovarica’ (AMH superior a 4 ng/mL y/o RFA mayor de 16) o de ‘peor
reserva’ (AMH menor a 1,4 ng/mL y/o RFA menor de 11) por medio del RFA combinado
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con la concentracion de AMH sérica preQT (HR: 0,45; IC 95%; 0,21: 0,98; p=0,04 y HR:
0,42; IC 95%;; 0,19: 0,93; p=0,03 respectivamente).

La edad y el IMC mostraron asociacion con el RFA, asi como la FSH basal y la
quimioterapia basada en ciclofosfamida con las variables combinadas AMH-RFA. Con el
restablecieron los ciclos mostraron asociacién significativa positiva la edad menor de 32
afios, el subtipo molecular luminal B, y la afectacion axilar. Segun el analisis bivariado el
IMC y la afectaciéon axilar resultaron variables potencialmente confusoras. En ningun
caso la confusidon detectada anuldé la asociacion estadistica entre las variables
explicativas y las de resultado. Todas las variables confusoras fueron introducidas en los
modelos multivariados explicativos, comprobando la ausencia de modificacién relevante
del efecto de las variables explicativas sobre el restablecimiento de ciclos.

Por medio del analisis multivariado explicativo el RFA pre-quimioterapia resulté la Unica
variable asociada con caracter independiente con el restablecimiento de ciclos,
ajustando por las variables confusoras.

El modelo multivariado con finalidad predictiva con mejor balance entre sensibilidad y
especificidad, fue el que incorporé el recuento de foliculos antrales, la edad, IMC y la
concentracion de AMH sérica. Este modelo estimé una frecuencia de recuperacion de
ciclos del 87%, es decir, superior a la observada, y predijo correctamente el 66% de las
observaciones y proporcion6 una sensibilidad del 68%, una especificidad del 57,1% vy
valores predictivos positivo y negativo del 91% y 21% respectivamente.

En cuanto al fallo ovarico oculto, se ha definido con criterios de marcadores de reserva
ovarica postquimioterapia segun los umbrales aceptados para definir la elevada
probabilidad de baja respuesta ovarica a la estimulacion (RFA postQT < 5 y AMH sérica
< 0,5 ng/mL). El efecto se ha estimado en el momento del restablecimiento de ciclos y al
final del seguimiento. Segun nuestros datos, el riesgo de aparicion de los estados
definidos como fallo ovarico oculto se asocié de forma significativa pero inconsistente a
al RFA y concentracion sérica de AMH pre-QT. EIl fallo ovarico oculto al final del
seguimiento, definido como RFA menor de 5 y/o AMH menor de 0,5 ng/mL, resultd
asociada con un RFA pre-QT inferior a 17 (RR: 1,3; IC: 1,03; 1,6; p=0,04), y con la
variable combinada siendo la concentraciéon de AMH preQT inferior a 4 ng/mL y/o RFA
preQT menor de 16’ (HR: 1,5; IC 95: 1,05; 2,4; p=0,03).

También se ha constatado asociacién entre las variables explicativas y la frecuencia
acumulada de desarrollar una reduccion severa de la reserva ovarica al final del
seguimiento, entendida como amenorrea persistente o fallo ovarico oculto. Esta
condicidon también resulté significativamente asociada con el RFA preQT, estratificado
por la mediana de 17 foliculos. (RR 1,3 (IC 95% 1,05; 1,7) p= 0,02) y con la variable
combinada AMH-RFA que define la reserva ovarica elevada (RR 1,28 (1,04;1,6) p=0,03).

CONCLUSIONES:

La reserva folicular ovarica, estimada por medio del recuento de foliculos antrales,
determina la probabilidad de restablecimiento de ciclos tras exposicién a quimioterapia
en pacientes en edad reproductiva afectadas por cancer de mama. El numero de
foliculos antrales identificado como umbral de riesgo para amenorrea definitiva es
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superior al propuesto para la identificacion de pacientes con baja respuesta a la
estimulacion ovarica. La existencia de un RFA menor de 12 triplica el riesgo estimado de
amenorrea definitiva tras QT, efecto que resulta tan intenso como el de la edad superior
a 32 afos.

El mejor modelo predictivo de restablecimiento de ciclos, basado segun nuestro andlisis
en la edad, RFA, la AMH y el IMC, solo resulta adecuadamente fiable en la prediccion
del resultado positivo.

La reserva ovarica previa, estimada por medio del RFA aislado o en combinacion con la
AMH sérica, parece util para evaluar el riesgo de fallo ovarico oculto al final del
seguimiento en pacientes quimioexpuestas.
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SUMMARY

TITLE
Chemotherapy-induced ovarian failure in reproductive-aged breast cancer patients.

Prognostic value of ovarian reserve markers.

SETTING
Reproduction Unit. Gregorio Marafion University Hospital.

C/ O’Donnell n° 39-40 28009 Madrid.

AIM
To assess the effect of chemotherapy on ovarian reserve in reproductive-aged breast

cancer patients and to identify prognostic factors associated with ovarian failure.

DESIGN

Prospective cohort study with a survival analysis.

KEY WORDS

Breast cancer, chemotherapy-induced amenorrhea, ovarian failure, ovarian reserve,

fertility preservation.

BACKGROUND
Breast cancer is one of the most frequently diagnosed malignancies in young women

worldwide. Approximately 15% of women will develop breast cancer during their
reproductive age, before their family plan is complete. One of the possible long-term
adverse effects of chemotherapy regimens is premature ovarian failure, which can be
temporal or definitive.

Nowadays there are limited prospective studies, focusing on reproductive-aged breast
cancer patients, evaluating ovarian reserve markers to predict the probability of ovarian
function resumption after chemotherapy. More accurate and individualized assessment of
risk of chemo-induced infertility could improve the information and advice given to breast
cancer patients with reproductive desire.

SPECIFIC OBJECTIVES

Main:

To assess the association between pretreatment functional ovarian reserve and posterior
development of premature ovarian failure, and to evaluate prognostic utility of its main
markers — antral follicle count and antimullerian hormone- in reproductive-aged breast
cancer patients exposed to chemotherapy.

Secondary

- To evaluate the occurrence of subclinical ovarian failure in breast cancer patients
exposed to current chemotherapy regimens.

- To assess the association between ovarian reserve markers and the risk of
developing chemo-induced subclinical ovarian failure.

- To assess the association between ovarian reserve markers and the risk of
severe ovarian function impairment, defined as subclinical ovarian failure or
definitive amenorrhea developed over the follow up period.

METHODS

We performed a prospective cohort study to investigate the association between pre-
treatment ovarian reserve, estimated by the antral follicle count (AFC) and the
antimullerian hormone (AMH) levels, and the cumulative probability of menses
resumption after chemotherapy in reproductive-aged breast cancer patients. Exposure
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variables were considered as continuous and also stratified by different clinically
significant cut-off points. To evaluate this association over time, a survival analysis was
performed, applying a Kaplan-Meier model and a Cox regression test. The effect
magnitude has been estimated by a hazard ratio or a relative risk, depending on whether
time to event was considered or not. An interaction- confusion bivariate analysis and a
multivariate analysis with explanatory and predictive intention were also performed.
RESULTS

A cohort of 67 breast cancer patients in their reproductive age (median of age of 34 years
old) exposed to neoadjuvant or adjuvant chemotherapy was recruited. In this cohort, the
relative frequency of menses resumption was 64.8%, mostly up to 12 months after ending
chemotherapy (94.5%). Only 17 patients (31.8%) suffered persistent amenorrhea at the
end of follow-up period.

A significant association between the a pretreatment AFC lesser than 12 and the
cumulative risk of posterior definitive amenorrhea (HR=0,38; 95%ClI: 0,16-0,92; p=0,03).
However, we did not found the same association with the pretreatment AMH levels
(HR=1,04; 95%CI: 0,95-1,13; p=0,34). Similarly, the greater cumulative risk of
symptomatic ovarian failure was found when the cohort was stratified by two thresholds
combining the AFC and the AMH levels pretreatment: the “high ovarian reserve” (AMH>4
ng/mL and/or AFC>16) and the “poor ovarian reserve” (AMH<1,4 ng/mL and/or AFC<11)
(HR=0,45; 95%CI: 0,21-0,98; p=0,04; and HR=0,42; 95%CI: 0,19-0,93;p=0,03;
respectively).

Age and BMI were found to be associated with AFC, and basal FSH level and the
chemotherapy regimens based on cyclophosphamide with the combined variable AFC-
AMH. The resumption of menses was positively associated with an age lesser than 32
years old, a luminal B cancer subtype, and absence of axillary involvement. In the
bivariate analysis, BMI and axillary lymph node involvement were revealed as potential
confounding variables; however, this interaction did not affect in any case the statistical
association between the explanatory and response variables. All confounding variables
were introduced in a multivariate explanatory analysis to confirm the absence of
substantial changes in the effect of the explanatory variables on the resumption of
menses.

After controlling for the confounding variables, pre-treatment AFC was the only variables
independently associated with menses resumption in the multivariate analysis.

In the predictive model, the best balance between sensitivity and specificity was the one
that included AFC, age BMI and AMH levels. This model predicted a menses resumption
frequency of 87%, greater than the observed frequency, and was able to correctly predict
66% of observations with a 68% sensitivity and a 57,1% specificity, and 91 and 21%

positive and negative predictive value, respectively.
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Secondly, subclinical ovarian failure was defined using ovarian reserve makers after
chemotherapy, according to the standard definition of poor ovarian response: a post-
treatment AFC<5 or an AMH level< 0,5 mg/mL. These variables were measure at the
time of menses resumption and at the end of the follow-up period. According to our date,
the risk of development of subclinical ovarian failure was statistically significant but
inconsistently associated to pre-treatment AFC and AMH levels. At the end of the follow-
up, the risk of subclinical ovarian failure was found to be associated to a pretreatment
AFC lesser than 17 (RR= 1,3; 95%CI: 1,03- 1,6; p=0,04), and to the combined variable
“AMH< 4 ng/mL and/or AFC<16” (HR= 1,5; 95%CI 1,05-2,4; p=0,03).

Finally, a significant association was also found between the explanatory variables and
the risk of severe impairment of ovarian reserve at the end of the follow-up period. This
was negatively associated to the pretreatment AFC when it was stratified by the median
(17 follicles) (RR= 1,3; 95%CI: 1,05-1,7; p=0,02) and to the combined variable AMH-AFC
that referred to the high ovarian reserve (RR= 1,28; 95%ClI: 1,04-1,6; p=0,03).
CONCLUSION

According to our data, pretreatment ovarian reserve, estimated by the AFC, could predict
the possibility of menses resumption after exposure to chemotherapy in reproductive-age
breast cancer patients. The AFC cut-off identified to predict definitive amenorrhea was
greater than the one commonly accepted to define a poor ovarian response to
stimulation. An AFC lesser than 12 ftriplicated the risk of definitive amenorrhea after
chemotherapy, as well as an age greater than 32 years old. Best model to predict
menses resumption was the one including age, AFC, BMI and AMH. However, this only
predicts correctly positive results. Finally, pretreatment ovarian reserve, estimated by the
AFC alone or combined with AMH levels, was associated to the risk of subclinical ovarian

failure at the end of the follow-up in patients exposed to chemotherapy.
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1. INTRODUCCION

1.1. CANCER DE MAMA Y FERTILIDAD

1.1.1.  Aspectos epidemiolégicos.

A lo largo de las ultimas décadas, se ha observado una notable modificacién de las
expectativas, aspiraciones y estilos de vida en la poblacién femenina de los paises
desarrollados. El cambio mas relevante en relacién con el proyecto reproductivo
personal, es su masiva incorporacion al mundo laboral, lo que ha contribuido a
generalizar el uso de métodos eficaces de control de la fertilidad. Este hecho ha
devenido en un aumento de la edad de la primera maternidad, y una reduccion del
namero de hijos por mujer en edad fértil, fenomenos demograficos que resultan
especialmente acusados en paises como Espafa, donde se han registrado durante
varios afos los indicadores coyunturales de fertilidad cruda por mujer mas bajos del

mundo, lo que ha dado lugar a indices de fertilidad inferiores a la tasa de reposicion [1].

En el afio 2006 la incidencia anual ajustada a la edad del cancer de mama en la Unién
Europea fue de 110.3/100 000 y la mortalidad de 25.0/100 000 [2]. Durante la ultima
década, la incidencia de cancer de mama ha aumentado a un ritmo promedio anual del
0,5%, mientras que la tasa de mortalidad ha disminuido un 1,4% en el mismo periodo en
mujeres menores de 50 afios [3]. A este incremento en la incidencia han contribuido
tanto la generalizacion y efectividad de las estrategias de cribado, capaces de detectar la
enfermedad en fases de desarrollo temprano y a edades mas precoces, como el
envejecimiento de la poblacion [2]. Estas circunstancias, junto con la mejora de los
abordajes terapéuticos, ha redundado también en la mejora del prondstico de
supervivencia global y libre de enfermedad [4]. En la actualidad, mas del 90% de los
mismos se diagnostican en etapa local o loco-regional, y su supervivencia a los 5 afos

alcanza el 97 y 79% respectivamente [5, 6].

Segun datos procedentes de Estados Unidos, alrededor de un 15% de las pacientes
diagnosticadas de cancer de mama son premenopausicas, y de estas, el 2% son
mujeres entre 20 y 34 afios, y el 11% entre 35 y 45 afios [7]. Por otro lado, el retraso en
la edad de la maternidad determina que una proporcion importante de mujeres con
cancer de mama, se encuentre en edad reproductiva y no hayan completado su deseo

genésico en el momento del diagnéstico [8-10]. En Espafia, la edad media de la primera
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maternidad segun la ultima actualizacion del Instituto Nacional de Estadistica ha
aumentado hasta 30,6 afios en 2015, cifra que ha venido incrementandose de forma

sostenida desde hace décadas [1].

En resumen, las pacientes premenopausicas en edad reproductiva constituyen una
proporcion creciente entre la poblacién afecta por cancer de mama, presentan tumores
diagnosticados en fases precoces y su prondstico de respuesta completa al tratamiento
ha mejorado de forma progresiva, y puede considerarse muy favorable. Este perfil de
pacientes es el que se veran afectada por los efectos secundarios de los tratamientos
frente al cancer, que junto con el retraso de la edad de la gestacion determinado ademas
por la aplicacion de tratamientos adyuvantes de larga duracién, constituyen un

reconocido factor de riesgo para la fertilidad [11, 12].

1.1.2. Seguridad de la gestacion tras cancer de mama

El concepto en vigor es la inexistencia de asociacion entre embarazo y riesgo de
recurrencia o de incremento de mortalidad en estas pacientes. En un metaandlisis
publicado en 2011 por Azim et al. se analizaron conjuntamente 14 estudios primarios,
que evaluaban un total 1244 casos y 18145 controles, concluyen la no existencia de
evidencia sobre el ensombrecimiento del prondstico asociado al embarazo tras el
tratamiento del cancer de mama, siendo el riesgo de muerte por la enfermedad
significativamente inferior en pacientes que gestaron (RR: 0,59; IC 95%; 0,5;0,7) que en
aquellas que no lo hicieron [13]. Este aumento de la supervivencia fue independiente del
tipo de estudio analizado y de la afectacion ganglionar. Ademas, se realiz6 un
subanalisis comparando las pacientes con cancer de mama que gestaron con las libres
de recidiva que no gestaron, sin que se observasen diferencias significativas en la
supervivencia (OR conjunta: 0,85; IC95%: 0,53-1,35).

El mismo autor en 2013 publica un estudio retrospectivo multicéntrico en el que compara
333 pacientes con gestaciones tras cancer de mama con 874 controles sin gestaciones
tras el cancer de mama. No observaron diferencias en cuanto a supervivencia global ni
libre de enfermedad segun el estado de los receptores estrogénicos entre las pacientes

que gestaron y aquellas que no lo hicieron [14].

Los resultados del andlisis de una cohorte multipropésito de mas de 10.000 pacientes
danesas con cancer de mama y edad menor de 45 afios son consistentes con las
conclusiones del metaandlisis de Azim. En dicha cohorte, gestaron 371 pacientes tras el

tratamiento de su cancer de mama y a lo largo del periodo de observacién. Los autores
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observaron una disminucion del riesgo de muerte en el grupo de pacientes que
experimentaron una gestacién a término comparadas con aquellas que no gestaron (RR:
0,73; 1C 95% 0,54;0,99) [15].

Muchas de las pacientes diagnosticadas y tratadas por cancer de mama en ocasiones
experimentan esterilidad y precisan de técnicas de reproduccion asistida para lograr
gestacion. Goldrat en 2015 publicd un estudio multicéntrico retrospectivo con 198
pacientes con cancer de mama que gestaron tras el diagnostico, el 90 % de las cuales
fue tratada con quimioterapia, y mas del 50% con hormonoterapia posterior. De estas
pacientes, 25 precisaron técnicas de reproducciéon asistida. No observaron ninguna
diferencia en cuanto al pronéstico de la enfermedad entre las pacientes que gestaron
espontdneamente o mediante técnicas de reproduccién asistida (p=0,54) tras el
seguimiento de 63 meses y 50 meses respectivamente. Las pacientes que precisaron
TRA fueron mayores en el momento del diagnéstico (31,4 vs 33,7 p= 0,009) y de la
concepcion (38 vs 35 afos p< 0,001) [16].

1.1.3. Aspectos relacionados con las expectativas reproductivas de las

pacientes

Las mujeres jovenes que se enfrentan al diagnostico de cancer de mama a menudo
presentan inquietud acerca del potencial impacto que el tratamiento oncoldgico puede
tener sobre su futura fertilidad. Las consecuencias emocionales derivadas de estas
inquietudes pueden influir en las decisiones que toman acerca de sus tratamientos [17].
En un estudio realizado por Thewes et al. [18] se objetivd que de 228 mujeres menores
de 40 anos diagnosticadas de cancer de mama el 71% consultaron en el momento del
diagnostico con algun profesional de la salud acerca de cuestiones relacionadas con la
fertilidad [19].

Desde el punto de vista psicoldgico, algunos estudios han evaluado el impacto de la
pérdida de la fertilidad tras el tratamiento del cancer una vez superado el proceso [20].
Se han descrito niveles elevados de estrés psicolégico, sintomas depresivos, ansiedad,
ruptura de relaciones personales, y menor calidad de vida [21]. Desafortunadamente en
muchos casos, este estrés no desaparece con el tiempo. En 2012 Canada y Schover
trataron de evaluar el efecto de la infertilidad tras el tratamiento del cancer sobre el
estrés y la calidad de vida a los 10 afos del diagndstico. Para ello estudiaron una
muestra de 240 mujeres (todas ellas diagnosticadas a una edad menor de 40 afios). Se

observé un mayor estrés psicoldgico en las mujeres sin hijos, que en aquellas con algun
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hijo biolégico, adoptado o en acogida. No encontraron diferencias segun cual fuera el
origen del proceso tumoral [22, 23].

Recientemente Shari B. Goldfarb et al. evalua el grado de informacién y el interés de 57
pacientes con cancer de mama por debajo de los 45 afios sobre la repercusion que
podria tener el tratamiento del cancer sobre su fertilidad futura y las opciones de
preservacion de la fertilidad disponibles antes y después del tratamiento. Un 89% de
estas pacientes declara conocer el riesgo de fallo ovarico tras el tratamiento, pero sélo
un 9% refirié haber recibido informacidn sobre las opciones de preservacion de fertilidad.
En este estudio concluyen sobre la importancia proporcionar informacion precoz sobre
los aspectos relacionados con la fertilidad posterior al tratamiento de la enfermedad [24].
La supervivencia seria la mayor prioridad para estas pacientes [25, 26]; sin embargo la
fertilidad tendria para ellas la suficiente importancia como para influir en las decisiones

terapéuticas, sobretodo para las pacientes mas jovenes [17].

1.1.4. Aspectos prondsticos en relacién con la indicacion de QT

El tratamiento sistémico adyuvante en cancer de mama precoz, tanto hormonal como
con quimioterapia, reduce el riesgo de recidiva y de muerte de las pacientes pre y
posmenopausicas. No obstante, la decisién de ofrecer o no dicho tratamiento es a
menudo dificil, ya que se trata de un tratamiento téxico y de elevado coste, que se indica

en relacion con criterios cuestionables en un porcentaje considerable de pacientes.

Los tumores de cancer de mama deben dividirse en bajo y alto riesgo de recurrencia,
segun los factores de mal prondstico que tenga asociados, como afectacion ganglionar,
edad, grado de diferenciacion, invasion linfovascular, expresion hormonal, amplificacion
de Her2/neu y proliferacion. La administracion de quimioterapia debe ser valorada segun
estos factores, evaluando también el riesgo de toxicidad y comorbilidad que implica su

administracion.

De las distintas clasificaciones existentes respecto al riesgo para la supervivencia global
y libre de enfermedad, una de las mas aceptadas es la definida en los Criterios de St.
Gallen, actualizados en 2015 [27]. Este sistema de estratificacion del riesgo, destinado a
orientar la eleccion terapéutica, considera como factores prondsticos no sélo la
afectacion ganglionar y el tamafio tumoral —reconocidos clasicamente como el primer
determinante prondstico—, sino también aspectos relacionados con la biologia tumoral,
como la invasién linfovascular, el grado de diferenciacion tumoral, la expresion de

receptores a estrogenos y progesterona, la expresion del oncogen Her2/neu y la edad de
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la paciente. La presencia de un perfil desfavorable respecto a algunos de estos
marcadores determina un incremento del riesgo segun la clasificacion de Saint Gallen, y
la indicacion de tratamiento sistémico con quimioterapia en determinadas pacientes sin

afectacion ganglionar axilar y con tumores de pequefo tamafio.

Actualmente existen a disposiciéon comercial y también dentro de distintos estudios
clinicos varios perfiles que analizan la expresién de distinto nimero de genes en cada
tumor; de esta forma se puede valorar el riesgo individual de cada sujeto de sufrir una
recaida por su enfermedad. Esta informacién, aunque no esta estandarizada puede
ayudar en la toma de decisiones de casos seleccionados, fundamentalmente para indicar

0 no el tratamiento con quimioterapia adyuvante [28].

La contribucion fundamental de los microarrays de DNA al estudio del cancer de mama
ha sido develar la complejidad de los tipos histolégicos tradicionales. Estas técnicas han
dado lugar a una clasificacion mas precisa del cancer de mama basandose en su perfil
de expresion génica, que se correlaciona mejor con el riesgo de recaida de la
enfermedad. La clasificacion molecular establece cuatro tipos de cancer de mama:
Luminal A, luminal B, HER2 y basal like. Los tumores luminales tiene receptores
hormonales positivos, los HER2 expresion de HER2/neu y los basal like o triple
negativos no expresan ni receptores hormonales ni HER2. El subtipo Luminal A es el de

mejor prondstico y el basal like el de peor prondstico [29-33].

1.1.5. Aspectos terapéuticos

El estado del conocimiento actual respecto al pronéstico de la enfermedad y los datos
clinicos sobre efectividad y seguridad de los tratamientos sistémicos han conducido a un
incremento de las indicaciones de quimioterapia en pacientes afectas de cancer de
mama. A este hecho han contribuido tanto las mejoras en el conocimiento de la biologia
tumoral y de sus implicaciones prondsticas, como los avances en el desarrollo

farmacolégico de nuevos agentes y regimenes de quimioterapia.

1.1.5.1. Criterios actuales de indicacion de QT adyuvante

De los estudios publicados con quimioterapia en el tratamiento adyuvante del cancer de

mama se pueden extraer las siguientes conclusiones, que configuran los criterios

actuales de uso clinico de este tratamiento:
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- La administracion de la poliquimioterapia es superior a la monoterapia [34].

- Los regimenes con Antraciclinas (FAC y FEC) son superiores a CMF, con una
disminucién del riesgo relativo de recaida y muerte por cancer de mama del 11y 16%
respectivamente [35].

- En cuanto a la administracion de regimenes con 2 o 3 farmacos, no existen
comparaciones directas. No obstante, la administracion de 4 ciclos de esquemas de
tratamiento con dos farmacos incluyendo antraciclinas (AC/EC) es equivalente a la
pauta CMF en términos de supervivencia global y libre de enfermedad [36] mientras
que pautas con 3 farmacos (FAC/FEC) administrados durante 6 ciclos han
demostrado superioridad frente a CMF tanto en términos de supervivencia global
como libre de enfermedad.

- No esta establecida la dosis ni la duracién 6ptima del tratamiento con antraciclinas. La
administracion de 6 ciclos del régimen FEC es superior a 3 ciclos, aunque no existen
comparaciones directas con la administracion de 4 ciclos. Igualmente, la
administracion de FEC utilizando dosis de 100 mg/m2 de epirrubicina es superior a la
administracion de 50 mg/m2, pero se desconoce si dosis intermedias (75 mg/mz)
ofrecerian resultados equivalentes[37].

- La adicion de taxanos (placitaxel [38] y docetaxel [4]) tanto de manera secuencial
como concomitante ha demostrado un aumento en la supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia global respecto al tratamiento con antraciclinas. El
beneficio es independiente del tipo de taxano, del estado de los receptores
hormonales, de la edad y de la afectacion ganglionar [39], aunque el beneficio parece
mayor en pacientes con ganglios positivos. En aquellas pacientes sin afectacion
ganglionar, el beneficio radica en la reduccion de recidivas, no habiéndose
demostrado aun la disminucion en mortalidad. [4].

- No se han encontrado diferencias entre placitaxel y docetaxel, excepto la superioridad
de la administracion semanal de placitaxel con respecto a la administracion cada 3
semanas, y en el caso del docetaxel la superioridad de la administracion cada 3

semanas [40].

Los regimenes de poliquimioterapia adyuvante mas utilizados en la actualidad incluyen
pautas basadas en antraciclinas, que constituyen la opcién mas aplicada (FAC, FEC,
TAC) y combinaciones que no incluyen de este grupo de agentes (CMF, CT, PT).
Durante las ultimas dos décadas, han surgido regimenes con asociacion secuencial de

taxanos a los regimenes con y sin antraciclinas.
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1.1.5.2. Quimioterapia neoadyuvante

El éxito de la quimioterapia previa a la cirugia en los tumores de mama locamente
avanzados e inflamatorios, ha hecho que se tienda a su implementaciéon en tumores en
estadios precoces. La administracion de quimioterapia preoperatoria podria proporcionar
no soélo una mejora de la probabilidad de respuesta completa, sino una via para
monitorizar la respuesta del tumor al tratamiento, y establecer qué marcadores

patogénicos podrian relacionarse con la respuesta al mismo.

El tratamiento quimioterapico neoadyuvante es una opcién para pacientes con tumores
no susceptibles de una cirugia conservadora al diagnostico, o con caracteristicas
biolégicas que lo hagan especialmente sensible a la neoadyuvancia. La supervivencia
libre de enfermedad y global de las pacientes tratadas con quimioterapia neoadyuvante
es al menos igual que en las pacientes que reciben quimioterapia adyuvante, y ademas

puede permitir rescatar ciertos casos para la indicacion de cirugia conservadora [41].

Los regimenes de poliquimioterapia neoadyuvante son similares en composicion y
duracioén a los aplicados de forma adyuvante. Tras la generalizacion de los regimenes
basados en antraciclinas, los ensayos de segunda generacion se han centrado en la
adicién de taxanos, administrados de forma combinada o secuencial. El uso de estos
ultimos se ha asociado a mejoria en las respuestas patolégicas completas y puede evitar

la necesidad de quimioterapia adyuvante [4].

1.1.5.3. Esquemas de QT asociada a terapia biolégica anti-HER2

La sobreexpresién o amplificacion del receptor tipo 2 del factor de crecimiento
epidérmico (HER2) se detecta en un 18-25 % de los canceres de mama invasivos. Es un
factor de riesgo reconocido de peor prondstico y un factor predictivo de respuesta a

tratamientos inmunolégicos anti-HER2 como trastuzumab y lapatinib [35].

Numerosos estudios prospectivos confirman que la adiciéon de un afio de trastuzumab a
la quimioterapia adyuvante con antraciclinas y/o taxanos aporta un beneficio sustancial
para mujeres con cancer de mama HER 2 positivo, en términos de supervivencia global y
libre de enfermedad (30% de reduccién de riesgo de muerte y 50% de recurrencias) [42,
43]. En estos estudios se observa también un aumento del riesgo de disfuncién cardiaca
ligado a la administraciéon del trastuzumab, por lo que los pacientes deben someterse a
una evaluacion previa de la funcioén cardiaca, asi como durante y tras el tratamiento. En

el estudio BCIRGO006, se observaron menos eventos cardiacos en el grupo de pacientes
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tratadas con Docetaxel-Carboplatino que en el grupo de pacientes tratadas con
antraciclinas [44].

Existe cierta evidencia sobre que la sobreexpresién de HER2 es un factor predictivo de
resistencia al tamoxifeno [45, 46]. En cuanto a su papel como predictor de respuesta a la
quimioterapia, se ha observado que los tumores HER2 positivos son mas resistentes a
esquemas de tratamiento utilizados en adyuvancia, como el CMF [47], al tiempo que
podria ser un factor favorable de respuesta a esquemas de quimioterapia basados en
antraciclinas. Los esquemas de QT adyuvante en combinacion con inmunoterapia mas
utilizados consisten en asociaciones de quimioterapia con o sin antraciclinas, seguida de
administracion secuencial de taxanos y de trastuzumab, y mantienen el uso del agente

monoclonal durante un afo.

Mas recientemente se ha ensayado el uso de terapias biolégicas asociadas a la QT
neoadyuvante, como la adicion de bevacizumab, cuya efectividad no parece superior a la
de la combinacién de antraciclinas con taxanos [48]. En pacientes con tumores HER2
positivos, la adicion de trastuzumab a la quimioterapia logra mayores tasas de respuesta
completa, sobretodo en combinacién con antraciclinas y taxanos [49]. Con el uso de
nuevas combinaciones de quimioterapia con trastuzumab en combinacién con un
segundo agente anti HEr2 (lapatinib, pertuzumab) se ha descrito una mayor frecuencia
de respuesta completa, lo que se traduce en una mayor supervivencia [50]. Este
aumento de la efectividad podria incrementar el uso de QT neoadyuvante en pacientes

con este perfil de susceptibilidad [51].

En 2012 la FDA aprobé el uso de pertuzumab para tratar el cancer de mama metastasico
en combinacién con Trastuzumab y Docetaxel, basandose en el estudio CLEOPATRA,
en el que se demostré que este régimen aumenta significativamente la supervivencia
libre de enfermedad sin aumentar la cardiotoxicidad [52]. En la actualidad, numerosos

estudios se llevan a cabo valorando el uso de pertuzumab.

1.1.5.4. Hormonoterapia adyuvante

La neutralizacidon del efecto de los estrégenos sobre la proliferacion de los tumores con
receptores especificos se basa en el uso de moduladores selectivos de los receptores
estrogénicos -representados por el tamoxifeno—, de inhibidores de la sintesis de
estrogenos por interferencia reversible o irreversible con la acciéon de la aromatasa
(letrozol, anastrozol, exemestano) y de agentes antigonadotropos de accién central,

como los andlogos agonistas de la GnRH.
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Las pautas actuales de hormonoterapia comprenden el uso aislado o combinado de
varios de estos agentes, cuya aplicacién terapéutica ha experimentado cambios
recientes derivados de la aparicion de estudios muy relevantes respecto a su efectividad.
Dichas modificaciones consisten en la prolongacién de los regimenes, la indicacién mas
frecuente de tratamientos con agonistas de la GnRH y el uso combinado de estos
agentes con inhibidores de la aromatasa en pacientes con alto riesgo de recurrencia o de

apariciéon de tumores de novo.

El uso del tamoxifeno como agente antiestrogénico aislado se consolid6 tras la
publicaciéon del metaanalisis del EBCTCG [53]. Este ese estudio, basado en el analisis
conjunto de 20 ensayos clinicos, concluyd que el tratamiento con 5 afios de tamoxifeno
se asocia a una reduccion absoluta del 11,8 + 1,3% en la probabilidad de recidiva y una
reduccion del 9,2 + 1,2% en la probabilidad de muerte tras 15 afios de seguimiento, en
mujeres pre y postmenopdausicas con expresion tumoral de receptor estrogénico.
Posteriormente, el estudio ATLAS puso de manifiesto que la prolongacion durante cinco
afios adicionales del tratamiento con tamoxifeno en pacientes que habian recibido ya
cinco afios del mismo lograba una mejora significativa del riesgo de recurrencia y de
aparicion de nuevos tumores primarios [54]. En consecuencia, la conducta habitual es la
prolongacion durante al menos 10 afios de la hormonoterapia con tamoxifeno en

pacientes con indicacion para el mismo [55].

El empleo de tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa junto con supresién ovarica
farmacolégica con agonistas de la GnRH en mujeres premenopaulsicas se viene
generalizando, a pesar de que estas intervenciones no resultaron claramente superiores
al uso aislado de tamoxifeno en los estudios comparativos disponibles [56, 57]. El hecho
es que el uso de tamoxifeno o exemestano en combinaciéon con agonistas GnRH,
inhibidores reversibles del desarrollo folicular terminal en el ovario, se ha extendido
desde hace afios en las pacientes con alto riesgo de enfermedad estimado por los
criterios de prondstico actuales. Este subgrupo incluye, entre otras, a mujeres
premenopausicas con edad inferior a 35-40 afios que recuperan la funcién ovarica tras la

quimioterapia [58].
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1.2. EFECTOS DE LA EXPOSICION A QUIMIOTERAPIA SOBRE LA
RESERVA OVARICA

Los ovarios poseen al nacimiento un numero limitado de foliculos primordiales que
constituyen la denominada ‘reserva ovarica’. En el ovario postpuberal, los foliculos

primordiales constituyen el 90% del conjunto de foliculos totales [59, 60].

En el contexto del tratamiento oncoldgico sistémico, la dosis acumulada y el tipo de
quimioterapia administrada son los factores mas importantes que determinan la

probabilidad de fallo ovarico posterior.

1.21. Mecanismos directos de toxicidad germinal

Existen multiples mecanismos por los que los agentes quimioterapicos pueden producir
dafio a nivel ovarico, ya sea indirecto provocando la disfuncion de la maduracion folicular
mediante la detencién de la divisidn celular, mediante toxicidad directa sobre los foliculos
primordiales, o bien mediante una combinacién de ambos. El alcance del dafio
dependera no sélo del tipo de agente quimioterapico o de las dosis acumuladas, sino
también de la edad de la paciente y del estado de la reserva ovarica previa al

tratamiento.

La atresia folicular, cuya acumulacién conduce al fallo ovarico tras quimioexposicién, es
el resultado final de la muerte celular por apoptosis del ovocito. La apoptosis del ovocito
es consecuencia a su vez de la acumulacion de dafio estructural no reparable del DNA.
Las vias moleculares que regulan la reparacién del DNA y la induccién de la apoptosis,
cuando aquélla es ineficiente, estan reguladas por modificaciones postranscripcionales
de los productos de expresion génica, cuya actividad depende de la fase del ciclo celular.
Por tanto, la quimiosensibilidad del ovocito esta en dependencia, como la de cualquier
otra célula, por la fase del ciclo celular en la que se halla en el momento de la

quimioexposicion [61, 62].

La detencidn de la meiosis en la profase de la primera division, que afecta a todos los
ovocitos contenidos en los foliculos desde primordiales hasta preovulatorios, constituye
una situacion especial que a priori podria representar un factor de proteccion. Sin
embargo, estudios experimentales in vivo e in vitro sobre modelos animales han
mostrado que la exposicidn a agentes citotoxicos durante el estado folicular antral puede
suponer, cuando la fecundacién se produce tras un corto periodo de tiempo tras la
exposicion, un peor prondstico en cuento a tasa de fecundacion, tasa de aborto

espontaneo, al igual que un aumento de malformaciones congénitas [63, 64].
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Por otro lado, diversos agentes como los compuestos alquilantes, cisplatino,
antraciclinas, alcaloides de la vinca, doxorrubicina, antimetabolitos, y placitaxel, poseen
también efectos mutagénicos sobre las células germinales [65]. Sin embargo, estudios
clinicos con amplio seguimiento de supervivientes a canceres quimiotratados no han
descrito un aumento significativo de la tasa de malformaciones o abortos, ni un
incremento de anomalias cromosdmicas en los nifios nacidos de pacientes afectadas por
diversos procesos oncolégicos comparadas con controles sanas [66, 67]. Se ha
argumentado que la mayor parte de estas gestaciones se han producido afios después
de la exposicion al agente citotéxico, lo que permite asumir que los ovocitos fecundados
procedian de foliculos en estadio primordial en el momento de la exposicién. Estos
hallazgos han sugerido la hipdtesis de que el estadio del ovocito en el momento del
tratamiento citotoxico es decisivo en términos de riesgo mutagénico [64]. Puesto que el
ovocito humano tarda seis meses en completar su maduracién, las gestaciones
producidas a partir de seis meses tras la exposicion serian fruto de la fecundacion de
ovocitos que se encontraban en estadio inactivo, lo que los habria preservado de la

toxicidad y permitido permanecer genéticamente indemnes [68 , 69].

El efecto apoptotico de los agentes quimioterapicos sobre los foliculos en crecimiento y
las vias especificas mediante las que se produce, han sido bien documentados y
estudiados en profundidad [70]. La apoptosis inducida por los citotoxicos sobre los
ovocitos maduros esta mediada por varios desencadenantes de la via extrinseca, como
ceramidas, BAX y el sistema de caspasas [71]. En cambio, los estudios sobre la
toxicidad de estos agentes sobre el compartimento de foliculos primordiales se han
basado en modelos experimentales xenograficos. En un modelo in vivo de xenoinjerto de
tejido ovarico humano a ratones, destinado a evaluar el efecto de una dosis Unica de
ciclofosfamida, se observd un aumento de la apoptosis entre los foliculos primordiales,
determinada mediante TUNEL, y una reduccion significativa de los foliculos viables [72].
La validez de este modelo para la evaluacién experimental de la toxicidad ejercida por
agentes quimioterapicos ha sido cuestionada por diversos autores, que discuten el
xenoinjerto como un modelo in vivo, basandose en que el trasplante supone un
desplazamiento del tejido de su ambiente paracrino, que lo separa las influencias que
regulan la maduracion folicular, y que puede inducir por si mismo la activacion del
reclutamiento y de la maduracion folicular. En consecuencia, no podria descartarse que
la apoptosis observada en el tejido xenotransplantado esté sucediendo en realidad en
foliculos que han abandonado la fase de quiescencia madurativa [73]. Sin embargo, en
disefos experimentales mas especificos basados en xenoinjertos de ovario humano en
ratdn, se ha identificado que la apoptosis sucede especificamente en los foliculos

primordiales cuya capacidad de reparacion de las roturas de doble cadena del DNA por
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la via ATM (Ataxia-telangiectasia mutated DNA repair pathway) es insuficiente para
evitar el desencadenamiento de la apoptosis, que sucede en la mayor parte de los
foliculos [74].

La apoptosis regulada por p53 no se ha considerado relevante en el ovocito, que no
expresa esta proteina. No obstante, diversos estudios han identificado p63 en el nicleo
ovocitario como el homologo funcional de p53, y especificamente la isoforma TAp63-a,
que seria el mediador de las vias de reparacion del DNA de los ovocitos contenidos en
foliculos primordiales [75 , 76]. La actividad de esta via de reparacién de DNA en el
ovocito en fase primordial esta regulada por distintos sistemas de control, entre los que
figuran el nivel de expresion de proteinas PUMA, NOXA, C-Abl, SIRT1, y SIRT6, y cuya
relevancia en los procesos de reversion del dafio del DNA se investiga en la actualidad
[77].

El grado en el que los quimioterapicos afectan al conjunto de foliculos ovaricos, y en
especial al compartimento de reserva representado por los foliculos primordiales ha sido
una cuestién de evidente interés desde hace afios. Los resultados de estudios clinicos
basados en evaluacién histolégica de corteza ovarica en pacientes tratadas con a
quimioterapia han puesto de manifiesto que esta exposicién se asocia a pérdida de
foliculos primordiales y atrofia del ovario. El grupo de Oktay publicé en 2007 un estudio
preliminar sobre el efecto de la quimioterapia sobre la reserva ovarica en un grupo de 26
pacientes con diagnéstico de tumores sélidos y hematolégicos que se sometieron a
preservacion de tejido ovarico previo al tratamiento quimioterapico. El analisis histolégico
comparando las 10 pacientes que habian recibido quimioterapia con las 16 restantes
mostré un menor numero de foliculos primordiales, siendo aiin menor en las que habian

recibido quimioterapia basada en agentes alquilantes [72].

1.2.2. Mecanismos indirectos de toxicidad germinal

1.2.2.1. Acciones sobre el estroma y la vascularizacion ovarica

Las primeras observaciones sobre el efecto de los citostaticos sobre el estroma vy la
vascularizacion ovarica en ovario humano fueron realizados sobre tejido ovarico
procedente de pacientes expuestas a dosis no esterilizantes de poliquimioterapia, y
describieron engrosamiento e hialinizacion de la cortical del estroma de los vasos
sanguineos, proliferacion de vasos sanguineos pequefos, inmaduros y desorganizados,

neovascularizacién en la corteza ovarica, y fibrosis focal de la subcortical [78]
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Los datos procedentes de estudios de vascularizacién ovarica en modelos animales han
descrito que la administracion de doxorrubicina se sigue de descenso agudo y
significativo del flujo vascular ovarico, asi como un adelgazamiento de los vasos de
pequefio calibre [79, 80]. Por medio de disefios similares, se ha evaluado el efecto de la
toxicidad experimental con doxorrubicina sobre la densidad vascular y la
neoangiogénesis. El grupo de Soleimani compar6 la densidad de vasos neoformados y
maduros en fragmentos de ovario humano cultivados en presencia y ausencia del
citostatico. En comparacion con el grupo control, las muestras cultivadas con
doxorrubicina presentaron una disminucion dosis-dependiente de la densidad vascular
de los neovasos y vasos maduros dosis-dependiente [74]. Estudios de validacion in vitro
del mismo grupo, y realizados mediante cultivo de xenoinjertos de ovario humano,

también evidenciaron una reduccién de la densidad vascular [81].

Las diferencias en el efecto que la esclerosis del estroma y la alteracion vascular ovarica
provocada por la quimioterapia podria tener en el compartimento de foliculos
primordiales y en crecimiento contintia siendo discutida. El concepto clasico es que los
foliculos en desarrollo son mas sensibles que los primordiales a los cambios isquémicos
agudos, como consecuencia de su mayor dependencia del aflujo vascular para mantener
el trofismo de mayor cantidad de células de la granulosa. Sin embargo, estudios
recientes del grupo de Oktay han cuestionado esta hipétesis, al haber hallado una
correlaciéon inversa entre la densidad vascular del estroma ovarico y el numero de

foliculos primordiales apoptoticos [74].

1.2.2.2. Acciones sobre la activacion folicular

Los foliculos primordiales estan constituidos por un escaso numero de células
granulosas, con muy baja o nula actividad mitética. Cuando se inicia el proceso de
proliferacion y diferenciacion folicular, y antes de la fase de crecimiento acelerado,
comienza a incrementarse el niumero de células granulosas, como efecto del incremento
de las mitosis. Dichas células, como todas las que inician la fase M del ciclo celular, son
particularmente susceptibles al dafio inducido por la mayor parte de agentes citostaticos.
Los efectos de la apoptosis de las células granulosas podrian favorecer la atresia
folicular mediada por la muerte del ovocito, asi como limitar las capacidades funcionales
de la granulosa folicular en la fase de crecimiento acelerado. Esta disfuncién podria ser
responsable de una produccion deficiente de estrégenos y de mediadores paracrinos
responsables de la activacion ovocitaria, y de un desarrollo deficiente de los foliculos que

alcanzan la fase antral [74].
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El conocimiento sobre la influencia de los mediadores paracrinos no esteroideos
procedentes de los foliculos antrales sobre la activacion funcional de los primordiales
[82] indujo a proponer que la destruccion de los foliculos en desarrollo causada por la
quimioterapia podria reducir el nivel de factores inhibidores de la activacion, y propiciar el
inicio del desarrollo diferencial del compartimento folicular de reserva [83]. La AMH,
capaz de intervenir en los procesos de activaciéon, y de regular posteriormente la
sensibilidad a la accién de la FSH, desciende sustancialmente tras la administracion de
la quimioterapia aplicada para el control del cancer de mama [84-88] y de otros
frecuentes en mujeres en edad reproductiva. El descenso de AMH secuente a la
quimioterapia reduce su efecto inhibitorio basal, y en unién a la disminucién de inhibina B

y al aumento de la oferta de FSH, podria explicar el incremento de la activacién folicular.

Un estudio reciente propone una nueva hipétesis sobre el mecanismo de dafo ovarico
quimioinducido, en el que intervendria un aumento en el reclutamiento folicular que
provocaria la disminuciéon de la reserva ovarica y como consecuencia, el fallo ovarico
precoz [89]. La exposicion a ciclofosfamida de una poblacion de foliculos primordiales en
un modelo murino provoco la activaciéon directa de la diferenciacion de los mismos, por
medio del incremento de la actividad de la via de la fosfatidil-inositol-3-kinasa. En este
mismo experimento, la administracion de AS101, una molécula inmunomoduladora
capaz de inhibir la accion protein-quinasas activadoras, produjo una proteccion parcial
del conjunto de foliculos expuestos a la accion de la ciclofosfamida. En el modelo
murino, la activacion folicular parece estar mediada por la via PISBK/PTEN/Akt [90], asi
como en estudios in vitro con cortical del ovario humano [91 , 92]. Se cree que esta via
también regula la activacion folicular in vivo en ovarios humanos en respuesta a la

disrupcion mecanica del tejido y el cultivo con estimulador Akt.

Las hipotesis generadas a partir de las observaciones sobre el efecto promotor de la
activacion folicular asociado a la quimioterapia no explican satisfactoriamente hechos
como las diferencias en la quimiosensibilidad segun la edad de la paciente, el origen de
la apoptosis folicular o el aumento de las malformaciones en la descendencia [81]. Por
otra parte, y en el ambito estricto de los modelos experimentales animales, otros autores
han detectado apoptosis en ovocitos de foliculos primordiales que no han iniciado la
diferenciacion, por lo que cabe cuestionar que la activacion funcional de los foliculos

constituya el verdadero desencadenante del dafio ovocitario [77, 93].

Meirow ha defendido la compatibilidad de ambos modelos explicativos, considerando los

hallazgos histolégicos que describen tanto la ausencia de apoptosis en foliculos
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primordiales como su activaciéon tras la exposicion a quimioterapia, que suceden

simultaneamente a la apoptosis de los foliculos en desarrollo [65].

1.2.3. Fallo ovarico asociado a quimioexposicion

El riesgo de fallo ovarico prematuro quimioinducido depende de la edad de la paciente y
el tipo de quimioterapia. En mujeres menores de 40 afios este riesgo se establece entre
un 21 y un 61 %, mientras que en mujeres mayores de 40 afios puede ascender hasta
un 61-97% [94]. Ademas en mujeres que no entran en amenorrea tras la quimioterapia, o
en aquellas que recuperan los ciclos menstruales espontaneos posteriormente, la
menopausia natural aparecera a una edad mas temprana comparada con mujeres que

no han recibido quimioterapia [95, 96].

También es importante tener en cuenta que, incluso en las mujeres que recuperan los
ciclos menstruales regulares tras la quimioterapia, la reserva ovarica puede estar
disminuida, y la fertilidad dafiada [97]

Histéricamente la determinacion de la reserva funcional ovarica postquimioterapia ha
utilizado parametros poco objetivos como puede ser la historia menstrual, en vez
parametros mas objetivos como los niveles de FSH, estradiol (E2) e inhibina B en fases
folicular precoz y la hormona antimulleriana (AMH), o marcadores ecograficos como el

volumen ovarico o contaje de foliculos ovaricos antrales [98-100].

El hecho de utilizar la historia menstrual para esta valoracion hace que, en muchos
casos, consideremos el restablecimiento de los ciclos menstruales regulares
postquimioterapia como un signo que descarta el fallo ovarico precoz, cuando sabemos
que alrededor del 40% de estas pacientes seran infértiles [101], padeciendo lo conocido
como fallo ovarico oculto, es decir, una disminucién de la reserva folicular sin
desaparicion de ciclos menstruales regulares ni otras manifestaciones de la transicion

menopausica.

Por tanto, es importante distinguir entre el término “reserva ovarica disminuida” del “fallo
ovarico prematuro” y la “baja respuesta ovarica”. En 2015 Cohen et al. llevan a cabo una
revision de 121 articulos con el objetivo de definir la reserva ovarica disminuida.
Encontraron 14 articulos donde se definia este concepto, encontrando 12 diferentes
definiciones del mismo. Entre los diferentes parametros utilizados, el RFA y los niveles
de AMH sérica parecen ser los marcadores mas relevantes. Los autores finalmente
proponen la definicién de reserva ovarica disminuida como mujer con factores de riesgo
asociados y/o marcadores de reserva ovarica alterados (RFA <5-7 o AMH<0,5-1,1

ng/mL). Esta hipétesis requiere validacién [102].
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El término “reserva folicular” se usa para definir la cantidad y calidad de los foliculos
presentes en los ovarios en un momento dado [98]. A partir de los 37 afos ocurre un
descenso sustancial de la reserva ovarica hasta unos 25.000 foliculos, aunque existe
cierta variabilidad individual en la velocidad con que esto ocurre. Por tanto también la
edad, junto a determinados tratamientos médicos y quirlrgicos y otras circunstancias
pueden ejercer un impacto negativo sobre la reserva ovarica, aumentando el numero de

mujeres con problemas de fertilidad.

El marcador de reserva folicular ideal seria aquel capaz de predecir la posibilidad de
embarazo tras TRA en aquellas pacientes en que su esterilidad fuese atribuible solo a

disminucion de reserva ovarica.

El metaanalisis publicado por Zhao ha evaluado el efecto del tipo de quimioterapia sobre
el riesgo de amenorrea quimioinducida a partir de la muestra acumulada mas amplia
publicada [103]. Los rangos de frecuencias de amenorrea fueron del 71% para
monoterapia con adriamicina, del 9-91% para la combinacién antraciclina-ciclofosfamida,
del 21-89% para el régimen CMF, del 21-93% para el esquema FEC, de un 29-100%
para la asociacion antraciclina-taxano. La poliquimoterapia basada en taxanos se asocio
a una frecuencia de amenorrea del 89-95%. Los estudios primarios incluidos en el
metaanalisis aplicaron distintos criterios para la definicibn de dicho resultado. Se
consideré como tal la ausencia de menstruacion de 3 meses o mas de duracion en 6 de
los estudios incluidos, con duracién minima de 6 meses en 8 estudios, y de 12 o mas
meses en 8 de los trabajos. Otros dos estudios consideraron conjuntamente los tres
umbrales o la aparicién de ausencia de menstruacion de cualquier duracion a lo largo del
periodo de observacion. En siete casos los autores no definieron explicitamente la
definicion de amenorrea considerada como resultado principal. Ello podria explicar la
gran dispersion de las frecuencias observadas, cuya interpretacion es ain mas compleja
por la dificultad para clasificar por categorias de exposicién ciertos regimenes

compuestos por varios agentes con riesgo elevado de toxicidad germinal.
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1.3. FACTORES ASOCIADOS AL RIESGO DE FALLO OVARICO
QUIMIOINDUCIDO

1.3.1. Régimen de QT

Los datos procedentes de los ensayos de toxicidad experimental han permitido formular
una clasificacion de los agentes quimioterapicos segun su riesgo de producir
gametotoxicidad. En 2006 Sonmezer y Oktay proponen la primera estratificacion en tres

niveles de riesgo [104]:

- Agentes de alto riesgo: ciclofosfamida, busulfan, melfaldn, mostaza nitrogenada,
clorambucil, procarbazina.

- Agentes de riesgo intermedio: cisplatino, adriamicina, placitaxel (pendiente de
confirmacion).

- Bajo o nulo riesgo: metotrexato, 5-fluorouracilo, vincristina, bleomicina, actinomicina-
D.

Zhao publicd en 2014 la mencionada revision sistematica seguida de metaanalisis, cuyo
objetivo fue estimar la frecuencia de amenorrea inducida por la QT en funcién del
régimen aplicado. Se realizé un metaanalisis de datos agregados procedentes de 46
estudios primarios publicados entre 1990 y 2013, trece de los cuales eran analisis
secundarios de ensayos clinicos. Los estudios que estimaban especificamente la
frecuencia de amenorrea quimioinducida en funcion del tipo de quimioterapia
administrada fueron en su mayoria disefios de cohortes retrospectivas. Las
observaciones consideradas se refieren a un total de 15916 pacientes [103]. La
frecuencia de amenorrea fue significativamente superior tras exposicion ciclofosfamida
en comparacion con los regimenes que no contenian este agente (OR conjunta: 2,25; IC
95%: 1,26; 4,04; p=0,006). Los esquemas basados en taxanos también se asociaron a
un incremento significativo de la frecuencia de amenorrea en relacion con las pacientes
no expuestas (OR: 1,24; IC 95%: 1,03; 1,5); la significacion estadistica de la diferencia
se mantuvo ademas si se consideraba como resultado adverso tanto la amenorrea
prolongada como los baches amenorreicos de al menos tres meses (OR: 1,51; IC 95%:
1,17; 1,95; p=0,001) o al menos seis meses de duracién (OR: 1,31; IC 95%: 1,06; 1,62;
p=0,001). La exposicion a regimenes basados en epirrubicina/antraciclinas determiné
también un aumento significativo de la frecuencia de amenorrea en comparacién con las
pacientes control (OR: 1,39; IC 95%: 1,15; 1,70). Finalmente, los regimenes que
contuvieron ciclofosfamida y taxanos en combinacién con epirrubicina u otras

antracicilinas se asociaron a mayor frecuencia de amenorrea quimioinducida que las
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pautas de poliquimioterapia que combinaban otros farmacos (OR: 1,41; IC 95%: 1,16;
1,73; p=0,0008).

El estudio de Zhao, que constituye la aproximacion mas amplia publicada sobre el efecto
del tipo de quimioterapia sobre la funcion ovarica posterior a la misma, se ve afectado
por limitaciones generadas por varias fuentes de sesgo potencial, que los autores han
tratado de controlar por estimacion de la heterogeneidad de los estudios comparados,
con la aplicacién de modelos metaanaliticos de riesgos aleatorios, y realizando analisis
de sensibilidad. Ademas, en los 33 estudios que estimaban la frecuencia de amenorrea,
las definiciones de este evento resultaron marcadamente dispares, como se ha descrito
con anterioridad. A pesar de estas limitaciones, el estudio concluye que la presencia de
los taxanos y de epirrubicina u otras antraciclinas en los regimenes de poliquimioterapia
se asocia a mayor riesgo de amenorrea quimioinducida, con independencia de la
definicién que de adopte para la misma. La inclusion de ciclofosfamida como parte de
esquemas clasicos tipo CMF incrementa también el riesgo de fallo ovarico en
comparacion con regimenes carentes de este farmaco. Finalmente, los regimenes que
constan de los tres farmacos de mayor riesgo presentan el mayor riesgo de amenorrea
quimioinducida. Otro de los analisis del estudio concluye que el uso de tamoxifeno se
asocia a mayor frecuencia de amenorrea postquimioterapia, analizando globalmente los

estudios primarios, esto es, sin atender al tipo de quimioterapia administrada.

Petrek realiz6 un estudio de cohortes prospectivo, no incluido en el metaanalisis de
Zhao, basado en la observacion de 595 pacientes de 18 a 45 afios con cancer de
mama, y con el objetivo de evaluar la funcién ovarica considerando como variable de
resultado la reaparicion de la hemorragia menstrual. Mas del 55% de las pacientes
recuperaron los ciclos a lo largo de los 15 meses primeros meses de observacion tras
quimioterapia. Durante el periodo comprendido entre el 16° mes de seguimiento y el final
del mismo, la menstruacién reaparicidon un 35% adicional de pacientes. La relacién entre
el régimen de quimioterapia y la recuperacion de ciclos menstruales fue analizada en las
523 recibieron quimioterapia neoadyuvante o adyuvante. En las pacientes tratadas con la
combinacion de antraciclinas y ciclofosfamida se observé una recuperacion gradual de
los ciclos, que se estabilizé6 a los 12 meses. En las pacientes tratadas con adicién de
taxanos, la frecuencia acumulada de reaparicion de ciclos a los tres afios de seguimiento
fue similar con adicion de docetaxel y placitaxel, y ligeramente inferior en ambos casos a
la observada con antraciclinas-ciclofosfamida. Sin embargo, la recuperacién con
placitaxel fue mas precoz. La exposicién a CMF se asoci6 a persistencia inicial de la
menstruacion en mayor numero de pacientes (OR: 2,9; IC 95%: 1,7: 5), que sin embargo,
fue reduciéndose a lo largo del seguimiento (OR: 0,27; IC 95%: 0,16; 0,47) [105].
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Long publica en 2016 un estudio prospectivo adicional, realizado sobre 164 pacientes
con cancer de mama y edades comprendidas entre 25 y 39 afios, categorizadas segun el
régimen de quimioterapia recibido: tegafur, pirarubicin e ifosfamida asociadas a tegafur o
docetaxel. La frecuencia de fallo ovarico clinico a los 6 meses del tratamiento fue
superior en el grupo que recibi6 el taxano (37,0% vs 57,3; p<0,05), en el que también se
observd una menor frecuencia de ciclos menstruales regulares a los 6 meses del
tratamiento (21,3% vs 10,7%; p<0,05), y mayor concentracion de FSH sérica
inmediatamente tras el fin del tratamiento, a los 6 meses y a los 12 (46,7, 31,3, 15,6 Ul/L
vs DTC 60,3, 46,7, 26,40; p<0.05). El estudio concluye que ambos tratamientos suponen
un riesgo relevante de FOP, y que la adiciéon de taxanos parece aumentar dicho riesgo
[106].

Otros autores han abordado la estimacién de la frecuencia de amenorrea postQT por
medio de estudios descriptivos, cuyos objetivos, disefios y tamafios muestrales no
pretendian o permitian el analisis de asociacion entre el tipo de quimioterapia

administrado y la frecuencia del fallo ovarico clinico quimioinducido [107-109].

Recientemente se publicé un nuevo metaanalisis y revision sistematica llevada a cabo
por el grupo de Silva en el que se revisan 60 estudios publicados de 1990 a 2015 de los
cuales se incluyen para estudio 15, en los que se evaluan los factores asociados con la
recuperacion de la funcién ovarica tras la quimioterapia en pacientes premenopadusicas
con cancer de mama. Entre los factores basales de las pacientes, relacionados con el
tratamiento o con la enfermedad, se evaltan cinco: la edad, la concentracion de AMH
basal previa a la quimioterapia, la quimioprevencion con agonistas de la GnRH, la
adiccion de taxanos a los regimenes de quimioterapia basados en antraciclinas y la
hormonoterapia. El efecto de la exposicién a taxanos, analizada a partir de las 132
pacientes expuestas de las 347 pacientes totales, supuso un efecto negativo en cuanto a
la frecuencia de recuperacion de ciclos menstruales (OR: 0,49; IC 95% 0,30;0,80;
p=0,004). Sin embargo, el tratamiento con hormonoterapia tras la quimioterapia no

resultd significativamente asociado con la recuperacion de la funcion ovarica [110].
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1.3.2. Edad

La edad de la mujer es uno de los mayores condicionantes de la fertilidad, entendiendo
ésta en términos clinicos, como la tasa de hijo vivo nacido por cada 1000 mujeres-afio.
La extrapolacion de las tasas crudas de fertilidad procedentes de poblaciones con un uso
generalizado de métodos de regulacion voluntaria de la natalidad, no es el método
idéneo para la estimacién del efecto de la edad femenina sobre la fertilidad. A pesar de
ello, la consistencia de los datos procedentes de distintas fuentes epidemioldgicas y
demogréficas, permite afirmar que la fertilidad natural es maxima al inicio de la segunda
década de la vida, decae con el aumento de la edad, siendo ya perceptible su declive a

los 30 afios, y mucho mas acusadamente a partir de los 35-38 [111].

Como hemos referido previamente, el ovario humano posee millones de foliculos
primordiales al nacimiento, produciéndose una disminucion progresiva de estos a partir
de los 5 meses de vida, y de forma continua hasta la menopausia, a la que se llega con
alrededor de 1000 foliculos primordiales [112]. De estos, sélo alrededor de 400-500

ovocitos seran ovulados durante la vida reproductiva.

Diversos estudios han estimado el promedio de foliculos primordiales en diferentes
estratos de edad, y han construido modelos matematicos para calcular la deplecion
folicular fisiologica determinada por el envejecimiento germinal [113]. Los modelos de
estimacién mas antiguos se basaban en datos directos procedentes de cuantificaciones
histologicas [114, 115, 116], aunque la dificultad para la obtencién de éstas limitaba su
reproducibilidad. A partir de estas observaciones, se elaboraron modelos de declinacion
progresiva del numero de foliculos primordiales ovaricos caracterizados por un perfil

bifasico, con acentuacion de la velocidad de descenso a partir de los 38 afios.

El primer estudio que aplicé un procedimiento indirecto de estimacién del tamafo de la
reserva folicular que perdura a una determinada edad fue publicado en 1987 por Hansen
[117]. Este autor utilizé procedimientos estereoldgicos para la cuantificacion folicular
automatizada en biopsias de tejido ovarico, y sus observaciones, si bien coincidentes
con los estudios previos en cuanto a cantidad de foliculos presentes, no objetivaron un
incremento brusco de la velocidad de reduccion del numero de foliculos, sino mas bien
una curva de descenso con incremento constante de la tasa de descenso por afo
transcurrido. Como han sefialado diverso autores, este modelo de progresién continua
hasta la deplecién folicular completa es mucho mas plausible, y concuerda mejor con las

evidencias moleculares acumuladas con posterioridad [113, 118].
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Como desarrollo de los modelos estereoldgicos, Kelsey generd un modelo matematico
capaz de estimar el porcentaje la reserva folicular inicial presente en cada edad, desde la
concepcion hasta la menopausia [119]. Segun este modelo, las mujeres de 30 afios
conservarian solo el 12% de la reserva folicular existente en el nacimiento, y a los 40

afos solo quedaria el 3%.

La edad no sélo afecta al tamano del pool folicular, sino también a la calidad de estas
células germinales [120]. La principal causa del deterioro cualitativo de los ovocitos
dependiente de la edad de la mujer es el incremento de las alteraciones de la disyuncion
meiotica, que causa a su vez incremento de la frecuencia de aneuploidias en los
ovocitos postovulatorios [121, 122 , 123, 124]. Distintas observaciones clinicas,
generadas en su mayoria del ambito de la reproduccion asistida, han evaluado el
impacto clinico del proceso de pérdida de calidad ovocitaria. El estudio de Farr fue uno
de los primeros en comparar la frecuencia de nacido vivo por estratos de edad obtenida
con transferencia embrionaria a partir de gametos propios y tras recepcion de ovocitos
donados. Analizando los datos procedentes del Registro de la Society for Assisted
Reproductive Technology (SART) los autores concluyeron que la frecuencia de gestacion
depende fundamentalmente de la edad de la donante de ovocitos. Ademas observé que
la frecuencia de recién nacido en mujeres que habian recibido transferencias de
embriones obtenidos a partir de ovocitos propios disminuia progresiva y crecientemente
con la edad. Por el contrario, incluso en mujeres con edades avanzadas (>60 afos) si la

donante era joven (20-30 afios) el numero de nacidos vivos permanecia elevado [125].

Por otro lado, una prueba del descenso de la calidad de los ovocitos, como efecto del
incremento de la edad, es el aumento de la frecuencia de aneuploidias, que es causa a
su vez de su menor rendimiento reproductivo. Los datos procedentes de la evaluacion
embrionaria mediante diagndstico preimplantacional han permitido estimar la frecuencia
de embriones aneuploides, cuyo origen es mayoritariamente la aneuploidia ovocitaria. En
mujeres hasta 35 afios se ha descrito una frecuencia de aneuploidia del 53% de los
embriones en tercer dia de desarrollo, que asciende al 74 % en mujeres de 41-42 afos y
supera el 93% en pacientes de mas de 42 anos [126]. Este hecho es secundario al
aumento de las alteraciones moleculares del proceso de disyuncion meiética de las
cromatides del ovocito, fruto de defectos en los procesos de polimerizaciéon de los
microtubulos del huso y en el anclaje de los mismos a los centromeros de las cromatides
en la placa divisional [127, 128]. Otro de los mecanismos patogénicos probablemente
implicados es la disfuncion del aparato mitocondrial del ovocito. Esta hipétesis surgid tras

la observacion de alteraciones estructurales del huso y mayor frecuencia de division
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cromosomica anormal en ovocitos con deficiencia del metabolismo del piruvato en

mujeres de edad reproductiva avanzada [129].

Considerando la fuerte asociacion entre la edad y la reserva folicular a lo largo de la vida
reproductiva, varios autores han analizado la influencia de la primera en el efecto de la
quimioexposicidon sobre la funcion ovarica posterior, como objetivo principal de los

estudios, o como analisis adicional de cohortes analizadas con otros propdsitos.

Algunos estudios han concluido que el efecto de la quimioterapia sobre la reserva
folicular presenta clara dependencia de la edad. En una de las primeras revisiones al
respecto, Bines describié que la recuperacion de los ciclos menstruales observada en
pacientes premenopausicas afectadas por cancer de mama y expuestas a diferentes
regimenes de quimioterapia, entre los que predominaba el CMF, se produjo en el 22-
56%, mientras que en mujeres de 40 afios o mas dicha frecuencia era inferior al 11%
[130].

La posible asociacién entre la edad y la modalidad de quimioterapia y hormonoterapia
con la probabilidad de reaparicion de ciclos menstruales fue también abordada en el
estudio Davies, basado en el analisis retrospectivo de una cohorte de 159 pacientes
premenopausicas con una edad media de 40,8 afios. La frecuencia de reanudacién de
los ciclos menstruales fue del 51%, y la Unica variable asociada de forma independiente
con la misma fue la edad. La frecuencia de restablecimiento de ciclos fue en pacientes
menores de 30 afios del 100%, del 71,4% cuando la edad estuvo comprendida entre 31
y 40 afnos, y solo el 32,6% de las mayores de 40 afios (p<0,001 ; OR, 8,23; 95% CI
0,762-0,899) [131].

En la misma linea, Pérez-Fidalgo realizé un estudio retrospectivo sobre 305 pacientes
pre o perimenopausicas en el momento del diagndstico de cancer de mama. Segun sus
resultados, la edad fue el principal factor predictivo de amenorrea quimioinducida, que se
manifesté en el 95% de las pacientes mayores de 45 afos y tan solo en el 52% de las
menores de 40 afos (p < 0,0001) [132].

La subpoblacién de pacientes con cancer de mama y mutaciones de los genes BRCA1 y
BRCA2 fue especificamente estudiada por Valentini, que analiz6 una cohorte
retrospectiva multicéntrica de 1594 pacientes con edades comprendidas entre 26 y 47
afios a efectos de evaluar la influencia de la edad en la aparicion de fallo ovarico clinico
tras quimioterapia. Entre las 1456 pacientes que recibieron quimioterapia, la frecuencia

global de amenorrea fue del 35,6%, mientras que en las pacientes no quimiotratadas, la
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frecuencia de amenorrea espontanea fue del 5,3% (p<0,001). Las frecuencias estimadas
de amenorrea quimioinducida por estratos de edad fueron del 7,2% en las pacientes
menores de 30 afios, 33% en pacientes con edades comprendidas entre los 31 y los 44
afios, y un 79% en pacientes de 44 a 47 afios. Por otro lado, también observaron
diferencias significativas en la frecuencia de amenorrea postquimioterapia entre las
portadoras de BRCA 2 y BRCA1 (46,8% v 32,7%; p < 0,001). Se realiz6 otro analisis
adicional sobre de 167 pacientes libres de mutacion y procedentes de la misma cohorte
multipropésito, de las que un 59% (n=100) recibieron quimioterapia. La frecuencia de
amenorrea en las pacientes quimioexpuestas sin mutaciones BRCA fue del 49% (n=49).
Tras ajustar por el efecto de la edad, no se observaron diferencias significativas en la
frecuencia de amenorrea al comparar las pacientes portadoras de mutacion BRCA con
las no portadoras (p=0,18). Tampoco resultaron significativas las comparaciones entre
las frecuencias de amenorrea en pacientes libres de mutacién y portadoras de mutacion
BRCA1 (p=0,1) o BRCA2 (p<0,5) [133]).

La edad fue también una de las variables explicativas consideradas por el estudio de
Meng, basado en el analisis de 73 pacientes con cancer de mama y con edades
comprendidas entre los 27 y 55 afios. La mediana de seguimiento fue de 27 meses, y la
frecuencia de amenorrea tras quimioterapia fue del 83,6%. La edad superior a 40 afios
se asocié a un incremento significativo de la frecuencia de amenorrea (p < 0,0001). De
las pacientes que experimentaron amenorrea, 28 restablecieron ciclos menstruales
durante el seguimiento, cuya mediana fue de 7 meses (lIC: 3-17 meses). La reaparicion
de la menstruacion sucedié mas frecuentemente en pacientes con edad no superior a 45

en comparacion con las de mas edad (p< 0,0001) [134].

El estudio de Petrek, de publicacion reciente e incluido en el metaanalisis de Zaho ya
citado, evalu6 prospectivamente la funcion ovarica a lo largo de cuatro afios de
seguimiento en 595 pacientes de 18 a 45 afios con cancer de mama tratadas con
regimenes convencionales de cancer de mama, de las cuales 523 recibieron
quimioterapia neoadyuvante o adyuvante. Entre las menores de 35 afios, la posibilidad
de recuperar ciclos menstruales fue superior al 85% a los 6 meses del fin de la
quimioterapia, mientras que las pacientes de 35 a 40 afios solo entre el 45% y el 61%
conservaban ciclos menstruales al final del periodo de observacion [105]. El analisis
multivariado identific6 como variables independientes asociadas a la conservacién de la

menstruacion la edad, el tipo de quimioterapia y el tratamiento con tamoxifeno.

Jacobson analiz6 un conjunto de 1043 pacientes premenopausicas con cancer de mama

en estadios | a lll aplicando un modelo de cohortes ambispectivo, cuyo seguimiento se

59
Tesis Doctoral
Elena Ceballos Garcia Marzo de 2017



Fallo ovarico precoz quimioinducido en pacientes con cancer de mama en edad reproductiva. Valor pronéstico de los estimadores de reserva ovarica

Introduccion

prolongd durante siete afios. Todas las pacientes presentaban edades comprendidas
entre 20 y 35 afios en el momento del diagnodstico, que fue al menos 24 meses anterior
al inicio del estudio. En relacion con la edad, el estudio concluyé que la probabilidad
acumulada de amenorrea a lo largo del seguimiento era superior en las pacientes de 30
a 35 afios, en comparacion con las de 20 a 24 anos (OR ajustado: OR ajustado = 2,37;
IC 95%: 1,3; 4,3). Otro resultado relevante fue que en el subgrupo de pacientes que
permanecieron en amenorrea durante la quimioterapia, aquellas que recuperaron sus
ciclos menstruales tras la misma (n=232), lo hicieron en su gran mayoria dentro del

primer afo tras el tratamiento, y sélo en el 11,4% reaparecieron posteriormente [135].

En 2017 Vriens et al. publicé un estudio retrospectivo en el que incluyeron 115 pacientes
con cancer de mama, con el objetivo de evaluar la incidencia de fallo ovarico
quimioinducido. Al realizar un subanalisis por edad, los autores observaron una
frecuencia global de amenorrea tras la quimioterapia del 98,3% del total de las pacientes,
que resultoé del 100% en mayores de 40 afios y del 92% de las menores de esta edad
(p=0,001). A los dos afios del tratamiento quimioterapico la frecuencia de amenorrea se
habia reducido a un 8,7% en las pacientes jovenes, frente a un 82,6% en las mayores de
40 afos (p>0,001). EIl efecto de la edad sobre el fallo ovarico quimioinducido resulté
nuevamente la Unica variable independiente asociada con el restablecimiento de ciclos
(HR 12,26 (IC 95% 5,21;28,86; p< 0,001) [136].

Tiong realizé un estudio analitico con un objetivo similar a los referidos, utilizando una
cohorte constituida por 143 pacientes con cancer de mama en estadios tempranos
reclutadas para un ensayo clinico aleatorizado destinado a comparar dos regimenes de
quimioterapia. Este analisis, que resulté finalmente ambispectivo, estimé la frecuencia de
fallo ovarico clinico quimioinducido en funcion de diversos factores relacionados con la
condicion basal de la paciente, la enfermedad tumoral y el tratamiento aplicado. Tras
analizar las 102 pacientes en las que los datos precisos fueron accesibles, la edad
resultd la Unica variable asociada al fallo ovarico con caracter independiente (p=0,0001):
la proporcion de amenorrea al afio de seguimiento fue del 57% en pacientes menores de

35 afos, frente al del 96,5% observado en pacientes de 35 a 45 afios [108].

Otro estudio de cohortes realizado a partir de la muestra de un ensayo clinico, elaborado
por el grupo de Ruddy, estudi6 a pacientes con cancer de mama bajo quimioterapia
basada en AC con taxanos secuenciales, fueron aleatorizadas para recibir bevacizumab
durante dos diferentes periodos de tiempo. Del total de pacientes incluidas en el ensayo,
se seleccionaron las 124 pacientes premenopausicas para el andlisis de cohortes, cuya

edad media fue de 45 afios. Se observé una asociacion significativa de la edad con la
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frecuencia de amenorrea a los 12 meses del tratamiento quimioterapico (OR 1,20 IC
95% 1,10;1,33 p=0,0003), asi como a los 18 meses (OR 1,18; IC 95% 1,04;1,34;
p=0,008). Por medio de un modelo de regresion, los autores calculan que por cada afio
de mas edad, se incrementa en un 20% la probabilidad de desarrollar amenorrea

quimioinducida al afio de finalizar la quimioterapia, y un 18% a los 18 meses [137].

La creciente frecuencia de la indicacién de quimioprotecciéon y hormonoterapia ablativa
con agonistas GnRH ha suscitado interés por conocer los determinantes del fallo ovarico
en las pacientes que reciben este tratamiento. En una publicacién de 2016, Meattini
analizo retrospectivamente una cohorte de 63 pacientes menores de 45 afios con cancer
de mama tratadas con quimioterapia y triptorelina. La frecuencia de recuperacion de
ciclos menstruales a los 6 meses fue del 33%, del 75% a los 12 meses, y a los 24 y 36
meses del 87,5%. La edad al diagnodstico resultd significativamente asociada a la
frecuencia acumulada de reaparicién de la menstruacion (HR: 9,0; IC 95%; 2,6; 15,4;
p=0,0001) [138].

Asi mismo el metaandlisis de Silva previamente referido, analiza el efecto de la
quimioprofilaxis con agonistas en 679 pacientes sometidas a dicho tratamiento del total
de 1002 pacientes premenopausicas con cancer de mama. Los autores observaron una
mayor frecuencia de restablecimiento de ciclos menstruales entre las pacientes que
recibieron quimioprevencion con agonistas GnRH durante la quimioterapia (OR 2,03; IC
95%: 1,18;3,47; p=0,01) [110]. La edad menor de 40 afios fue otro de los factores
asociados positivamente al restablecimiento de ciclos tras el tratamiento quimioterapico
(OR 6,07 IC 95% 2,70; 13,61; p< 0,001), evaluado a partir de una muestra de 616

pacientes.

1.3.3. Estado basal de la reserva ovarica.

1.3.3.1. Reserva ovarica basal valorada por medio de estimadores ecograficos

El compartimento de foliculos en fase de crecimiento esta constituido por un conjunto de
entre 20 y 250 foliculos que han abandonado la quiescencia funcional iniciando su
diferenciaciéon desde la fase de foliculos primordiales. Esta cohorte folicular comprende
desde foliculos primarios, muy similares a los primordiales en tamafio y caracteristicas
funcionales, hasta foliculos antrales grandes, que estan destinados a iniciar la fase de
crecimiento acelerado o terminal, constituido por procesos sucesivos de reclutamiento,

seleccion progresiva y consolidacion de la dominancia monofolicular [68]. La mayor parte
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de los foliculos en desarrollo se hallan en la fase de crecimiento lento, presentan
diametros inferiores a 2 mm y carecen de antro, por lo que no son detectables por medio
de ultrasonografia ovarica. Los foliculos cuyo desarrollo progresa desarrollan el antro, lo
que determina el aumento de su tamafio y la configuracion de un area central
sonolucente. Ambos cambios morfoldgicos facilitan su discriminacion ecogréafica del
estroma circundante, y permiten su localizacion y recuento [139]. Diversas evidencias
morfofuncionales han demostrado la proporcionalidad entre la magnitud de la reserva de
foliculos ovaricos primordiales restante y el numero de los que activan su crecimiento, y

también entre éste y los que alcanzan la fase de foliculo terciario antral [140].

La cuantificacion basal de foliculos antrales suele referirse al recuento del numero de
sonolucencias con didmetros entre 2 -10 mm visibles mediante ecografia transvaginal de
alta resolucion durante la fase folicular precoz (dias 2°-4° del ciclo tipo de 28 dias). El
nuamero de foliculos antrales visibles, que corresponden a foliculos terciarios antrales en
fase de seleccion, se correlaciona como se ha dicho con la amplitud del remanente de
foliculos primordiales, y es una determinacion con adecuada reproducibilidad interciclo e
interobservador [141]. Esta relacidon proporcional se ha visto corroborada por el valor
predictivo del recuento basal de foliculos antrales respecto de la respuesta ovarica a la
estimulacion del desarrollo folicular multiple en FIV [142, 143], y en menor medida por su
capacidad, mas discutida, para la prediccion de la edad de la menopausia [144, 145]. La
cuantificacion de foliculos antrales se considera pues, un estimador de reserva ovarica
razonablemente valido y preciso, y muestra ademas una buena correlacién con la edad y
por tanto, con la calidad cromosdmica de los ovocitos disponibles. Sin embargo, y hasta
el momento actual, su utilidad para la prediccidon de gestacion y de nacido vivo no resulta
comparable [146-148].

El RFA ha mostrado una fuerte correlacion con otros estimadores de reserva ovarica
[149], aunque parece bien establecida su mayor capacidad predictiva respecto a la
respuesta ovarica a la estimulacién para FIV que otros parametros, como la FSH o el
estradiol determinados en fase folicular precoz, el cociente entre ambos, la inhibina B

[150] o el volumen ovarico [151].

En relacién con la probabilidad de gestacién espontanea en pacientes con funcion
ovulatoria y fertilidad alterada, estudios recientes ha concluido que la adicién de los
estimadores de reserva a los modelos predictivos clasicos ya validados incrementan de
forma significativa aunque muy leve la calidad de la prediccion. Una publicacion de
Haadsma ha estimado que la modificacion segun el RFA y la concentracion sérica de

AMH del modelo de Hunault para la predicciéon de gestacidon espontanea modifica en
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mas de un 10% la probabilidad estimada del 3,8 de los pacientes [152]. Estas
conclusiones han sido obtenidas también por otros investigadores evaluando la
modificacion de la eficacia predictiva de otros modelos tras su ajuste por el RFA y otras
pruebas de reserva ovarica, que aunque resultan Utiles en la prediccion de la respuesta a
la estimulacion en FIV, no afadieron informacién con valor predictivo a la aportada por la
edad [153].

La valoracion del RFA como estimador de fertiidad natural en pacientes
quimioexpuestas también ha sido el objetivo especifico de cierto numero de estudios. En
uno de los primeros estudios con observacidn prospectiva de algunas de las variables,
Lutchman evalu6 parametros bioquimicos y biofisicos de la reserva ovarica en mujeres
jovenes (22-42 afos) que menstruaban regularmente diagnosticadas de cancer de
mama, comparadas con controles sanos de la misma edad. Se realizaron las
mediciones de diversos biomarcadores y de parametros ultrasonograficos (volumen
ovarico, el recuento de foliculos antrales, flujo sanguineo ovarico, y dimensiones
uterinas) antes y después del tratamiento con quimioterapia EI RFA fue el unico
estimador ecografico de reserva ovarica tras quimioexposicion que resultd
significativamente menor al comparar las pacientes quimiotratadas con los controles
sanos (media: 7,8 £ 0,9 vs 17,1 £ 1,2 p< 0,001; mediana: 4,4 +0,5 vs 8,5 +0,6 p< 0,001)
[100].

Por medio de un disefio de casos y controles, Partridge analizé la asociacion entre el
RFA preQT vy la situacion final de la funcion ovarica, comparando la frecuencia de
amenorrea tras quimioterapia entre los casos —20 pacientes supervivientes de cancer de
mama que conservaban ciclos menstruales regulares en los 6 meses previos a QT- con
la observada en 24 controles sanas. A los 12 meses de finalizar la quimioterapia, el RFA
resultd significativamente inferior en los casos (medias: 9,50 vs 6; p=0,004) y ademas
demostré una alta correlacién con la concentracion de la AMH sérica (Rho= 0,72,
p<0,0001) [97].

El estudio de cohortes prospectivo publicado por Anderson en 2006 analizdé 56 pacientes
premenopausicas con cancer de mama categorizadas en un grupo expuesto a
quimioterapia (n=42) y otro tratado con goserelina—con o sin TMX- durante al menos 1
ano, con el fin de analizar la evolucion de los estimadores de reserva ovarica en funcion
del tratamiento recibido. En ambos grupos de pacientes se realizaron controles
hormonales (FSH,LH, E2,Inhibina B) y ecograficos (RFA y volumen ovarico) previos al
inicio del tratamiento, durante el mismo y a su finalizacién. Un afio después del inicio de

la quimioterapia, el RFA habia descendido significativamente en las pacientes
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quimioexpuestas (medias: 5,8 + 0,7 a 2,1+ 0,3 p<0,0001), en especial durante los seis
primeros meses, asi como el volumen ovarico ( 4,3+ 1,3 a 3,0+ 2,0 ml; p=0,047). En
cambio, en el grupo de pacientes tratadas con goserelina no se encontraron diferencias
en ninguno de los dos parametros ecograficos al comparar las determinaciones previas y

posteriores al tratamiento [99].

El mismo grupo de investigadores publicé en 2010 un estudio de cohortes prospectivo
con el objetivo de evaluar varios estimadores de reserva ovarica, incluyendo la edad,
como predictores a largo plazo de funcién ovarica tras quimioterapia [154]. Con este fin,
determinaron FSH, E2, Inhibina B y AMH séricas, RFA y volumen ovarico en fase previa
a la quimioterapia adyuvante o neoadyuvante, y de forma anual durante los cinco afos
siguientes a administracion de aquélla. Se analiz6 el curso de 45 pacientes incluidas, de
las que 33 completaron el seguimiento, y se observé que el RFA a los 5 afios de
seguimiento fue similar entre pacientes en las que reaparecieron los ciclos menstruales y
en las que permanecian en amenorrea al final del seguimiento. Sin embargo, el RFA
previo a la quimioterapia fue significativamente mayor en aquellas pacientes que
recuperaron los ciclos regulares tras la quimioterapia (medias: 19,8+3,0 vs 8,7+1,2
p=0,0004). Por el contrario, el volumen ovarico resultd significativamente mayor en las
pacientes que recuperan ciclos menstruales en comparacion con las que permanecian
en amenorrea a los 5 afios del tratamiento (media: 2,6+0,9 vs 0,8+0,1 ml p=0,002), pero
el valor del volumen preQT no se asoci6 con la recuperacion de ciclos menstruales tras
el tratamiento. Aunque el andlisis univariado respaldé la asociacién del RFA con la
situacién funcional ovarica a largo plazo, so6lo la AMH resulté asociada con caracter

independiente a la frecuencia de amenorrea y de recuperacion de ciclos menstruales.

Otro de los estudios relevantes, publicado Dillon en 2013 y también con disefio de
analisis prospectivo de cohortes, incluyd a 46 pacientes de 11 a 35 afios diagnosticadas
de diferentes procesos oncolégicos con indicacion de quimioterapia. Su objetivo principal
era evaluar el efecto de la quimioterapia sobre la reserva ovarica, mientras que como
objetivo secundario se pretendia identificar los factores asociados con los cambios en la
en la reserva ovarica observados tras el tratamiento. Los autores determinaron
trimestralmente parametros hormonales (FSH, LH, E2, inhibina B, AMH) y ecograficos
(RFA y volumen ovarico medio) a lo largo de un periodo de seguimiento cuya mediana
fue 12 meses. La cohorte incluyé un 41% de pacientes diagnosticadas de cancer de
mama, y un 37% de neoplasias hematoldgicas, por lo que los regimenes quimioterapicos
fueron heterogéneos. Respecto al RFA postQT, observaron una descenso global del

75% respecto a los niveles previos a la quimioterapia (p<0,001), y del 59% en el caso
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concreto de la quimioterapia basada en agentes alquilantes (p=0,004). El volumen
ovarico también experiment6 un descenso del 46% al final de la quimioterapia [155].

La identificacién de marcadores de reserva ovarica que puedan predecir amenorrea u
oligomenorrea fue abordado por D’Avila, que realiz6é un estudio de cohortes prospectivo
evaluando el efecto sobre la funcion ovarica en 52 pacientes con edades comprendidas
entre 32 y 40 afios, y tratadas con regimenes que contenian ciclofosfamida. Entre las
que conservaron las menstruaciones, los RFA resultaron superiores a los observados en
pacientes amenorreicas tras quimioterapia (medianas; 3,5;l1C:11-16 vs 9; IIC:7,5-12;
p=0,003). La comparacion entre las pacientes amenorreicas y aquellas que tenian ciclos
irregulares, mostré que el RFA fue un factor de prediccién significativo para amenorrea o
oligomenorrea (p=0,001), con independencia de la edad de la paciente. Los puntos de
corte en el RFA para la discriminacidn entre conservacién de ciclos regulares o aparicion
de amenorrea-oligomenorrea a los 6 meses del tratamiento con ciclofosfamida fueron
menos de 13 foliculos (AUC: 0,81; sensibilidad: 81%; especificidad: 62%) y menos de 9
para la prediccion de amenorrea (AUC: 0,73; sensibilidad: 71%; especificidad: 78%)
[156]. Considerando el punto de corte estimado para la prediccion de amenorrea u
oligomenorrea, el valor predictivo positivo del RFA fue del 78% y el negativo del 67%.
No obstante, la estimacién univariada de efecto no resulté significativa para el RFA (4,43,
IC 95%; 0,94; 20,8, p=0,06). Los autores consideran como resultados agrupables la
aparicion de amenorrea y de oligomenorrea, ya que ambas alteraciones menstruales
entrafian un prondstico reproductivo desfavorable aunque no hacen consideraciones
especificas respecto a las pacientes que experimentan una deplecién severa de la

reserva folicular que no da lugar a expresion clinica.

El flujo vascular ovarico es otro de los parametros biofisicos relacionados con la reserva
ovarica cuya utilidad predictiva ha sido analizada en relacién con el riesgo de fallo
ovarico quimioinducido. Ben-Aharon en 2015 publicé un estudio prospectivo de cohortes,
que incluyé 20 pacientes diagnosticadas de estadio I-1ll de cancer de mama sometidas a
quimioterapia adyuvante o neoadyuvante basada en régimen de antraciclinas o
ciclofosfamida y seguida por taxanos, o basada en taxanos con trastuzumab en tumores
HER 2 positivos. Su objetivo era evaluar riesgo de fallo ovarico quimioinducido y la
posible implicacion de la toxicidad vascular en el mismo. Al final del tratamiento
quimioterapico, tanto el indice de pulsatilidad como el indice de resistencia vascular de la
arteria ovarica descendieron significativamente, en comparacién con los valores basales,
si bien se observé una recuperacion de los indices fluxométricos, iniciada desde el mes
siguiente a la finalizacion de la quimioterapia, y que resulté parcial a los 6 y 12 meses

desde el final del tratamiento. Entre las pacientes menores de 35 se observé una mayor
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frecuencia de recuperacion de los indices fluxométricos hasta alcanzar valores similares

a los previos al tratamiento [80].

1.3.3.1. Reserva ovarica basal valorada por medio de estimadores analiticos

1.3.3.1.1. FSH y Estradiol basal:

La FSH constituye la principal fuente de estimulo de la proliferacion y diferenciacién de
las células granulosas, asi como de la produccion de estradiol. Su amplia fluctuacién
fisiolégica en respuesta a los mecanismos de retroalimentacion negativa ejercida por los
estrogenos, al efecto de hormonas peptidicas como inhibina B y AMH, y al de la
progesterona en fase lutea, han determinado la estandarizacion de su determinacion en
fase folicular precoz con fines de evaluacion prondstica de la reserva funcional ovarica.
La diferenciacion folicular terminal, y con ella la ovulacion y la funcion luteinica,
dependen de la produccion hipofisaria de gonadotropinas y de su fluctuacién fisioldgica.
El incremento transitorio de la concentracion sérica de FSH que se produce en la
transicion luteo-folicular es capaz de reclutar para la diferenciacién terminal una cohorte
de foliculos con mayor sensibilidad a la accién de la FSH, lo que lleva asociado el
incremento de la sintesis de estradiol, y de inhibinas A y B en este conjunto de foliculos
[113]. El incremento de los niveles de estradiol e inhibina B es el principal responsable
de la retroinhibicién de la FSH hipofisaria, que resulta clave para la seleccién estricta de
un unico foliculo dominante. Sin embargo, esta dinamica de retrocontrol endocrino se ve
afectada por una variabilidad que depende de la aptitud funcional de las cohortes
foliculares reclutadas en cada ciclo, y que determina la conocida variabilidad de la FSH
basal [81].

La elevacion de los niveles séricos de FSH fue uno de los primeros instrumentos de
estimacién de la reserva ovarica funcional, y su uso como predictor de respuesta a la
estimulacion en el contexto de la medicina reproductiva ha sido muy amplio [157]. Un
gran numero de estudios primarios, y varios metaanalisis han evaluado la relacion entre
los niveles de la FSH y los resultados terapéuticos en FIV, confirmando una correlacién
con la respuesta ovarica a la estimulacion, y con menor solidez, con la probabilidad de
éxito del ciclo [153, 158]. En términos de validez pronéstica, la elevacion del nivel sérico
basal de FSH tiene alta especificidad para predecir pobre respuesta a la estimulacion,
aunque su sensibilidad para identificar a estas mujeres es baja, y disminuye segun el

valor umbral utilizado [150].
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Los niveles séricos de estradiol durante la fase folicular precoz presentan por si mismos
escaso valor respecto a la respuesta ovarica a la estimulacion, pero pueden resultar
Utiles para la interpretacion pronéstica de los niveles basales de FSH, especialmente
cuando estos se encuentran en rango normal, ya que la elevacion del estradiol basal,
fruto de la foliculogénesis acelerada que caracteriza a las pacientes con baja reserva
funcional ovarica, reduce los niveles de FSH , y con ello incrementa la frecuencia de

falsos negativos en relacion con la prediccion de baja respuesta [150].

En mujeres con la reserva ovarica comprometida por la accién de la quimioterapia, el
grado de deplecion folicular se correlaciona con un incremento en los niveles séricos de
FSH, como muestran diversos estudios [159-161], asi como una asociacion temporal

secuencial.

La evolucion de los niveles séricos de FSH durante y tras la quimioterapia fueron
estudiados prospectivamente por Rosendahl, quien monitorizé los niveles hormonales de
17 pacientes oncoldgicas quimiotratadas y menores de 30 afios, realizando
determinaciones seriadas antes, durante y tras la exposicion a quimioterapia, y
prolongando el seguimiento durante el afio siguiente a la administracion de la misma. En
sus resultados se observé un aumento significativo de los niveles de FSH a partir del
cuarto ciclo, momento en el cual alcanzaron niveles postmenopausicos. A partir del 7°
ciclo alcanza su pico maximo con una media de 56 +32 UI/L. Tras la finalizacién del
tratamiento, se produjo un descenso de los niveles de FSH séricos, pero no se
encontraron diferencias entre los niveles de FSH de las pacientes que permanecieron en
amenorrea y aquellas en las que se reiniciaron los ciclos menstruales dentro del primer

afio de seguimiento [161].

El grupo de Anders publicé en 2008 un estudio prospectivo previamente mencionado, en
el que se evalua la validez prondstica de marcadores de reserva ovarica como FSH, E2,
Inhibina Ay B y AMH en 44 mujeres de 18 a 55 afios afectadas por estadios precoces de
cancer de mama. Las observaciones se realizaron antes de recibir tratamiento
quimioterapico, al final del mismo, a los 6 meses y al afio, y la mayoria de estas
pacientes recibieron regimenes de quimioterapia que incluian antraciclinas y taxanos. Al
afio del tratamiento, y con datos disponibles acerca de 21 pacientes, se observaron
niveles de FSH significativamente mayores en las mujeres que permanecian en
amenorrea, comparadas con aquellas que habian recuperado los ciclos menstruales
(39,8 vs 5,0 mUI/mL; p=0,006). Analogamente, los niveles séricos de estradiol fueron
significativamente mayores en las mujeres que reiniciaron ciclos menstruales (108,3 vs
41,3 pg/mL, p=0,01) [160].
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Uno de los estudios de Anderson, al que se ha hecho referencia previamente, también
evalua el valor de los niveles séricos de FSH en 42 pacientes premenopadusicas con
cancer de mama tratadas con quimioterapia [154]. Los niveles de FSH sérica se
mantenian elevados a los 3 afios de la misma p<0,01) y a los 4-5 afos (p< 0,001) en
comparacion con los previos al tratamiento. Las concentraciones séricas de FSH fueron
significativamente mas bajas en las pacientes que mantenian ciclos regulares a los 4-5
afios de la quimioterapia (15,8 vs 29,3 p=0,01), asi como menores niveles de FSH preQT
en estas pacientes con ciclos menstruales mantenidos a los 4-5 afios tras la
quimioterapia (5,2 vs 13,1 p=0,0008).

En 2010 Yu publicé un estudio prospectivo basado en el seguimiento de 26 mujeres
menores de 40 afos con cancer de mama, con el propdsito de analizar la funcién ovarica
tras el tratamiento con quimioterapia en relacion con la estimacion previa de la reserva
ovarica. Los estimadores de reserva se determinaron antes del inicio del tratamiento y 6,
12, 36, y 52 semanas tras el mismo, y fueron comparados con 134 controles sanos con
fertilidad probada. Los niveles de FSH de las pacientes quimioexpuestas ascendieron
significativamente desde los valores iniciales hasta rangos postmenopadusicos a las 6
semanas de iniciar la quimioterapia (media: 5 vs 22 mUIl/mL; p<0,05), y permanecieron
elevados hasta semana 36 postQT (media: 43 mUI/mL). A partir de la semana 52 los
niveles de FSH experimentan una disminucion significativa (media 15 mUI/ml en semana
52, p<0,05) hasta alcanzar en un 48% de las pacientes niveles inferiores a 20 mUl/ml.
Estos niveles de FSH previos a QT y en semana 52 tras la misma, fueron similares en el
grupo de mujeres que permanecieron amenorreicas y aquellas que restablecieron ciclos
menstruales (medias, 4,5 vs 6,8 mUi/ml previos a QT, 11 vs 24 mUIl/ml al final del

seguimiento, p>0,05 respectivamente) [162].

En cuanto a la capacidad de los niveles preQT de FSH para la predicciéon de la aparicion
de oligomenorrea o0 amenorrea tras tratamiento con ciclofosfamida, el referido estudio de
D avila concluyd que los niveles de FSH preQT aislados no son estimadores prondésticos
adecuados de la aparicién de estos trastornos del ciclo. Sin embargo, el subgrupo de
mujeres con edades iguales o superiores a 32 afios o niveles de FSH = 6,6 Ul/mL si
presentaban una mayor probabilidad de desarrollar estas alteraciones a los 6 meses del
tratamiento con ciclofosfamida (OR 6,36 (IC 95% 1,11-36,41 p=0,021). Esta
discriminacion de la probabilidad de resultado ofrecia una sensibilidad del 60% y una
especificidad del 82% [156].
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En 2014 Su publica un nuevo estudio prospectivo de cohortes con los objetivos de
identificar que indices de reserva ovarica podrian estar relacionados con el tiempo hasta
restablecimiento de ciclos y la frecuencia de éste, asi como elaborar una puntuacion
prondstica para la recuperacion de la funcidon ovarica. A tal efecto, analizé 109 pacientes
premenopdusicas con cancer de mama, con 39 afos de edad media, y cuyo seguimiento
se prolongd durante una mediana de 163 dias (rango: 4-1009). El 57% de las pacientes
recuperaron los ciclos menstruales durante el seguimiento. Los niveles de FSH preQT
menores o iguales a 10 Ul/L se asociaron con mayor frecuencia acumulada de
reaparicion de ciclos a lo largo del seguimiento (HR 4,7 IC 95% 1,3-16,8: p= 0,003) [163].

1.3.3.1.2. Hormona Antimiilleriana:

La AMH es una glicoproteina dimérica perteneciente a la familia del TNF-f3 que presenta
analogias estructurales con la inhibina y la activina, y que se produce en células de la
granulosa de foliculos preantrales, y antrales pequefios. Esta involucrada en la
regulacion del reclutamiento de foliculos primordiales, ya que reduce la sensibilidad
folicular a la accion de la FSH y con ello previene la activacion folicular prematura y
regula la velocidad de deplecion del conjunto de foliculos primordiales de reserva. La
produccion de AMH se inicia a partir del abandono del estadio de foliculo primordial, y su
produccion se mantiene hasta la fase antral precoz e intermedia del desarrollo folicular
[164]. Las acciones reguladoras del desarrollo folicular mediadas por AMH tienen lugar a
través de mecanismos autocrinos y paracrinos, aunque sus niveles séricos resultan
mensurables en sangre periférica. Se ha postulado que la mayor parte de la AMH
detectable en sangre se produce en los foliculos antrales pequefos, que presentan un
cierto desarrollo de su capa granulosa, y cuya vascularizacion tecal periférica es mayor
[165, 166].

La concentracion sérica de AMH se correlaciona con el numero de foliculos antrales, y
estos a su vez con los primordiales, por lo que el descenso de AMH a medida que
transcurre la vida reproductiva de la mujer puede ser interpretado como estimador
cuantitativo de la reserva folicular, hasta la desaparicion de la AMH sérica con la
menopausia [167]. Estudios de muy reciente publicacién han estimado que el promedio
de descenso anual de la AMH a partir de los 21 afios es de un 5,6% anual en la
poblacién general [168]. Conviene subrayar que la produccién de AMH en los foliculos
antrales pequefios es independiente de la accién de las gonadotropinas, por lo que los
niveles de AMH son notablemente constantes a lo largo de todas las fases del ciclo y
entre distintos ciclos [169]. Esta baja variabilidad representa una importante ventaja en

las pacientes oncoldgicas, ya que, en la mayoria de los casos, la necesidad de no
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demorar el tratamiento quimioterapico obliga a iniciar la estimulacion destinada a
preservar ovocitos 0 a la extraccion de tejido ovarico sin esperar el inicio de un ciclo
ovarico subsiguiente, y por tanto no permite homogeneizar la fase del ciclo en la que se

realizan las determinaciones hormonales [170, 171].

El interés por la evaluacion de los niveles de AMH séricos en relacidon con el tratamiento
quimioterapico deriva de la posibilidad de estimar fiablemente tanto el estado inicial de
la reserva ovarica como el grado de deterioro achacable a la quimioexposicion, con
objeto de establecer un prondstico adecuado acerca de la fertilidad y de la funcion
endocrina en la paciente quimiotratada en la que se logre la remisidn completa de la
enfermedad [172]. La posibilidad de estimar fiablemente la reserva ovarica —e idealmente
la fertilidad futura— de las pacientes quimiotratadas, o la respuesta a una eventual
estimulacion ovarica para tratar una esterilidad sobrevenida, resulta de evidente interés
en pacientes en edad reproductiva diagnosticadas de cancer [84]. En concreto, la AMH
se viene considerando util para el disefio de la estimulacion ovarica, ya que presenta una
elevada especificidad para identificar mujeres con baja reserva ovarica, y su capacidad
predictiva en relacion con la probabilidad de gestacién, aunque menor, puede resultar

prometedora [173].

Aunque la AMH es un buen predictor de la cantidad remanente de foliculos en reserva,
no aporta informaciéon sobre la calidad nuclear y citoplasmatica de los ovocitos que
contienen, y que esta en dependencia mas estrecha de la edad. Se ha sugerido que las
pacientes jovenes quimiotratadas y supervivientes del cancer con niveles séricos de
AMH disminuidos estan en riesgo de pérdida acelerada de unidades foliculares, aunque
la calidad de los restantes seria similar a la que le corresponda por su edad una vez

depurado el potencial efecto mutagénico [174].

Por otro lado, el efecto gametotdxico de la quimioterapia podria superponerse a un
posible efecto deletéreo intrinseco de la enfermedad tumoral sobre la reserva folicular.
Para contrastar esta hipotesis, Su realizd analizé los niveles hormonales de 108
pacientes jovenes con cancer de mama comparandolas con 99 pacientes sanas. Tras
ajustar por edad, IMC, paridad, raza, patréon menstrual previo y consumo de tabaco, no
hallé diferencias significativas entre los niveles de AMH de ambos grupos (0,85 vs 0,76
ng/mL; p=0,60). Al realizar subanalisis por grupos de edad, en el estrato de mujeres
mayores de 37 afos, el nivel de AMH entre pacientes con cancer de mama si fue inferior
al observado en las mujeres sanas (Diferencia de medias= -0,85, IC 95%: - 1,48, -0,22,
p=0,009) [175]. En la interpretacion de sus resultados, los autores postulan que las

pacientes de mayor edad podrian presentar mayor susceptibilidad al afecto nocivo de la
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enfermedad tumoral sobre el conjunto de sus foliculos de reserva, aunque sefalan que
se precisan estudios adicionales cuyo objetivo especifico sea discernir si la edad
actuaria como sesgo confusor o como verdadero factor de interaccion, y que estén
dotados de potencia estadistica para contrastar esta hipétesis. Reconocen ademas que
el procedimiento de determinaciéon de la AMH fue homogéneo en el caso de las
pacientes con cancer de mama, pero no en las mujeres control, en las que se utilizé un
procedimiento de cuantificacion de AMH de primera generacién en unos casos y otro de

mayor fiabilidad en otros.

Otro estudio de interés destinado a estimar el efecto de la quimioexposicion sobre la
AMH en pacientes con cancer de mama con controles sanos fue publicado por el grupo
de Partridge en 2010, que comparé 20 pacientes con remision al afio de tratamiento con
24 pacientes sanas. Como se ha mencionado en referencia a la FSH y al RFA, todos los
estimadores de reserva ovarica analizados presentaron valores mas favorables en los
controles respecto a las pacientes quimiotratadas, incluyendo la AMH (1,35 vs 0,43,
p=0,0004). La AMH, que mostré asociacién con el RFA (Rho=0,72; p<0,0001) fue el
estimador con mayor capacidad discriminativa (OR 7,63); la adicién a los modelos
predictivos del resto de los estimadores con asociacion estadistica no mejoré la

capacidad predictiva del modelo basado en AMH [97].

Recientemente Bala ha publicado un estudio de observacional de casos controles, con
30 pacientes con diagnostico confirmado de cancer de mama que fueron evaluadas
antes y después de la exposicion a cuatro ciclos de régimen FEC, seguido de terapia
secuencial con cuatro ciclos de docetaxel, y comparadas en cada fase con 30 controles
sanas [176]. Las concentraciones séricas de AMH de las pacientes con cancer de mama
antes de la exposicién a quimioterapia resultaron significativamente menores que las
observadas en los controles sanos (1,67 vs 1,9 ng/dL; p<0,05). Ademas, la AMH
decrecié significativamente en las pacientes con cancer de mama después del
tratamiento (1,67 vs 1,03 p<0,001).

La utilidad pronéstica de la AMH respecto al efecto de la quimioexposicion en la funcion
ovarica de pacientes con cancer de mama fue también objeto de evaluacién por los
sucesivos estudios del grupo de Anderson que han sido previamente mencionados.
Segun su estudio prospectivo de 2006, en el que comparé un grupo de pacientes
tratadas con goserelina y otro que recibié quimioterapia, las pacientes de este ultimo que
experimentaron amenorrea inducida por quimioterapia se caracterizaron por presentar
menores niveles séricos de AMH previos al tratamiento (p=0,0007), y también por mayor
edad (p<0.0001), y mayores concentraciones basales de FSH (p=0,0007), en
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comparacion con las que restablecieron los ciclos menstruales, sin que se apreciaran
diferencias significativas en las concentraciones de estradiol y de inhibina B. Por otro
lado, se apreciaron diferencias entre las pacientes quimioexpuestas y las tratadas con en
agonista GnRH en la evolucién temporal de los diferentes estimadores de reserva
analizados. Entre las primeras, se produjo un descenso gradual de las concentraciones
séricas de FSH, LH, inhibina B y estradiol, y una disminuciéon muy rapida de la AMH
sérica [99]. En contraposicion, las pacientes tratadas con goserelina se caracterizaron
por un descenso acelerado de las gonadotropinas, del estradiol y de la inhibina B, y mas
paulatino para la AMH.

Anders realiz6 un analisis prospectivo por medio de un disefio de cohortes sobre la
utilidad prondéstica de los estimadores de reserva ovarica en la prediccion de los efectos
de la quimioterapia sobre la funcién ovarica, que fue citado en relacién con la FSH. Las
mayoria de las pacientes fueron tratadas con regimenes de quimioterapia que incluian
antraciclinas y taxanos. Las pacientes que habian desarrollado amenorrea persistente al
afio de tratamiento presentaban niveles de AMH sérica mas bajos antes del mismo (0,16
vs 1,09 ng/mL p=0,02). La frecuencia de amenorrea quimioinducida fue superior en las
pacientes con AMH preQT inferior a la mediana por estrato de edad 92% vs 52% ; RR
1,83 p=0,05) [160].

Los resultados respecto a la AMH del estudio de Anderson publicado en 2011 sobre la
utilidad de los estimadores de reserva ovarica en la prediccion de la afectacion funcional
del ovario por la quimioterapia en pacientes con cancer de mama en estadios | a lll
concluyeron que el nivel de esta hormona era significativamente mayor en pacientes que
conservaban ciclos regulares a los 5 afios del tratamiento (0,16 vs 0,06 ng/mL;
p=0,004). Las pacientes con ciclos menstruales presentaron también niveles de AMH
pre-tratamiento significativamente mayores que aquellas que permanecieron en
amenorrea (2,5 vs 0,7 p<0,0001), y todas las pacientes con niveles de AMH previa a la
quimioterapia menores de 1,9 ng/mL quedaron en amenorrea. Por otra parte, en las
pacientes tratadas con taxanos se registr6 mayor frecuencia de amenorrea y menores
concentraciones AMH durante los seis primeros meses del seguimiento
postquimioterapia, asi como del resto de estimadores de reserva ovarica analizados
[154].

Estos mismos investigadores reprodujeron su estudio inicial por medio de un nuevo
anadlisis de cohortes prospectivo publicado en 2013, con el objetivo de evaluar qué
marcadores de reserva ovarica pueden contribuir a mejorar la calidad de la prediccion de

amenorrea quimioinducida en pacientes con cancer de mama precoz. El estudio se
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realizé6 sobre una muestra de 59 pacientes, con una media de edad de 42,5 afios, y
observadas a lo largo de dos afos tras el tratamiento con quimioterapia. Los niveles de
AMH previos al tratamiento y los determinados tras el primer ciclo de quimioterapia
mostraron un correlaciéon positiva (Rho= 0,76 p<0,0001). En cambio, tras dos o mas
ciclos de quimioterapia, o tras un ano del fin de la misma, los niveles de AMH eran
indetectables o muy cercanos al umbral de deteccion, y no presentaban relacion con la
edad ni con la densidad de dosis de ciclofosfamida administrada. A los 2 afios, en las 39
mujeres susceptibles de evaluacion (excluyendo de las 52 pacientes iniciales a las que
se encontraban bajo tratamiento con agonistas de la GnRH), las concentraciones de
AMH presentaron de nuevo asociacion con la edad y los niveles de AMH previos al
tratamiento. Tras realizar analisis multivariado, se determindé que los niveles de AMH
pretratamiento resultaron el Unico factor predictivo independiente de amenorrea
quimioinducida (OR: 0,013; IC 0,001-0,227 p=0,005). Comparando diversos modelos
univariados con finalidad predictiva, la AMH fue mejor predictor de amenorrea por
quimioexposicion que la edad. No obstante, la combinaciéon de la edad y del nivel de
AMH pretratamiento mejoré la capacidad predictiva de la AMH aislada. Adoptando como
punto 38,9 afios en la edad y una doble estratificacién en la AMH por 3,8 y 20,3 pmol/L,
los autores logran predecir amenorrea quimioinducida con una sensibilidad del 98,2% vy
una especificidad del 80% [87].

El valor de la AMH para estimar la afectacion de la reserva ovarica tras quimioexposicion
fue analizado por Tamura sobre una cohorte de 19 pacientes con cancer de mama que
recibieron quimioterapia basada en antracicilinas y taxanos. De las 17 pacientes en las
que se produjo amenorrea durante el tratamiento, 10 recuperaron los ciclos menstruales
en 1 afio tras el fin de la quimioterapia (59%), y 13 (78%) al cabo de los 2 afios. No
hallaron asociacion significativa entre los niveles de AMH y la frecuencia de amenorrea
ni el tiempo hasta el restablecimiento de los ciclos menstruales, lo que interpretan como
resultado del nimero de observaciones y de la consiguiente insuficiencia de la potencia
estadistica [177].

El efecto de la duracion del seguimiento en la frecuencia de aparicion de la expresion
clinica de la reduccion de la reserva folicular y en la validez predictiva de los estimadores
de la misma ha sido destacado por algunos autores. Rosendhal ha publicado los
resultados del seguimiento prospectivo de wuna cohorte de 30 pacientes
premenopausicas con edad media de 30 afios e indicacion de quimioterapia por cancer
de mama: las evaluaciones iniciales comprendieron determinaciones de FSH, LH,
Inhibina A y B y AMH, asi como estimacion del RFA y del volumen ovarico mediante

ecografia transvaginal. Estas cuantificaciones fueron repetidas de forma seriada durante
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la quimioterapia y después de la misma, con un tiempo medio de seguimiento de 12
meses. Ocho de las pacientes realizaron criopreservacion de tejido ovarico previo a la
quimioexposicion por lo que se las realizé6 una ooforectomia y representaron un grupo
con pérdida yatrégena de reserva folicular que fue considerado de forma especifica en
algunas comparaciones. Una semana después de la administracion del primer de ciclo
de quimioterapia, los niveles de AMH ya habian experimentado un descenso dramatico y
progresivo de respecto a los iniciales (2,6 vs 1,1 ng/mL; p<0.001). Las pacientes con dos
ovarios presentaban niveles de AMH sin diferencias con las que habian sido sometidas a
la ooforectomia unilateral. Sin embargo, a partir de la reiteracion de ciclos de
quimioterapia, en las pacientes con dos ovarios se observaron niveles de AMH
superiores a las que conservaban un ovario unico (1,40 vs 0,59 ng/mL p=0.039). En el
conjunto de la cohorte, la oligomenorrea o amenorrea aparecido en el 81% de las
pacientes. En la fase posterior al tratamiento, que se prolongd durante una media de
nueve meses, se objetivé un ascenso de la AMH, Inhibina B, RFA y volumen ovarico
(p<0,001) y descenso paralelo de FSH y LH (p<0.001), aunque ninguno de los
estimadores lleg6 a alcanzar los niveles previos al tratamiento. Las pacientes con niveles
séricos de AMH previos al inicio de la quimioterapia superiores a la media de la
distribucién (2,2 ng/mL) se caracterizaron por concentraciones séricas significativamente
mas elevadas de AMH y de RFA tras el tratamiento (p<0,01; p<0,001). A los 15 meses
de finalizar la quimioterapia, el 56% de las pacientes (n=9) habian presentado ciclos
regulares durante tres 0 mas meses, pero en la mayor parte de las mismas los niveles de
AMH y de inhibina B eran indetectables. En este punto del seguimiento, no se hallaron
diferencias significativas en los niveles de AMH, FSH o RFA en funcién de la
recuperaron los ciclos menstruales. Por medio de analisis multivariado, los niveles
séricos AMH pre-tratamiento fueron identificados como predictor independiente de los
regimenes de quimioterapia, de forma que presentar AMH preQT mas elevada
constituy6 un factor de proteccion independiente de la edad, de la conservacion de los
dos ovarios y del tipo de quimioterapia administrado (p=0.04). A pesar del limitado
tamafo de la cohorte analizada, resulta de interés la hipdtesis, sugerida tras en analisis
critico de los resultados por los autores, de que la evoluciéon temporal de los estimadores
de reserva tras la quimioexposicion puede determinar los resultados de los estudios de

asociacion y capacidad pronostica [161].

El analisis prospectivo de Dillon, ya mencionado en relacion con la evaluacion de la
capacidad predictiva de la FSH, valor6 también la utilidad de la AMH sérica como
estimador el efecto de la quimioterapia sobre la reserva ovarica en una cohorte en la que
predominaban las pacientes con cancer de mama, pero que incluia también neoplasias

hematoldgicas. Todos los marcadores de reserva estudiados experimentaron
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modificaciones significativas durante la quimioterapia, que en el caso de la AMH supuso
un descenso promedio del 89% respecto a los valores iniciales. Al final del seguimiento
solo un 9% de las pacientes recuperaron niveles de AMH similares a los previos al
tratamiento, mientras que un 26% de las pacientes recuperaron niveles de FSH dentro
del rango pretratamiento. Es destacable que en el 20% de las pacientes los niveles de

AMH estaban por debajo del umbral de deteccién al final del seguimiento [155].

El grupo del Edinburgh University Centre for Reproductive Health ha aportado muy
recientemente un estudio sobre la utilidad pronéstica de AMH respecto a la funcion
ovarica postQT que afade dos fortalezas adicionales. Por una parte, utiliza una cohorte
para la generacion de los modelos de prediccion y otro conjunto de observaciones para
su validacion (56 y 42 pacientes respectivamente). Ademas, compara los resultados
derivados de la cuantificacién de la AMH con un procedimiento analitico de primera
generacion con un sistema de segunda generacion, caracterizado por un umbral de
sensibilidad diez veces menor (7,5 pg/mL) Las pacientes de la primera cohorte fueron
evaluadas anualmente durante cinco afios tras del tratamiento, y las incluidas en la
cohorte de validacion al afio y a los tres afios de aquél. En la primera cohorte, recibieron
quimioterapia el 70% de las pacientes, y entre éstas, la AMH fue detectable en todas las
pacientes que volvieron a menstruar salvo en una, mientras que entre aquellas que
permanecian en amenorrea, los niveles eran indetectables a los 2 afos del fin del
tratamiento en el 81% de los casos (medias: 522+169 pg/mL vs 8,9+1,3 pg/mL; p<
0,0001). La concentracion media de AMH fue superior en el grupo de pacientes en las
que no desaparecidé la menstruacion en comparacion con las que experimentaron
amenorrea transitoria (p<0,05), y similar a la observada en pacientes no tratadas con
quimioterapia. En el grupo de pacientes con ciclos regulares, el porcentaje de muestras
con AMH detectable fue mayor que por el método de -cuantificacion analitica
convencional (p<0,004). El valor discriminativo de la AMH para determinar el futuro
estado menstrual de pacientes con cancer de mama tratadas con quimioterapia fue
superior al del resto de estimadores de reserva analizados, y se caracterizé por un AUC
elevada (0,99 95% IC 0,97; 1,01 p<0,0001) cuando se adopté un punto de corte de 16,1
pg/mL. La sensibilidad y la especificidad resultantes fueron, respectivamente, del 96% y
del 90% para la predicciéon del estatus menstrual a los 2 afos del tratamiento [178]. En
sus conclusiones, los autores subrayan que la determinacién de AMH por medio de
técnicas analiticas con umbrales bajos de deteccion contribuye a mejorar la capacidad
de este estimador para predecir la amenorrea quimioinducida. La AMH preQT
cuantificada por medio de procedimientos de segunda generacion permitié elaborar un

modelo de prediccion de la amenorrea cuya validez fue analizada en una cohorte, por
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primera vez hasta el momento de la publicacion del estudio, en una cohorte distinta, en

la que mostré una capacidad de discriminacion del resultado muy adecuada.

Hamy et al. en 2014 realiz6 un estudio de cohortes retrospectivo sobre 134 pacientes
con cancer mama, con el objetivo de describir las modificaciones de los niveles séricos
de AMH previos al tratamiento quimioterapico, durante la quimioterapia, después de la
misma y a largo plazo, y de analizar su asociacion con la probabilidad de amenorrea y de
gestacion. El descenso de los niveles de AMH respecto de los basales no mostré
asociacion con la aparicién de amenorrea a los 6 meses del tratamiento, pero si a los 12
meses del mismo (-46%; IC 95% -20; -62% p=0,002). Tras la quimioterapia, se observo
un incremento significativo de los niveles de AMH, cuyo promedio mensual fue del 1,2%
(IC 95%: 0,7-1,6), y su magnitud fue menor en pacientes de edad superior a 38 afos, asi
como en las que permanecieron amenorreicas durante mas de 12 meses [179].
Posteriormente esta misma autora, publicé un estudio retrospectivo sobre el prondstico
reproductivo de las pacientes tratadas con quimioterapia por cancer de mama [180].
Para ello analizé la relacion entre los niveles séricos de AMH (previos al tratamiento y
durante el mismo y la frecuencia de gestaciéon en estas pacientes. De las 134 pacientes,
17 experimentaron 28 gestaciones espontaneas (12,5%) a lo largo de los 59 meses del
seguimiento. Los niveles de AMH durante la quimioterapia fueron indetectables en el
65% de las pacientes que gestaron, al igual que en el grupo de mujeres que no gestaron.
Ni la concentracion de AMH basal ni al final del tratamiento quimioterapico resultaron
significativamente asociadas con la frecuencia de gestaciéon (HR=2,43 IC 95% 0,53
;11,3). Solo la administracion regimenes quimioterapicos basados en antraciclinas
mostraron asociacion significativa con la mayor probabilidad de gestacion frente a los
regimenes basados en taxanos (HR=4,75, IC 95% 1,76; 12,8 p=0,002). Con respecto a
los resultados gestacionales, el estudio no aporta datos respecto al deseo gestacional de

las pacientes en las que no se produjo el embarazo.

También en 2014, Henry et al. realizaron un estudio prospectivo que incluye a 27
pacientes entre 25 y 50 anos diagnosticadas de cancer de mama con indicaciéon de
quimioterapia adyuvante o neoadyuvante, con el fin de determinar si los niveles de AMH
e Inhibina B previos a quimioterapia podrian predecir la funcién ovarica tras la misma. El
umbral de sensibilidad del procedimiento de determinacién analitica de la AMH utilizado
fue 0,16 ng/mL. Solo la edad menor 40 afos en el momento de recibir la quimioterapia
(OR 0.72 (IC 95%: 0.53;0.97), p=0.032) y los niveles detectables de AMH basales (OR
108 (IC 95%: 5.8;>2), p<0.002) se asociaron significativamente a la recuperacién de la
funciéon ovarica, definida como recuperacién de ciclos menstruales o niveles de
estradiol>10pg/mL [181].
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El trabajo ya mencionado de Rudy, basado en el andlisis de una cohorte procedente de
un ensayo clinico, evalu6 la asociacién de los niveles de AMH previos al tratamiento
quimioterapico con el riesgo de amenorrea quimioinducida en pacientes con cancer de
mama con edades comprendidas entre 25 y 55 afios. Los niveles de AMH basales fueron
0,11 ng/mL (0,01-8,63). El 82% de las pacientes se mantenian amenorreicas a los 12
meses de la quimioterapia, y el 81% a los 18 meses. La edad (36,5 vs 46 afios p<
0,0001), los niveles séricos de AMH (1,3 vs 0,08 ng/mL p<0,0001) y administracion de
bevacizumab (17% vs 82%; p= 0,03), resultaron asociados a mayor probabilidad de
amenorrea postQT. En el andlisis multivariado, solo la edad permanecié como variable
asociada de forma independiente con la frecuencia de amenorrea a un afio (OR 1,20 IC
95% 1,10-1,33 p=0,0003). Respecto a la probabilidad de amenorrea a los 18 meses,
tanto la edad (OR 1,18 IC 95%1,04;1,34, p=0,008) como los niveles de AMH (OR 0,41 IC
95% 0,18;0,95 p= 0,04) se asociaron de forma independiente. Por cada afio de edad
adicional, la probabilidad estimada de amenorrea al afio de finalizar la quimioterapia se
incrementé en un 20%. Analogamente, por cada incremento en 1 ng/mL en los niveles
de AMH basales, hubo un 59% de disminucion en la probabilidad de permanecer en

amenorrea a los 18 meses de la QT [137].

El estudio de Su, realizado con objetivos y metodologia similares, en una muestra de 109
pacientes con cancer de mama. La edad media fue de 39 afios (rango: 23-45 afios) y la
mediana de seguimiento de 163 dias. La AMH sérica preQT superior a 0.7 ng/mL (HR
2,9 1C95% 1,5-5,6) y FSH menor de 10 IU/L (HR 4,7 IC 95% 1,3-16,8) se asociacion a
menor probabilidad de aparicion de amenorrea tras quimioterapia. El analisis
multivariado conservo la edad (< 40 vs = 40 afos, HR 3,39 IC 95% 1,74-6,60, p<0,001),
el nivel de AMH (> 0,7 vs < 0,7 ng/mL HR 2,90 IC 95% 1,51-5,56, p= 0,002) y el IMC (=
25 vs <25 HR 5,07 IC 95% 2,44-10,54, p< 0,001) como predictores independientes de
recuperacion de los ciclos menstruales. La combinacién de estas tres variables con
diferentes coeficientes permitid6 generar tres clasificaciones del riesgo de amenorrea
[163].

En 2015 Ben-Aharon anadié a los disponibles, nuevo estudio prospectivo, sobre 20
pacientes diagnosticadas de estadio I-lll de cancer de mama tratadas mediante dos
regimenes de quimioterapia diferentes, y cuyas edades eran mas cercana al espectro de
la edad reproductiva de la poblacién general, ya que todas eran menores de 43 afos. La
concentraciéon de AMH sérica resulté indetectable (<0.1ng/mL) en la mayoria de las
pacientes en la determinacion inmediatamente posterior a la quimioterapia y
permanecieron asi también a los 6 meses de la misma. A los 12 meses tras la

finalizacién de la quimioterapia, la AMH fue detectable en 8 pacientes menores de 35
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afios y en 2 pacientes mayores, de 36 a 40 afios (p<0.01). Estos patrones fueron
similares en pacientes tratadas y no tratadas con agonistas de la GnRH. Respecto a la
asociacion con amenorrea, todas las pacientes con AMH detectable a los 12 meses
presentaron ciclos regulares, que solo estuvieron presentes en 2 de las pacientes con
AMH aun indetectable (p <0,05) [80].

El primer metaanalisis sobre el resultado de la quimioexposicion sobre la funcién ovarica
en pacientes premenopausicas y la utilidad predictiva de la AMH acerca de la misma fue
el de Banabei, en el que analizé conjuntamente cuatro estudios originales cuyos
resultados individuales hemos resumido previamente [87, 137, 161, 181] y que
analizaban datos procedentes de un total acumulado de 176 pacientes de 23 a 55 afios.
Los niveles de AMH basal fueron mayores en pacientes que recuperaron actividad
ovarica tras la quimioterapia o que mantuvieron ciclos regulares durante la misma, que
en aquellas con amenorrea tras un afio del fin del tratamiento (p=0,00017). Ademas, el
nivel de AMH tuvo mayor poder discriminativo en pacientes menores de 40 afios que en
aquellas de mas edad (AUC 0.75 vs 0.67; p<0,05). La edad y los niveles de AMH
resultaron marcadores independientes y significativos para predecir la probabilidad de
actividad ovarica residual (Edad (afos): -0,019; error estandar: 0,004; p=0,0001; AMH
(ng/mL): 0,06; error estandar: 0,02; p=0,004). A partir de la probabilidad estimada,
crearon un nomograma que permite predecir la probabilidad de mantener actividad
ovarica residual un afio después de finalizar la quimioterapia basandose en los niveles

séricos de AMH basal y la edad de la paciente al inicio del tratamiento [86].

Se ha mencionado ya el trabajo de D’Avila, destinado a identificar los marcadores de
reserva ovarica que puedan predecir amenorrea u oligomenorrea a los 6 meses del
tratamiento con ciclofosfamida en pacientes con cancer precoz de mama. Con este fin,
realizaron determinaciones basales y a los seis meses a 52 pacientes con el perfil de la
poblacién de interés. Segun sus resultados, la edad superior a 32 afios predijo la
aparicion de amenorrea u oligomenorrea con un 96% de sensibilidad y un 39% de
especificidad (AUC; 0,77; OR 15,9; IC; 95% 1-145, p=0,03). El nivel de AMH preQT,
dicotomizada por 3,32 ng/mL proporcioné una sensibilidad del 85% y especificidad del
75% (AUC: 0,87; OR: 10,3 IC 95%: 2,14; 50,37; p=0,04), un valor predictivo positivo del
79% y un negativo del 75%. Para la prediccidon especifica de la amenorrea a los 6
meses, el punto de corte en los de AMH sérica fue 1,87 ng/mL, y proporciond una
sensibilidad 82%, especificidad 83% (AUC 0,84) [156].
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1.4. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

El diagnéstico temprano de la enfermedad tumoral mamaria en pacientes en edad
reproductiva que no han iniciado o completado sus deseos genésicos es una realidad
creciente, en clara relacion con el aumento del diagndstico del tumor en fases preclinicas
y con el retraso voluntario de la maternidad en la poblacién femenina de los paises
desarrollados. Por otro lado, la efectividad del tratamiento del cancer de mama ha
experimentado un notable incremento a lo largo de las décadas mas recientes,
explicable no sélo por la mayor precocidad en el diagnéstico, sino principalmente por el
uso de tratamientos como quimioterapia sistémica, hormonoterapia y terapias bioldgicas
orientado por criterios dependientes de nuevos marcadores moleculares de pronoéstico y

susceptibilidad tumorales.

Estas circunstancias han generado un interés creciente por la calidad de vida posterior a
la enfermedad de la paciente en la que se logra su remisién completa, desde la
perspectiva de que el cuidado de las pacientes no termina con la constatacion del buen
resultado oncoldgico, sino que incluye la minimizaciéon del impacto que el tratamiento

pueda producir en su estado de salud y en su proyecto de vida.

La creciente conviccion acerca de la seguridad de la gestacién en pacientes con cancer
de mama con perfil prondstico favorable y buena respuesta al tratamiento, ha inducido a
incluir en las recomendaciones de las guias de practica clinica mas acreditadas el
asesoramiento reproductivo con fines informativos y preventivos de las pacientes en
edad reproductiva. Puede afirmarse que la mayor parte de las pacientes
premenopausicas presentara tumores con prondstico molecular no desfavorable, y que
en ellas el uso de la quimioterapia es ya frecuente. También que el uso de taxanos como
parte de los esquemas es ya mayoritario en muchos programas de oncologia mamaria, y
que la hormonoterapia incluira de manera frecuente el uso de agonistas de la GnRH y de
tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa durante periodos de duracién no inferior a 5-10
afios en términos generales. El resultado de este enfoque terapéutico sera la remision
completa de la enfermedad en mas de la mitad de las pacientes premenopausicas, que
no habran rebasado en muchos casos la edad compatible con una maternidad

razonablemente segura.

La mayoria de los rangos de edad de los estudios que han analizado el efecto de la
quimioterapia en la funcidn ovarica en pacientes premenopausicas han incluido

observaciones sobre pacientes en la quinta década de la vida, en las que la busqueda de
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gestacion seria excepcional y quiza inviable per se. Sélo algunos los estudios de mas
reciente publicacion han considerado la necesidad de seleccionar a pacientes
premenopausicas con edades maximas en el entorno de los 40 afios, con objeto de
generar y validar instrumentos de prediccién de la pérdida reserva folicular aplicables a

la estimacion de la fertilidad posterior.

La necesidad de proporcionar a las pacientes una orientacién prondstica fiable sobre el
grado de reduccion previsible de su reserva folicular ha suscitado el interés por su
estimacioén entre los investigadores procedentes del ambito de la oncologia clinica y de
la medicina reproductiva. La mayor parte de los estudios publicados hasta mediados de
la pasada década consideraron la amenorrea quimioinducida como evento central para
estimar la pérdida de funcién ovarica resultante de la quimioexposicién. Las
repercusiones de la pérdida de reserva folicular por debajo del limite necesario para el
mantenimiento de los ciclos son evidentes, tanto por sus implicaciones sobre la fertilidad

como en relaciéon con la funcién endocrina del ovario.

El mejor conocimiento de la relacion entre los eventos clinicos de la vida reproductiva de
la mujer y su dotacién folicular residual, de la influencia de ésta sobre la efectividad de
los tratamientos de reproduccién asistida, y de la capacidad de los estimadores de
reserva ovarica para inferir ambas, viene desplazando el interés exclusivo por el fallo
ovarico clinico. La aparicion de amenorrea irreversible tras la quimioexposicion
representa la forma de afectacién mas severa de la reserva folicular, que queda reducida
hasta hacer inviable la reproduccién con gametos propios. Sin embargo, la reaparicion
de los ciclos menstruales no equivale a la restituciéon de la probabilidad de gestacion
determinada por la edad y los antecedentes reproductivos, puesto que la mayor parte de
los estudios recientes han destacado que la pérdida de reserva funcional es comparable
a la que conllevaria la reduccion fisiolégica por envejecimiento germinal fisiolégico
durante un periodo de 5-10 afios. La mayoria de los estudios publicados cuantifican el
descenso en la reserva ovarica a través de la modificacion de sus estimadores mas
comunes, asumiendo la correlacién de éstos con la probabilidad de lograr gestacién por
medio de reproduccién natural cuando la paciente lo desee y la situacion oncoldgica lo
permita. Este proceso no deja de ser una estimacion indirecta —y por ello, quizd mas
imprecisa— de la fertilidad, ya que los estimadores de reserva reciben esta denominacién
por su asociacién con ésta, y no han mostrado el mismo grado de validez en la
prediccién de la probabilidad de gestacion y nacido vivo. Los estudios mas idéneos para
la estimacién de la fertilidad postquimioterapia, que comienzan a publicarse tras el
analisis de series de casos, son indudablemente mas utiles, pero también mas escasos y

limitados con fines de estimacion de frecuencias.
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El concepto de fallo ovarico clinico se fundamenta en la aparicion de amenorrea tras
quimioterapia en un contexto hormonal propio de hipogonadismo hipergonadotropo. El
criterio diagndstico aplicado por los estudios disponibles no es completamente unanime,
pero resulta razonablemente uniforme en términos de duraciéon minima de la amenorrea,
de numero de determinaciones de FSH elevadas necesarias para la constatacién del
diagnéstico, asi como en cuanto a valores umbrales para estas determinaciones.
Ademas, la mayor parte de las definiciones adoptadas por los estudios previos estan en
consonancia con los consensos internacionales recientes sobre caracterizacion de la
insuficiencia funcional ovarica. Por el contrario, se carece en la actualidad de una
definiciéon del fallo ovarico oculto ampliamente aceptada. La Sociedad Europea de
Reproducciéon Humana y Embriologia recomienda la adopcion de los Criterios de Bolonia
con fines de disefio de estudios de intervencién en el tratamiento de la baja
respondedora. Estos criterios, que pretenden primar la sensibilidad a la especificidad en
la clasificacion de las pacientes respecto al riesgo de baja respuesta a la estimulacion
del desarrollo folicular multiple en FIV, comprenden antecedentes asociados a la reserva
—como la edad avanzada u otros antecedentes asociados al incremento del riesgo, la
baja respuesta a ciclos previos, o la existencia de valores bajos de estimadores validos
de respuesta—. Respecto a estos Ultimos, la propuesta es utilizar como criterio de
clasificacion un rango de valores umbral, comprendido entre 5 y 7 para el RFA y entre
0,5y 1,1 ng/mL en el caso de la AMH sérica. Asumiendo, como se ha argumentado, que
la reserva ovarica disminuida es un factor de riesgo para la baja respuesta a la
estimulacion y no su equivalente, la variabilidad con la que puede delimitarse la
definicién operativa del fallo ovarico oculto, aun dentro del margen que ofrece el

mencionado consenso de Bolonia, necesita ser mejor perfilada por estudios apropiados.

A las dificultades que entrafa la generacion de un modelo de prediccion clinica se
suman en el caso de fallo ovarico las derivadas de la amplitud de los limites
conceptuales de este estado. Aun asi, parece clara la necesidad estimar con la mayor
fiabilidad posible qué pacientes con posible deseo reproductivo posterior quedaran en la
categoria de mayor riesgo de fallo ovarico quimioinducido, y cudles presentan un
prondstico de afectacion de la reserva menos severa. Esta categorizacion no solo
persigue el asesoramiento de la paciente respecto al curso previsible de la enfermedad y
de los efectos secundarios del tratamiento, sino que puede ser muy util en la eleccion de
las medidas preventivas. La aplicacién, aun en condiciones experimentales, de la
preservacion de tejido ovarico con fines de uso reproductivo posterior, ha reactualizado
la necesidad de identificar a las pacientes con alto riesgo de fallo ovarico clinico, en las

que la reseccion y criopreservacion de tejido ovarico podria estar justificada.
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Otro aspecto que limita la validez externa de un buen numero de estudios disponibles es
la heterogeneidad de los regimenes de quimioterapia aplicados, que dificulta la
comparabilidad de los datos en el caso de los estudios multicéntricos y de los
metaanalisis, y puede constituir también fuente de heterogeneidad en lo referido a las
determinaciones analiticas de biomarcadores de reserva ovarica, o a parametros
ecograficos. La direccionalidad retrospectiva o el caracter de subanalisis de cohortes
generadas para estudios de intervencién que revisten algunos de los estudios analiticos

prospectivos puede limitar sus conclusiones en términos de validez externa.

Una fuente adicional de variabilidad que se ha propuesto como origen potencial de
sesgos de clasificacion es el umbral de sensibilidad y la variabilidad de los
procedimientos analiticos utilizados para la cuantificacion de la AMH. Los dos sistemas
comerciales de determinacion de AMH mediante  enzimoinmunoensayo
quimioluminiscente de primera generacién se basaban en el uso de dos anticuerpos
diferentes, y ofrecian notables diferencias en las cuantificaciones, que llegaban a
alcanzar el 40%. Los sistemas de determinacion de segunda generacion, disponibles
comercialmente en la actualidad utilizan un anticuerpo estable, estan calibrados en
relaciéon con un estandar fijo, presentan un umbral de deteccién minima que representa
la mitad de los de primer generacion, y no se ven afectado por inmunorreactividad
cruzada frente a otras hormonas. Ademas, su variabilidad intraensayo es la habitual en

las determinaciones inmunoanaliticas con finalidad de diagnéstico clinico.

Por todo ello, el presente estudio pretende contribuir a la ampliacién de los
conocimientos disponibles sobre la influencia que la reserva ovarica previa a la
administracién de quimioterapia puede tener sobre el efecto de reduccion de la reserva
ovarica ejercido por la quimioterapia aplicada para el tratamiento actual en cancer de
mama. Este analisis se ha realizado con la intencion de superar algunas de las
limitaciones que afectan a los estudios disponibles, aplicando un disefio y un abordaje

metodoldgico cuyas pretensiones generales son las siguientes:

— Definir como poblacion de estudio la de mujeres premenopausicas con cancer de
mama cuya edad en el momento de la quimioexposicidn resulte compatible con una
eventual gestacion futura.

— Evaluar la asociacion entre la reserva ovarica previa a la quimioterapia y la
probabilidad de fallo ovarico clinico, y la utilidad prondstica de los estimadores de
reserva ovarica mas acreditados en la poblacion de pacientes en edad reproductiva

— Explorar la asociacién entre la reserva folicular estimada y la probabilidad de fallo

ovarico oculto, definido por medio de criterios acordes con los conocimientos
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actuales sobre deplecién de la reserva ovarica, con una orientacién eminentemente
preventiva.

— Obtener un alto grado de control de sesgos, por medio de una direccionalidad
prospectiva, y aplicando analisis multivariado de la implicacion explicativa de los
estimadores de reserva ovarica, con control de la posible influencia de las

covariables relevantes.
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2. OBJETIVOS

2.1. GENERAL

Evaluar la asociacién de la reserva funcional ovarica y la utilidad pronéstica de sus
principales estimadores —recuento de foliculos antrales y AMH- en relacién con la
aparicion de fallo ovarico clinico en pacientes premenopausicas en edad reproductiva

tratadas con quimioterapia por carcinoma epitelial de mama.

2.2. SECUNDARIOS

— Estimar la frecuencia de fallo ovarico oculto en pacientes afectadas por cancer de
mama expuestas a regimenes actuales de quimioterapia

— Analizar la asociacion de los estimadores de reserva ovarica clinicos, bioquimicos y
ecograficos con el riesgo de aparicion de fallo ovarico oculto quimioinducido.

— Analizar la asociacion de los estimadores de reserva ovarica clinicos, bioquimicos y
ecograficos con el riesgo de aparicion de reduccion severa de la reserva funcional
ovarica, entendiendo por tal la aparicion de fallo ovarico oculto o clinico a lo largo del

seguimiento.
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3. HIPOTESIS

3.1. HIPOTESIS RELACIONADA CON EL OBJETIVO PRINCIPAL
3.1.1. Hipétesis conceptual:

Las pacientes en edad reproductiva quimiotratadas por cancer de mama en estadios
precoces y con menor reserva funcional ovarica presentan mayor riesgo acumulado de

fallo ovarico clinico inducido por la exposicién a quimioterapia
3.1.2. Hipétesis operativa:
Hipdtesis alternativa (Hi):

Las pacientes en edad reproductiva con cancer epitelial mama en estadios | a Ill y
tratadas quimioterapia neoadyuvante-adyuvante que presentan menor reserva funcional
ovarica, estimada por medio del recuento ecogréafico de foliculos antrales y de la
concentracion sérica de AMH, presentan un riesgo acumulado de fallo ovarico clinico
quimioinducido que resulta superior en al menos un 20 % al observado en pacientes con

reserva folicular normal, ajustando por edad y otras covariables relacionadas.

Hipdtesis nula (Hy):

Las pacientes en edad reproductiva con cancer de mama expuestas a quimioterapia
neoadyuvante-adyuvante que presentan baja reserva funcional ovarica, estimada por
medio del recuento ecografico de foliculos antrales y de la concentracion sérica de AMH,
no presentan un riesgo acumulado de fallo ovarico clinico quimioinducido superior en el
20 % al observado en pacientes con reserva folicular normal, ajustando por edad y otras

covariables relacionadas.
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3.2. HIPOTESIS RELACIONADA CON EL OBJETIVO SECUNDARIO

3.21. Hipétesis conceptual:

Las pacientes en edad reproductiva quimiotratadas por cancer de mama en estadios
precoces y con menor reserva funcional ovarica presentan mayor riesgo de fallo ovarico
oculto y/o reserva ovarica severamente disminuida inducido por la exposicion a

quimioterapia.

3.2.2. Hipétesis operativa:

Hipdtesis alternativa (Hi):

Las pacientes en edad reproductiva con cancer epitelial de mama expuestas a
quimioterapia neoadyuvante-adyuvante que presentan baja reserva funcional ovarica,
estimada por medio del recuento ecografico basal de foliculos antrales y de la
concentracion sérica de AMH, presentan un riesgo de fallo ovarico oculto y/o reserva
ovarica severamente disminuida tras quimioterapia que resulta superior en al menos un
20% al observado en pacientes con reserva folicular normal, ajustando por edad y otras

covariables relacionadas.

Hipotesis nula (Hy):

Las pacientes en edad reproductiva con cancer epitelial de mama expuestas a
quimioterapia neoadyuvante-adyuvante que presentan baja reserva funcional ovarica,
estimada por medio del recuento ecografico basal de foliculos antrales y de la
concentracion sérica de AMH, no presentan un riesgo acumulado de fallo ovarico oculto
y/o reserva ovarica severamente disminuida tras quimioterapia superior en al menos un
20% al observado en pacientes con reserva folicular normal, ajustando por edad y otras

covariables relacionadas.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. DISENO

Estudio de cohortes prospectivo con analisis de supervivencia

4.2. AMBITO

El estudio se ha desarrollado en el ambito de la Seccién de Reproduccién Asistida del
Hospital General Universitario Gregorio Marafién, centro terciario de referencia para
tratamientos de reproduccion asistida de las Areas Sanitarias 1 y 2 de Madrid, y para

técnicas de preservacion de fertilidad del Servicio Madrilefio de Salud.

El periodo de acumulaciéon de observaciones se ha extendido entre enero de 2011 a
diciembre de 2016.

4.3. POBLACION DE INTERES

Pacientes en edad reproductiva con cancer de mama en estadios | a lll de la AJCC-
UICC (American Joint Committee on Cancer; Union Internacional Contra Cancer)
tratadas con quimioterapia sistémica segun los protocolos vigentes a lo largo del periodo

de observacion.

4.4. POBLACION DE ESTUDIO

Se ha estudiado una muestra acumulativa constituida por pacientes pertenecientes a la
poblacién de interés, que han acudido a la Unidad de Reproduccion del Hospital General
Universitario Gregorio Marafidn para recibir informacion sobre preservacion de la

fertilidad a lo largo del periodo de acumulacién de observaciones

4.5. CRITERIOS DE INCLUSION

- Diagnostico de carcinoma epitelial de mama en estadios | a lll en pacientes con

indicacién de tratamiento quimioterapico neoadyuvante o adyuvante.

- Edad comprendida entre 18 y 40 afios en el momento del diagnéstico de cancer de

mama.
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- Ciclos menstruales conservados en el momento del diagnéstico del proceso
neoplasico. Se ha definido la conservacion de la menstruacion como la presencia de
ciclos menstruales regulares o irregulares, o al menos la aparicion de tres ciclos
menstruales de inicio espontaneo durante los 180 dias previos al diagnéstico de

cancer de mama.

— Consentimiento informado firmado

4.6. CRITERIOS DE EXCLUSION

- Pacientes en Estadio tumoral IV de la AJCC-UICC.

- Edad superior a los 40 afios.

- Pacientes en amenorrea primaria o secundaria.

- Pacientes que han recibido quimioterapia por proceso neoplasico previo.

- Imposibilidad de determinar la exposicién o el efecto en los términos definidos por el
estudio.

- Denegacion del consentimiento.

4.7. FUENTES DE INFORMACION CLINICA

La informacién analizada en el estudio esta constituida por los datos clinicos y de
laboratorio generados por la intervencion asistencial en las pacientes que hayan

accedido a participar en el estudio, y registrados en la historia clinica.
4.8. DEFINICION DE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO

4.8.1. Variables independientes (explicativas)

- Recuento ecografico de foliculos antrales previo a exposicion a quimioterapia

- Concentracion sérica de AMH previa a la exposicion a quimioterapia

- Variables resultantes de la combinacién de ambas

4.8.2. Variables dependientes (de respuesta)

- Principal: Frecuencia acumulada de restablecimiento de ciclos menstruales en

pacientes tras exposicidén a quimioterapia, evento complementario de la amenorrea

quimioinducida irreversible (fallo ovarico clinico).
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- Secundarias:

4.8.3.

Frecuencia de fallo ovarico oculto en el momento de restablecimiento de ciclos

menstruales

Frecuencia de fallo ovarico oculto al final del seguimiento

Covariables

- Relativas a la condicién basal de la paciente:

Edad

indice de masa corporal

Consumo de tabaco

Numero de cigarrillos consumidos al dia
Edad de la menarquia

Regularidad de los ciclos menstruales
Paridad

Antecedentes familiares de cancer de mama

Condicién de portadora de mutacién BRCA

- Relativas a la reserva ovarica basal:

FSH sérica previa a quimioterapia
Estradiol sérico previa a quimioterapia
Recuento de foliculos antrales previos a quimioterapia

AMH sérica inicial previa a quimioterapia

- Relativas a la enfermedad tumoral:

Estadio TNM (AJCC-UICC)

Tipo histologico

Grado histoldgico

Expresidn de receptores de estrégenos
Expresion de receptores de progesterona
Expresion de Ki67

Expresion de Her2 neu

Clasificacion prondstica basada en la clasificacion molecular

- Relativas al tratamiento quirurgico:

Técnica quirurgica de exéresis tumoral
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* Biopsia selectiva de ganglio centinela

* Numero total de ganglios biopsiados

* Numero de ganglios biopsiados positivos

* Linfadenectomia axilar

* Numero total de ganglios obtenidos mediante linfadenectomia

* Numero de ganglios positivos obtenidos mediante linfadenectomia

* Numero total de ganglios axilares positivos

- Relativas a la quimioterapia
* Secuencia neoadyuvante o adyuvante
* Régimen de quimioterapia de primera eleccion basado en ciclofosfamida
* Régimen de quimioterapia de primera elecciéon basado en carboplatino
e Régimen de quimioterapia de primera elecciéon con administraciéon de taxanos
secuenciales
* Numero de ciclos de quimioterapia de primera eleccién administrados
* Régimen de quimioterapia de segunda eleccion o rescate

* Numero de ciclos de quimioterapia de segunda eleccién administrados

- Relativas la inmunoterapia
e Tratamiento con trastuzumab

¢ Tratamiento con pertuzumab

- Relativas a la hormonoterapia
* Agente de primera eleccién
* Hormonoterapia con tamoxifeno
* Hormonoterapia con analogos agonistas de la GnRH

* Hormonoterapia con exemestano

- Relativas a procedimientos de preservacion de fertilidad

* Criopreservacion de ovocitos
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4.9. METODOS DE OBSERVACION Y MEDIDA

49.1. Criterios diagndsticos y unidades de medida

- Recuento ecografico de foliculos antrales previo a exposicion a quimioterapia: nimero
de imagenes sonolucentes intraovaricas con caracteristicas morfolégicas compatibles
con foliculos ovaricos antrales visibles mediante ecografia transvaginal de alta
resoluciéon en cualquier fase del ciclo menstrual. Se denominé ‘basal’ al RFA
determinado durante la fase folicular precoz. En pacientes sin menstruacion clinica,

se considerd valido dicho recuento en cualquier exploracién.

- Concentracion sérica de AMH previa a la exposicién a quimioterapia: nivel sérico de

AMH antes de la exposicién al primer ciclo de quimioterapia (ng/mL).

- Variables combinadas basadas en RFA y AMH:
* RFA o AMH preQT elevados: Presencia de un RFA previo a quimioterapia mayor
o igual a 16, o de una concentracidon sérica de AMH previa a quimioterapia
mayor o igual 4 ng/mL.
* RFA o AMH preQT bajos: Presencia de un RFA previo a quimioterapia menor a
11, o de una concentracion sérica de AMH previa a quimioterapia menor a 1,4

ng/mL.

- Fallo ovarico clinico: amenorrea secundaria de cuatro o mas meses de duracion
asociada a la administracién de quimioterapia, en presencia de al menos dos
determinaciones de FSH sérica con valores superiores a 25 Ul/L separadas al
menos 4 semanas, segun criterios del Consenso sobre Insuficiencia Ovarica Precoz
de la Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia 2016 [182].

- Reaparicion de ciclos menstruales: restablecimiento de ciclos menstruales regulares
o irregulares tras amenorrea secundaria de cuatro o mas meses de duracién
asociada a la administracion de quimioterapia.

- Tiempo hasta reaparicion de ciclos menstruales: nimero de meses transcurridos
desde la finalizacion del dltimo ciclo de quimioterapia administrado hasta el
restablecimiento de ciclos menstruales regulares o irregulares, en pacientes con

amenorrea secundaria asociada a la quimioterapia.
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- Fallo ovarico oculto: reduccion severa de la reserva ovarica sin expresion clinica,
definida con arreglo a los siguientes criterios:

* RFA menor de 5, segun el umbral definido para estimadores de riesgo de baja
respuesta a la estimulacion ovarica contemplado por los Criterios de Bolonia de
la Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia [183].

* AMH sérica menor de 0,5 ng/mL segun el umbral definido para estimadores de
riesgo de baja respuesta a la estimulacion ovarica contemplado por los Criterios
de Bolonia de la Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia
[183].

* Presencia uno de los criterios basados en RFA o AMH.

- Edad: medida en afios completos.

- Indice de masa corporal: cociente entre el peso corporal en kg y la talla en metros
(kg/m?)

- Consumo de tabaco: variable dicotdmica (si/no).

- Numero de cigarrillos consumidos al dia: recuento referido por la paciente

- Edad la menarquia: edad de aparicion de la primera menstruacion en afios
completos.

- Regularidad de los ciclos menstruales: patrén menstrual ciclico o aciclico.

- Antecedentes reproductivos: nimero de gestaciones clinicas previas.

- Antecedentes familiares de cancer de mama: historia de afectaciéon por cancer de
mama en familiares de primer grado (madres, hermanas, hermanos e hijos) o con
menor grado de proximidad y relevancia pronéstica (abuelos, tios y tias, sobrinos y
sobrinas, nietos y primos).

- Condicion de portadora de mutacion BRCA: antecedente de diagndstico molecular
de mutaciones de los genes BRCA1 o BRCAZ2.

- Fase del ciclo en la que se inicia la observacion: fase folicular precoz (1° a 4° dias
del ciclo) y resto del ciclo.

- FSH: concentracién sérica de FSH (UI/L). Se denominé ‘basal’ la FSH determinada
durante la fase folicular precoz.

- Estradiol: concentracion sérica de estradiol (pg/mL). Se denominé ‘basal’ el estradiol
determinado durante la fase folicular precoz.

- Recuento de foliculos antrales postQT: recuento de imagenes sonolucentes
intraovaricas con caracteristicas morfolégicas compatibles con foliculos ovaricos
antrales visibles mediante ecografia transvaginal de alta resolucién.

- Concentracion sérica de AMH: nivel sérico de AMH (ng/mL)

- Estadio tumoral TNM: Estadificacion de la enfermedad tumoral mamaria en estadios
I a lll, segun el sistema propuesto por la American Joint Committee on Cancer
(AJCC) y la Union for International Cancer Control (UICC) [184].
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- Tipo histolégico: clasificacion histopatoldgica del tumor, establecida con arreglo a los
criterios de la Organizacion Mundial de la Salud [185].

- Grado histolégico: clasificacion del grado de diferenciacion de los carcinomas
ductales en tres categorias, segun los criterios de Scarff-Bloom-Richardson
modificados por Elston y Ellis [186].

e Grado bajo o I: bien diferenciados
* Grado intermedio o II: moderadamente diferenciados
* Grado alto o lll: escasamente diferenciados

- Expresion de receptores de estrogenos: Variable dicotomica (positivo/negativo). Se
consider6 positiva la expresion de receptores de estrogenos ante cualquier nivel de
deteccion inmunohistoquimica en células tumorales.

- Expresion de receptores de progesterona: Variable dicotémica (positivo/negativo). Se
consider6 positiva la expresion de receptores de progesterona ante cualquier nivel de
deteccion inmunohistoquimica en células tumorales.

- Expresion de Ki67: Nivel de deteccién de la expresion inmunohistoquimica del
antigeno ki-67.

- Expresion de Her2 neu: Nivel de deteccidn de sobreexpresion de la proteina Her2neu.

- Biopsia selectiva de ganglio centinela: Biopsia escisional selectiva del ganglio que
constituye la primera estacion de drenaje linfatico de la lesion tumoral, identificado por
la detecciébn gammagrafica de la concentracidon del radiotrazador inyectado en la
lesion tumoral.

- Numero total de ganglios obtenidos mediante biopsia selectiva: Numero de ganglios
obtenidos mediante biopsia quirdrgica selectiva y analizados para la deteccion de
micro y macrometastasis.

- Numero de ganglios biopsiados positivos: Numero de ganglios obtenidos mediante
biopsia quirurgica selectiva con presencia de micro o macrometastasis identificadas
por medio de analisis histopatoldgico y/o molecular.

- Técnica quirurgica de exéresis tumoral: variable dicotomica que diferencia entre
cirugia conservadora de la mama y mastectomia radical.

- Linfadenectomia axilar: Variable dicotémica (si/no)

- Numero total de ganglios obtenidos mediante linfadenectomia: Numero de ganglios
obtenidos mediante linfadenectomia axilar y analizados para la deteccion de micro y
macrometastasis.

- Numero de ganglios positivos obtenidos mediante linfadenectomia: Numero de
ganglios obtenidos mediante linfadenectomia axilar con presencia de micro o

macrometastasis identificadas por medio de andlisis histopatoldgico y/o molecular.
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- Secuencia neoadyuvante o adyuvante: administracién de quimioterapia previa o
posterior a la exéresis quirurgica de la lesién tumoral.

- Régimen de quimioterapia de primera eleccién: Régimen de quimioterapia
neoadyuvante o adyuvante utilizado.

- Numero de ciclos de quimioterapia de primera eleccién administrados: Nimero de
ciclos de quimioterapia de primera eleccién administrados a la paciente.

- Régimen de quimioterapia de segunda eleccién o rescate: Tras la administracion del
régimen de quimioterapia de primera eleccién cuando esta no da lugar a una remision
completa de la enfermedad.

- Numero de ciclos de quimioterapia de segunda eleccion administrados: Numero de
ciclos de quimioterapia de rescate administrados a la paciente.

- Inmunoterapia con Trastuzumab: Variable dicotémica (si/no)

- Inmunoterapia con Pertuzumab: Variable dicotémica (si/no)

- Agente hormonoterapico de primera eleccion: Agente de primera eleccion utilizado
para la ablacién de la funcién ovarica en pacientes con receptores hormonales
positivos.

- Hormonoterapia con tamoxifeno: Variable dicotémica (si/no)

- Hormonoterapia con analogos agonistas de la GnRH: Variable dicotomica (si/no). Se
ha considerado tratada con analogos cualquier paciente expuesta a estos agentes de
forma concurrente o secuencial a la quimioterapia.

- Hormonoterapia con exemestano: Variable dicotémica (si/no)

- Criopreservacion de ovocitos: Estimulaciéon ovarica controlada para la obtencién de

ovocitos maduros para su posterior vitrificacion.

4.9.2. Métodos de cuantificacion especificos

- Diagnostico por imagen ultrasonografico: ecografia endovaginal realizada mediante
equipos Voluson 730 Expert (General Electric, Boston; Estados Unidos de América),

y Famio 8 (Toshiba Medical Systems; Tokyo, Japodn), dotados con sondas

multifrecuencia de alta resolucion (6,5-12,5 MHz)

- Cuantificacion analitica prospectiva de parametros séricos:

e AMH: Determinaciéon cuantitativa automatizada mediante inmunoensayo de
quimioluminiscencia en suero y plasma humanos (Access AMH; Beckman-
Coulter, Francia), con intervalo de medicion comprendido entre el limite inferior
de deteccion (0,02 ng/mL) y el valor de calibracion mas alto (24 ng/mL), con una
desviacion maxima de linealidad del 2,45% para concentraciones > 0,16 ng/mL y
<0,00 ng/mL para concentraciones <0,16 ng/mL, y con coeficiente de variacién

cercano al 3%.
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e Estradiol: Determinacion cuantitativa automatizada mediante inmunoensayo de
quimioluminiscencia directa suero y plasma humanos (Estradiol-6 Ill, Siemens
ADVIA Centaur®, Alemania), con intervalo de medicién comprendido entre el
limite inferior de deteccion (7,0 ng/L) y el valor de calibracion mas alto (1000
ng/mL), y con coeficiente de variacion promedio para concentraciones del
intervalo de medicién de 9,7%, y comprendido entre el 7,1y el 12,3%.

e FSH: Determinacion cuantitativa automatizada mediante inmunoensayo de
quimioluminiscencia directa suero y plasma humanos (FSH; Siemens ADVIA
Centaur®, Alemania), con intervalo de medicion comprendido entre el limite
inferior de deteccion (0,3 UI/L) y el valor de calibracion mas alto (200 UI/L), y con
coeficiente de variacién promedio para concentraciones del intervalo de medicién

de 2,8%, y comprendido entre el 2,2 y el 3,9%.

4.10. PERIODO DE ACUMULACION DE OBSERVACIONES

La cohorte analizada esta constituida por una muestra de las pacientes en edad
reproductiva con cancer de mama que acudian a nuestro centro para recibir informacioén
sobre preservacion de fertilidad y cumplian los criterios de seleccion entre 2011 y
diciembre 2016.

Con el objeto del registro de las variables de interés, la observacion prospectiva de las
pacientes incluidas se inici6 de forma previa a la administracion del tratamiento
quimioterapico, reevaluandose una vez concluido, y cada 6 meses, hasta el momento del
fin de seguimiento al objeto del presente analisis (30 de noviembre de 2016). Con el
objetivo de realizar futuros analisis, la incorporacion de pacientes y el seguimiento

contindian activos.

4.11. FASES DE OBSERVACION

4.11.1. Fase previa a la quimioterapia

Las pacientes afectadas por cancer epitelial de mama y remitidas al Programa de
Preservacion de Fertilidad de nuestro centro durante el periodo de acumulaciéon de
observaciones fueron atendidas en su primera visita con arreglo a los protocolos
asistenciales en vigor. Tras la realizacién de la historia clinica, las pacientes susceptibles

de inclusién en el estudio fueron informadas acerca del objetivo y de la metodologia del
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mismo. Aquéllas que accedieron a participar fueron registradas prospectivamente en una
base de datos en soporte electronico en el momento de la firma del consentimiento

informado.

La informacién sobre las variables relativas a las caracteristicas basales y antecedentes
familiares y personales, las caracteristicas de la enfermedad tumoral y el tratamiento
previsto fueron registradas simultdneamente en la historia clinica y en la base de datos

del estudio.

Las pacientes que autorizaron su inclusion en el estudio, con independencia de la
realizacion o no tratamientos de preservacion de fertilidad, fueron sometidas a los

siguientes procedimientos:

- Ecografia transvaginal para el recuento de foliculos ovaricos antrales, que se efectu6
en el dia de la primera atencién de las pacientes. En todos los casos se registré el
dia del ciclo menstrual en el que tenia lugar la exploracion.

- Extraccion de 10 mL de sangre venosa periférica mediante venopuncién con destino
a la cuantificacion de AMH. La muestra hematica fue conservada a 4°C hasta el
momento de su centrifugacion, que se efectud dentro de las 4-6 horas siguientes a la
extraccion. Tras centrifugacion 1200 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante fue
dividido en alicuotas de 1 mL y conservado mediante ultracongelacion a -80 °C.

- Extraccion de 10 mL de sangre venosa periférica mediante venopuncion con destino
a la cuantificacion de FSH, LH y estradiol mediante procedimientos automatizados
de diagnéstico bioquimico convencional en el Servicio de Bioquimica de nuestro
centro.

- Determinacion analitica de AMH a partir del suero congelado con anterioridad,
mediante procedimientos automatizados de diagndstico bioquimico convencional en

el Servicio de Bioquimica de nuestro centro.

4.11.2. Primer control postquimioterapia

- Recopilacién de los datos relativos al tratamiento quimioterapico y quirdrgico
efectuado.

- Determinacion del estado menstrual

- Determinaciéon analitica de AMH, FSH, LH y estradiol, segun el procedimiento
descrito.

- Ecografia transvaginal para realizar recuento de foliculos antrales de ambos ovarios.
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4.11.3. Fase de observacion semestral

- Recopilacién de los datos relativos al tratamiento quimioterapico y quirdrgico
efectuado.

- Determinacion del estado menstrual.

- Determinacion analitica de AMH, FSH, LH y estradiol, segun el procedimiento
descrito.

- Ecografia transvaginal para realizar recuento de foliculos antrales de ambos ovarios.

- Interrogatorio sobre tratamiento aplicado hasta el control y sobre resultado de las

revisiones oncolégicas.

4.12. DETERMINACION DEL TAMANO MUESTRAL

Para detectar diferencias con una potencia del 80% en el contraste de la hipétesis nula
H, de igualdad de las curvas de supervivencia entre grupos mediante una prueba Log-
rank bilateral para dos muestras independientes, asumiendo un nivel de confianza del
95%, una probabilidad de supervivencia a los 12 meses de seguimiento del 70% en el
grupo de exposicion y del 90% en el grupo no expuesto, y una ratio entre expuestos y no
expuestos de 0,6, se precisan 24 sujetos de observacion en el grupo de exposicion y 40
en el grupo de referencia, que con una correccion por pérdidas del 5% totalizan 68

observaciones.

4.13. METODOS ESTADISTICOS

4.13.1. Descripcion de variables

Se ha estudiado la normalidad de la distribucion de las variables cuantitativas,
analizando su media, mediana y desviacidn tipica, asi como su histograma. En caso de
duda, se han aplicado pruebas de contraste de normalidad. Las variables cuantitativas
en las que asumié la distribuciéon normal se describen por medio de su media y
desviacion estandar, y aquéllas con distribucion de tendencia no normal a través de su
mediana y su rango intercuartilico. Las variables cualitativas se describen mediante su

distribucién de frecuencias.
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4.13.2. Analisis de asociacion

Se ha evaluado la asociacion entre las variables de exposicion y de variables de

resultado, asi como entre covariables y variables explicativas y de resultado.

Los contrastes de las variables en las que no intervenia el tiempo se han realizado con

pruebas estadisticas apropiadas a la naturaleza de mismas:

- Los contrastes de diferencias de medias se han efectuado por medio de la prueba t
de Student en caso de variables con distribucién normal. Para el contraste de la
diferencia de distribuciones de variables no normales se han aplicado pruebas no
paramétricas como la U de Mann-Whitney, la prueba de la mediana o la de Kruskal-
Wallis.

- Las diferencias de proporciones se han analizado por medio de la prueba Chi?,
aplicando la correccion de Yates o el test exacto de Fischer en caso necesario. Si no
podia asumirse la normalidad de las variables explicativas o de las covariables, se
han aplicado pruebas de comparacién de proporciones bajo supuestos no
paramétricos.

- Para los analisis de correlacion se han estimado los coeficientes de correlacion de

Spearman.

Para analisis de la asociacidon entre variables con consideracion del tiempo, se ha
aplicado el modelo de analisis de supervivencia de Kaplan-Meier, realizando el contraste

de las diferencias por medio la prueba Log-Rank.
4.13.3. Analisis de magnitud de efecto
4.13.3.1. Analisis univariado

Las variables categodricas y continuas han sido dicotomizadas mediante punto de corte
oportunos, seleccionado segun la morfologia de las distribuciones o con criterios de
relevancia clinica. La estimacion univariada de magnitud de efecto se ha realizado por a
través del Hazard Ratio (HR) con su correspondiente intervalo de confianza al 95%,
estimado por medio de la regresion de Cox. Para la estimacién de magnitud de efectos
sin consideracion del tiempo, se ha estimado el Riesgo Relativo (RR) con su
correspondiente intervalo de confianza. La significacion de la magnitud del RR estimado
se ha realizado por medio del estadistico de Mantel-Haenzel, y valorando la distancia del

limite inferior del intervalo de confianza respecto del valor neutro 1.
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4.13.3.2. Analisis bivariado

La posible influencia de variables modificadoras de efecto se ha estudiado por medio de
regresion de Cox, valorando el efecto de la introduccién de la variable de interaccion en
el HR final estimado. Se concluy6 la existencia de interaccién cuando la supresion de la
variable de interaccién generé una modificacion de la capacidad explicativa del modelo,
estimada por la correspondiente prueba de contraste. En caso de detectarse ésta, la
magnitud del efecto se expresa por medio del HR por estrato. Si no se detecto
interaccién, se ha evaluado la existencia de confusiéon. Las covariables se han
considerado confusoras cuando la diferencia entre el HR crudo y el ajustado por la

covariable ha resultado superior al 10 % del valor del HR crudo.

4.13.3.3. Analisis multivariado

Se han elaborado modelos de regresion de Cox con finalidad explicativa, que resultara
de la elaboraciéon sucesiva de modelos iniciales construidos con la variable explicativa
principal mas las posibles variables asociadas, que incluyeron necesariamente las
generadoras de interaccion o confusidon. A partir del modelo completo, constituido por
todas las variables susceptibles de analisis, se ha procedido a la eliminacién sucesiva de
las que presentaron menor fuerza de asociacién en cada paso. Los modelos explicativos
conservaron la totalidad de las variables con significacién estadistica independiente,
valorada por medio de la significacion del cambio en la capacidad explicativa en caso de
supresion de dicha variable. La eleccion de modelo explicativo mas adecuado se adopt6

en funcién del criterio de informacién de Akiake.

Los modelos predictivos se elaboraron con un criterio similar, partiendo de la variable
predictiva principal a la que se afiadieron en el modelo inicial las asociadas con caracter
independiente en el modelo explicativo, mas todas la que contribuyeron a mejorar la
calidad del modelo. La eleccién del modelo predictivo mas adecuado se realizé

considerando el balance sensibilidad-especificidad.

Para los contrastes de las hipotesis nulas de igualdad se asumird un nivel de confianza
del 95 %, lo que determiné un umbral critico de 0,05 en el valor p de las pruebas de
contraste. Los andlisis estadisticos han realizado con el paquete informatico IBM SPSS
Statistics version 21 para Windows (licencia corporativa del Hospital General

Universitario Gregorio Marafién; 2015).
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4.14. ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

4.14.1. Autorizacion del estudio

El presente estudio fue autorizado, en fase de proyecto, por el Comité Etico de
Investigacion Clinica de Hospital General Universitario Gregorio Maranén, centro del que
proceden los registros clinicos a partir de los cuales se han generado las observaciones

del estudio.

4.14.2. Confidencialidad

El tratamiento de los datos clinicos se ha realizado manteniendo los maximos niveles de
confidencialidad y de rigor en el secreto médico, y cumpliendo estrictamente la normativa
legal en materia de proteccidon de datos de caracter personal y clinico, y en particular lo
establecido por la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de

Caracter Personal.
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5. RESULTADOS

5.1. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO

El estudio se ha realizado sobre un total de 67 pacientes expuestas a quimioterapia
neoadyuvante/adyuvante, que constituyeron el 95,7 % de las pacientes que satisfacian
los criterios de inclusion y a las que se les ofreci6 la participacion en el estudio a lo largo
del periodo de acumulacion de observaciones. La mediana del periodo de seguimiento
fue de 18 meses, y su rango de 49 meses. La mediana de seguimiento las pacientes que
no recuperan ciclos menstruales a lo largo de todo el seguimiento fue de 12 meses
(amplitud de rango 46). Para las pacientes que restablecieron ciclos la mediana de
seguimiento fue de 21 meses (amplitud de rango 47).

La distribucion cronolégica del reclutamiento de las pacientes a lo largo del periodo de

observacion se muestra en la figura 1.
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Figura 1: Distribucién cronoldgica del reclutamiento de pacientes durante el periodo de estudio
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La distribucion de las pacientes segun su estado menstrual en cada control se muestra

en diagrama de flujo a continuacion (figura 2). La frecuencia de pacientes en amenorrea

va disminuyendo segun avanza el

tiempo de seguimiento,

inversamente van

aumentando las paciente con ciclos menstruales presentes asi como las pacientes que

se encuentran bajo tratamiento con agonista de la GnRH.

Figura 2:Distribucién de las pacientes segun estado menstrual a lo largo del seguimiento
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5.1.1. Caracteristicas basales y antecedentes de las pacientes

5.1.1.1. Edad

La tabla 1 muestra las caracteristicas basales de las pacientes. Su edad estuvo
comprendida entre 21 y 39 afios, con una media de33,5 afios y una DE de 3,5 afios. El
50% de las pacientes presentaron edades inferiores a 35 afios en el momento del
tratamiento, mientras que el 75% de las pacientes de la cohorte presentaron edades

comprendidas entre 30 y 40 afios (figura 3).

Tabla 1: Caracteristicas basales de las pacientes

Percentiles
Media DE Minimo Maximo
25 50 75
Edad (afios) 33,5 3,5 21 39 31 34 36
IMC (kg/m2) 24,0 4,9 16,8 41,3 20,5 23,0 26,7
Edad de la menarquia 12,3 1,2 10 16 11 13 13
40+
30
8
2
[
3 20
o
('
10
o T
20 25 30 35 40
Edad (afios)

Figura 3:Distribucion por edad al inicio del seguimiento
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5.1.1.2. indice de masa corporal

El indice de Quetelet vari6 entre 16 y 41.3 kg/mz(tabla 1). EI 59,7% de las pacientes se
hallaban en el estrato de normalidad ponderal al inicio del seguimiento, mientras que un
26,9% presentaba sobrepeso (figura 4). Las frecuencias de bajo peso para la talla y de

obesidad resultaron ligeramente superiores al 6%.

40

30

201

Fre

T T T T
Bajo peso Normopeso Sobrepeso Obesidad |

IMC estratificado

Figura 4:Distribucion del IMC por estratos ponderales de la OMS

5.1.1.3. Consumo de tabaco

El 11,9% de las pacientes refiri6 consumo habitual de tabaco. Entre las pacientes
fumadoras, el nimero medio de cigarrillos diarios consumidos fue de 4,5 (DE: 3,3

cigarrillos). El intervalo intercuartil estuvo comprendido entre 1 y 7 cigarrillos/dia.

5.1.1.4. Edad de la menarquia

La edad media de aparicion de la menarquia fue 12,3 afios, y su DE 1,2 afios. Los

valores minimo y maximo de su distribucion fueron 11 y 16 afios respectivamente (tabla

1).
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5.1.1.5. Regularidad de los ciclos menstruales

El 98,5% de las pacientes (66 de 67) refirieron ciclos menstruales regulares, con

duracién normal del intervalo intermenstrual.

5.1.1.6. Paridad

El 74,6% de las pacientes eran nuliparas. Entre las pacientes con partos previos, sélo el

7,5% habia tenido mas de un hijo (figura 5).
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Figura 5: Distribucién por paridad

5.1.1.7. Antecedentes familiares de cancer de mama

w-

El 9% de las pacientes presentaron antecedentes de cancer de mama en familiares de

primer grado, y el 19,4% refirieron afectacién de algun familiar de segundo grado por

este proceso (figura 6).
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[ Segundo grado
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Figura 6: Antecedentes familiares de cancer de mama

5.1.1.8. Condicion de portadora de mutaciones del gen BRCA

El 12% de las pacientes de la cohorte resultaron ser portadoras de alguna mutacién de
riesgo del gen BRCA 1 o BRCA2. En el momento del analisis el resultado de este test

genético se encontraba pendiente en un 5 % de los casos.

5.1.1.9. Fase del ciclo en el que se inicia la observacion

Las determinaciones hormonales y ecograficas de foliculos antrales se realizaron en la
fase del ciclo en la que se encuentra la paciente el dia de la primera consulta. EI 55% de
las pacientes se encontraban en fase folicular precoz, y en un 40% en otra etapa del
ciclo. Una paciente realizé la determinacion inicial tras la administracion de 3 dosis de
antagonistas de la GnRH y en 2 de las pacientes la observacién se inicié en el postparto

inmediato.

5.1.2. Relativas a la reserva ovarica basal

5.1.2.1. FSH sérica previa a quimioterapia

En las pacientes que fueron evaluadas en fase folicular precoz, la concentracion sérica
de FSH promedio fue de 6,6 UI/L (DE: 3,0Ul/L). El 50% de las observaciones quedod

comprendido entre 5y 8 UI/L (tabla 2). Las pacientes cuya observacion inicial se produjo

en fases del ciclo distintas de la folicular precoz presentaron un valor medio de FSH
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preQT de 5,0 UI/L con una DE de 2,2 UI/L; su intervalo intercuartil se extendié entre 3y 6
UI/L.

Tabla 2:Concentraciones séricas preQT de FSH de estradiol y RFA, segun fase del ciclo de cuantificacion

inicial
Percentiles
n Media DE Minimo Maximo
25 50 75

FSH inicial (UI/L)

Fase folicular precoz 31 6,6 3,0 2 16 5 6 8

Otra fase del ciclo 27 5,0 2,2 2 10 3 5 6
Estradiol inicial (pg/mL)

Fase folicular precoz 33 53 45 10 275 33 49 60

Otra fase del ciclo 26 127 82,7 24 413 65 126 156

No se dispuso de esta determinacion en el 8,9% de las pacientes.

5.1.2.2. Estradiol sérico previo a quimioterapia

La tabla 2 muestra las distribuciones de estradiol sérico en la evaluacion inicial del
periodo de seguimiento, estratificada por la fase del ciclo en la que se realizé la

determinacién hormonal (fase folicular precoz y cualquier otra fase del ciclo).

El valor medio de estradiol fue 53 pg/mL (DE: 45 pg/mL) entre las pacientes con estradiol
cuantificado en fase folicular precoz, y de 127 pg/mL (DE: 82,7 pg/mL) en pacientes cuya
determinacién se realizd en otra fase del ciclo. La concentracién sérica de estradiol al
inicio del periodo de seguimiento no estuvo disponible en el 8,3% de las pacientes de la
cohorte.

Se careci6 de determinacion del estradiol sérico inicial en el 11,9% de las pacientes.

5.1.2.3. AMH sérica previa a quimioterapia

Los valores de AMH inicial se distribuyeron en torno a una media de 4,1 ng/mL (DE: 4,2

ng/mL) y una mediana de 3 ng/mL (rango intercuartil: 4,3 ng/mL) (tabla 3).
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Tabla 3: Concentracion sérica de AMH y RFA iniciales
Percentiles
n Media DE Minimo Maximo
5 10 25 50 75 90 95
AMH (ng/mL) 67 4.1 4,2 0,47 24,8 059 0,73 1,4 3,0 57 92 11,3
RFA (n°)
Global 67 18,6 3,1 8 49 5 6 1 17 25 34 38
F. folicular
39 18,8 9,6 6 49 6 7 12 17 23 33 42
precoz
Otra fase del
27 17,6 10,3 3 38 3 4 8 16 26 35 36

ciclo

La figura 7 muestra la distribucién de concentraciones iniciales de AMH comprendidas
entre 0 y 10 ng/mL estratificada por intervalos de 1 ng/mL de amplitud. En el 50% de las
pacientes se detectaron valores de AMH inicial por debajo de 3 ng/mL, mientras que en
otro 30 % de las mismas, los niveles séricos de AMH al inicio de la observacion
estuvieron comprendidos entre 3 y 7,99 ng/mL. El 20% restante presentaron valores de

AMH previos a la quimioexposiciéon de entre 8 y 24,8 ng/mL.
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Figura 7:Distribucion de la concentracién sérica inicial de AMH
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La estratificaciéon de la distribucion de AMH sérica inicial con arreglo a diferentes puntos

de corte se muestra en la tabla 4. EIl porcentaje de determinaciones preQT inferiores a

1,1 ng/mL fue del 17,9% (IC 95%: 7,9; 27,8), mientras que sdlo un 3% de las pacientes

presentaban concentraciones séricas de AMH prequimioterapia menores de 0,5 ng/mL
(IC 95%: 0,3; 10,3).

Tabla 4: Distribucién de AMH sérica prequimioterapia estratificada segun diferentes puntos de corte

Frec(g/oe)ncia IC 95%
< 0,5 ng/mL 3 0,3; 10,3
< 0,7 ng/mL 9 1,3; 16,5
<1,1ng/mL 12 17,9 7,9; 27,8

5.1.2.4. RFA previo a quimioterapia

El recuento de foliculos antrales se distribuyé segun un patrén no normal, caracterizado

por una mediana de 17 y un rango intercuartil de 14 (tabla 3). El 21% de las pacientes

presentaron recuentos foliculares menores de 10, mientras en el 44% se hallaron mas

de 20 foliculos (figura 8). Las distribuciones de RFA obtenidas en cada fase del ciclo

(folicular precoz y cualquier otra) resultaron similares entre si y con respecto a la global

(tabla 3).

12,57
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Figura 8: Distribucién del RFA inicial
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5.1.2.5. Variable combinada AMH-RFA previa a quimioterapia

Se ha analizado la asociaciéon conjunta de AMH y RFA preQT por medio de la creacion
de dos variables combinadas que estratifiquen adecuadamente la muestra en pacientes
con alta y baja reserva ovarica basal estimada, en las que cabria esperar,
respectivamente, un mejor y peor pronostico en relacion con la reapariciéon de ciclos

menstruales.

Se ha definido la variable combinada RFA-AMH para las pacientes con mejor prondstico
en cuanto a la recuperacion de ciclos menstruales como aquellas con un RFA = de 16 o
una concentracion de AMH = de 4 ng/mL. De las 54 pacientes con datos disponibles, 30

(55,6%) cumplirian los criterios de buen pronéstico definidos previamente.

Para definir a las pacientes con un peor pronéstico en relacion con la recuperacion de los
ciclos menstruales se han establecido los limites de la concentracion de AMH por debajo
de 1,4 ng/mL o el RFA menor a 11. De las 54 pacientes con datos disponibles, 21

(38,9%) cumplirian los criterios de peor prondstico definidos previamente.
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5.1.3. Relativas a la enfermedad tumoral

5.1.3.1. Estadio TNM

La enfermedad tumoral se hallaba en estadio | de la AJCC-UICC en el 30,2 % de las
pacientes en el momento inicial del seguimiento. Los casos encuadrados dentro de los
estadios Il y Il constituyeron, respectivamente, el 56,6% y el 13,2%.La figura 9 detalla

esta distribucién por subestadios prondsticos.
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Figura 9: Distribucién por subestadios TNM

5.1.3.2. Tipo histolégico

El 95,5% de los tumores era de tipo ductal infiltrante genérico (n=64). Los tres tumores

restantes se adscribian a los subtipos ductal medular (n=1) y lobulillar (n=2).
5.1.3.3. Grado histolégico
El grado de diferenciacion tumoral fue moderado (G2) en el 62,7% de los casos (n=42) y

bajo en el 32,8% (n=22). En los tres tumores restantes, el grado de diferenciacién no

pudo ser determinado o la informacién no fue accesible.
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5.1.3.4. Expresion de receptores hormonales esteroideos

A B

[ Negativos [INegativos
EPo itivos EPo itivos

Figura 10: Expresion tumoral de receptores hormonales ( A: estrégenos; B: progesterona)

Las expresiones de receptores a estrégenos y progesterona se resumen en las figura 10
Ay B. El 22,4% de los tumores no expresaron RE y el 28,4% resultaron negativos para
RP.

5.1.3.5. Expresion de Her2 neu

Se detectod expresion de Her2 neu en el 35,8% de los tumores de la cohorte.

[ Negativo
P itiwo

Figura 11: Expresioén tumoral de proteina Her2 neu
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5.1.3.6. Expresion de Ki67

El antigeno tumoral Ki67 fue negativo en el 4,5% de los tumores, y presento diferentes

grados de positividad en el resto de las pacientes (figura 12)
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Figura 12: Distribucion de intensidad de expresion tumoral de proteina Ki67

5.1.3.7. Clasificaciéon pronéstica molecular

Los perfiles moleculares mas frecuentes entre los tumores de las pacientes de la cohorte
fueron los tipos luminal B (46,3%) y luminal A (28,4%). Los tipos basal like y Her2/neu
representaron el 16,9% y el 6,2% respectivamente. En dos casos, los tumores no

resultaron clasificables.
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5.1.4. Relativas al tratamiento quirargico

5.1.4.1. Técnica de exéresis tumoral

La exéresis tumoral se realizé por medio de mastectomia radical modificada en el 38,8%
de los casos, y mediante diferentes procedimientos de cirugia conservadora en el 59,7%
de las pacientes.

5.1.4.2. Técnica de estadificaciéon ganglionar axilar

El abordaje primario para la estadificacion ganglionar fue la linfadenectomia axilar en el
32% de los casos (n=21) y la biopsia selectiva de ganglio centinela en el 67,7 % (n=44).
La biopsia selectiva hubo de completarse mediante linfadenectomia en 11 pacientes
(16,9%).

5.1.4.3. Resultado de la estadificacién ganglionar axilar

Los ganglios centinela biopsiados resultaron negativos para afectacién metastasica en el
45,5% de los casos. En los restantes casos, se aislaron entre 1 y 4 ganglios positivos.
En las pacientes sometidas a linfadenectomia axilar primaria o tras biopsia de ganglio
centinela, se extrajo una media de 13 ganglios (DE: 6,5) (tabla 5). El analisis histologico
revelé la negatividad de la totalidad de los ganglios biopsiados en el 28,1% de las

intervenciones.

Tabla 5: Resultado de la estadificaciéon ganglionar axilar

Percentiles
Media DE Minimo Maximo

25 50 75

BSCG
Ganglios biopsiados 21 0,9 1 5 1 2 3

Ganglios positivos 0,4 0,7 0 4 0 0 1

Linfadenectomia (primaria o tras
BSGC)

Ganglios biopsiados 13 6,5 0 31 9 14 17

Ganglios positivos 2,7 3,5 0 15 0 1 4
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El estudio histologico de la afectacién axilar tras BSCG o linfadenectomia demostré

infiltracion ganglionar en 33 de los 67 casos (49,3%).

5.1.5. Relativas a la quimioterapia

5.1.5.1. Secuencia neoadyuvante/adyuvante

La administracién de neoadyuvancia con quimioterapia como primera medida terapéutica
se produjo en el 28,3% de las pacientes. El 64,2% de las pacientes recibié la
quimioterapia de primera eleccion como adyuvancia al tratamiento quirargico. En el 7,5%
de los casos se administr6 neoadyuvancia seguida de cirugia mas quimioterapia

adyuvante. En una de las pacientes se carecia de este dato.

5.1.5.2. Régimen de quimioterapia de primera elecciéon y numero de ciclos

El régimen de quimioterapia neoadyuvante mas aplicado fue una combinacion de taxano
(docetaxel) mas compuesto de platino (carboplatino), que se indic6é en el 40,9% de las

pacientes tratadas con neoadyuvancia. El resto de los regimenes incluyeron un taxano

(docetaxel o placitaxel) (tabla 6).

Tabla 6: Regimenes de quimioterapia neoadyuvante

N % Estandar Reduccion
n° ciclos ciclos (n)
Docetaxel+carboplatino 9 40,9 6 1
Docetaxel+ciclofosfamida 4 18,2 6 -
Docetaxel+doxorrubicina 1 4.5 6 -
Adriamicina+ciclofosfamida+placitaxel 3 13,6 4 --
Adriamicina+carboplatino+docetaxel 1 4.5 4 -
Fluoracilo-Epirrubicina-ciclofosfamida+placitaxel 4 18,2 4 1

Todos los regimenes adyuvantes contenian un taxano tanto combinado con otro agente,
como en monoterapia consecutiva a la combinacién de dos agentes durante 8-12 ciclos
(tabla 7). El régimen de quimioterapia adyuvante mas indicado fue la combinacion de

adriamicina y ciclofosfamida (4 ciclos) seguidas de placitaxel (12 ciclos) (39.1%).
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Tabla 7: Regimenes de quimioterapia adyuvante

N % Estandar Reduccion
n° ciclos ciclos (n)

Adriamicina+ciclofosfamida+placitaxel 18 391 4-12 N
Docetaxel+ciclofosfamida 1 23,9 6 4
Adriamicina+ciclofosfamida+docetaxel 6 13 4-8 N
Docetaxel+carboplatino 5 5 6 -
Adriamicina+ciclofosfamida 4 87 4 -
Placitaxel ! 2.2 12 -

1 2,2 4 1

Ciclosfosfamida+5-fluorouracilo+docetaxel

5.1.5.3. Régimen de quimioterapia de segunda eleccién y numero de ciclos

En el 6,2% de los casos se administr6 neoadyuvancia seguida de cirugia mas
quimioterapia adyuvante, por no conseguir la remision completa de la enfermedad con la
primera linea terapéutica. En estos casos, la quimioterapia neoadyuvante administrada
se baso en docetaxel y ciclofosfamida en el 4,47 % de las pacientes (n=3) y en docetaxel
y carboplatino en el 1,49 % (n=1), durante 6 ciclos. La quimioterapia adyuvante
complementaria aplicada en estos casos fue en todas las pacientes una combinacién de

adriamicina y ciclofosfamida durante 6 ciclos adicionales.

5.1.6. Relativas a la inmunoterapia

5.1.6.1. Inmunoterapia con Trastuzumab y/o Pertuzumab

Todas las pacientes con expresion de la proteina Her2/neu (35,8%) recibieron

tratamiento con Trastuzumab, durante una media de 8,43 ciclos (DE 4,6). En un 12,3 %

de las pacientes se administré de forma simultanea inmunoterapia con Pertuzumab.

5.1.7. Relativas a la hormonoterapia

5.1.7.1. Hormonoterapia con tamoxifeno

En el 74.6 % de las pacientes (n=50) se realizdé hormonoterapia concurrente o posterior a

la quimioterapia. El agente mas frecuentemente utilizado fue el tamoxifeno (85,7%),
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mientras que el exemestano se indicé en el 14,3% de las pacientes de la cohorte,
acompafado siempre de la supresion de la funcién ovarica inducida por un agonista de
deposito de la GnRH.

5.1.7.2. Hormonoterapia con agonistas de la GnRH

La supresion de la actividad ovarica mediante analogos agonistas de la GnRH se
administré al 43,1% de las pacientes. Su administracién dio comienzo durante la
quimioterapia (n=7), al reinicio de la menstruacion (n=16) o al observar aumento de los

niveles de estradiol sérico (n=5).

5.1.8. Relativas a procedimientos de preservacion de la fertilidad

5.1.8.1. Criopreservacion de ovocitos

Un 88,1% de las pacientes de la cohorte (n=59) realizaron preservacion de la fertilidad
mediante vitrificacién de ovocitos. La mediana de ovocitos maduros obtenidos para
vitrificacion fue de 7, y el intervalo intercuartil quedé comprendido entre 4 y 13 ovocitos

(tabla 8). En el 8.2% de las pacientes no se obtuvo ningun ovocito maduro, y en el 40%

se obtuvieron 6 o menos.

Tabla 8: Ovocitos preservados

Percentiles
Media DE Minimo Maximo
25 50 75
Ovocitos totales 10,4 6,2 0 27 6 9 14
Ovocitos Ml 8,98 6,7 0 27 4 7 13
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5.1.9. Relativas a la reserva ovarica tras quimioexposicion

5.1.9.1. Recuento de foliculos antrales postquimioterapia

El numero de pacientes con observaciones acerca del RFA en los sucesivos controles

estratificado segun exposicion a agonistas de la GnRH se refleja en la figura 15.

BCon aGnRH|

OSin aGnRH

N° pacientes

Tiempo (meses)

Figura 13: Numero de pacientes con RFA por control de seguimiento y segun exposicién a aGnRH

El RFA obtenido a lo largo de los primeros controles de seguimiento tras quimioterapia

se resume en la tabla 9.

La media de foliculos antrales detectados en las pacientes con y sin tratamiento con
agonista al finalizar la quimioterapia fue de 3,5 (DE: 3,1 foliculos) y de 5,4 (DE: 3,8
foliculos) respectivamente. A los 18 meses de la finalizacion de la quimioterapia, estas
medias, estimadas sobre un menor numero de observaciones, fueron 4,7 (DE: 3,4

foliculos) y 5,2 (DE: 4,6 foliculos).
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Tabla 9: Evolucién del RFA a lo largo de los tres primeros controles semestrales tras QT

Percentiles
n Media DE Minimo Maximo — 000
25 50 75
Pacientes sin tratamiento con
aGnRH
Primer control tras QT 58 3,5 3.1 0 15 1 3 6
Tras 6 meses postQT 36 4,8 3,1 0 13 3 5 7
Tras 12 meses postQT 21 4,3 3,1 0 11 2 4 7
Tras 18 meses postQT 14 4,7 3,4 1 12 2 3 6
Pacientes en tratamiento con
aGnRH
Primer control tras QT 7 5,4 3,8 2 13 2 5 7
Tras 6 meses postQT 19 3,6 2,0 0 8 3 4 5
Tras 12 meses postQT 19 4.4 2,9 0 12 2 4 7
Tras 18 meses postQT 10 5,2 4,6 0 17 2 4 5

La evolucién del RFA tras la exposicidon a quimioterapia a lo largo de todo el periodo de
seguimiento queda reflejada en las figuras 15 y 16. En las pacientes que no recibieron
agonista GnRH la media y la mediana del RFA siguen un patron similar, con leve
tendencia al descenso desde el control a los seis meses de la finalizacion de la

quimioterapia hasta el final del periodo de seguimiento (figura 15).
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Figura 14: Evolucion del RFA tras la exposicién a QT a lo largo del periodo de seguimiento en pacientes sin tratamiento con
aGnRH (A: media con IC 95%; B: mediana con IC 95%)Las pacientes que recibieron hormonoterapia adyuvante con agonistas
GnRH fueron un subgrupo minoritario en cada uno de los controles de seguimiento. Las distribuciones de los RFA obtenidos en

cada control se resumen en la figura 15.
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[ 11 | |

Figura 15:Evolucion del RFA tras la exposiciéon a QT a lo largo del periodo de seguimiento en pacientes bajo tratamiento con
aGnRH (A: media con IC 95%; B: mediana con IC 95%)

5.1.9.2. AMH sérica postquimioterapia

El nimero de observaciones sobre la concentracidon sérica de AMH en cada control
sucesivo se muestra en la figura 16, estratificada segun exposicion a GnRH. Las
pacientes que se hallaban bajo tratamiento de supresion funcional ovarica con agonista
representan casi el 50% de las observaciones en algunos de los intervalos de

seguimiento.

BCon aGnRH

OSin aGnRH

N° pacientes

Tiempo (meses)

Figura 16: Numero de pacientes con AMH sérica por control de seguimiento y segun exposicién a aGnRH
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La distribucion de AMH sérica en el control inmediatamente posterior a la finalizacion de
la QT y en el ultimo control de seguimiento se resume en la tabla 10.

Tabla 10: Evolucion de la AMH sérica (ng/mL) a lo largo de los tres primeros controles semestrales tras QT

Percentiles
n Media DE Minimo Maximo 25 50 75
Pacientes sin tratamiento con
aGnRH
Primer control tras QT 58 0,07 0,19 0 1,14 0,01 0,02 0,04
Tras 6 meses postQT 35 0,18 0.4 0 2,16 ,01 0,02 0,15
Tras 12 meses postQT 19 0,18 0,31 0 1,06 ,01 0,04 0,18
Tras 18 meses postQT 12 0,21 0,33 0 0,98 ,04 0,05 0,23
Pacientes en tratamiento con
aGnRH
Primer control tras QT 7 04 0,04 0,01 0,13 0,01 0,03 0,05
Tras 6 meses postQT 19 0,17 03 0 1,21 0,01 0,02 0,27
Tras 12 meses postQT 19 0,18 0,39 0,01 1,67 0,02 0,04 0,13
Tras 18 meses postQT 9 0,48 0,75 0,01 2,17 0,02 0,08 0,93

La figura 17 muestra la evolucién de las concentraciones de AMH sérica, resumidas por
su mediana y su media, a lo largo del periodo de seguimiento y en pacientes sin
tratamiento con agonista GnRH. La mediana, menos sensible al efecto de los valores
extremos, experimenta escasa variacion a lo largo del periodo de observacion.

A B

|
{
AMH (mediana; IC 95%)

Figura 17: Evolucion de la concentracion sérica de AMH tras la exposicion a QT a lo largo del periodo de seguimiento en
pacientes sin tratamiento aGnRH (A: media con IC 95%; B: mediana con IC 95%)
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Las pacientes que recibieron tratamiento con agonista de la GnRH generaron la
evolucion de concentraciones séricas de AMH que muestra la figura 18 A partir de la
sexta visita de seguimiento, este subgrupo queda reducido a una Unica paciente, por lo

que no se representan los intervalos de confianza de la estimacidon de media y mediana.
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Figura 18:Evolucién de la concentracion sérica de AMH tras la exposiciéon a QT a lo largo del periodo de seguimiento en
pacientes bajo tratamiento aGnRH (A: media con IC 95%; B: mediana con IC 95%)

5.1.9.3. FSH sérica postquimioterapia

El nimero de observaciones semestrales sobre concentracion sérica de FSH se
representa en la figura 19. La proporcién de pacientes bajo tratamiento con agonista en
cada uno de los controles resultd l6gicamente muy similar a la observada en las

distribuciones de controles semestrales de RFA y AMH, y vari6 entre el 7y el 52%.
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N° pacientes

BCon aGnRH

OSin aGnRH

Tiempo (meses)

Figura 19: Numero de pacientes con FSH sérica por control de seguimiento y segun exposicién a aGnRH

La mediana de la concentracion sérica de FSH en la finalizaciéon de la QT fue de 81,5

UI/L (1IC: 46,2; 114 UI/L) en el subgrupo de pacientes no tratadas con agonistas GnRH, y

de 5 UI/L (lIC: 3; 8,5 UI/L) en las que recibian este tratamiento. A los 18 meses de la

finalizacién de la quimioterapia, las pacientes sin tratamiento con agonista GnRH
presentaron una mediana de la FSH sérica de 23 UI/L (lIC: 7; 46 UI/L), que fue de 5 Ul/L

(lIC: 3; 8,5 UI/L) en las tratadas con agonista en esta fase del seguimiento (tabla11).

Tabla 11: Evoluciéon de la FSH sérica (UI/L) a lo largo de los tres primeros controles semestrales tras QT

Percentiles
n Media DE Minimo Maximo 25 50 75
Pacientes sin tratamiento con
aGnRH
Primer control tras QT 60 82,4 43,5 4 176 46,2 815 114
Tras 6 meses postQT 36 46,8 37,5 3 140 14 44 64,7
Tras 12 meses postQT 20 333 36,5 3 127 6.5 17 53
Tras 18 meses postQT " 26,8 18,9 6 61 7 23 46
Pacientes en tratamiento con
aGnRH
Primer control tras QT S 5.6 28 2 9 3 5 8,5
Tras 6 meses postQT 19 34 2 0,5 8 2 3 5
Tras 12 meses postQT 19 10 31,4 1 140 2 3 4
Tras 18 meses postQT 12 4,6 2,8 2 11 2 4 6
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Resultados

La evolucion temporal completa a lo largo del seguimiento en pacientes sin y con
hormonoterapia adyuvante con agonista GnRH se representa en las figuras 20 y 21. En
las pacientes que no recibieron tratamiento con agonista se aprecia un claro descenso
de la concentracion media y mediana de FSH hasta los 12-24 meses, seguida de una
meseta a partir de esta fase. En las pacientes que fueron tratadas con agonista se
observa un descenso claro y mantenido durante todo el seguimiento de la concentracion

media y mediana de FSH.

100+ 100
754 754
50 _ 50
257 el T 25+
o 1 o -
T T v v ) ) 1) T T T T T T T T T
6 12 18 24 30 36 42 >42 PostQT 6 12 18 24 30 36 42 >42
Figura 20: Evolucién de la concentracion sérica de FSH tras la exposicién a QT a lo largo del periodo de seguimiento en
pacientes sin tratamiento aGnRH (A: media con IC 95%; B: mediana con IC 95%)
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Figura 21: Evolucién de la concentracion sérica de FSH tras la exposicién a QT a lo largo del periodo de seguimiento en
pacientes con tratamiento aGnRH (A: media con IC 95%; B: mediana con IC 95%)
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5.1.10. Relativas al fallo ovarico tras quimioexposicion

5.1.10.1. Fallo ovarico clinico (amenorrea quimioinducida)

El fallo ovarico clinico, definido como amenorrea secundaria de al menos cuatro meses
de evolucion y en el contexto hormonal adecuado, se manifestd en el 80,6 % de las
pacientes (n=54). Un 10,4% adicional permanecian en amenorrea al final de la
quimioterapia bajo tratamiento con agonista GnRH. Finalmente, un 9% de las pacientes

conservaban ciclos menstruales regulares o irregulares (n=6).

La amenorrea asociada a administracion de quimioterapia fue irreversible en 17 de las
pacientes (31,4%). Por el contrario, la amenorrea fue transitoria —por restablecimiento
espontaneo de ciclos menstruales— en el 68,5% de las que no recibian tratamiento a
largo plazo con agonista GnRH (37 de 54 pacientes). En dos pacientes, no pudo
evaluarse el restablecimiento de la menstruacién ya que recibieron la primera dosis

mensual de agonista depot ante el incremento progresivo del estradiol sérico.

La frecuencia acumulada de aparicion de amenorrea quimioinducida (transitoria y
definitiva) a lo largo del periodo de observacion se representa en la figura 22. La
desaparicion de los ciclos menstruales se fue acumulando desde el inicio de la
administracion de quimioterapia con tendencia de distribuciéon progresiva uniforme a lo

largo de siete meses.

Funcion de supervivencia
1,0+ f—— Censurado

0,8

0,6
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Frecuencia acumulada de amenorrea (%)
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Figura 22:Probabilidad acumulada de apariciéon de amenorrea en funcion del tiempo
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Segun las observaciones referidas a las pacientes de la cohorte en las que este evento
resultd valorable, la probabilidad observada de aparicion de amenorrea a 3 meses del
inicio de la quimioterapia fue del 48% (error estandar: 6%) y a 6 meses del 87% (error
estandar: 12%) (Figura 23).
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Figura 23: Probabilidad acumulada de restablecimiento de ciclos en pacientes en amenorrea quimioinducida

La distribuciéon temporal de la reaparicion de los ciclos menstruales en las pacientes que
la experimentaron se representa en la figura 23. La frecuencia acumulada de
restablecimiento de menstruaciones ciclicas mostré un patron de crecimiento uniforme
hasta alcanzar a los 12 meses postQT el 94,6% de las pacientes en amenorrea y sin

tratamiento con agonistas GnRH.
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Considerando la totalidad de las pacientes en amenorrea quimioinducida, la frecuencia

de reaparicion de ciclos menstruales a los seis meses fue del 40,7% (IC 95%: 22,7;
54,7), y ascendio hasta el 64,8% a los 12 meses (IC 95%: 51,1; 78,4) La frecuencia

promedio de reaparicion de la menstruacion fue por tanto del 6,78% durante los 6

primeros meses, y del 5,4% dentro del primer afio (tabla 12). A lo largo de los 12 meses

siguientes, el incremento de la frecuencia de restablecimiento de ciclos representé tan

solo un 3,7%.

Tabla 12: Frecuencia acumulada de restablecimiento de ciclos menstruales tras finalizacién de quimioterapia

en pacientes con amenorrea quimioinducida segun estratos temporales

N Probg/lzi)lidad IC 95%
Tras 6 meses 22 40,7 22,7, 54,7
Tras 12 meses 35 64,8 51,1; 78,4
Tras 18 meses 36 66,6 53,1; 80,1
Tras 24 meses 37 68,5 52,2; 81,8
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5.1.10.2. Fallo ovarico oculto

La tabla 13 resume la frecuencia de apariciéon de reduccién de la reserva ovarica en

pacientes que conservaron los ciclos menstruales durante la quimioterapia, o en las que

se restablecieron tras la misma y no fueron tratadas con agonistas de la GnRH, con

arreglo a los diferentes criterios de definicion relativos al RFA, a la concentracion sérica

de AMH o a la combinaciéon de ambos parametros en el momento en el que se produjo la

recuperacion de la menstruacion y al final del seguimiento.

Tabla 13: Frecuencia de fallo ovarico oculto segun diferentes criterios de definicién basados en RFA postQT

Al reinicio de la menstruacion n Frec(g/oe)ncia IC 95 %
Basados en RFA
RFA <5 13 32,5 4,2; 40,1
Basados en AMH
AMH < 0,5 ng/mL 23 54,8 36; 68,6
Basados en combinacién de parametros
AMH < 0,5ng/mLo RFA<5 23 54,7 38,5; 71
Al final del seguimiento
Basados en RFA
RFA <5 25 59,5 23,2; 70,1
Basados en AMH
AMH < 0,5 ng/mL 22 52,3 33; 65,6
Basados en combinacién de parametros
AMH < 0,5 ng/mLo RFA<5 37 88,1 58,5; 91
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Al reinicio de la menstruacién, las pacientes con RFA menores de 5 representaron el
35,5% de las que conservaron o recuperaron los ciclos menstruales. La distribucién de
AMH sérica determind que la frecuencia de pacientes con concentraciones postQT
inferiores a 0,5 ng/mL fuera del 54,8%; IC 95%: 36; 68. La definicion de reserva ovarica
disminuida basada en las dos combinacion de criterios relativos a AMH y RFA fueron
54,7% (pacientes con AMH < 0,5 ng/mL o RFA < 5).

La determinacion de la frecuencia de fallo ovarico oculto al final del seguimiento, definido
como un RFA inferior a 5 representé al 59,5% de las pacientes con ciclos conservados
en ese momento, cuando se define como concentraciones de AMH menores de 0,5
ng/mL representa el 52,3% de la muestra, y cuando lo hace por la variable que combina
el RFA y la concentracion de AMH alcanza el 88,1% (tabla 13)

5.1.10.3. Reserva ovarica severamente disminuida

Definimos reserva ovarica severamente disminuida como aquella que ensombrece el
prondstico reproductivo de forma drastica. La frecuencia de las pacientes que
experimentan esta disminucién extrema de la reserva ovarica sera la suma de las
pacientes que experimentan amenorrea o fallo ovarico oculto (definido como la
combinacion de RFA <5 o AMH < 0,5 ng/mL) al final del seguimiento y no se encuentran

bajo tratamiento con agonistas, en nuestra muestra fue del 89,7%.
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5.2. ESTUDIOS DE ASOCIACION Y ESTIMACION UNIVARIADA DE
MAGNITUD DE EFECTO

5.21.  Asociacion variables explicativas y fallo ovarico clinico

5.2.1.1. Asociacion entre RFA previo a QT y fallo ovarico clinico

La exploracién de la asociacion entre el RFA previo a la QT vy reapariciéon de ciclos sin
atender al tiempo hasta la misma se ha realizado estimando el area bajo la curva ROC
(figura 24), que no sugiri6 capacidad discriminativa significativa (AUC: 0,51; IC 95%:
0,34; 0,68; p=0,66).
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Figura 24: Capacidad discriminativa del RFA en relacién con la reaparicion de ciclos menstruales (Curva ROC)

La frecuencia de reaparicion de ciclos segun estratos de RFA preQT a los 6, 12 y 18
meses de la finalizacion de la QT, asi como al final del seguimiento, se muestran en las

tablas 14, 15, 16 y 17 respectivamente.

Ninguna de las comparaciones de frecuencias de restablecimiento de ciclos menstruales
revelo diferencias significativas en funcidn de los distintos niveles dicotomizados de RFA

y a lo largo de los sucesivos periodos de observacion.
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Tabla 14: Frecuencia de reaparicion de ciclos menstruales a los 6 meses de fin de QT segun RFA

estratificado

Reaparicion de ciclos (%)

RFA N° expuestos p*
Expuestos No expuestos

<6 4 50,0 58,6 1
<8 11 57,1 57,6 1
<10 9 44,4 62,5 0,44
<12 12 58,3 57,1 1
<14 15 60,0 55,5 1
<16 18 66,6 46,6 0,3
<18 18 66,6 46,6 0,3
<20 18 66,6 46,6 0,3
<22 11 58,3 57,1 1

*Valor p de la prueba Chi®

Tabla 15: Frecuencia de reaparicién de ciclos menstruales a los 12 meses de fin de QT segun RFA

estratificado

Reaparicion de ciclos (%)

RFA N° expuestos p*
Expuestos No expuestos
<6 2 50,0 37,5 1
<8 2 50,0 37,5 1
<10 6 33,3 41,6 1
<12 6 42,8 36,8 1
<14 6 42,8 36,8 1
<16 6 60,0 12,5 0,06
<18 6 60,0 12,5 0,06
<20 6 60,0 12,5 0,06
<22 7 42,8 36,3 1
*Valor p de la prueba Chi®
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Tabla 16: Frecuencia de reaparicién de ciclos menstruales a los 18 meses de fin de QT segun RFA

estratificado

Reaparicion de ciclos (%)

RFA N° expuestos p*
Expuestos No expuestos

<6 2 50,0 30,0 1
<8 5 60,0 20,0 0,25
<10 6 50,0 22,2 1
<12 7 42,8 25,0 0,6
<14 7 42,8 25,0 0,6
<16 10 0,0 50,0 0,1
<18 10 0,0 50,0 0,1
<20 10 0,0 50,0 0,1
<22 7 42,8 25,0 0,6

*Valor p de la prueba Chi®

Tabla 17: Frecuencia de reaparicién de ciclos menstruales al final del seguimiento segin RFA
estratificado

Reaparicion de ciclos (%)

RFA N° expuestos p*
Expuestos No expuestos

<6 4 75 68 0,62

<8 9 66 68 0,59
<10 13 77 66 0,35
<12 17 70 67 0,54
<14 22 63 72 0,36
<16 26 57 78 0,08
<18 29 62 76 0,21
<20 29 62 76 0,21
<22 17 70 67 0,54

*Valor p de la prueba Chi®
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El RFA preQT no mostré asociacion con el tiempo hasta reaparicion de la menstruacion
(HR: 1,02; IC 95%: 0,99; 1,06; p=0,12).

Seguidamente, hemos analizado asociacién del RFA estratificado por diferentes puntos
de corte con el tiempo hasta reapariciéon de ciclos menstruales espontaneos. La
estratificacion del RFA previo a quimioterapia que consideré como punto de corte 12, 16
y 22 foliculos determiné diferencias significativas en el tiempo hasta reaparicién de la

menstruacion (tabla 18).

Tabla 18: Asociaciéon y magnitud de efecto del RFA previo a QT sobre la probabilidad de restablecimiento de
ciclos en funcién del tiempo

Reaparicién de ciclos
NO

foliculos N° expuestos (%) HR IC 95% p*
CR CB
<6 4 86 75 1,15 0,3; 3,81 0,8
<8 9 85 75 0,41 0,15; 1,1 0,07
<10 13 84 82 0,7 0,32; 1,53 0,38
<12 17 85 81 0,38 0,16; 0,92 0,03
<14 22 88 80 0,46 0,21; 1,03 0,06
<16 26 84 70 0,45 0,21; 0,98 0,04
<18 29 82 70 0,60 0,9; 1,23 0,16
<20 29 82 71 0,60 0,9; 1,23 0,16
<22 17 85 81 0,38 0,16; 0,92 0,03

* Valor p de la prueba Log-rank®, CR: Condicion de riesgo, CB: Condicién Basal; HR: Hazard Ratio
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5.2.1.2. Asociacion entre AMH previa a QT y fallo ovarico clinico

La curva ROC de la figura 25 muestra la relacion sensibilidad/especificidad de las
concentraciones séricas de AMH preQT en relacion con la reaparicion de ciclos
menstruales. El area obtenida no permite rechazar la hipétesis nula de no asociacion
(AUC: 0,57; IC 95%: 0,39; 0,75; p=0,39).
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Figura 25: Capacidad discriminativa de la AMH preQT en relacién con la reaparicion de ciclos menstruales (Curva ROC)

La tablas 19 a 22 resumen las comparaciones de frecuencias de reaparicion de ciclos
menstruales en funcién del nivel de AMH previa a la quimioterapia, estratificada segun
intervalos de 0,5 ng/mL de amplitud, y a lo largo de los periodos comprendidos entre el
final de la QT y los 6, 12 y 16 meses de seguimiento, asi como al final de éste.

Sélo se han observado diferencias significativas entre las proporciones de recuperacion
de ciclos menstruales a los 12 meses del fin de la QT al comparar las pacientes con

AMH preQT menor y mayor o igual a 1 ng/mL (80,0% vs 23,0%; p=0,04; tabla 20).
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Tabla 19: Frecuencia de reaparicién de ciclos menstruales a los 6 meses del fin de QT segun niveles de
AMH preQT estratificada

Reaparicion de ciclos (%)

AMH(ng/mL) N° expuestos p*
Expuestos No expuestos

<05 1 100 50,8 1

<1 9 55,5 58,3 1
<15 12 66,6 52,3 0,68
<2 15 66,6 57,0 0,30
<25 17 64,7 50,0 0,49
<3 17 64,7 50,0 0,49
<35 20 70,0 384 0,14
<4 20 68,1 36,3 0,13

*Valor p de la prueba Chi®

Tabla 20: Frecuencia de reaparicidn de ciclos menstruales a los 12 meses del fin de QT segun niveles de
AMH preQT estratificada

Reaparicion de ciclos (%)

AMH(ng/mL) N° expuestos p*
Expuestos No expuestos
<05 1 100 35,5 0,38
<1 5 80,0 23,0 0,04
<15 6 66,6 25,0 0,14
<2 8 50,0 30,0 0,63
<25 8 50,0 30,0 0,63
<3 8 50,0 30,0 0,63
<35 11 54,5 14,2 0,15
<4 12 50,0 16,6 0,31

*Valor p de la prueba Chi®
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Tabla 21: Frecuencia de reaparicién de ciclos menstruales a los 18 meses del fin de QT segun niveles de
AMH preQT estratificada

Reaparicion de ciclos (%)

AMH(ng/mL) N° expuestos p*
Expuestos No expuestos
<05 1 100 28,5 0,33
<1 6 50,0 22,2 0,32
<15 7 42,8 25,0 0,6
<2 8 37,5 28,5 1
<25 8 37,5 28,5 1
<3 8 37,5 28,5 1
<35 10 40,0 20,0 0,6
<4 11 36,3 25 1

*Valor p de la prueba Chi®

Tabla 22:Frecuencia de reaparicion de ciclos menstruales al final del periodo de seguimiento segun
niveles de AMH preQT estratificada

Reaparicion de ciclos (%)

AMH(ng/mL) N° expuestos p*
Expuestos No expuestos
<0,5 2 50 68 0,54
<1 12 58 71 0,3
<15 18 55 75 0,12
<2 23 60 73 0,2
<25 25 64 72 0,3
<3 27 66 70 0,5
<35 31 61 78 0,15
<4 35 65 73 0,38

*Valor p de la prueba Chi®
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La concentracion sérica de AMH previa a la quimioterapia no mostré asociacién con el
tiempo hasta reaparicion de menstruaciones espontaneas en las pacientes que
recuperaron los ciclos segun el resultado del modelo de riesgos proporcionales de Cox
(HR: 1,04; IC 95%: 0,95; 1,13; p=0,34).

La asociacién estadistica y de la magnitud de efecto de la AMH sérica previa a la
quimioterapia sobre la reinstauracion de ciclos menstruales también se ha evaluado
estratificando la variable explicativa segun distintos puntos de corte, escogidos tras la

exploracion de la frecuencia del resultado (tabla 23).

Tabla 23: Asociacion y magnitud de efecto del nivel de AMH previo a QT sobre la probabilidad de
restablecimiento de ciclos en funcién del tiempo

Reaparicién de ciclos

AMH %

N° expuestos (%) HR IC 95% p*
(ng/mL)
CR CB

<0,5 2 0,06 86 0,03 0,0;7,8 0,22
<1 12 78 90 0,63 0,26;1,53 0,31
<1,5 18 80 94 0,57 0,26; 1,24 0,16
<2 23 88 93 0,66 0,32; 1,32 1,24
<2,5 25 86 88 0,69 0,35; 1,35 0,28
<3 27 86 87 0,81 0,4; 1,56 0,53
<3,5 31 83 93 0,7 0,35; 1,37 0,3
<4 35 82 88 0,48 0,23; 1,03 0,06

* Valor p de la prueba Log-rank®, CR: Condicion de riesgo, CB: Condicién Basal; HR: Hazard Ratio

Ninguna de las estratificaciones basadas en los valores de AMH considerados determiné
asociacion significativa con la frecuencia de restablecimiento de ciclos en funciéon del

tiempo.
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5.2.1.3. Asociacion entre variables combinadas AMH-RFA previos a QT y fallo

ovarico clinico

La asociacion conjunta de AMH y RFA preQT se ha analizado por medio de la creacion
de dos variables combinadas que estratifican la muestra en pacientes con alta y baja
reserva ovarica basal estimada, en las que cabria esperar, respectivamente, un mejor y

peor prondstico en relacion con la reaparicion de ciclos menstruales.

Las pacientes con menor riesgo hipotético de fallo ovarico clinico se han definido como
aquellas que previamente a la administracidon de quimioterapia tenian niveles séricos de
AMH por encima de 4 ng/mL o un RFA superior a 16 foliculos antrales. Por el contrario,
como pacientes con mayor riesgo hipotético de fallo ovarico clinico se han considerado
las que presentan niveles séricos de AMH por debajo de 1,4 ng/mL o un RFA inferior a

11 foliculos antrales con caracter previo a la quimioexposicion.

La asociacién entre el tiempo hasta reaparicién de ciclos menstruales y la categoria
respecto de esta variable prondstica (‘reserva ovarica basal elevada’) se ha analizado
por medio de la funcién de supervivencia actuarial de Kaplan-Meier (figura 26), cuya
representacion grafica permite apreciar la diferencia, estadisticamente significativa
(p=0,028) en la distribucién temporal del momento de reaparicion de los ciclos entre
pacientes con mayor y menor reserva ovarica, segun la definicion establecida por medio
de esta variable combinada. Este efecto presenté un HR de 0,45 (IC 95%: 0,21; 0,98;
p=0,04), que indica que la probabilidad estimada de restablecimiento de la menstruacion
a lo largo del tiempo es menor de la mitad en las pacientes con una nivel sérico de AMH

< 4 ng/mL o un RFA previo a quimioexposicidn menor de 16.
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Figura 26: Distribucion temporal de reaparicion de ciclos menstruales en funcién de la reserva ovarica estimada (AMH 2= 4
ng/mL o RFA = 16 versus AMH <4 ng/mL y RFA < 16)
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Figura 27: Distribucion temporal de reaparicion de ciclos menstruales en funcion de la reserva ovarica estimada (AMH <1,4
ng/mL o RFA < 11 versus AMH 21,4 ng/mL y RFA 211)
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Las pacientes con mayor riesgo a priori de fallo ovarico clinico, por presentar ‘reserva
ovarica basal reducida’, se han definido como aquellas que previamente a la
administraciéon de quimioterapia tenian niveles séricos de AMH por debajo de 1,4 ng/mL
o un RFA inferior a 11 foliculos antrales. La distribucién temporal de la reaparicion de
ciclos menstruales mostré diferencias significativas al comparar las pacientes de la
muestra pertenecientes a uno y otro estrato (p=0,012) (figura 27). Segun la magnitud de
efecto estimada, la frecuencia acumulada de reaparicién de la menstruacion en las
pacientes con niveles séricos de AMH menores de 1,4 o RFA menor de 11 resulta menor
de la mitad de la que esperable en pacientes con estimadores superiores a dichos
umbrales (HR: 0,42; IC 95% 0,19;0,93; p=0,03).

Escogiendo estos dos umbrales de exposiciéon en la variable combinada ‘AMH <1.4
ng/mL o RFA < 11 ovocitos’, las distribuciones resultantes de las covariables y de las
variables de resultado se resumen en la tabla 24, al igual que el contraste estadistico
inicial de las mismas. El analisis bivariado completo de asociacidon entre covariables y

variables explicativas y de resultado se expone en el apartado correspondiente.

Considerando la estatificacion por la variable ‘AMH < 1,4 ng/mL o RFA < 11 ovocitos’, se
han apreciado diferencias significativas en la edad, que resulté significativamente mas
baja en las pacientes con mayor nivel de AMH-RFA (medianas: 34 vs 35 afos; p=0,025).
El resto de las covariables no mostré diferencias significativas al comparar a las
pacientes con mayor y menor reserva ovarica, catalogada en funciéon del umbral que

define esta variable combinada (tabla 24).

Considerando como umbral de exposicion la segunda variable combinada contemplada
en nuestro estudio (AMH = 4 ng/mL o RFA = 16 ovocitos), se han apreciado diferencias
significativas en las distribuciones de la edad, del IMC y de la FSH sérica preQT, que
resultaron mas elevadas en el grupo de pacientes con menor reserva ovarica estimada
(tabla 25). Con respecto a las covariables relativas al tratamiento, las frecuencia de
exposicion a QT basada en ciclofosfamida resulté superior en pacientes con mayor
reserva ovarica (58,3% vs 83,3%; p=0,04) (tabla 25).
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Tabla 24:Distribucién de covariables estratificadas por exposicién
(AMH < 1,4 ng/mL o RFA < 11 ovocitos)
AMH < 1,4 ng/mL o RFA  AMH = 1,4 ng/mL y RFA
< 11 ovocitos = 11 ovocitos
Covariable (n=21) (n=33) p
Mediana (RIC); % Mediana (RIC); %

Edad (afios) 35 (33;38) 34 (31;35,5) 0,025
IMC (kg/m2) 24 (20,6;29,8) 22,9 (20,4;26,5) 0,26
Edad de la menarquia (afios) 12 (10,5;13) 11 (11;13) 0,17
Consumo de tabaco 4 (19) 3(9,1) 0,25
Ciclos menstruales regulares 21 (100) 33 (100) 1
FSH basal (UI/L) 6,5 (3,5;9,5) 6 (4,7;7,2) 0,65
Estradiol basal 53 (36;76) 45 (32,2; 56,7) 0,24
Estadio TNM

I 5(23,8) 11(34,4) 0,3

I 12 (57,1) 18 (56,3) 0,58

1 4 (19) 3(94) 0,27
Grado histolégico tumoral G2 10 (50) 23 (74) 0,07
Receptores estrogénicos 13 (61,9) 27 (81,8) 0,09
Receptores de progesterona 13 (61,9) 24 (72,7) 0,29
Expresion de Her2/neu 7 (33) 11 (34) 0,58
Expresion de Ki67 19 (85,9) 28 (100) 0,15
Clasificaciéon prondstica molecular

Luminal A 3(14) 12 (38,7) 0,05

Luminal B 10 (47,6) 13 (41,9) 0,45

Basal-like 5(23,8) 6 (19,4) 0,48

Her2/neu 3(14,3) 0 0,06
Cirugia conservadora 11 (52,4) 23 (71,9) 0,12
Estadificacion ganglionar

Biopsia selectiva de GC + 3(28) 8 (30,8) 0,51

Afectacion ganglionar axilar 8(72,8) 8 (57,1) 0,35
QT neoadyuvante 4 (19) 10 (32,3) 0,14
QT adyuvante primaria 16 (76,2) 18 (568,1) 0,23
QT adyuvante secundaria 1(4,8) 3(9,7) 0,46
QT basada en ciclofosfamida 14 (66,7) 25 (75,8) 0,33
QT basada en carboplatino 5(23,8) 8 (24,2) 0,61
QT secuencial con taxanos 11 (52,4) 17 (51,5) 0,58
Hormonoterapia con tamoxifeno 9 (42,9) 10 (30,3) 0,25
RIC: Rango intercuartil
*Valor p de la prueba U de Mann-Whitney
**Valor p de la prueba Chi®
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Tabla 25: Distribucion de covariables estratificadas por exposicion
(AMH 24 ng/mL o RFA 216 ovocitos)
AMH <4 ng/mL AMH = 4 ng/mL
o RFA < 16 ovocitos y RFA = 16 ovocitos
Covariable (n=24) (n=30) p
Mediana (RIC); % Mediana (RIC); %

Edad (afios) 35 (33;38) 33 (31;35) 0,024
IMC (kg/m2) 24,7 (21,1;30,2) 22,2 (20,4;25) 0,034
Edad de la menarquia (afios) 12 (11;13) 13 (12;13) 0,12
Consumo de tabaco 4 (19,0) 3(9,1) 0,25
Ciclos menstruales regulares 100 100 1
FSH basal (UI/L) 9 (6;10) 6 (4;6) 0,002
Estradiol basal 53,6 (44;68) 41(27;56) 0,61
Estadio TNM

I 5(20,8) 11 (37,9) 0,14

I 14 (58,3) 16 (55,2) 0,52

1 5(20,8) 2 (6,9) 0,22
Grado histolégico tumoral G2 13 (54,2) 20 (74,1)) 0,11
Receptores estrogénicos 16 (66,7) 24 (80) 0,21
Receptores de progesterona 16 (66,7) 21 (70) 0,51
Expresion de Her2/neu 8 (34,8) 10 (33,3) 0,57
Expresion de Ki67 18 (90) 27 (100) 0,17
Clasificacién Oncotype

Luminal A 4(17,4) 11 (37,9) 0,09

Luminal B 11 (47,8) 12 (41,4) 0,42

Basal-like 5(21,7) 6 (20,7) 0,59

Her2/neu 3(13) 0 (0) 0,08
Cirugia conservadora 12 (52,2) 22 (73,3) 0,09
Estadificacion ganglionar

Biopsia selectiva de GC 5(35,7) 6 (25) 0,36

Afectacién ganglionar axilar 9 (69,5) 7 (58,3) 0,44
QT neoadyuvante 5(21,7) 9 (31) 0,33
QT adyuvante primaria 17 (73,9) 17 (58,6) 0,19
QT adyuvante secundaria 1(4,3) 3(10,3) 0,39
QT basada en ciclofosfamida 14 (58,3) 25 (83,3) 0,04
QT basada en carboplatino 7(29,2) 6 (20) 0,32
QT secuencial con taxanos 12 (50) 6 (53) 0,51
Hormonoterapia con tamoxifeno 14(58,3) 21 (70) 0,27
RIC: Rango intercuartil
*Valor p de la prueba U de Mann-Whitney
**V/alor p de la prueba Chi®

150

Tesis Doctoral
Elena Ceballos Garcia Marzo de 2017



Fallo ovarico precoz quimioinducido en pacientes con cancer de mama en edad reproductiva. Valor pronéstico de los estimadores de reserva ovarica

Resultados

5.2.2.  Asociacion entre variables explicativas y fallo ovarico oculto
5.2.2.1. Asociacion entre RFA preQT y fallo ovarico oculto

La relacion del RFA previo a quimioterapia con la aparicion de fallo ovarico oculto
definido por el nimero de foliculos antrales visibles en el periodo postQT, por medio de
niveles de AMH en esta misma fase, o a través de variables combinadas de resultado, se
ha analizado tanto en el momento de restablecimiento de los ciclos menstruales como al

final del seguimiento

En el momento de la reaparicién de los ciclos menstruales, el RFA preQT mostro
capacidad discriminativa para la identificacion de las pacientes con fallo ovarico oculto
definido como RFA menor de 5 o como su combinacion con AMH menor de 0,5 ng/mL
(tabla 26). ElI RFA preQT también fue capaz de discriminar con capacidad significativa la
aparicion de fallo ovarico oculto al final del seguimiento cuando este resultado se definio
como AMH sérica menor de 0,5 ng/mL, asi como cuando la definicién resulté de la

combinacién de esta con un RFA menor de 5.

Tabla 26:Asociacién y capacidad discriminativa del RFA previo a QT

respecto a la aparicion de fallo ovarico oculto definido por distintos criterios

Restablecimiento ciclos Fin de seguimiento
Criterio de definicion
Auc IC 95% p* Auc IC 95% p*
RFA <5 0,75 0,53; 0,96 0,029 0,57 0,4;0,74 0,4
AMH < 0,5 ng/mL 0,66 0,50; 0,83 0,06 0,83 0,71; 0,95 0,006
RFA <5 0 AMH < 0,5 ng/mL 0,68 0,52; 0,84 0,03 0,80 0,66; 0,93 0,03

* Valor p del contraste no paramétrico
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Figura 28:Riesgo relativo de fallo ovarico oculto, definido segun distintos criterios, en el momento de restablecimiento de
ciclos y al final del seguimiento en funcion del RFA preQT

La probabilidad de fallo ovarico oculto en el momento de restablecimiento de los ciclos y
no difirié al comparar las pacientes en funcién de su RFA preQT estratificado la mediana
de la distribucion (17 foliculos). En cambio el RR de fallo ovarico oculto en funcién del
RFA preQT superior o inferior a 17 foliculos al final del seguimiento resulté significativo
para la concentracion de AMH sérica < 0,5 ng/mL y para su combinacién con el RFA <5
foliculos (RR 1,5 (IC 95% 1,1;2) p=0,009 y RR 1,3 (IC 95% 1,03;1,6) p=0,04

respectivamente) (figura 28).
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5.2.2.2. Asociacion entre AMH preQT y fallo ovarico oculto

La asociacion de la AMH sérica previa a QT con la aparicién de fallo ovarico oculto se ha
analizado a través de la estimacion de las areas bajo la curva ROC para cada definicion
del evento fallo ovarico oculto (tabla 27). La concentracion de AMH preQT aparece en
asociacion con la presentacion de fallo ovarico oculto definido como RFA postQT menor
de 5 y como AMH postQT menor de 0,5 ng/mL. Sin embargo, el AUC que expresa la
capacidad discriminativa de la variable combinada ‘RFA < 5 o AMH < 0,5 ng/mL” no

resultd sugestiva de asociacion significativa.

Tabla 27:Asociacién y capacidad discriminativa del AMH previo a QT
respecto a la aparicion de fallo ovarico oculto definido por distintos criterios

Restablecimiento ciclos Fin de seguimiento
Auc IC 95% p* Auc IC 95% p*
RFA<5 0,79 0,56; 1 0,01 0,56 0,38; 0,73 0,50
AMH < 0,5 ng/mL 0,59 0,42; 0,76 0,3 0,77 0,6; 0,95 0,02
RFA <50 AMH < 0,5 ng/mL 0,63 0,46; 0,79 0,13 0,68 0,48; 0,89 0,17

* Valor p del contraste no paramétrico

L I

RFA <5 i E

. NN
w| W

AMH <05

2

_.
[§]

RFA<5 0OAMH <05

%

DT N

0 1 2 3 4 5 G 7 8 2] 10

M Al restablecimiento de ciclos Bl Al final del sequimiento

Figura 29:Riesgo relativo de fallo ovarico oculto, definido segun distintos criterios, en el momento de restablecimiento de
ciclos y al final del seguimiento en funcién de la concentracién de AMH preQT

La probabilidad de fallo ovarico oculto definido como la concentracién de AMH al final del
seguimiento menor de 0,5 ng/mL resulté significativamente asociada a la concentracion
de AMH preQT menor de 3 ng/mL (RR 1,3 (IC95% 1,03;1,7) p=0,04). Para el resto de
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definiciones de fallo ovarico oculto en el momento de restablecimiento de los ciclos y al
final del seguimiento no difirié al comparar las pacientes en funcion de la concentracion

de AMH preQT estratificada por la mediana de la distribucién (3 ng/mL) (figura 29).

5.2.2.3. Asociacion entre variables combinadas AMH-RFA y fallo ovarico oculto

En la tabla 28 y 29 se presentan los resultados de los estudios de asociacion entre las
variables combinadas de exposicion y las frecuencias de aparicion de fallo ovarico oculto
en el momento del restablecimiento de los ciclos menstruales y al final del seguimiento.

La frecuencia de fallo ovarico oculto definido por niveles de AMH sérica postQT < 0,5 ng
/mL en el momento del reinicio de la menstruacion resultd superior en pacientes
expuestas segun la definicién de la variable ‘AMH < 1,4 ng/mL o RFA < 11 ovocitos’
(tabla 28). En cambio, no resultaron significativamente diferentes las frecuencias de fallo
ovarico oculto definidas por RFA post QT <5 o su combinaciéon con una AMH postQT <
0,5 ng/mL tanto en el momento del reinicio de los ciclos como al final del seguimiento en

pacientes expuestas (Tabla 28).

Tabla 28:Distribucion de variables de resultado estratificadas por exposicion

(AMH < 1,4 ng/mL o RFA < 11 ovocitos)

AMH < 1,4 ng/mLo RFA  AMH = 1,4 ng/mL y RFA

< 11 ovocitos = 11 ovocitos
(n=21) (n=33) P
Mediana (RIC); % Mediana (RIC); %

AMH postQT en pacientes con reinicio de ciclos menstruales

Al reinicio de ciclos 0,15 0,11 0,05

Al final del seguimiento 0,04 0,13 0,17
RFA postQT en pacientes con reinicio de ciclos menstruales

Al reinicio de ciclos 5,0 5,0 0,57

Al final del seguimiento 4,5 7 0,15
Fallo ovarico oculto al reinicio de ciclos menstruales

RFA <5 5(31,3) 2(7,7) 0,06

AMH < 0,5 ng/mL 11 (68,8) 12 (46,2) 0,13

AMH < 0,5 ng/mL o RFA <5 11 (68,8) 12 (46,2) 0,13
Fallo ovarico oculto al final del seguimiento

RFA<5 9 (56,3) 13 (50) 0,47

AMH < 0,5 ng /mL 16 (100) 19 (73,3) 0,02

AMH < 0,5 ng/mL o RFA <5 16 (100) 21 (80) 0,07

RIC: Rango intercuartil
*Valor p de la prueba U de Mann-Whitney
**Valor p de la prueba Chi®
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Estratificando por la variable AMH = 4 ng/mL o RFA = 16, resultaron mas frecuentes

recuentos foliculares postQT menores de 5 (33,3% vs 4,2%; p=0,01), niveles séricos de

AMH menores de 0,5 ng/mL (72,2% vs 41,7%; p=0,04), asi como la aparicion de uno y

otro fendmeno entre las pacientes con menor reserva ovarica estimada (tabla 29).

Analizando las frecuencias de fallo ovarico oculto al final del seguimiento, se observo

que las pacientes con menor reserva ovarica (AMH < 4 ng/mL o RFA < 16 ovocitos)

también presentaron mas frecuentemente niveles de AMH postQT inferiores a 0,5 ng/mL,

de forma aislada o en combinacion con RFA postQT menor de 5 (tabla 29).

Tabla 29:Distribucién de variables de resultado estratificadas por exposicion

(AMH = 4 ng/mL o RFA = 16 ovocitos)

AMH < 4 ng/mL AMH = 4 ng/mL
o RFA < 16 ovocitos y RFA = 16 ovocitos
Covariable (n=21) (n=33) p
Mediana (RIC); % Mediana (RIC); %
Fallo ovarico clinico 15 (62,5) 22 (73,3) 0,28
AMH postQT en pacientes con reinicio de ciclos menstruales
Al reinicio de ciclos 0,11 0,15 0,36
Al final del seguimiento 0,05 0,15 0,08
RFA postQT en pacientes con reinicio de ciclos menstruales
Al reinicio de ciclos 5 0,06
Al final del seguimiento 5 8 0,04
Fallo ovarico oculto al reinicio de ciclos menstruales
RFA <5 6 (33,3) 1(4,2) 0,018
AMH < 0,5 ng/mL 13(72,2) 10 (41,7) 0,04
AMH < 0,5 ng/mL o RFA <5 13(72,2) 10 (41,7) 0,04
Fallo ovarico oculto al final del seguimiento
RFA<5 12 (50) 10 (55,6) 0,48
AMH < 0,5 ng /mL 18 (100) 17 (70,8) 0,013
AMH < 0,5 ng/mL o RFA <5 18 (100) 19 (79,2) 0,05
RIC: Rango intercuartil
*Valor p de la prueba U de Mann-Whitney
**Valor p de la prueba Chi®
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En relacion con el riesgo de desarrollar fallo ovarico oculto, definido con arreglo a
diferentes puntos de corte de estimadores de reserva ovarica, fue similar al comparar las
pacientes segun los estratos de la variable combinada ‘AMH <1,4 ng/mL o RFA < 11’
tanto en el momento del restablecimiento de los ciclos como al final del seguimiento
(figura 30).
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Figura 30:Riesgo relativo de fallo ovarico oculto, definido segun distintos criterios, en el momento de restablecimiento de
ciclos y al final del seguimiento en funcién dela variable combinada AMH preQT < 1,4 ng/mL o RFA preQT<11.

En la figura 31 se muestran los resultados del RR de aparicion de fallo ovarico oculto en
funciéon de la variable combinada AMH-RFA preQT para ‘reserva ovarica elevada’. Para
la definicion de fallo ovarico oculto como niveles de AMH inferiores a 0,5 ng/mL tanto al
restablecimiento de los ciclos como al final del seguimiento, el riesgo fue
significativamente mayor en las pacientes expuestas (1,7(1,03;3); p=0,03 y 1,5
(1,05;2,4); p=0,03, respectivamente). También se observd mayor riesgo para desarrollar
fallo ovarico oculto definido por una AMH postQT < 0,5 ng/mL o un RFA <5 al final del

seguimiento en las pacientes con una menor reserva ovarica.
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Figura 31:Riesgo relativo de fallo ovarico oculto, definido segun distintos criterios, en el momento de restablecimiento de
ciclos y al final del seguimiento en funcién de la variable combinada AMH preQT = 4 ng/mL o RFA preQT = 16

5.2.3. Asociacion entre variables explicativas y reserva ovarica severamente

disminuida

5.2.3.1. Asociacion entre RFA preQT y reserva ovarica severamente disminuida

La exploracidon de la asociacion entre el RFA previo a la QT y la reserva ovarica
disminuida drasticamente al final del seguimiento se ha realizado estimando el area bajo
la curva ROC, mostrando capacidad discriminativa significativa (AUC: 0,82; IC 95%:
0,69; 0,95; p=0,03).

En cuanto al RR de desarrollar reserva ovarica severamente disminuida resultd
significativamente asociado con RFA preQT, estratificando por la mediana de 17 foliculos
(RR 1,3 (IC 95% 1,05; 1,7) p= 0,02).
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5.2.3.2. Asociacion entre AMH preQT y reserva ovarica severamente disminuida

La concentracién de AMH preQT no mostré capacidad discriminativa significativa para la
determinacién de la reserva ovarica severamente disminuida al final del seguimiento (
AUC 0,75 (IC95% 0,55;0,94) p=0,1).

La AMH preQT tampoco se mostré asociada significativamente al aumento del RR de
desarrollar la condicién de reserva ovarica severamente disminuida al final del
seguimiento, estratificando la misma por la mediana de la distribucion 3 ng/mL (RR 1,15
(1IC95% 0,91;1,47) p=0,3).

5.2.3.3. Asociacion entre variables combinadas AMH-RFA y reserva ovarica

severamente disminuida

El grupo de pacientes con ‘mejor reserva ovarica preQT’ definidas por concentraciéon de
AMH 24 ng/mL o un RFA = a 16 foliculos resultaron tener un RR significativamente
menor de desarrollar una reserva ovarica severamente disminuida al final del
seguimiento (RR 1,28 (1,04;1,6) p=0,03). En cambio cuando se estratificaba a las
pacientes por la variable que definia ‘peor reserva ovarica’ como concentraciones de
AMH < 1,4 ng/mL y RFA <11 no resulté significativamente asociado al RR de desarrollar
esta condicion (RR 1,22 (1,04;1,48) p=0,11).
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5.2.4. Asociacion entre covariables y variables de resultado

5.2.4.1. Asociacion entre covariables y fallo ovarico clinico

Entre las variable relativas a las caracteristicas basales de las pacientes, solo la edad

mostré asociacion significativa con el tiempo hasta reaparicion de ciclos menstruales, al

estratificar por el umbral del percentil 25 de la distribucidon (tabla 30). Por tanto, las

pacientes con menos de 32 afios presentaron mayor probabilidad de reaparicion de

ciclos menstruales a lo largo del tiempo, segun los resultados del analisis univariado.

Tabla 30: Anadlisis de asociacion y magnitud de efecto de caracteristicas basales, antecedentes de la

paciente y relacionadas con la reserva ovarica sobre restablecimiento de ciclos

N° expuestos

Covariable %) HR IC 95% p*
Edad (afos) - 0,091 0,83;1,0 0,06
Edad estratificada

< 32 afios (P25) 41 (76) 0,40 0,18; 0,89 0,02

< 34 aiios (P50) 33 (61) 0,5 0,24; 1,01 0,05

<36 afos (P75) 18 (33,3) 0,51 0,24; 1,11 0,09
Edad menarquia (afios) -- 1,04 0,8; 1,35 0,76
IMC (kg/m?) - 0,96 0,89; 1,04 0,37
IMC estratificado(kg/m2)

<18 1(1,8) 3,2 0,45; 25,0 0,26

<25 30 (55,5) 1,8 0,87; 3,78 0,1

<30 47 (87) 0,9 0,31; 2,61 0,85

<35 51 (94,4) 0,52 0,12; 2,23 0,37
Nuliparidad (Si/no) 40 (74,1) 1,73 0,7;4,3 0,23
Consumo de tabaco (Si/No) 7(13) 1,57 0,59; 4,12 0,36
Portadora de mutacién BRCA 7(29,1) 2,5 0,48; 13,0 0,27
FSH basal (UI/L) - 0,91 0,81; 1,04 0,19
Estradiol(ng/L) - 0,99 0,99;1, 04 0,62
Cociente FSH/E2 - 0,45 0,08; 2,43 0,35

Tesis Doctoral
Elena Ceballos Garcia

159

Marzo de 2017



Fallo ovarico precoz quimioinducido en pacientes con cancer de mama en edad reproductiva. Valor pronéstico de los estimadores de reserva ovarica

Resultados

En cuanto a las variables relativas a la enfermedad tumoral, ninguna de ellas demostro

asociacion con el tiempo hasta recuperacion de ciclos menstruales, excepto la condicion

prondstica molecular ‘Luminal B’, por lo que estas pacientes tendrian una menor

probabilidad de reaparicion de ciclos menstruales a lo largo del tiempo, segun los

resultados del analisis univariado (tabla 31).

Tabla 31: Analisis de asociacion y magnitud de efecto de variables relacionadas con la enfermedad

tumoral con el restablecimiento de ciclos

N° expuestos

Covariable %) HR IC 95% p*
Estadio TNM
I 16 (30,2) 1 - -
Il 30 (56,6) 2,83 0,83;9,6 0,97
1 7 (13,2) 1,48 0,49;44 0,48
Tipo histolégico (ductal vs
lobulilla) 2 (4) 0,88 0,21; 3,37 0,86
Grado histoldgico (G2 vs G3) 18 (33,3) 1,04 0,52; 2,09 0,89
Expresion Receptores
Hormonales
RE(+) 40 (74) 2,03 0,91;4,5 0,08
RP(+) 37 (68,5) 1,75 0,85;3,6 0,12
Expresion Her2 neu 18 (33.3) 1,17 0,57;2,4 0,65
Expresion Ki-67 45 (95) 3,8 0,49; 29,4 0,19
Pronéstico molecular
Luminal A 15 (28.8) 1 - -
Luminal B 23 (44,2) 3.6 1,12;11,6 0,031
Basal Like 11(21) 1,9 0,69;5,2 0,2
Her-2 3(5,7) 1,5 0,35;6,4 0,57

En la tabla 32 se resumen los analisis de asociacién y magnitud de efecto sobre el

tiempo hasta reaparicion de ciclos de las caracteristicas relativas al tratamiento. Sélo se

encontré asociacion significativa entre el tiempo hasta restablecimiento de los ciclos

menstruales y las pacientes con ganglio centinela positivo.
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En cuanto a las variable relativas al tratamiento quimioterapico, no se encontraron

diferencias significativas con el restablecimiento de ciclos en funcién del tiempo.

Tampoco mostraron diferencias significativas la inmunoterapia ni la administracion de

tamoxifeno (tabla 32). Se encontr6é una asociacion significativa con las pacientes en las

que la biopsia selectiva de ganglio centinela resulté positiva (p=0.031).

Tabla 32: Analisis de asociacion y magnitud de efecto de caracteristicas relativas al tratamiento quirdrgico y
quimioterapico con el restablecimiento de ciclos

N° expuestos

Covariable HR IC 95% p*
(%)

Cirugia (conservadora vs mastectomia) 34 (34) 1,7 0,82; 3,87 0,14
Ganglios linfaticos (positivos vs negativos)

En BSGC 11 (28,9) 2,9 1,1,7,7 0,031

En Linfadenectomia 16 (64) 0,65 0,23;1,81 0,41

En BSGC o Linfadenectomia 16 (64) 1,19 0,61;2,32 0,6
N° ganglios axilares positivos -- 0,92 0,82; 1,04 0,21
Secuencia quimioterapia

Adyuvante 14 (26,9) 1 - -

Neodyuvante 34 (65,3) 0,93 0,45;1,92 0,85

Ambas 4(7,6) 0,54 0,07;4,08 0,55
Régimen quimioterapia

Basada ciclofosfamida 39 (72) 1,19 0,57;2,48 0,64

Basada en carboplatino 13 (24) 0,58 0,25;1,33 0,2

Taxanos secuenciales 28 (52) 1,2 0,64; 2,41 0,52
Inmunoterapia

Trastuzumab 19 (35) 0,98 0,7;2,38 0,97

Trastuzumab+Pertuzumab 7 (13) 1,3 0,64;2,63 0,45
Tamoxifeno 35 (64) 0,8 0,4;1,62 0,54
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5.2.5. Asociacion entre covariables y variables explicativas

Con el fin de identificar las covariables que deben ser incluidas en el analisis bi y
multivariado, se ha analizado la asociacion entre las variables explicativas en las que se
encontré6 un umbral significativamente asociado con el restablecimiento de ciclos en el
tiempo —RFA preQT y variable combinada AMH/RFA- y las covariables con potencial

relacion biolégicamente plausible.

5.2.5.1. Asociacioén entre covariables y RFA preQT

El RFA preQT mostré asociacion significativa inversa con la edad, tanto considerada
como variable continua (Rho: -0,39; p=0,003), como dicotomizada utilizando como punto

de corte la edad de 32 y 36 afios (p= 0.04 y p=0,028 respectivamente) (tabla 33).

También se detectd asociacion significativa entre el RFA previo a QT y el IMC de la
paciente: EI RFA result6 menor a mayor IMC (Rho: -0,32; P=0,019). Estratificando la
variable por medio de los puntos de corte establecidos en la clasificacion estatoponderal
de la OMS, se apreciaron diferencias significativas en el RFA tanto al comparar las
pacientes con peso normal frente a las que presentaron sobrepeso y obesidad, como
comparando las pacientes con normopeso o0 sobrepeso con las obesas, y también al
contrastar la diferencias entre los RFA de pacientes con normopeso, sobrepeso y

obesidad clase | con las afectadas por obesidad clase Il (tabla 33).

La concentracion sérica de FSH basal, disponible sélo en 28 pacientes de la muestra,
no mostré no correlacion significativa con el RFA previo a quimioterapia. Como se
aprecia en la tabla 33, el resto de las covariables analizadas tampoco presentaron

asociacioén con el RFA previo a la quimioexposicion.
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Tabla 33: Anadlisis de asociacion entre caracteristicas basales, antecedentes de la paciente y
relacionadas con la reserva ovarica y el RFA preQT

N° expuestos

Covariable %) Estadistico p

Edad (afos) - -0.39* 0,003
Edad estratificada

< 32 afios (P25) 41 (76) 367+ 0,04

< 34 aiios (P50) 33 (61) 430** 0,13

<36 afos (P75) 18 (33) 444** 0,028
Edad menarquia (afios) -- 0,19* 0,16
IMC (kg/m?) - -0,32* 0,019
IMC estratificado(kg/m?)

<25 30 (56) 183** 0,037

<30 47 (53) 54** 0,012

<35 51 (94) 24,5** 0,04
Nuliparidad (Si/no) 40 (80) 182** 0,67
Consumo de tabaco (Si/No) 7 (13) 125** 0,32
Portadora de mutacion BRCA 7(29,1) 35* 0,13
FSH basal (UI/L) - -0,34* 0,07
Estradiol (ng/L) -- 0,12* 0,38
Cociente FSH basal/E2 -- -0,24* 0,08
* Rho de Spearman
** U de Mann-Whitney
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5.2.5.2. Asociacion entre covariables y concentracion de AMH preQT

Al igual que con el RFA, la edad mostré correlacién significativa inversa con el nivel
sérico de AMH previa a la quimioterapia (Rho: -0,27; p=0,04). En este caso, la
significacién de la asociacién no se mantuvo al estratificar la edad por ninguno de los

tres cuartiles de su distribucion (32, 34 y 36 afios) (tabla 34).

Tabla 34: Anadlisis de asociacion entre caracteristicas basales, antecedentes de la paciente y
relacionadas con la reserva ovarica y la concentracion de AMH preQT

N° expuestos
Covariable %) Estadistico p
(]

Edad (afios) - -0,27* 0,04

Edad estratificada

< 32 aiios (P25) 41 (76) 353,5** 0,76
< 34 aiios (P50) 33 (61) 412** 0,22
<36 afos (P75) 18 (33) 419** 0,08
Edad menarquia (afios) -- 0,24* 0,083
IMC (kg/m?) - -0,31* 0,02

IMC estratificado

<25 30 (56) 178** 0,028
<30 47 (53) 52** 0,01
<35 51 (94) 21** 0,03
Nuliparidad (Si/no) 40 (80) 146* 0,19
Consumo de tabaco (Si/No) 7 (13) 184* 0,63
Portadora de mutacion BRCA 7(29,1) 54,5** 0,75
FSH basal (UI/L) - -0,29* 0,12
Estradiol (ng/L) -- 0,18* 0,35
Cociente FSH/E2 - -0,03* 0,84

* Rho de Spearman
** U de Mann-Whitney
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El nivel sérico de AMH preQT también presentd correlacion significativa negativa con el
IMC (Rho: -0,31; p=0,02). La comparacion de las distribuciones de AMH categorizando el

IMC por los intervalos de la OMS mostré diferencias significativas en todos los estratos.

De forma analoga a lo descrito en el caso del RFA, la AMH previa a QT no presento
asociacion con la FSH ni con el estradiol determinados en la fase folicular —en las 28

pacientes en las que estuvo disponible—, ni tampoco la ratio FSH/estradiol (tabla 34).

5.3. ANALISIS BIVARIADO

Se presenta a continuacion el anadlisis bivariado destinado a identificar posibles
interacciones o confusiones ejercidas por las covariables asociadas a la probabilidad de
restablecimiento de ciclos menstruales tras la quimioterapia, y bien a los niveles séricos
de AMH o bien al recuento de foliculos antrales prequimioterapia, que podrian incidir

sobre la asociacion causal que constituye la hipétesis principal del presente estudio.

5.3.1.  Andlisis bivariado segun covariables del efecto de RFA preQT sobre

restablecimiento de ciclos menstruales

La tabla 35 muestra el resumen del andlisis bivariado para detectar la interacciéon o
confusion que podrian ejercer ciertas covariables sobre el efecto que el RFA preQT
produce sobre el tiempo hasta restablecimiento de ciclos, si se dicotomiza entre RFA

preQT menor y mayor o igual a 12.
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Tabla 35: Analisis bivariado del efecto del RFA previo a quimioterapia <12 sobre la probabilidad de
restablecimiento de ciclos menstruales segun covariables asociadas

Variable HR crudo IC 95 % p* HR ajustado IC 95 %

Edad (afios)

<32 afios 0,38 016,092 0,12 0.4 0,18;1,12

< 34 afios 0,38 016,092 0,13 0,43 0,17:1,04

<36 afios 0,38 016,092 011 0,43 0,16;0,97
IMC(kg/m?)

<25 0,38 0,16; 0,92 0,2 0,42 0,17;1,05

<30 0,38 0,16; 0,92 0,22 0,30 0,11;0,84

<35 0,38 0,16; 0,92 0,07 0,28 0,1;0,77
BSGC (positivos vs negativos) 0.38 0.16: 0.92 0.05 0.48 0.16:1,49
Secuencia quimioterapia

Neoadyuvante 0,38 0,16; 0,92 0.68 0,4 0,16;0,97

Adyuvante 0,38 0,16; 0,92 0,36 0,38 0,15;0,93

Ambas 0,38 0,16; 0,92 0,25 0,36 0,14;0,90
Régimen quimioterapia

Basada ciclofosfamida 0,38 0,16; 0,92 0,66 0,38 0,16;0,92

Basada en carboplatino 0,38 0,16; 0,92 0,17 0,38 0,16;0,92

Taxanos secuenciales 0,38 0,16; 0,92 0,38 0,37 0,15;0,89
Tamoxifeno 0,38 016:092 0,54 0,39 0,16:0,94

* Valor p de la prueba estadistica de interaccion

El efecto del RFA estratificado por 12 sobre el tiempo hasta reaparicién de ciclos
menstruales conserva la significacién estadistica tras ajustar individualmente por edad,
por el IMC y por resultado positivo en la biopsia selectiva de ganglio centinela, que se

han revelado como variables confusoras (tabla 35).
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5.3.2.  Andlisis bivariado segun covariables del efecto de los niveles

combinados de AMH y RFA preQT sobre restablecimiento de ciclos menstruales

El estudio del efecto de la covariables consideradas sobre el efecto de la variable

combinada AMH <1.4 ng/mL o RFA < 11 foliculos antrales) se resume en la tabla 36.

Tabla 36: Analisis bivariado del efecto de los niveles séricos de AMH < 1,4 ng/mL o el RFA < 11 foliculos
previos a QT sobre la probabilidad de restablecimiento de ciclos menstruales segun covariables asociadas

Variable HR crudo IC 95 % p* HR ajustado IC 95 %

Edad (afios)

< 32 afos 0,42 0,19; 0,9 0,13 0,50 0,20;1,18

< 34 afios 042 019,09 0,18 0,48 0,21:1,10

< 36 afios 042 019,09 0,20 0,47 0,20;1,06
IMC(kg/m?)

<25 0,42 0,19; 0,9 0,12 0,43 0,19;0,98

<30 0,42 0,19; 0,9 0,3 0,36 0,14;0,88

<35 0,42 0,19; 0,9 0,11 0,34 0,14;0,81
Secuencia quimioterapia

Neoadyuvante 0,42 0,19; 0,9 0,83 0,44 0,19;0,99

Adyuvante 0,42 0,19; 0,9 0,46 0,43 0,19;0,96

Ambas 0,42 0,19; 0,9 0,24 0,39 0,17;0,90
Régimen quimioterapia

Basada ciclofosfamida 0,42 0,19; 0,9 0,81 0,42 0,19;0,94

Basada en carboplatino 0,42 0,19; 0,9 0,24 0,43 0,19;0,96

Taxanos secuenciales 0,42 0,19; 0,9 0,55 0,42 0,19;0,93
Tamoxifeno 042 019,09 065 0,43 0,19:0,95

* Valor p de la prueba estadistica de interaccion.

El efecto de la variable combinada que clasifica a las pacientes en funcién de la

presencia de RFA < a 11 o niveles de AMH < 1.4 ng/mL mantiene su significacion
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respecto a la frecuencia de restablecimiento de ciclos menstruales en funcién del tiempo,

aun ajustando éste por el efecto confusor del IMC (tabla 36).

El estudio del efecto de la covariables consideradas sobre el efecto de la variable

combinada AMH = 4 ng/mL o RFA = 16 foliculos antrales se resume en la tabla 37.

Tabla 37: Analisis bivariado del efecto de los niveles séricos de AMH = 4ng/mL o el RFA = 16 foliculos previos
a QT sobre la probabilidad de restablecimiento de ciclos menstruales segun covariables asociadas

Variable HR crudo IC 95 % p* HR ajustado IC 95 %

Edad (afios)

< 32 afos 0,42 0,19; 0,9 0,13 0,50 0,20;1,18

< 34 afios 042 019,09 0,18 0,48 0,21:1,10

< 36 afios 042 019,09 020 0,47 0,20;1,06
IMC(kg/m?)

<25 0,42 0,19; 0,9 0,12 0,43 0,19;0,98

<30 0,42 0,19; 0,9 0,3 0,36 0,14;0,88

<35 0,42 0,19; 0,9 0,11 0,34 0,14;0,81
Secuencia quimioterapia

Neoadyuvante 0,42 0,19; 0,9 0,83 0,44 0,19;0,99

Adyuvante 0,42 0,19; 0,9 0,46 0,43 0,19;0,96

Ambas 0,42 0,19; 0,9 0,24 0,39 0,17;0,90
Régimen quimioterapia

Basada ciclofosfamida 0,42 0,19; 0,9 0,81 0,42 0,19;0,94

Basada en carboplatino 0,42 0,19; 0,9 0,24 0,43 0,19;0,96

Taxanos secuenciales 0,42 0,19; 0,9 0,55 0,42 0,19;0,93
Tamoxifeno 042 019,09 065 0,43 0,19,0,95

* Valor p de la prueba estadistica de interaccion.

El efecto de la variable combinada que clasifica a las pacientes en funcién de la

presencia de RFA = 16 o niveles de AMH = 4 ng/mL, al igual que la variable previa,
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mantiene su significacion respecto a la frecuencia de restablecimiento de ciclos
menstruales en funcién del tiempo, aun ajustando éste por el efecto confusor del IMC,

sin embargo pierde la significacion al ajustar por edad (tabla 37).

5.4. ANALISIS MULTIVARIADO

La estimacién de la magnitud del efecto independiente de cada una de las variables
explicativas se ha estimado por medio de analisis multivariado basado en el modelo de
riesgos proporcionales. En el modelo completo inicial, ademas de la variable explicativa,
se han incluido todas las variables para capaces de crear sesgo de confusién de manera
individual, indentificadas por medio del analisis bivariado. Ademas, se han incluido las
variables cuyo ajuste determiné cambios en el HR proximos a la confusion, al igual que
aquellas otras para las que la asociaciéon independiente con el efecto ha sido
previamente descrita, aunque no se haya visto sustentada por el andlisis de nuestros

datos.

5.4.1. Analisis multivariado con finalidad explicativa

5.4.1.1. Modelos explicativos basados RFA <12

El modelo basado exclusivamente en la variable RFA < 12 proporciona una capacidad
explicativa de la reaparicion de ciclos menstruales a lo largo del tiempo de observacion
similar a la obtenida por medio del modelo que incluye todas las covariables capaces de
generar sesgo de confusion, ademas de la edad. La eliminacion sucesiva de las
covariables, comenzado por las que presentan menor grado de asociacién, no perjudica
significativamente la calidad del modelo, es decir, no identifica covariables asociadas de

forma independiente al resultado (tabla 38).
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Tabla 38: Andlisis multivariado explicativo del efecto del RFA <12
sobre la probabilidad restablecimiento de ciclos en funcion del tiempo

-2LL gl p HR IC 95% CIA
Modelos con variable principal y covariables
asociadas
RFA <12 180,2 6 0,03 0,30 0,10; 0,91 174,2
Edad 0,66
IMC 0,9
Axila Positiva 0,22
Tipo Luminal B 0,73
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,17
RFA <12 180,2 5 0,02 0,30 0,10; 0,87 175,2
Edad 0,66
Axila Positiva 0,22
Tipo Luminal B 0,73
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,16
RFA <12 180,3 4 0,02 0,31 0,10; 0,88 176,2
Edad 0,63
Axila Positiva 0,2
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,17
RFA <12 180,5 3 0,01 0,28 0,10; 0,75 177,5
Axila Positiva 0,11
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,16
RFA <12

182,9 2 0,02 0,36 0,14;0,9 180,9

QT neoadyuvante + Adyuvante 0.33

RFA <12 1842 1 004 040 016,097 1832

CIA: Criterio de informacion de Akaike

5.4.1.2. Modelos explicativos basados en AMH 2 4 ng/mL o RFA 2 16

El efecto de la variable combinada ‘AMH = 4 ng/mL o RFA = 16’ ha resultado
independiente respecto del resto de las variables asociadas a la probabilidad de
restablecimiento del ciclo menstrual a lo largo del tiempo. La eliminacién sucesiva de las
mismas en el orden determinado por su grado de asociacion no determina cambios
significativos respecto de la calidad explicativa del modelo constituido sélo por la variable
explicativa (tabla 39).
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Tabla 39: Analisis multivariado explicativo del efecto de la AMH = 4 ng/mL o RFA = 16
sobre la probabilidad restablecimiento de ciclos en funcion del tiempo

-2LL gl p HR IC 95% CIA
Modelos con variable principal y covariables
asociadas
AMH = 4 ng/mL o RFA 2 16 157,5 8 0,02 0,19  0,04;0,85 149,5
Edad 0,56
IMC 0,81
FSH preQT 0,87
Axila Positiva 0,10
Tipo Luminal B 0,59
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,14
QT basada en Ciclofosfamida 0,27
AMH = 4 ng/mL o RFA 2 16 157,5 7 0,01 0,19  0,05;0,72 150,5
Edad 0,54
IMC 0,85
Axila Positiva 0,09
Tipo Luminal B 0,54
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,11
QT basada en Ciclofosfamida 0,27
AMH = 4 ng/mL o RFA 2 16 157,6 6 0,01 0,19  0,05;0,72 151,6
Edad 0,55
Axila Positiva 0,09
Tipo Luminal B 0,55
QT basada en Ciclofosfamida 0,11
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,27
AMH = 4 ng/mL o RFA 2 16 157,9 5 0,01 0,20 0,05;0,75 152,9
Edad 0,62
Axila Positiva 0,10
QT basada en Ciclofosfamida 0,13
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,34
AMH = 4 ng/mL o RFA 2 16 158,1 4 0,007 0,25 0,09; 0.69 154,1
Axila Positiva 0,10
QT basada en Ciclofosfamida 0,15
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,45
AMH = 4 ng/mL o RFA 2 16 158,8 3 0,01 0,28 0,1; 0,74 155,8
Axila Positiva 0,14
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,17
AMH = 4 ng/mL o RFA 2 16 160,8 2 0,02 0,35 0,14;0,87 158,8
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,33

AMH > 4 ng/mL o RFA > 16 162,1 1 0,03 0,39 0,16; 0,95 161,1

CIA: Criterio de informacion de Akaike
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5.4.1.3. Modelos explicativos basados en AMH < 1,4ng/mL o RFA <11

El efecto de la variable combinada ‘AMH < 1,4 ng/mL o RFA < 11’ ha resultado
independiente respecto del resto de las variables asociadas a la probabilidad de
restablecimiento del ciclo menstrual a lo largo del tiempo. La eliminacién sucesiva de las
mismas en el orden determinado por su grado de asociacion no determina cambios
significativos respecto de la calidad explicativa del modelo constituido sélo por la variable
explicativa (tabla 40).

Tabla 40: Analisis multivariado explicativo del efecto de la AMH < 1,4 ng/mL o RFA <11
sobre la probabilidad restablecimiento de ciclos en funcion del tiempo

-2LL o] p HR IC 95% CIA
Modelos con la variable principal y covariables
asociadas
AMH < 1,4 ng/mL o RFA <11 158,3 8 0,04 0,24  0,06;0,98 150,3
Edad 0,66
IMC 0,87
FSH preQT 0,67
Axila Positiva 0,17
Tipo Luminal B 0,55
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,18
QT basada en Ciclofosfamida 0,46
AMH < 1,4 ng/mL o RFA <11 158,4 7 0,04 0,24  0,06;0,98 151,4
Edad 0,66
FSH preQT 0,69
Axila Positiva 0,18
Tipo Luminal B 0,55
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,18
QT basada en Ciclofosfamida 0,47
AMH < 1,4 ng/mL o RFA <11 158,5 6 0,02 0,22  0,06; 0,81 152,5
Edad 0,63
Axila Positiva 0,15
Tipo Luminal B 0,44
QT basada en Ciclofosfamida 0,12
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,48
AMH < 1,4 ng/mL o RFA <11 158,7 5 0,01 0,27 0,1; 0,74 153,7
Axila Positiva 0,15
Tipo Luminal B 0,51
QT basada en Ciclofosfamida 0,14
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,57
AMH < 1,4 ng/mL o RFA <11 159,1 4 0,013 0,28 0,1; 0,76 155,1
Axila Positiva 0,18
Tipo Luminal B 0,60
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,16
AMH < 1,4 ng/mL o RFA <11 159,3 3 0,01 0,29 0,11;0,78 156,3
Axila Positiva 0,14
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,18
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AMH < 1,4 ng/mL o RFA <11 161,4 2 0,03 0,37 0,15;0,91 159,4
QT neoadyuvante + Adyuvante 0,34

AMH < 1,4 ng/mL o RFA <11 162,5 1 0,04 0,45 0,21;0,98 161,5

CIA: Criterio de informacion de Akaike

5.4.2. Analisis multivariado con finalidad predictiva

Se han generado modelos de prediccidn de la reaparicion de ciclos basados en cada una
de las variables explicativas consideradas en el presente estudio. El Unico modelo
explicativo cuya curva ROC ofrecid un valor p significativo fue el basado edad, el IMC, la
AMH y el RFA. Este modelo estim6 una frecuencia de recuperacion de ciclos del 87%, es
decir, 20 puntos porcentuales superior a la observada, y predijo correctamente el 66% de
las observaciones. Finalmente, proporciond una sensibilidad del 68%, una especificidad
del 57,1% y valores predictivos positivo y negativo del 91% y 21% respectivamente (tabla
41).

Tabla 41:Analisis multivariado de la capacidad predictiva del RFA
sobre probabilidad de restablecimiento de ciclos a los 12 meses tras QT

Probabilidad  Acierto

0, *
ostimada (%) (%) S E VPP VPN AUC IC95% p

RFA, AMH 94 66,6 66 66,6 971 105 06 044;0,77 0,19
RFA, Edad 81,4 648 681 50 857 263 065 0508 0,06
AMH, Edad 90,7 629 653 40 91 10 0,64 0,49,0,79 0,07
RFA, Edad, IMC 68,5 63 70 476 742 421 065 05,08 0,06
RFA, AMH,IMC, Edad 87 66,6 68 571 914 21 066 051,082 0,04
RFA <12, Edad < 36, IMC < 30 86,7 66 674 571 911 21,0 0.62 046;0,78 0,12
RFA <12, Edad < 36, AMH<2 79 66 69 54 85 31,5 062 045,078 0,14

S: sensibilidad: E: Especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo
AUC: Area bajo la curva ROC
* Valor p de la prueba de contraste de discriminacién
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6. DISCUSION

El presente estudio ha abordado el analisis de la asociaciéon entre la reserva ovarica
previa a la quimioexposicion, evaluada por medio de estimadores de uso clinico, con la
probabilidad de fallo ovarico clinico, por medio de un disefio de cohortes prospectivo, con
analisis multivariado para definir el grado de implicacion explicativa de las variables
analizadas.

Nuestros resultados sustentan que el RFA previo a quimioterapia se asocia de forma
independiente a la probabilidad acumulada de restablecimiento de ciclos menstruales en
pacientes con cancer de mama en edad reproductiva tratadas con quimioterapia. Desde
el punto de vista predictivo, tanto el RFA como la AMH asociada a éste permiten
discriminar aceptablemente las pacientes con riesgo de desarrollar amenorrea
irreversible, por medio de modelos en los que predomina la sensibilidad y el valor

predictivo positivo.

6.1. RESULTADOS RELEVANTES

6.1.1. Asociacion de estimadores de reserva con fallo ovarico clinico

La concentracion sérica basal de FSH, interpretada aisladamente o en conjuncion con el
estradiol determinado en la misma fase del ciclo, fue ampliamente utilizada como
estimador de la reserva de foliculos primordiales, desde las observaciones que
relacionaron su incremento progresivo con la reduccion gradual del conjunto de foliculos
sensibles al efecto FSH [187]. No obstante, la elevacién de la FSH no resulta relevante
hasta que la deplecion del conjunto folicular de reserva resulta considerable. Segun
estimaciones realizadas por estudios longitudinales, la elevacion clara y consistente de la
FSH basal suele preceder en un promedio de 10 afos a la edad de la menopausia [188,
189].

La correlacion entre el nivel de FSH sérica y la reserva funcional ovarica esta en
estrecha dependencia de la fase del ciclo ovarico en la que se determina este parametro.
Los valores estandarizados en pacientes con ciclos menstruales se refieren siempre a la
fase folicular precoz, en la que la retroalimentacion negativa de estrégenos, inhibina-B y
AMH resulta menos intensa que tras el establecimiento de la dominancia folicular. En
nuestro estudio, la determinacién de FSH basal fue posible en el 55% de las pacientes

de la cohorte, mientras que en el resto se registro la una determinacion disponible o la
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mas cercana al 2°-4° dia del ciclo. La imposibilidad de determinar la FSH basal fue
debida, en la mayoria de los casos, a la imposibilidad de diferir la estimulacién ovarica
destinada a la vitrificaciéon preventiva de ovocitos. A pesar de que las distribuciones de
FSH sérica basal y no basal fueron notablemente similares, sélo se incluyeron en los
anadlisis de asociacién entre FSH y variables de resultado los casos en los que se
contaba con cuantificacion de FSH en fase folicular precoz. En este subgrupo de
pacientes, los niveles centrales de FSH (media: 6,6; mediana: 6) y su dispersion (DE: 3;

[IC: 5-8) resultaron esperables, en funcién del perfil etario de las pacientes analizadas.

La AMH ha sido aplicada en la estimacion de la edad de advenimiento de la menopausia
en distintos estudios. Uno de los que cuentan con seguimiento mas prolongado ha
generado un modelo de prediccion individualizada de la edad de la menopausia, basado
en la edad y la AMH como factores pronésticos independientes [190]. Estos hallazgos
han sido confirmados por estudios similares posteriores [191]. Con respecto a la
capacidad de prediccion de respuesta ovarica a la estimulacion del desarrollo folicular
multiple, esta considerada en la actualidad como la prueba analitica de referencia [192]
por presentar una capacidad de discriminaciéon entre respuesta ovarica insuficiente,
normal y excesiva comparable a la del RFA y util para la seleccién de la dosis de

estimulacion segun el perfil de respuesta del paciente.

La estimacion de la fertilidad natural por medio de la AMH sérica sigue siendo en la
actualidad motivo de controversia, generada a partir del estudio de Steiner [193]. Este
autor describié una asociacion entre el nivel de AMH y la probabilidad de gestacion
espontanea a los seis meses de la determinacién, en pacientes con edades
comprendidas entre 30 y 44 afos, y que no habian consultado por esterilidad. En las
mujeres que presentaban niveles de AMH inferiores a 0,7 ng/mL se observd una
probabilidad de gestacion espontanea significativamente menor (RR: 0,3; IC 95%: 0,08;
0,91) en relacién con aquellas con AMH superior a dicho umbral. Este mismo estudio no
hallé asociacién significativa equivalente entre la FSH y la fecundabilidad. Un estudio
posterior de La Marca, realizado sobre una muestra acumulativa de ciclos de FIV
analizados retrospectivamente para elaborar un modelo de prediccion de nacido vivo, la
edad de la mujer y el nivel de AMH en el momento de la estimulacién resultaron
predictores independientes [194]. El analisis de utilidad prondstica de la AMH sobre la
fecundabilidad en la poblacion general fue reproducido por el estudio de Hagen, quien
concluyé que los niveles de AMH no resultaban un estimador adecuado de
fecundabilidad. Este estudio se efectu6 sobre una muestra de oportunidad de 430
pacientes, cuyas edades no superaban los 35 afios, y que en su mayor parte tenian

menos de 31 anos [195].
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El RFA es otro de los evaluadores de reserva ovarica de utilidad contrastada en la
estimaciéon de la respuesta a la estimulacion, cuya accesibilidad en el ambito de la
medicina reproductiva lo ha convertido uno de los estimadores mas utilizados. Su
limitacion mas relevante es la conveniencia de usar valores estandarizados, procedentes
de determinaciones en fase folicular precoz, aunque la correlacion entre éstos y los
obtenidos en otras fases del ciclo es relativamente alta [196, 197]. La determinacion del
RFA basal estuvo disponible en el 59% de las pacientes de la cohorte; el resto de las
pacientes no pudo ser sometida a cuantificacion folicular basal por precisar el inicio
inmediato de la estimulacién ovarica, que se siguié del inicio de la quimioterapia en la
mayoria de los casos. Considerando que las distribuciones del RFA obtenido en fase
folicular precoz y en otras fases del ciclo fue similar, esta variable se ha utilizado en el
analisis sin discriminar el momento de su cuantificacion ecografica. Todos los estudios
ecograficos fueron realizados en el mismo ambito asistencial y por un mismo
investigador, que utilizé siempre uno de los dos equipos de diagndéstico ultrasonografico
disponibles para la atencion de estas pacientes, cuyas caracteristicas técnicas son
comparables. La distribucién del RFA en las pacientes de nuestra cohorte fue acorde a la
concentracién de AMH y la edad de las mismas, con una media global de 18,6 y una DE
de 3,1.

La inhibina B no ha sido considerada por nuestro estudio como potencial variable
explicativa. La variabilidad intraciclica de esta hormona, y su moderada capacidad
predictiva respecto a la respuesta ovarica a la estimulaciéon han limitado su aplicacion
clinica ordinaria, por lo que no se halla disponible en la mayoria de los ambitos clinicos

relacionados con la asistencia reproductiva, y tampoco en nuestro medio.

Para analizar la influencia de la reserva ovarica estimada por medio del RFA, realizamos
inicialmente un analisis exploratorio por intervalos, que permitié detectar varios puntos de
corte, correspondientes a los segmentos altos de la distribucién, para generar
dicotomizaciones que se asociaron a diferencias significativas en el porcentaje de
restablecimiento de ciclos (<12, < 16 y <22). El valor critico de la distribucion de RFA
asociado a un efecto de mayor magnitud sobre la reaparicion de ciclos fue 12 foliculos
antrales, umbral que fue seleccionado por este motivo para introducir en modelos
multivariados posteriores. Las pacientes con RFA preQT inferiores a 12 foliculos
antrales, presentan, segun nuestros datos, una probabilidad de restablecimiento de
ciclos a lo largo del periodo de observacién menor en casi dos terceras partes a la de las
mujeres con recuentos mayores (HR: 0,38; IC 95%: 0,16; 0,92; p=0,03). El umbral
definido por el estudio de D’Avila que resulta mas apropiado para la prediccion de

amenorrea (9 foliculos) a es algo menor, aunque este autor estima la frecuencia de
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amenorrea persistente a los seis meses de la exposiciéon a quimioterapia, y el HR
estimado comprende el valor neutro [156]. Nuestro analisis ha considerado como hito
mas relevante el estatus menstrual a lo largo del seguimiento, ya que tras los primeros
seis meses de observacion, la menstruacion reaparecié en el 50% de las pacientes de la
cohorte, mientras que tras doce meses la frecuencia de pacientes con ciclos se
incrementd hasta casi un 95% de las observadas. En consecuencia, la valoracion a los
seis meses del fin de la quimioterapia parece resultar demasiado precoz estimar la

frecuencia de recuperacion final.

La utilidad de la AMH en el pronéstico de restablecimiento de ciclos ha sido objeto de
mayor numero de estudios. La conclusion mas relevante es la del metaanalisis de
Barnabei, realizado a partir de cuatro estudios primarios prospectivos de pequefio
tamano [86]. El analisis global de los mismos concluy6 que la quimioexposicion se asocia
a un descenso significativo de la AMH sérica, y que la reaparicién de ciclos menstruales
fue significativamente mas frecuente en las pacientes con mayores niveles de AMH
preQT. Segun Barnabei, La AMH resulté el mejor predictor aislado del restablecimiento
de ciclos, y su asociacion predictiva resulté independiente de la edad. En nuestro
estudio, la AMH preQT se asocio6 significativa pero débilmente con la frecuencia de ciclos
al comparar a las pacientes con AMH mayor o menor de 1 ng/mL a los 12 meses tras
finalizar la quimioterapia (80% vs 23%; p=0,04). El calculo de la magnitud del efecto de
este patron de exposicidn no permitié descartar la hipétesis nula (HR=1,04; IC 95%:
0,95; 1,13; p=0,34), aunque la potencia estadistica para dicho contraste resulta, como se

ha argumentado, insuficiente para concluir al respecto.

Las caracteristicas de las pacientes analizadas limitan la comparabilidad de nuestro
estudio con los que han realizado estimaciones predictivas sobre el riesgo de amenorrea
irreversible. En el metaanalisis de Barnabei, de las 157 pacientes con informacién sobre
la edad —del total de 176 pacientes analizadas—, solo el 23% presentaron edades
inferiores a 40 anos, frecuencia menor a la determinada por los criterios de inclusién de
nuestra cohorte (100%). Esta diferencia en el rango etario explica probablemente la
diferencia entre la distribucion de AMH preQT de nuestra cohorte y las descritas por los
estudios metaanalizados por Barnabei [86]. La AMH previa a quimioexposicion de las
pacientes incluidas en nuestro analisis presenté una mediana de 3 e IIC de 1,4 a 5,7
ng/mL y un rango de 0,47 a 24,8 ng/mL. Los estudios primarios del referido metaanalisis
describieron medianas comprendidas entre 0,55 y 1,9 ng/mL, con un rango de 0,01 a
8,63 ng/mL. Ademas, uno de los estudios, que fue en concreto el menor tamafio

muestral, utilizé un bioensayo de primera generacién para cuantificar la AMH.
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Los dos estudios analogos no incluidos en el metaanadlisis, y publicados por Su y D’Avila
en 2014 y 2015 respectivamente, analizan también cohortes de pacientes con mayor
edad (mediana de 39 y media de 35 afios, respectivamente) [156, 163]. En ambos casos
se identificd asociacion significativa entre los niveles previos a la quimioterapia de AMH y
la probabilidad de amenorrea definitiva. En los dos estudios se objetivé una frecuencia
de restablecimiento de ciclos (57% y 61,7% respectivamente) similar al estimado en
nuestro estudio, aunque el primero la cuantificé tras un seguimiento cuya mediana fue de
163 dias, y el segundo a los seis meses de la quimioterapia. Una explicacién para la
posible influencia de la duracién del seguimiento sobre el valor predictivo de la AMH,
seria que las pacientes que las pacientes en las que reaparece antes la menstruacion
tienden a ser las de mayor nivel de AMH preQT, como han descrito numerosos estudios
[100, 154, 179, 198]. Al evaluar a mas largo plazo la reaparicion de los ciclos, quedarian
incluidas en el analisis pacientes con menores concentraciones de AMH, lo que puede

modificar la potencia de la asociacion.

La ausencia de asociacion entre la AMH y el estado final de la funcién ovarica puede
resultar llamativa si se considera que otro estimador de reserva como el RFA,
fuertemente correlacionado con la AMH [113], si determina diferencias en la frecuencia
de restablecimiento de ciclos. Con la salvedad de que nuestro estudio no permite
concluir definitivamente sobre la ausencia de asociacion de AMH, resulta pertinente
recordar que cada uno de estos marcadores de reserva informan mas especificamente
sobre dos conjuntos foliculares cuantitativa y cualitativamente distintos. La AMH sérica
estimaria con mayor rigor el tamafo del remanente folicular que comprende desde los
foliculos primordiales hasta los antrales pequefios (2 a 5 mm de didmetro maximo),
mientras que el RFA cuantifica los visibles por presentar un antro de un tamafo
suficiente para ser identificado ultrasonograficamente, que se corresponden
aproximadamente con productores de la mayor parte de la inhibina B [68]. Es sabido que
el restablecimiento de los ciclos depende de que se reanude el proceso de desarrollo
folicular terminal sin interferencia del efecto antimitético de la quimioterapia, a partir de
una cohorte de foliculos antrales reclutados para iniciar la seleccién, y que podria ser

mejor estimada con el RFA.

Hemos decidido generar variables combinadas para clasificar a las pacientes con arreglo
a la informacién que aportan conjuntamente el RFA y la AMH, para considerar como
exposicion la menor reserva ovarica frente a la mas abundante. Como suele ser el
objetivo de estas estrategias, se ha pretendido una clasificacion de las pacientes con

intencion de privilegiar la sensibilidad del criterio, ya que una paciente fue catalogada en
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el estrato favorable o desfavorable cuando al menos uno de los dos marcadores estuvo

por encima o debajo del nivel critico.

Con respecto a las variables combinadas RFA-AMH, el 55,6% de las pacientes se
hallaba en la categoria de reserva ovarica elevada —asociada a priori a mejor pronéstico.
La estratificacion basada en la combinaciéon de parametros de mal prondstico, consideré
expuestas al 38,9% de las pacientes. En consecuencia, mas de la mitad de las pacientes
presentaban uno o dos parametros de reserva ovarica por encima del limite definido para
riesgo de respuesta excesiva a la estimulacion. Por otro lado, la estratificacion destinada
a delimitar a las de pacientes con mayor riesgo de fallo ovarico quimioinducido ha
adoptado como puntos de corte los percentiles 25 de la distribuciones de AMH y RFA.
Una posibilidad alternativa habria sido dicotomizar las variables por sus respectivos
percentiles 10 (AMH de 0,73 ng/mL y RFA de 6), lo que habria seleccionado a pacientes
que ya presentaban criterios de baja reserva, mas que a mujeres susceptibles de quedar

en esta condicién como efecto de la quimioterapia.

El disefio de estas variables combinadas obedecié a la intencidon de clasificar como de
buen pronéstico de conservacion de ciclos a cualquier paciente con un estimador
favorable, y considerando que el evento que pretende predecirse es el cese de la
amenorrea, y no la frecuencia de gestacién, para la que habria sido mas pertinente
combinar AMH o RFA con edad. El efecto de la reserva ovarica basal, definida con
arreglo a la combinacion entre AMH y RFA mantuvo asociacion con la probabilidad de
restablecimiento de ciclos. En las pacientes con AMH preQT inferior a 4 ng/mL o RFA
menor de 16 la probabilidad de recuperaciéon de ciclos fue la mitad de la estimada para
las que estaban por encima de dicho umbral (HR: 0,45; IC 95%: 0,21: 0,98; p=0,04). En
el caso de las pacientes con peor prondstico estimado, se estimé la misma relacion entre
las probabilidades (HR: 0,42; IC 95%: 0,19: 0,93; p=0,03). Sin embargo, el analisis
multivariado demostré que la capacidad predictiva y explicativa de estas variables no

superaba las de los estimadores aislados en las estan basadas.

El analisis multivariado con intencién explicativa identifico el RFA (< 12 frente a 2 12)
como la unica variable asociada a la probabilidad de restablecimiento de ciclos a los 12
meses del fin de la quimioterapia, sin que la edad, el IMC, la afectacién axilar, el subtipo
molecular del tumor ni la secuencia de QT mostrasen relacidon explicativa adicional e
independiente. Todas las variables distintas del RFA incluidas en el modelo de regresion
lo fueron por haber mostrado asociacion con la variable explicativa y la de resultado, o
fuerte asociacion con alguna de las dos. La edad resultd excluida precozmente del

modelo, como consecuencia de la eliminacidon sucesiva de las variables con menor
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fuerza de asociacion. En el caso de las variables combinadas, tampoco se identifico
asociacion independiente de ninguna covariable que mejorase la capacidad explicativa

del modelo.

Los estudios que han aplicado procedimientos de analisis multivariado para la evaluacion
de la asociaciéon independiente de los distintos determinantes de la probabilidad de
amenorrea quimioinducida [105, 137, 154, 161, 163] son sin duda los mas utiles para

contextualizar nuestros resultados:

En uno de estos estudios, Anderson identifico la AMH preQT como el uUnico factor
prondstico independiente (OR: 0,013; IC 0,001-0,227 p=0,005), que ademas result6 el
mejor predictor de amenorrea. Aunque la edad no resulté asociada a la frecuencia de
amenorrea, su adicion al modelo predictivo incrementd el rendimiento prondstico de la
AMH aislada, generando un modelo de prediccion de la amenorrea con una sensibilidad
del 98,2% y una especificidad del 80% [154]. Anderson basoé este andlisis en la eleccion
de dos puntos de corte en la distribucién de AMH (3,8 pmol/L y 20,3 pmol/L) con el
objetivo de lograr mejor discriminacion entre las pacientes con baja y elevada reserva
frente al resto. Hemos aplicado una estrategia similar en nuestro analisis de asociacion,
sin que ninguna de las estatificaciones realizadas haya identificado asociacion
estadistica. Por el contrario, los resultados de Ruddy no apoyan la asociacion
independiente de la AMH con la frecuencia de amenorrea quimioinducida a los 12 meses
de observacién tras quimioterapia, con la que soélo resultdé asociada la edad. Sin
embargo, y segun este autor, si el andlisis se realizaba a los 18 meses de observacion,
tanto la edad como el nivel de AMH mostraba asociacion independiente, con la
particularidad de que la magnitud de efecto de la AMH duplic6 la de la edad. De nuevo,
las diferencias en la edad de las pacientes de la cohorte, y la mayor elevada frecuencia
de amenorrea persistente a los 12 y 18 meses (82% y 81% respectivamente) limitan la

comparabilidad de los resultados [137].

Otro estudio con resultados distintos a los obtenidos en nuestro analisis es el de
Rosendhal, que halla asociaciéon entre la AMH pre-tratamiento y la frecuencia de
reaparicion de ciclos, que ademas resultdé independiente de la influencia de los
regimenes de quimioterapia aplicados, de la presencia de uno o ambos ovarios y de la
edad [161].

El estudio de Su es de referencia para la comparacion de los resultados de analisis
multivariado de causalidad independiente. El efecto de la AMH estratificada por 0,7

ng/mL, ajustado por la influencia de otras covariables relacionadas con el resultado
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(edad, IMC, raza, FSH inicial, tipo de quimioterapia y uso de tamoxifeno) resulté
significativo y de magnitud considerable (HR: 2,9; IC 95%:1.51;5,56), ya que las
pacientes con AMH mayores del umbral definido presentaron una frecuencia estimada
de recuperacion de ciclos tres veces mayor [163]. Las estratificaciones que esta autora
introduce en edad, FSH y AMH se basan en umbrales cercanos a los percentiles
extremos de la distribucién (40 afos, 0,7 ng/mL y 11 UI/L). Este criterio, que se revela
util, es posible por la mayor dispersion de su muestra, relacionada a su vez con el perfil

de pacientes que analiza.

La explotacion con finalidad predictiva de los estimadores de reserva analizados se ha
realizado por medio de modelos que incorporan la variable explicativa independiente
identificada y las que han mostrado asociacién explicativa o simplemente mejoraron la
validez prondstica del modelo. Todas las variables fueron inicialmente utilizadas en su
forma continua original, con el fin no perder capacidad predictiva como consecuencia de
las dicotomizaciones. Los modelos generados se caracterizaron por un rendimiento
prondstico de bajo a moderado, con valores de sensibilidad comprendidos entre el 66 y
el 70% y de especificidad mas baja (40% al 66%). La calidad predictiva de este modelo
resulta inferior a algunos previamente publicados, y en especial al de Anderson, que
logra predecir con una sensibilidad del 98,2% y una especificidad del 80% la reaparicion
de ciclos [87].

El modelo con mejor balance entre sensibilidad y especificidad incluyé como variables
predictivas la edad, el IMC, la AMH y el RFA, que son precisamente las seleccionadas
por Su como mas adecuadas para la prediccion de la reaparicidon de ciclos al término del
seguimiento. La validez prondstica del modelo es cuestionable, considerando que
sobreestima la frecuencia del fendmeno, y que clasificaria incorrectamente una de cada
tres pacientes. Sin embargo, su elevado valor predictivo positivo confiere al prondstico
favorable respecto a la reaparicién de la menstruacion un estrecho margen de error,
puesto que una de cada diez predicciones afirmativas del restablecimiento de ciclos

resultaria equivocada.
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6.2. FORTALEZAS

6.2.1. Estimacion de la reserva ovarica basal

Considerando que la variable explicativa principal del estudio es la reserva ovarica
estimada en la fase previa a la quimioexposicion, la categorizacién de las pacientes entre
expuestas y no expuestas requeria la utilizacion de marcadores de reserva aceptables

en términos de plausibilidad biolégica, reproducibilidad y validez prondstica.

Los parametros mas acreditados para la estimacion de la baja reserva ovarica han sido
evaluados por capacidad de prediccidon de un resultado terapéutico, la respuesta a la
estimulacion del desarrollo folicular multiple en pacientes tratadas con FIV-TE, y de un
evento reproductivo, la edad de aparicion de la menopausia en la poblacién general, que
no constituye el resultado que nuestro estudio trata de analizar, y que sélo tienen con
éste una relacion tangencial. La asociacion entre los estimadores clasicos de reserva
ovarica con probabilidad de nacido por medio de reproduccién natural o asistida suscita

mas discusion.

El RFA ha sido mucho menos empleado que los estimadores analiticos de reserva
ovarica en valoracion del riesgo de fallo ovarico. Ello puede deberse a su menor
accesibilidad en los entornos de investigacion mas proximos a la oncologia. Su uso
habitual en la asistencia reproductiva se debe en buena medida a su accesibilidad,
aceptabilidad, reproducibilidad y validez para obtener estimaciones de reserva ovarica.
De hecho, y en nuestro conocimiento, un solo estudio previo ha elaborado modelos de

prediccién de amenorrea quimioinducida basados en el RFA [156].

El interés por la evaluacién de los niveles de AMH séricos en relacidn con el tratamiento
quimioterapico deriva de la posibilidad de estimar fiablemente tanto el estado inicial de la
reserva ovarica como el grado de deterioro achacable a la quimioexposicién, con objeto
de establecer un pronéstico adecuado acerca de la fertilidad y de la funcién endocrina en
la paciente quimiotratada en la que se logre la remision completa de la enfermedad
[172]. De hecho, la AMH es el estimador analitico de reserva ovarica mas utilizado en
estudios similares al nuestro, sobre todo como variable explicativa [86]. En las pacientes
de nuestra cohorte, la distribucion de la AMH sérica se correspondié con el rango de
edad definido en los criterios de inclusion, ya que el 75% de las mismas presentaron
niveles de AMH superiores a 1,4 ng/mL, es decir, superiores a los umbrales definidos

para el riesgo de baja respuesta a la estimulacion.
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En relacidn con la variabilidad y reproducibilidad de la AMH, todas las determinaciones
fueron realizadas en un mismo laboratorio, a partir de muestras de suero congeladas a
-80°C tras centrifugacion y por medio de sistemas comerciales de enzimoinmunoensayo

quimioluminiscente de segunda generacion.

Nuestro estudio ha considerado variables de exposicion combinadas, basadas en los
niveles de AMH sérica y en el RFA, y destinadas a clasificar, con mayor sensibilidad que
especificidad a las pacientes en aquéllas con mayor reserva ovarica presumible (AMH =
4 ng/mL o RFA = 16) y menor reserva esperable (AMH < 1,4 ng/mL o RFA <11). Esta
clasificacion pretende aproximar la estratificacion de las pacientes al razonamiento
discriminativo aplicado en medicina reproductiva, que, en casos de estimacion
discordante, tiende a catalogar a una paciente con riesgo de baja respuesta ante la
aparicién de cualquier estimador de signo desfavorable, y, a la inversa, de potencial

hiperrespondedora a la paciente con una AMH o un RFA elevado.

La reduccion del RFA a menos de 5, de la AMH a menos de 0,5 ng/mL y la combinacién
de una de las dos condiciones han sido considerados como indicio de fallo ovarico
oculto, y han sido valorados en el momento del restablecimiento de los ciclos y al final
del seguimiento. Este andlisis se ha realizado en el momento de la reaparicién de los
ciclos para evitar la pérdida de observaciones generada por la introduccion del agonista
GnRH a partir del restablecimiento de los ciclos, que se produjo en el 43% de las
pacientes. Por otro lado, se ha reiterado al término del seguimiento para favorecer la

prolongacion del periodo de observacion en las pacientes que no recibieron agonistas.

El riesgo de aparicion de los estados definidos como fallo ovarico oculto aparecio, tras el
anadlisis de nuestros datos, asociado de manera significativa pero inconsistente a las
variables explicativas consideradas de forma individual. La situacién de fallo ovarico
oculto al final del seguimiento definido como RFA menor de 5 y/o AMH menor de 0,5
ng/mL resulté asociada con el RFA por debajo de 17 (RR: 1,3; IC: 1,03; 1,6; p=0,04), y
con la variable combinada cuando la concentracion de AMH fue menor a 4 ng/mL y/o el
RFA fue menor de 16’ (HR: 1,5; IC 95: 1,05; 2,4; p=0,03). Los estimadores de reserva
basal parecen representar una via aceptable para la estimacion de fallo ovarico oculto
que podria tener utilidad en la definicion de umbrales de riesgo y de proteccion, pero que

debe ser explorada mas ampliamente para poder obtener conclusiones validas.
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Hemos abordado también el analisis de la asociacion entre la reserva ovarica y la
probabilidad de aparicion de cualquier resultado claramente desfavorable para el
prondstico reproductivo de la mujer, como la aparicion de amenorrea quimioinducida o
reduccion sustancial de la reserva ovarica estimada. La intencion de agrupar ambos
resultados como evento desfavorable ha sido contemplada también por el estudio de
D’Avila, que consider6 conjuntamente como evento relevante la persistencia de
amenorrea u oligomenorrea [156]. El uso de un umbral de 17 foliculos ha permitido
discriminar las pacientes con mayor riesgo de sufrir amenorrea o reduccion subclinica de
la reserva ovarica al final del seguimiento; dicho umbral es coherente con el descrito por
D’Avila para detectar las pacientes con amenorrea (9 foliculos) y oligomenorrea-
amenorrea (13 foliculos) y parece definir un gradiente lineal de prondstico, cuya

consistencia podria ser objeto de estudios ulteriores.

6.2.2. Variables de resultado consideradas

La adopcion de la amenorrea quimioinducida como evento de resultado negativo
principal permite valorar la reduccion de la reserva ovarica tan solo a través de su efecto
mas expresivo y severo. La mayor parte de los estudios publicados han estimado su
frecuencia en cohortes de mujeres premenopausicas cuya edad maxima habia rebasado
el limite de la edad reproductiva social asumida en nuestro entorno. Por otra parte, la
adopcion de un criterio de definiciéon recomendado por una reciente guia de practica
clinica afade interés a dicha estimacion, a efectos de analisis comparativos posteriores.
La distribucidon temporal de la reaparicion de los ciclos menstruales ha sido objeto de
estimaciones previas [105, 163], y tiene un claro interés desde el punto de vista del

asesoramiento pronéstico.

Algunos estudios previos han optado por considerar como resultado desfavorable el
conjunto de amenorrea y oligomenorrea [156, 161], ya que permite englobar a las
pacientes con probable deplecion severa de la reserva ovarica. Nuestro criterio ha sido
considerar que cualquier patron de restablecimiento de ciclos significaba, a efectos de
andlisis, el fin de la amenorrea transitoria postquimioterapia. Esta decision se
fundamenta en la elevada frecuencia de ciclos irregulares como patron menstrual inicial
entre las pacientes que recuperaron los ciclos, que no llegan a normalizarse en gran
medida por la administracidon precoz y frecuente del agonista de la GnRH. Ademas,
nuestro estudio analiza de manera especifica, y como objetivo secundario, la frecuencia
y los determinantes de aparicion de fallo ovarico oculto definido con criterios basados en

estimadores cuantitativos de reserva ovarica, asi como la combinacién de ambos
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resultados (fallo ovarico clinico y oculto), que hemos denominado ‘reduccion severa de la

reserva ovarica’.

La definiciéon operativa de fallo ovarico oculto revestia mucha mas dificultad, por la
ausencia de un criterio uniforme para su diagnéstico y cuantificacion. Como se ha
argumentado, algunos autores, procedentes generalmente del ambito de la oncologia
clinica, han propuesto considerar en fallo ovarico oculto a la paciente con alteraciones
menstruales acompafadas de elevacién de la FSH basal. Los conocimientos actuales
sobre la capacidad estimativa de los indicadores de reserva ovarica permiten considerar
los mas sensibles, ya que pueden revelar compromisos severos de la reserva en

pacientes que conserven ciclos regulares [113, 153].

Con respecto al fallo ovarico oculto, hemos optado por utilizar los umbrales de definicién
para la AMH sérica y el RFA contenidos en los Criterios de Bolonia para riesgo de baja
respuesta a la estimulacion, asumiendo que se refieren a una situacién relacionada pero
no equivalente a la reduccion de la reserva [183]. A pesar de todo, la eleccién de la
aparicion de fallo ovarico oculto como variable secundaria de respuesta supone una
caracteristica diferenciadora que aborda un aspecto poco conocido de la repercusion
reproductiva de la quimioexposicion, y de indudable interés para el asesoramiento y la
prevencion. La introduccién frecuente de agonistas GnRH como medio de
hormonoterapia ablativa médica ha dificultado el analisis, restando potencia estadistica a

las comparaciones.

La estimacion del efecto a medio y largo plazo de la quimioexposicidon deberia realizarse
en una fase del seguimiento biolégicamente idénea para este propdsito. Se ha descrito
que el efecto de la quimioterapia es particularmente intenso ya durante el primer ciclo
administrado [87], y que se mantiene hasta el final del mismo. Como se ha descrito en el
apartado correspondiente, la toxicidad folicular de la quimioterapia actia por un doble
mecanismo con diferente grado de reversibilidad. Por una parte, promueve la apoptosis y
la muerte celular tanto en las células de la granulosa de los foliculos en crecimiento,
metabdlicamente mas activas, como en los ovocitos, cuya alteracion tiene mas
relevancia en la patogenia de la pérdida de foliculos primordiales. La aparicion de la
menstruacion traduce el reinicio del desarrollo folicular terminal tras el cese del efecto
téxico de la quimioterapia en los foliculos que alcanzan la fase de reclutamiento, que se
expresa también a través de la reduccién progresiva de la FSH descrita previamente, y
también apreciada en nuestra cohorte. Sin embargo, el efecto sobre el compartimento
folicular de reserva, que también cesa, se ha postulado como definitivo aunque resulte

clinicamente silente.
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6.2.3. Control del efecto potencial de las covariables

La edad de la mujer constituye en realidad un estimador de reserva de eficacia discreta,
en parte limitada por su variabilidad. Esta variable aparece asociada a la probabilidad de
aparicion de fallo ovarico clinico, conceptuado generalmente como amenorrea
quimioinducida, en la mayor parte de los estudios. Nuestro analisis solo ha identificado
esta asociacion comparando las pacientes con menos de 32 afos frente a las mayores
de esta edad, y en relacién con la reaparicion de ciclos al final del seguimiento. El
descenso del remanente de foliculos primordiales en funcion del tiempo se produce
segun un patrén relativamente lineal, que podria experimentar, segin algunos modelos
biolégicos, un aumento de la velocidad de pérdida folicular a partir de edades
reproductivas extremas[119, 126, 174]. La exclusion de nuestro estudio de las pacientes
con edad superior a 40 afios, cuyo prondstico reproductivo parece menos susceptible de
estimacién, ha reducido la amplitud del rango etario de nuestras observaciones, lo que
puede explicar , junto con la limitacion de la potencia estadistica, la menor fuerza de la

asociacion identificada.

Las caracteristicas somatométricas de las pacientes, y en concreto el IMC, han sido
contempladas como covariable susceptible de analisis. Estudios previos han observado
asociacion entre la condicién estatoponderal de las pacientes y el tiempo hasta
reaparicion de ciclos menstruales [163]. Estos autores hallaron una asociacion favorable
entre el IMC mayor de 25 kg/m2 y la precocidad en la recuperacién de los ciclos
menstruales (HR: 5,07 (IC 95%; 2,44; 10,54; p<0,001). Segun nuestros datos, que
muestran una distribuciéon del IMC muy similar a las de los estudios previos [135, 163,
181], el IMC no esta asociado de forma independiente a la probabilidad de recuperacion
de ciclos, como ha puesto de manifiesto el analisis multivariado, en el que fue incluido
tanto por su asociacion con la frecuencia de fallo ovarico oculto, como por su relacion

significativa con las variables explicativas (AMH y RFA).

El consumo de tabaco ha sido registrado por nuestro estudio, y considerado como
potencial fuente de sesgo, en virtud de la conocida asociacidon entre el consumo de
tabaco prolongado y la reduccion de la reserva folicular mediada por aquél. Al igual que
los autores que han considerado la influencia de esta variable [163, 179, 181], no hemos
identificado asociacion estadistica entre el tabaquismo y la aparicion de amenorrea
definitiva, ni entre el primero y la reserva ovarica basal. Como es habitual, el consumo de
tabaco y su magnitud han sido considerados segun la informacion referida por la

paciente en la anamnesis, lo que probablemente reduce la validez de las estimaciones.
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La influencia de la presencia de mutaciones BRCA 1y 2 sobre la reserva ovarica inicial y
su descenso tras la quimioexposicion ha sido analizada con la intencion de evaluar la
introduccién de un posible efecto confusor, que no se ha puesto de manifiesto en los
analisis de asociacién respecto a las variables de exposicidn ni de resultado. La escasa
presencia de pacientes con mutaciones BRCA (12% de la cohorte) y el hecho de que su
influencia no se contempla en el objetivo principal del estudio no ha inducido a realizar

un subanalisis especifico.

Respecto a las caracteristicas de la enfermedad tumoral y a su tratamiento, nuestra
cohorte muestra una marcada similitud con la mayoria de los estudios andlogos y un
perfil similar al habitual de los tumores epiteliales mamarios en el rango de edad
estudiado [100, 106, 179, 181]. Mas de la mitad de los casos se diagnosticaron en
estadio I, con afectacion ganglionar axilar detectada en el 49,3% de los casos en los que
se realizd abordaje ganglionar axilar. Se observé un claro predominio de los carcinomas
ductales infiltrantes (95,5%), de los que el 62,7% resultaron moderadamente
diferenciados. La frecuencia de tumores con RE y RP negativos fue inferior al 30%, y la
expresion de HER2 neu se detectd en 35,8% de los tumores. La frecuencia de tumores

con perfil molecular HER 2 neu fue ligeramente superior al 6%.

En relacidon con los regimenes de quimioterapia, tanto el uso de quimioterapia
neoadyuvante como primera quimioexposicion como la distribucion por tipo de esquemas
de adyuvancia corresponde a los patrones habituales en el contexto del tratamiento
sistémico actual del cancer de mama, y resulta similar a lo descrito por los estudios mas
recientes [179, 181]. A efectos de analisis multivariado, los regimenes de quimioterapia
administrados se han agrupado, en funcién de su grado de toxicidad germinal, en tres
categorias prondsticas: poliquimioterapia basada en ciclofosfamida, basadas
carboplatino y con administracion de taxanos secuenciales. La distincion especifica de
los regimenes con antraciclinas y con taxanos no secuenciales no fue posible, ya que

ambos incluyeron simultdneamente ciclofosfamida o carboplatino.

La frecuencia de uso de agonista GnRH registrada por nuestro estudio (43,1%) ha sido
notablemente superior a la publicada, lo que refleja la tendencia actual de uso
generalizado en pacientes premenopausicas con tumores estrogenosensibles, vy
obedece también a que el periodo de reclutamiento ha sido prospectivo y por ello mas
reciente. Por medio de un analisis preliminar, constatamos que las distribuciones de

AMH y RFA no difirieron al comparar a las pacientes que recibieron agonistas con las no
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tratadas, pero la decision final fue segregar del analisis las pacientes bajo supresion
hipofisaria para asegurar la validez conceptual del mismo.

El control de la influencia de las covariables que podrian generar modificacion del efecto
0 sesgo de confusion en el efecto que propone la hipétesis principal se ha realizado,
como es preciso en todo estudio de cohortes, por medio de instrumentos de regresion, y
no simplemente mediante la comparacién estadistica de las distribuciones segun el

factor de exposicion.

Con respecto a las variables explicativas, la edad y el IMC mostraron asociacién con el
RFA, de sentido directo en el primer caso e inverso en el segundo. Las pacientes
clasificadas como de mayor reserva ovarica fueron de menor edad, mas delgadas,
presentaron niveles de FSH basal mas bajos, y recibieron mas frecuentemente
quimioterapia basada en ciclofosfamida, Salvo la Ultima, todas las asociaciones
resultaron previsibles en funcion del sentido de la clasificacion de las pacientes

introducida por la variable de exposicidon combinada.

La edad menor de 32 afios, asi como el tipo molecular luminal B, y la afectacion axilar
fueron caracteristicas significativamente mas frecuentes en las pacientes en las que
restablecieron los ciclos. A diferencia de lo descrito en otros estudios, no se halld
asociacion entre la reaparicion de ciclos y el tipo de quimioterapia aplicada, la secuencia

adyuvante-neoadyuvante ni el uso de tamoxifeno [103, 105].

Los andlisis bivariados para la deteccién de interaccion y confusion identificaron efectos
confusores de la afectacién axilar en la relacién entre el RFA y la probabilidad de
amenorrea definitiva, asi como del IMC sobre el efecto de las variables combinadas
AMH-RFA. En ningun caso la confusion detectada anuld la asociacion estadistica entre
las variables explicativas y las de resultado. Todas las variables confusoras fueron
introducidas en los modelos multivariados explicativos, para asegurar el control correcto

de los sesgos.

6.2.4. Definicién y caracterizacion de la poblacién de interés

La edad de las pacientes, limitada por los criterios de inclusién del estudio, corresponde
a la de las mujeres que, tras la remisién del cancer de mama, podrian tener eventuales
deseos de gestacion, lo que, desde esta perspectiva, parece adecuado para estimar la
fertilidad potencial. La edad media de las pacientes de la cohorte (media; 33,5 afios;

mediana: 34 afos) no es sdlo mas baja, sino que presenta menor variabilidad (DE: 3,5;
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[IC: 31-36) que la descrita en la mayor parte de las series y cohortes publicadas [87, 131,
134, 136, 137, 160, 163, 179, 181].

6.3. LIMITACIONES

6.3.1. Variables de exposicion y resultado

Nuestro propésito ha sido evaluar la capacidad de los estimadores de reserva ovarica
previa a la quimioterapia para la prediccidn del fallo ovarico quimioinducido. La reserva
funcional ovarica no puede ser medida en sentido estricto, sino que constituye una
estimacién momentanea de un proceso dinamico de pérdida de foliculos primordiales,
cuya normalidad se establece por comparacion respecto a estandares ajustados por la
edad de la paciente. En consecuencia, su evaluacion depende de estimadores validos, y
deberian ser ademas aceptablemente precisos. Los dos estimadores mas acreditados y
difundidos en el ambito de la medicina reproductiva son la determinacion sérica de AMH
y el RFA.

El uso de procedimientos de cuantificacién analitica de AMH con elevados umbrales de
deteccion y alta variabilidad intraensayo han limitado la validez externa de algunos
estudios, y existe un consenso generalizado sobre la necesidad de utilizar
procedimientos de segunda generacion, que solventan adecuadamente dichas
limitaciones. Sin embargo, el RFA, que deriva de exploracién ultrasonografica realizada
por un unico observador en el ambito de la clinica, podria ser mas dependiente del
observador y de las caracteristicas de la paciente, lo que podria cuestionar su precision.
El uso generalizado de este parametro ecografico ha sido avalado por evaluaciones
favorables acerca de su repetibilidad, reproducibilidad y robustez. A pesar de ello, la
evaluacién de su variabilidad inter e intraobservador, asumida como suficiente en

nuestro estudio, habria resultado necesaria.

La estimacion natural de la fertilidad posterior a la quimioexposicion deberia basarse,
como en cualquier otro contexto, en la determinacién de la probabilidad de nacido a lo
largo de un periodo de tiempo determinado. En el caso de pacientes quimiotratadas por
cancer de mama, las estimaciones directas resultan complejas, ya que la intencién
genésica es aun desestimada por la mayoria de las pacientes. La cuantificacion
estimada de la reserva ovarica se asocia con la probabilidad de gestacién de un modo

parcial, ya que la edad, que sin duda guarda relaciéon con el estado de la reserva de
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foliculos primordiales, determina mas que ésta la probabilidad de obtener descendencia.
Por tanto, el empleo de la reserva ovarica como estimador de fertilidad es un recurso
operativo representa per se una limitacion conceptual en la propia fase del disefio, sélo

paliable parcialmente por la delimitacion del estudio a la poblacion en edad reproductiva.

6.3.2. Tamaifo muestral reclutado y duraciéon del seguimiento.

La muestra analizada estuvo constituida por un total de 67 pacientes que aceptaron la
inclusién en el estudio, que supusieron la practica totalidad de las que cumplian los
criterios de inclusion a lo largo del periodo de acumulacién de observaciones. La
dinamica de reclutamiento presentd dos fases claramente diferenciadas, ya que el 90%
de las inclusiones se produjo a lo largo de los tres ultimos afios de prospeccion.
Inicialmente, se ofrecid la participacion a pacientes cuyo tratamiento y seguimiento
oncoloégico tenia lugar en nuestro propio centro. A partir de 2014, se ofrecid la
incorporacion al estudio a toda paciente atendida en nuestro programa de preservacion
de fertilidad y que satisfacia los criterios de inclusién, por lo que la informacién sobre la
enfermedad tumoral y la quimioexposicion procedia se extrajo en estos casos de los

informes de los centros de referencia, o fue solicitada a los especialistas responsables.

La mediana global del periodo de seguimiento fue de 18 meses, y su duracion estuvo
comprendida entre 6 y 54 meses, lo que representa una posicion intermedia en el rango
descrito por los estudios previos [87, 108, 134, 155, 161-163, 177]. La mediana de
seguimiento en las pacientes con restablecimiento de la menstruacion fue de 21 meses,
es decir, mayor que la del seguimiento global. Este hecho se explica por el elevado
namero de pacientes que se incorporaron de forma tardia a la cohorte, entre las cuales,

y por este motivo, podria estar subestimandose la frecuencia de la reaparicion de ciclos.

La concentracién temporal de la acumulacién de observaciones ha limitado el
reclutamiento final y el tamafio muestral analizado, pero, en contraposicién, puede haber
reducido la heterogeneidad de los datos relativos a la reserva ovarica estimada y al
efecto de la quimioterapia. Por otro lado, la mayor frecuencia de reclutamiento a lo largo
de los dos ultimos afios de acumulacion de observaciones ha influido tanto en la
mediana de seguimiento como en la frecuencia de pérdidas, que nuestro se han debido
casi en su totalidad a la introduccién del tratamiento con agonistas GnRH como
hormonoterapia ablativa, que ha impedido la inclusién del curso de estas pacientes para
determinados analisis. Esta circunstancia ha sido descrita también por otros autores [99,
163, 179], en particular en referencia al uso creciente de los agonistas GnRH como parte

de la hormonoterapia en pacientes con tumores estrogenosensibles.
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6.3.3. Frecuencia y origen de las pérdidas; potencia estadistica real

Para el calculo del tamafio muestral necesario con el fin de obtener una potencia minima
del 80% en los contrastes bilaterales de superioridad se asumi6é una diferencia de
frecuencias entre pacientes expuestas y no expuestas del 20% y una razoén
expuestas/no expuestas de 0,6, escogiendo para ello los resultados de los estudios que
habian definido la exposicién con criterios basados en AMH y RFA, y cuyos resultados
han identificado efectos significativos de mayor magnitud [86, 156, 163]. En nuestra
cohorte, la diferencia en amenorrea definitiva —o de su evento complementario, el
restablecimiento de los ciclos— observadas en nuestro estudio han resultado inferiores a
las previstas, asi como la relacion entre expuestos y no expuestos para todas las

variables de exposicion.

La tendencia progresiva a introducir el tratamiento antigonadotropo con agonistas GnRH
en las pacientes premenopdusicas con tumores que expresan receptores estrogénicos,
especialmente acentuada durante los ultimos afos, ha ocasionado un porcentaje de
pérdidas no debidas a falta de seguimiento mas alto del esperado. En nuestra cohorte
recibieron agonista un 43% de las pacientes, aunque su introduccion se produjo en
diferentes momentos a lo largo del seguimiento: en siete casos se indicé el tratamiento
con agonista al término de la quimioterapia, en otras 16 al inicio de los ciclos
menstruales, y en cinco mas al observarse el incremento del estradiol sérico. Como es
l6gico, las pacientes que se hallaban bajo tratamiento con agonista no fueron incluidas
en los analisis de asociacién que afectaban a variables como AMH, FSH o RFA, por su
efecto supresor de la actividad ovarica. En consecuencia, la pérdida global de
observaciones valorables para el analisis sobre reaparicion de ciclos representé un 17%,

es decir, tres veces mas de lo esperado.

La consecuencia global de estos hechos ha sido la reduccion de la potencia real del
estudio, que limita la posibilidad de concluir sobre la ausencia de diferencias observadas
en la muestra para algunos contrastes. En el caso de la AMH estratificada por 4 ng/mL,
cuya asociacion con la reaparicién de ciclos a lo largo del tiempo esta préxima a la
significacion estadistica (HR: 0,48; IC 95%: 0,23; 1,03; p=0,06), el contraste se ha
realizado con una potencia final inferior al 10%, por lo que no resulta posible concluir

acerca de la no asociacion.

La concentracién de FSH en pacientes sin tratamiento con agonista fue descendiendo

gradualmente a lo largo de los 12 primeros meses del periodo de observacién, tras los
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cuales no se produjeron reducciones adicionales sustanciales. Esta evolucidon no fue
evidente para la AMH sérica ni para el RFA, cuya evolucién es estable o ligeramente
descendente. No se ha contrastado estadisticamente la magnitud de estas diferencias,
ya que el incremento de la FSH y el descenso de la AMH y del RFA tras la exposicién a
quimioterapia ha sido ampliamente descrito, y su valoraciéon no esta relacionada con el

objetivo del estudio ni incluida en la hipotesis conceptual que se deriva de la misma.

6.4. IMPLICACIONES PARA LA PRACTICA CLINICA

La posibilidad de estimar fiablemente la reserva ovarica —e idealmente la fertilidad
futura— de las pacientes quimiotratadas, o la respuesta a una eventual estimulacion
ovarica para tratar una esterilidad sobrevenida, resulta de evidente interés en pacientes
en edad reproductiva diagnosticadas de cancer [84]. Nuestro estudio aporta nuevas
evidencias sobre esta asociacién, por medio de analisis realizados especificamente en
las pacientes premenopausicas en edad reproductiva que son la poblacién diana de las
intervenciones informativas, preventivas y terapéuticas frente a un posible dafio germinal

quimiotoéxico.

Los resultados de nuestro estudio se afiaden a los que avalan el uso del RFA como
estimador de reserva ovarica basal util en la clasificacion prondstica de las pacientes.
Este procedimiento de diagnéstico ultrasonografico goza de una amplia difusion entre los
profesionales de la medicina reproductiva, se aplica de manera habitual en la estimacion
de la reserva ovarica con fines de estimulacion ovarica en el contexto de los tratamientos
de reproduccién asistida y requiere un periodo de aprendizaje breve. La comparacion
critica de su utilidad prondstica en relacion con su principal alternativa, la determinacién

de AMH sérica, no ha podido derivarse de este estudio.

En términos de utilidad predictiva, el modelo de estimacién de probabilidad de
restablecimiento de ciclos que resulta de eleccién entre los analizados, consta de
variables accesibles en los entornos habituales de practica clinica. Aunque el balance
entre su valor predictivo positivo y negativo no resulta ideal, la fiabilidad de la prediccion
positiva resulta elevada, y permite asumir como certeros los prondsticos de reaparicion

de la menstruacion.
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6.5. IMPLICACIONES PARA LA INVESTIGACION

El efecto de la quimioexposicion sobre la fertilidad posterior en pacientes con cancer de

mama en edad reproductiva requiere analisis que, idealmente, deberian cehirse a

algunas de las caracteristicas del disefio del presente estudio, y al tiempo, superar

algunas de las limitaciones que han afectado al presente estudio:

- La poblacién analizada deben ser las mujeres premenopausicas en el rango de
edades en las que el deseo gestacional tras la quimioterapia sea probable.
Considerando las limitaciones de la fertilidad natural derivadas de la edad en
poblacién general, la edad promedio de abordaje de la maternidad en nuestro medio,
y la duracién minima del tratamiento adyuvante en pacientes con tumores
estrogenosensibles, el limite superior de edad de la poblacién de interés deberia ser
mas cercano a 38 que a 40 afos.

- La reserva ovarica previa a la quimioexposicién que cabe esperar en estas pacientes
es la que corresponde a la poblacién general comparable por edad. Ello determinara
una menor variabilidad en los estimadores de reserva ovarica previa a la
quimioterapia. En consecuencia, las distribuciones de parametros como el RFA y la
AMH prequimioterapia se caracterizaran por una relativa homogeneidad. La
consecuencia mas inmediata, desde el punto de vista de la factibilidad de estudios
posteriores, sera la necesidad de un tamafio muestral de magnitud inicial no escasa.

- La practica consolidada de anadir tratamiento con agonistas de la GnRH a las
pacientes premenopdausicas con tumores estrogenosensibles incrementara el
porcentaje de pérdidas no imputables al celo del investigador. Es decir, el nimero de
observaciones aptas para analizar la capacidad de prediccion del fallo ovarico clinico
y oculto por medio de estimadores como AMH y RFA, susceptibles de modificacion
por el tratamiento con agonistas, puede requerir correcciones del tamafio muestral
por prevision realista de pérdidas de hasta el 50%

- Por otro lado, la direccionalidad ideal de futuros estudios deberia ser prospectiva,
con objeto de lograr un control de sesgos adecuado. Este argumento, unido a la
necesidad de generar conjuntos de observaciones con un alto porcentaje de
pérdidas no evitables, prolongara muy probablemente los periodos de reclutamiento
de pacientes. A lo largo de los mismos, pueden surgir cambios en la conducta
terapéutica —como ha sucedido con la frecuencia del uso de agonistas en el
esquema de hormonoterapia adyuvante, o con la introducciéon de la quimioterapia
basada en taxanos—, que impongan la necesidad de andlisis de subgrupos o tengan

efecto sobre el nimero de observaciones validas reclutadas.
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- Los estimadores de reserva ovarica utilizados deberian los mas reproducibles,
repetibles y robustos posibles. En consecuencia, seria necesario utilizar un
bioensayo de segunda generacion para la determinacion de AMH, con coeficientes
de variacion inter e intraensayo conocidos y dentro del rango admisible para pruebas
diagnosticas en biopatologia clinica. Igualmente, la precision del RFA deberia ser
evaluada en cada centro y para cada observador.

- En un disefio ideal, la estimacion de la fertilidad posterior a la quimioterapia deberia
basarse en el resultado mas relevante, que es sin duda la frecuencia de nacido vivo.
La singularidad del cancer de mama, en comparacion con otras neoplasias
quimiotratables, hace que el abordaje del deseo gestacional tras el tratamiento siga
siendo poco frecuente entre las pacientes afectadas. Ello representa una dificultad
afiadida a las ya mencionadas para el disefio de cohortes con tamafio suficiente para
concluir con potencias sobre las diferencias hipotetizadas. Por ello, es necesario
asumir variables intermedias de resultado, tales como la reserva ovarica estimada o
la frecuencia de amenorrea. Esta Ultima representa sélo una parte, minoritaria
ademas, del impacto de la quimioterapia en la fertilidad potencial de las pacientes,
que deberia ser evaluada considerando la totalidad de la afectacién, y no sélo su
expresion mas intensa y desfavorable. La ausencia de una definicién consensuada
de reserva ovarica criticamente reducida para la edad dificulta la adopcion de un
criterio unanime como variable de resultado principal, pero el establecimiento de un
acuerdo al respecto, limitado a propdsitos de investigacion, es imprescindible para la
comparabilidad de futuros estudios.

- El andlisis de la capacidad predictiva de los estimadores de reserva ovarica resulta
de especial interés en ciertos subgrupos con perfiles terapéuticos concretos. El
posible efecto protector del uso simultaneo de agonistas de la GnRH, y la toxicidad
especifica de los taxanos son dos estrategias que no han sido evaluadas de forma

especifica en relacién con el efecto potencial sobre la fertilidad posterior.
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7. CONCLUSIONES

1. La reserva folicular ovarica, estimada por medio del recuento de foliculos antrales,
determina la probabilidad de restablecimiento de ciclos tras exposicion a

quimioterapia en pacientes en edad reproductiva afectadas por cancer de mama.

2. El numero de foliculos antrales identificado como umbral de riesgo para amenorrea
definitiva es superior al propuesto para la identificacion de pacientes con baja

respuesta a la estimulaciéon ovarica.

3. La existencia de un recuento de foliculos antrales menor de 12 ftriplica el riesgo
estimado de amenorrea definitiva tras quimioterapia, efecto que resulta tan intenso

como el de la edad superior a 32 afos.

4. EI mejor modelo predictivo de restablecimiento de ciclos, basado segun nuestro
analisis en la edad, el recuento de foliculos antrales, la concentracién de AMH sérica

y el IMC, sélo resulta adecuadamente fiable en la prediccion del resultado positivo.

5. La reserva ovarica previa, estimada por medio del recuento de foliculos antrales
aislado o en combinacion con la concentracién AMH sérica, parece util para evaluar
el riesgo de fallo ovarico oculto al final del seguimiento en pacientes

quimioexpuestas.
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