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1. Resumen
1.1 Tipo de solicitud.

Solicitud de Ensayo Clinico unicéntrico en Fase IV en nuevas indicaciones, prospectivo, abierto,
aleatorio, con dos ramas paralelas, una de ellas en tratamiento experimental con la siguiente
combinacion de farmacos pioglitazona, espironolactona, metformina a dosis bajas y la otra, bajo
tratamiento control con etinil-estradiol mas levonorgestrel.  Todas las pacientes seran
adolescentes (de 12 a 18 anos) afectas de hiperandrogenismo ovarico e hiperinsulinismo, sin
riesgo de embarazo y predispuestas a padecer un sindrome metabdlico, una alteracion de la
distribucion de la grasa corporal y modificacion consecutiva de marcadores endocrino-
metabolicos, por reunir las caracteristicas que se definen en los criterios de inclusion. Se desea
comparar ambos tratamientos y averiguar si el tratamiento con la combinacion de estos farmacos
pioglitazona, espironolactona, metformina a dosis bajas es capaz de revertir las alteraciones
mencionadas en un tratamiento de 18 meses y 6 meses mas de seguimiento posterior sin
tratamiento, mientras se evalian los resultados.

Este estudio se corresponde con la convocatoria para la evaluacion de tecnologias sanitarias del
Instituto de Salud Carlos III y ha recibido una dotacion para poder ser llevado a cabo.

1.2  Identificacion del promotor:

El Promotor de este ensayo clinico es la FUNDACIO SANT JOAN DE DEU (en adelante
denominado el PROMOTOR)

C/ Santa Rosa 39-57
3? Planta Edificio Docente
08950 - Esplugues de Llobregat (Barcelona)

Titulo del ensayo clinico:

“Ensayo clinico prospectivo, abierto, aleatorizado, con dos grupos de pacientes para evaluar
la eficacia y la seguridad de la combinacion de Etinil-estradiol y levonorgestrel versus la
combinacion de pioglitazona,espironolactona y metformina a dosis bajas en adolescentes
con hiperandrogenismo ovarico e hiperinsulinismo: efectos sobre la funcion ovulatoria,
pardmetros de inflamacion cronica, marcadores de evolucion y efectividad del tratamiento,
y de desarrollo de diabetes tipo 2”.
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1.3 Cddigo del protocolo y numero EudraCT:

Cddigo del Protocolo: FSID-PIOSPIMET-2015

N° EudraCT: 2015-005092-24Fase del Estudio: IV
Version 2.0

Fecha de vigencia: 31/08/2018

1.4 Persona de contacto del Promotor:

Diia. Rosa Maria Morales Palau

Unidad de Ensayos Clinicos, Fundaci6 per la Recerca i la Docéncia Sant Joan de Déu
Planta 0 Consultes Externes

08950 Esplugues de Llobregat - Barcelona

08950 Esplugues de Llobregat (Barcelona)

Tél: 9360097 33 /Fax: 93 60097 68

Solicitante:

Dia. Lidya Dominguez Burgo

SERMES-CRO

C/ Rufino Gonzalez 14 2° Dcha, 28037 Madrid
Tél: 91 375 69 30 / FAX: 91 375 69 31

1.5 Investigador principal

El investigador principal es la Dra. Lourdes Ibanez Toda
Servicio de Endocrinologia
Hospital de San Juan de Dios Barcelona
P. Sant Joan de Déu n° 2
08950 Esplugues de Llobregat
Barcelona
Tel.: 93 253 21 00, ext.4424
Fax: 93 203 39 59
e-mail: libanez@hsjdbcn.org

1.6 Centros de Realizacion

Desarrollo Clinico

El desarrollo clinico de este ensayo se llevard a cabo de forma unicéntrica en:
Hospital de Sant Joan de Déu de Barcelona.
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Actuara como coordinador/a y de referencia:
Investigador/a principal: Dra. Lourdes Ibanez Toda
Servicio de Endocrinologia pediatrica
Hospital de Sant Joan de Déu de Barcelona
P. Sant Joan de Déu n° 2
08950 Esplugues de Llobregat
Barcelona
Tel.: 93 253 21 00, ext.4424
Fax: 93 203 39 59
e-mail: libanez@hsjdben.org

Colaborard en el reclutamiento el Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital San Joan de
Déu, bajo la supervision de la Dra. Cristina Salvador. También colaborara el Servicio de
Radiologia del Hospital Sant Joan de Déu y CETIR Centre Médic Barcelona, concretamente el
Dr. Luis del Rio.

El profesor Francesc Villarroya, del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad de Barcelona e IP de CIBEROBN, asesora al equipo invesrigador en los estudios de
expresion en tejido adiposo. El Profesor Francis de Zegher, de la Universidad de Lovaina,
asesorara al equipo investigador en el analisis e interpretacion de datos y en la elaboracion de
futuros manuscritos.

Los demas detalles de los centros participantes se describen en el anexo I “Centros e
investigadores participantes” que se adjunta a este protocolo.

Los andlisis clinicos generales y las exploraciones complementarias se efectuaran en los
servicios de Laboratorio del Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona. Las muestras de saliva,
fecales y el tejido adiposo subcutaneo se almacenaran en el Laboratorio de Investigacion de la
Fundacion Sant Joan de Déu, donde se realizaran los estudios de polimorfismos de DENNDIA
en sangre periférica y de expresion génica en TAB. Los estudio de miRNAs se realizaran entre el
Laboratorio de Investigacion de la Fundacion Sant Joan de Déu y la empresa Bioarray SL
(Alicante). El estudio del microbioma se realiza por ASCIDEA SL (Barcelona). En los casos en
que sea necesaria la colaboracion de centros externos se recogerd en el anexo I “Centros
participantes y colaboradores” que se adjunta a este protocolo.

En adelante cualquier modificacion del nimero de centros participantes o colaboradores y de sus
caracteristicas debera referirse al mencionado anexo L.
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1.7 Comité Etico de Investigacién Clinica.

Se solicitara la aprobacion como Comité de Referencia del Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital de Sant Joan de Déu de Barcelona.
La direccion a la cual dirigir toda la correspondencia de este ensayo como CEIC de referencia es:

CEIC Fundacio Sant Joan de Déu C/ Santa Rosa, 39-57, 3° planta
08950 Esplugues de Llobregat
Barcelona
Tel.: 93 60097 51
Fax 93 60097 71
e-mail: ceic@fsjd.org

1.8 Nombre y calificacion de la persona responsable de la monitorizacion y la
farmacovigilancia

El monitor designado para el proyecto pertenecera a:

SERMES-CRO
C/ Rufino Gonzalez 14 2° Dcha, 28037 Madrid
Tél: 913756930/ FAX: 917542721

La farmacovigilancia del proyecto sera realizada por SERMES-CRO, siendo la
responsable de notificaciéon de RAGIs:

Vicente MorenoSERMES CRO
Director /Responsable de la Unidad de Farmacovigilancia
e-mail: farmacovigilancia@sermescro.com

1.9 Laboratorios clinicos y Departamentos médicos o técnicos o instituciones
implicadas en el Ensayo Clinico. Idoneidad de las Instalaciones.

Los andlisis clinicos generales y las exploraciones complementarias se efectuaran en el
Laboratorio del Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona. En los casos en que sea
necesaria la colaboracion de centros externos, se reflejard en el anexo I “Centros
participantes y colaboradores” que se adjunta a este protocolo.

La Secciéon de Endocrinologia (6 despachos), y el Servicio de Obstetricia y Ginecologia del
Hospital Sant Joan de Déu, suponen un marco fisico apropiado para la captacion y
recepcion de pacientes, asi como para la realizacion de las visitas clinicas, las
exploraciones de imagen (ecografia) y la biopsia del tejido adiposo. EI grupo posee su
propio laboratorio “Laboratorio de Endocrinologia” ubicado en la 4 planta del edificio
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docente, con un 4rea de 60 m2. El laboratorio estd equipado con los recursos tecnologicos
necesarios para realizar las determinaciones bioquimicas y genéticas (nanodrop,
espectrofotometro para la lectura de placas, fluorimetro, cubetas de electroforesis, fuentes
de alimentacion, termomixer, agitadores, congelador -20 ° (1) y -80 °C (2) equipados con
sondas de registro y monitorizacion de la temperatura y conectados a un sistema de alarma,
y PCR a tiempo real necesario para los estudios de expresion génica y genotipado.
Asimismo, contamos con instrumentos de uso comun entre los diferentes grupos de
investigacion situados en la 3* y 4° planta del edificio docente: cabina de flujo laminar,
centrifugas, ultracentrifuga, transiluminador, sistema Kodak para la captacion y analisis de
imagenes, horno de hibridacién, maquinas de PCR, cémara fria, cdmara oscura,
liofilizador, salas de cultivo celular, autoclave, agua milli-Q, bafios, maquina de hielo,
nitrogeno liquido, vortex y neveras). También disponemos de la colaboracion del
laboratorio a tiempo real del Hospital Sant Joan de Déu para la determinacion de
parametros hormonales.

El centro Médico CETIR dispone de los medios necesarios (densitdmetros y aparatos de
resonancia magnética acoplados a un software especifico) para los estudios de
composicion corporal y distribucion de grasa abdominal. Los investigadores cuentan con
un ecografo de alta resolucion y las sondas de transduccidon necesaria para la realizacion de
ecografias de cardtida y abdominales.

Bioarray SL es una empresa especializada en el analisis genético mediante secuenciacion
masiva y microarrays. Contrataremos su servicio para la hibridacién de los miRNAs y su
posterior andlisis bioinformatico.

Ascidea es una compaiiia especialistas en Gendmica. Contrataremos su servicio para el
estudio de Microbioma que requiere un analisis metagenomico y bioinformaético posterior.

El investigador principal y tres de los investigadores colaboradores son miembros del
Centro de Investigacion Biomédica en Red CIBERDEM, lo que garantiza la posibilidad de
acceso a técnicas mas sofisticadas en el caso que fuera necesario, para poder llevar a cabo
los objetivos planteados.

Los demas detalles de los centros participantes se describen en el anexo I “Centros e
investigadores participantes” que se adjunta a este protocolo.

En adelante cualquier modificacion del numero de centros participantes o colaboradores y
de sus caracteristicas debera referirse al mencionado anexo L.
1.10 Farmacos experimentales y control

1.10.1 Farmacos Experimentales:
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El tratamiento experimental consistira en la asociacion de Pioglitazona,
Espironolactona y Metformina (Abreviadamente PioSpiMet) que se administrard en
forma de comprimidos comerciales de los siguientes productos:

. Metformina Sandoz®; comprimidos; composicion cualitativa y cuantitativa:
clorhidrato de metformina, 850 mg. Excipientes, c.s.p. Elaboraciéon: Laboratorios
Sandoz. Dosis: 850 mg/dia.

e  Aldactone Pfizer®; comprimidos; composicion cualitativa y cuantitativa:
espironolactona, 100 mg. Excipientes: Nucleo: sulfato de calcio dihidratado,
almidon de maiz sin gluten, polividona K-30, aroma de menta, estearato de
magnesio. Cubierta: hidroxipropilmetilcelulosa 2910, 5 cps;
hidroxipropilmetilcelulosa 2910, 15 cps; polietilenglicol 400; opaspray M-1-7111
B (blanco). Elaboracion: Laboratorios Pfizer. Dosis: 50 mg/dia.

o Pioglitazona Cinfa®; comprimidos; composicién cualitativa y cuantitativa:
clorhidrato de pioglitazona, 15 mg. Excipientes, carmelosa de calcio, hidroxipropil
celulosa, lactosa monohidrato, estearato de magnesio. Entidad elaboradora:
Laboratorios Cinfa. Dosis: 7,5 mg/dia.

En el anexo VII a este protocolo se adjuntan las fichas técnicas correspondientes, como
“Descripcion Técnica de los Productos de Ensayo”.

1.10.2 Farmacos de Control:

El tratamiento de control consistira en:

e Loette Diario®; comprimidos; composicion cualitativa y cuantitativa: EE, 20 pg;
LNG, 100 pg. Dosis: 1 comp/dia. Laboratorio: Wyeth Farma, S.A.

Ambos productos figuran asociados en comprimidos en un mismo preparado comercial para
la administracion en una sola toma diaria.

En el anexo VII a este protocolo se adjunta la ficha técnica correspondiente, como
“Descripcion Técnica de los Productos de Ensayo”.

1.11 Fase del Ensayo Clinico:

Se trata de un ensayo en Fase IV con medicamentos que se utilizardan en condiciones de uso
distintas a las autorizadas. El protocolo supone la ampliaciéon de un estudio piloto (FSJD-
PioSpiMet-2012; EudraCT 2012-004100-35; http://www.controlled-
trials.com/I[SRCTN29234515), cuyos resultados preliminares han permitido establecer los
objetivos. En este estudio en el que se propone un nuevo tratamiento para el hiperandrogenismo
ovarico de las adolescentes con productos ya comercializados, en una nueva indicacion para los
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farmacos en estudio especialmente para uso pediatrico, como prueba piloto comparativa con el
tratamiento convencionalmente utilizado, para aportar datos que ayuden a encontrar un
tratamiento optimizado.

1.12 Objetivos:

1. Determinar los beneficios del tratamiento a dosis bajas con PioSpiMet
(Pioglitazona+Espironolactona+Metmorfina) vs EE-LNG (etinil-estradiol+levonorgestrel) en
adolescentes hiperandrogénicas sin riesgo de embarazo sobre: a) la ciclicidad menstrual y la
ovulacion; b) la sensibilidad a la insulina [insulinemia, lipidos, adipoquinas, resistencia a la
insulina en tejido adiposo (IRA], la cIMT (grosor intima carotidea), la grasa visceral y hepatica.
Evaluar si los beneficios de PioSpiMet se mantienen al suspender el tratamiento y si se produce
una regresion a la situacion basal después de EE-LNG.

1. Caracterizar el perfil de miRNAs circulantes, del microbioma intestinal, la LTL (longitud
telomérica en leucocitos) y la AT (actividad telomerasa) en pacientes y controles. Determinar los
cambios longitudinales en los parametros mencionados en las pacientes después PioSpiMet o
EE-LNG, posibilitando la identificacion de marcadores de evolucion de la patologia y de
efectividad del tratamiento. Correlacionar los miRNAs diferencialmente expresados, y los
cambios en el microbioma intestinal y en la LTL con cambios antropométricos, de
biomarcadores de resistencia a la insulina y adipogénesis (adipoquinas), de marcadores
cardiovasculares (cIMT) y de distribucion de grasa abdominal (visceral y hepatica). Analizar si
los cambios en la LTL persisten después del tratamiento.

3. Determinar si los polimorfismos de DENNDIA en sangre periférica difieren en pacientes y
controles. Estudiar ademads los cambios longitudinales en la expresion en tejido adiposo blanco
subcutaneo de genes de inflamacion y de accion de la insulina, después del tratamiento con
PioSpiMet o EE-LNG

1.13 Diseifo del Estudio:

Se trata de un ensayo en Fase IV, con productos en una nueva indicacion para los farmacos en
estudio, especialmente para uso pediatrico y por tanto distinta a las autorizadas, en asociacion:
pioglitazona, espironolactona, metformina (PioSpiMet), comparada con el tratamiento
convencional compuesto por etinil-estradiol y levonorgestrel.

El ensayo clinico es prospectivo, abierto, aleatorizado, con dos grupos paralelos de pacientes,
para dilucidar qué tratamiento es el mas ventajoso para el hiperandrogenismo ovarico e
hiperinsulinismo de las adolescentes sin riesgo de embarazo. Se establece también un grupo
control (n=12) de IMC y edad similar, sin evidencia de hiperandrogenismo (no hirsutas, ciclos
regulares) reclutadas entre las companeras de clase de las pacientes.
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Los parametros que se comparan en el presente estudio para evaluar la eficacia de los
tratamientos en los grupos de pacientes son: ciclicidad menstrual y ovulacion, sensibilidad a la
insulina, grosor de la intima carotidea, grasa visceral y hepdtica, caracterizacion del perfil de
miRNAs circulantes, microbioma intestinal, LTL y actividad telomerasa. Se pretenden
identificar marcadores de la progresion o eficacia de los tratamientos, correlacionar las
diferencias de expresion de los miRNAs, cambios del microbioma y del LTL con antropometria,
biomarcadores de resistencia a la insulina y adipogénesis, grosor de la intima cardtidea y
distribucion de grasa abdominal. Por ltimo, se analizaran si los polimorfismos de DENNDIA en
sangre periférica difieren en los dos grupos de tratamiento. Se estudian cambios en la expresion
de genes de inflamacion y accion de la insulina en tejido adiposo subcutaneo.

En el punto 1.20 se adjunta un esquema del ensayo.

El grupo de tratamiento 1 (n=20) recibird pioglitazona, espironolactona, metformina
(PioSpiMet); el grupo de tratamiento 2 (n=20) recibird tratamiento con un anticonceptivo oral
conteniendo etinil-estradiol y levonorgestrel (EE-LNG). La aleatorizacion la realizara un
investigador independiente mediante el programa: http://www.sealedenvelope.com, y sera
controlada por edad e indice de masa corporal (IMC). El grupo control no recibe tratamiento y
esta compuesto de sujetos sanos.

1.14 Patologia del Estudio.

El hiperandrogenismo ovarico—o sindrome del ovario poliquistico (SOP)- es la causa mas
frecuente de exceso de androgenos en adolescentes y mujeres jovenes, afectando
aproximadamente al 5-7% de la poblacion femenina en edad reproductiva (1,2). En adolescentes,
se prefiere utilizar el término de hiperandrogenismo ovérico con hiperinsulinismo en lugar del
término clasico sindrome de ovario poliquistico por varias razones: 1) el National Institutes of
Health (NIH) recomienda otra terminologia, porque la denominacién cldsica se basa en la
morfologia de ovario poliquistico, que no es un criterio diagnostico necesario (3); 2) ninguna de
las definiciones del SOP se ha validado en adolescentes (2); 3) el SOP se asocia clasicamente a
obesidad, mientras que en adolescentes ocurre sin obesidad (4,5). El hiperandrogenismo ovarico
se ha considerado tradicionalmente un trastorno primario del ovario (6). Consecuentemente, el
tratamiento mas recomendado son los anticonceptivos orales (ACOs), que revierten las
alteraciones cosméticas, y determinan ciclos regulares anovulatorios. Este tratamiento se
recomienda en adolescentes muy jovenes -incluso premendrquicas- sin riesgo de embarazo
(4,7). Actualmente, se considera que el hiperandrogenismo ovarico puede ser consecuencia de la
hipertrofia del tejido adiposo blanco subcutaneo (TABsc), y de las alteraciones metabolicas
derivadas (2,8,9). Este concepto explicaria las morbilidades a medio y largo plazo, como la
intolerancia a la glucosa, la diabetes tipo 2, la enfermedad cardiovascular, y la subfertilidad (10-
12). Por consiguiente, las estrategias terapéuticas actuales deben dirigirse no so6lo a revertir las
alteraciones cosméticas sino también a reducir el riesgo de padecer estas complicaciones.

Hiperandrogenismo ovarico, riesgo cardiometabdlico y diabetes tipo 2
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La resistencia a la insulina se asocia con frecuencia al hiperandrogenismo ovérico, incluso en
ausencia de obesidad (13). Se acompafia de un descenso de las concentraciones de proteina
transportadora de las hormonas sexuales [sex hormone binding globulin (SHBG)] y de un perfil
lipidico aterogénico. La dislipemia y el hiperinsulinismo, a su vez, se asocian a un patron
andmalo de adipoquinas -proteinas producidas por el tejido adiposo-, especificamente a una
disminucién de adiponectina de alto peso molecular (HMW-adip), con accion anti-inflamatoria y
anti-diabetogénica (14). En estudios poblacionales, este patron de adipoquinas se ha asociado a
resistencia a la insulina, y mayor prevalencia de diabetes tipo 2 y riesgo cardiovascular (15). El
hiperandrogenismo ovérico se asocia también a aumento de marcadores de inflamacién, como la
proteina C-reactiva ultrasensible (PCRus). La elevaciéon de PCRus es independiente de la
obesidad, siendo mucho mas fiable que otros marcadores pro-inflamatorios como el tumor
necrosis factor- (TNF) y la interleuquina 6 (IL-6). En poblacion general, incrementos de PCRus
dentro del rango normal se asocian a disfuncion endotelial y arteriosclerosis subclinica en
pacientes asintomaticos (16).

El factor preadipocitario tipo 1 (Pref-1) es un inhibidor de la diferenciacion de adipocitos; el
aumento de Pref-1 se han asociado a menor TABsc y a riesgo metabolico (17). La disregulacion
del TABsc se puede estimar calculando del indice de resistencia a la insulina en tejido adiposo
(IRA), cuyo aumento se asocia a concentraciones bajas de HMW-adip (18).

Las mujeres hiperandrogénicas tienen més adiposidad visceral y hepatica (2,19,20). El aumento
de grasa visceral favorece la sintesis de adipoquinas pro-inflamatorias, y el acimulo de
macrofagos, que determinan resistencia a la insulina, aumento de PCRus, y mayor produccion de
acidos grasos libres (FFA), que empeoran el perfil metabolico y aumentan el riesgo
cardiovascular (19,21).

El grosor de la intima carotidea (cIMT) es un marcador establecido y no invasivo de riesgo
cardiovascular (22). La cIMT estd aumentada en adolescentes hiperandrogénicas y esta
directamente relacionada con las concentraciones de PCRus, la resistencia a la insulina y otros
componentes del sindrome metabdlico (2,19). En mujeres joévenes obesas con
hiperandrogenismo ovarico, la prevalencia de arteriosclerosis coronaria subclinica es 5 veces
superior a la de la poblacion general (23).

La teoria de la hipertrofia del TABsc permite englobar el conjunto de alteraciones descritas en un
solo mecanismo fisiopatologico (2,8,9,24). El TABsc permite almacenar el aporte energético sin
consecuencias metabdlicas negativas. La dotacién de adipocitos subcutdneos del TABsc es
distinta en cada individuo, se establece fundamentalmente durante la vida prenatal, y esta co-
determinada por factores genéticos y epigenéticos (2,9). En caso de balance energético positivo
continuo, el exceso de aporte calérico determina una hipertrofia compensadora de los adipocitos
subcutaneos, intentando almacenar el exceso de calorias. El agotamiento de la capacidad de
almacenamiento determina lipotoxicidad, aumento de FFA y triglicéridos, un patrén anémalo de
adipoquinas, resistencia a la insulina e hiperinsulinismo, inflamaciéon (aumento de PCRus) y
deposito ectdpico de lipidos en higado, musculo y pancreas (2,8,9). El hiperinsulinismo estimula
la sintesis directa e indirecta (mediada por LH) de andrégenos (2,25). Esto explicaria la
presencia de resistencia a la insulina sin obesidad, por ejemplo, en pacientes con bajo peso al
nacer (y menor dotacion de adipocitos subcutdneos) y recuperacion postnatal rapida y exagerada
de peso (2). Asimismo, las mujeres hiperandrogénicas presentan adipocitos subcutaneos
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hipertroficos, comparadas con las normoandrogénicas, que se correlaciona con las
concentraciones de adiponectina, testosterona y SHBG, y la resistencia a la insulina (26).

Hiperandrogenismo ovarico, genética v epigenética

1. Perfil de miRNAs circulantes
Los miRNAs son RNAs pequefios (17-25 nucledtidos) no codificantes, muy abundantes en
suero. Estan implicados en la regulacion de procesos bioldgicos y patologicos, incluyendo cancer
y diabetes (27). Estudios transversales demuestran la presencia de miRNAs diferencialmente
expresados en mujeres hiperandrogénicas, sugiriendo que estarian implicados en el desarrollo de
resistencia a la insulina y obesidad (28), y podrian ser biomarcadores diagndsticos (29). Sin
embargo, estos estudios se han realizado exclusivamente en adultas y en poblaciones muy
heterogéneas (con distintos fenotipos clinicos), lo que imposibilita sacar conclusiones validas.

2. Microbioma intestinal
El microbioma es el conjunto de microrganismos que se localizan en el intestino y presentan una
relacion simbiodtica con el huésped. Estudios en animales de experimentacion (germ-free) apoyan
el concepto de disbiosis (alteracion de la composicién microbiana del intestino), asociada con
patologias como obesidad y diabetes (30). Se ha postulado que la alteracion de la flora intestinal
podria constituir uno de los mecanismos fisiopatoldgicos del hiperandrogenismo ovarico (31);
pero no se ha caracterizado el perfil de “normalidad” ni en adolescentes sanas, ni en adolescentes
con hiperandrogenismo ovarico, y se desconoce qué efectos produce el tratamiento con ACOs o
con sensibilizantes a la insulina + antiandrégenos sobre el microbioma.

3. Longitud telomérica y actividad telomerasa
Los telémeros -situados en los extremos de los cromosomas- estdn compuestos por repeticiones
en tandem TTAGGG. Durante la division celular, el extremo final del telomero no es copiado, y
sufre acortamiento progresivo; al alcanzar una longitud critica la célula entra en senescencia. Las
células germinales y ciertas células madre tienen una telomerasa activa que alarga los telomeros
tras cada ciclo de division, determinando una capacidad ilimitada para dividirse. Los telomeros
cortos se han asociado con céncer, CVD y diabetes (32,33). En un estudio transversal, el
hiperandrogenismo ovarico se ha asociado a menor longitud telomérica en leucocitos (LTL) (34);
estudios longitudinales piloto en adolescentes indican que la terapia combinada con pioglitazona,
flutamida y metformina (PioFluMet) incrementa de modo reversible la LTL (35).

4. Polimorfismos en el gen DENNDIA
El gen DENNDIA codifica una proteina que actiia como factor intercambiador del nucledtido
guanina (GEFs) para RAB35, GTPasa endosomal, implicada en procesos de endocitosis.
DENNDIA es un gen candidato en el hiperandrogenismo ovarico y en el control de la
esteroidogénesis tecal (36). Varios polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) se han asociado a
hiperandrogenismo ovarico (37,38). Sin embargo, existe gran divergencia en los resultados
dependiendo de la poblacion estudiada, y no se han realizado estudios en pacientes
hiperandrogénicas con homogeneidad fenotipica procedentes de la region mediterranea.

5. Expresion de genes relacionados con inflamacion y accion de la insulina en TABsc.
Los estudios de expresion génica en TABsc y visceral en mujeres hiperandrogénicas indican una
disregulacion de cascadas relacionadas con la accion de la insulina, adipogenesis, e inflamacion,
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entre otras (39). En un estudio longitudinal en adolescentes con hiperandrogenismo ovarico, la
terapia con un ACO que contiene etinil-estradiol (EE, 35 mcg) + acetato de ciproterona (AC, 5
mg), aumentd la expresion en TABsc de genes pro-inflamatorios y de activacion de macrofagos,
en relacion a la expresion basal, y comparado con la terapia con PioFluMet (40). No existen
estudios que comparen los efectos de combinaciones de sensibilizantes de la insulina +
antiandrogenos con la de ACOs con menor dosis de estrogenos y progestagenos de escasa
trombogenicidad.

Ver apartado 20.1 Bibliografia General ( Antecedentes y Estado Actual del Tema)
1.15 Tipo de poblacion en estudio y numero total de pacientes

Se incluirdan un total de 40 pacientes adolescentes, de 12 afios a 18 afios de edad,
postmenarquicas en al menos 2 afios, previamente controladas en la Seccion de Endocrinologia o
en el Servicio de Ginecologia del Hospital St. Joan de Déu de Barcelona, y diagnosticadas de
hiperandrogenismo ovarico e hiperinsulinismo y sin riesgo de embarazo.

Se incluye también un grupo control de 12 sujetos con IMC y edad similar, sin evidencia de
hiperandrogenismo (no hirsutas, ciclos regulares) reclutadas entre las compafieras de clase de las
pacientes.

1.16 Seleccion de los pacientes

Las pacientes se seleccionaran en el drea de influencia del hospital participante, en Consultas
Externas de Endocrinologia y Ginecologia, cuando sean remitidas a consulta por hallarse afectas
de sintomas y signos compatibles con hiperandrogenismo e hiperinsulinismo, especificamente:
hirsutismo y/o acné, y trastornos menstruales (oligomenorrea/amenorrea). Para el diagndstico de
hiperandrogenismo se requerird la existencia de cifras elevadas de testosterona total (>60 ng/dL)
y/o de un indice de andrégenos libre elevado (>5) (1), y/o de concentraciones elevadas de
androstendiona (>160 ng/dL). Para el diagndstico de hiperinsulinismo se requerira la existencia
de cifras basales elevadas de insulina (>15 pU/mL), de un cociente glucosa/insulina basal <7, o
de un pico de insulina > 100 pU/mL en respuesta a una sobrecarga oral de glucosa estandar (75
gr) (1). Una vez confirmada la presencia de esta patologia se informara a la paciente de los pasos
y pruebas necesarios para verificar el diagnostico. Se asegurard la ausencia de riesgo de
embarazo durante el estudio.

En caso de que se confirme el diagnostico se informara a la paciente y a sus familiares o
responsables, de las posibilidades terapéuticas asi como de la posibilidad de participar en este
ensayo. Si la paciente aceptase participar se procedera a la firma de las hojas de consentimiento y
a los tramites legales (comunicacion al Ministerio Fiscal). Las adolescentes control seran
compaieras de clase de las pacientes que aportaran ellas mismas; se recluratan en distintas
escuelas. Se abrira historia clinica en el HSJD, se les explicara los objetivos del estudio (también
a los padres/tutores legales) y se obtendra el consentimiento informado.
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La informacién facilitada asi como el protocolo del ensayo, habra sido aprobada previamente por
el CEIC y por la AEMPS.

1.16.1 Criterios de inclusion y de exclusion

Criterios de inclusion de las pacientes (deben cumplir todos los criterios):

Deben cumplirse todos los siguentes criterios:
1) Edad igual o superior a los 12 afios e inferior a los 18 afios (4)
2) Menarquia al menos 2 afios antes
3) Indice de masa corporal (IMC) inferior al percentil 97 y superior al percentil 10
para la edad (5)
4) Hiperandrogenismo clinico:
a) Hirsutismo y/o acné
b) Oligomenorrea o amenorrea
Y Hiperandrogenismo bioquimico:
a) Testosterona total > 60ng/dL y/o indice de androgenos libres (IAL) > 5
b) Androstendiona > 160 ng/DI (1)

5) Hiperinsulinismo:
a) Insulina basal > 15 pU/mL
b) Cociente glucosa/insulina <7 6 pico de insulina en el test de tolerancia oral a
la glucosa (TTOG) > 100 pUmL (1)

Criterios de exclusion (cualquiera de ellos constituyen la exclusion de los pacientes):

1) Embarazo o riesgo de embarazo

2) Hiperplasia suprarrenal congénita por déficit de 21-hidroxilasa

3) Hiperprolactinemia

4) Sindrome de Cushing

5) Hipotiroidismo no controlado

6) Alteracion hepatica, renal, de Creatin-fosfoquinasa (CPK) o de lactato
deshidrogenasa (LDH)

7) Diabetes o intolerancia a la glucosa (1)

8) Alergias cutaneas conocidas

9) Tratamiento con antiandrogenos, estro-progestagenos, o firmacos que interfieran
con el metabolismo lipidico e hidrocarbonado en los 6 meses previos.

10) Infecciones bacterianas conocidas.

11) Enfermedad inflamatoria intestinal.
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1.17 Duracion del tratamiento

Duracion del reclutamiento: 6 meses
Duracion del tratamiento: 12 meses.
Duracion de la observacion post-tratamiento: 12 meses.

1.18 Variables de valoracion

e C(linicas: IMC, datos alimentarios y de actividad fisica (6), tension arterial,
puntuacion de Ferriman & Gallwey (7), ciclicidad menstrual.

¢ Endocrino-metabolicas: glucosa, (método glucosa oxidasa), insulina, HOMA, lipidos
(método colorimétrico), TTOG, androgenos (testosterona total, indice de androgenos
libre [testosterona total (nmol/L)x100/SHBG (nmol/L)], androstendiona, sulfato de
dehidroepiandrosterona (DEAS)], SHBG, PCRus [inmunoquimioluminiscencia
(INMULITE 2005; Diagnostic Products, Los Angeles, CA)], , adiponectina de alto
peso molecular (siglas en ingles- HMW adip), factor preadipocitario tipo 1, indice de
resistencia a insulina en tejido adiposo [IRA, insulina basalxacidos grasos libres (8)
(ELISA especificos) (1, 9). Progesterona salival (12 muestras consecutivas, (ELISA
especifico) para estudiar la funcion ovulatoria (10). Las determinaciones de
andrégenos, glucosa, insulina y perfil lipidico forman parte del protocolo habitual de
seguimiento de pacientes con hiperandrogenismo.

e Composicion corporal: absorciometria de doble energia (DXA); densidad y contenido
mineral 6seo; masa grasa total y abdominal, y masa magra (valores absolutos y
porcentaje). Equipo de medicion Lunar, modelo Prodigy (version 12.3, Lunar Corp.,
Madison, Wisc., USA) (1). Radiacion total en cada examen <10 Sievert. Coeficientes
de variacion (CVs) calculados a partir e 30 exploraciones repetidas de un fantoma de
columna de hidroxiapatita y resina plastica (Hologic Inc, Waltham, MA, USA): 2,0%
y 2,6%, respectivamente, para la masa grasa y magra. CV para medicion de la grasa
abdominal en 3 exploraciones consecutivas realizadas en 14 sujetos: 0,74%.

e Distribucion de la grasa abdominal y grasa hepatica: 1) RM: area de grasa subcutanea
(SAT), visceral (VAT) y hepatica; dispositivo multi-slice 1.5 Tesla (Signa LX Echo
Speed Plus Excite, General Electric Healthcare, Milwaukee, WI). Secuencias de 10
mm grosor desde el espacio intervertebral L4-L5 (1). CVs en el andlisis por triplicado
de 10 mujeres jovenes en el intervalo de 3 meses (corte Unico): 7,2 % (SAT) y 8,8%
(VAT); 2) Ecografia: Ecografo de alta resolucion (MyLabTM?25, Esaote, Florencia,
Italia). Grasa visceral (sonda de 3.5 MHz): distancia entre la superficie interna de la
pared abdominal y la pared posterior de la aorta a la altura del ombligo. Grasa
subcutanea: grosor del paniculo adiposo subcutaneo y preperitoneal (11).

e Vascular: grosor de la intima carotidea (cIMT, ecografia) Ecégrafo MyLab™
Transductor de 12 MHz. La medicion se realizard en diastole 1 cm antes de la
bifurcacion de ambas cardtidas. CV intra-observador <10% (1, 12).
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Marcadores de evolucién de la patologia y de efectividad del tratamiento que se

asociaran con cambios antropométricos, biomarcadores de resistencia a la insulina y
adipogénesis, marcadores cardiovasculares y distribucion de grasa abdominal:

o miRNAs en suero: Extraccion y purificacion de RNA total de suero

(incluyendo RNAs pequenios y miRNAs). El RNA integro se hibridara al
Human miRNA V2 Oligo Microarray (Agilent Technologies; Palo Alto, CA),
con 17.737 sondas correspondientes a 723 miRNAs. Los array se escanearan
(Agilent G2565BA microarray scanner), se extraerd la informacion por
intensidad de bandas (Agilent Feature Extraction software) y los datos se
analizardn con un soporte bioinformatico (miRbase) para obtener el perfil de
miRNAs de cada muestra (13,14) (Bioarray SL, Alicante). Validacion de
resultados: Los miRNAs diferencialmente expresados se validaran
individualmente por PCR a tiempo real (RT-PCR). Cada miRNAs se
amplificara con primers especificos. Controles endogenos: RNU48 y RNU6B
para la normalizacién de los resultados, andlisis por cuantificacion relativa (2-
ACt).

Composicion del microbioma: Recogida matinal de heces, que se pulverizaran
con nitrégeno liquido, alicuotaran y almacenaran a -80°C hasta procesamiento.
Extraccion de DNA con “MoBio PowerSoil DNA isolation kit”. Se
amplificara la region V4 hipervariable del rRNA 16S (gen especifico
bacteriano) utilizando primers universales codificados 515F-806R; se
secuenciaran los fragmentos amplificados (Illumina MiSeq) y se pre-
procesaran utilizando QIIME (15), agrupando las secuencias filtradas en
unidades taxonomicas operacionales (OTUs) (16,17) (Ascidea SL, Barcelona).
Longitud telomérica en leucocitos (LTL) y actividad telomerasa: extraccion de
DNA leucocitario de sangre periférica [EDTA con fenol-cloroformo
(Promega)]. Determinacion de LTL por RT-PCR (18); expresion como
cociente T/S [numero de repeticiones teloméricas (T) en relacion a un gen de
copia unica (S)]. Amplificacion por SYBR Green con primers especificos
(Primer 3); el gen RNAseP se usara como gen de copia unica, amplificacion
por tagman. Actividad telomerasa: obtencion del “buffy coat” de sangre
periférica fresca. Lisado celular y determinacion de la actividad telomerasa en
extracto celular medida por RT-PCR [Quantitative Telomerase Detection kit
(Allied Biotech, Inc)] por tecnologia SYBR Green (19). La LTL revertira a su
situacion basal al finalizar la intervencion.

Polimorfismos de DENND1A (rs10986105, rs2479106 y rs10818854) en sangre total

por discriminacion alélica con sondas pre-disefiadas (Life technologies) (20).
Expresion génica en tejido adiposo blanco subcutaneo: biopsia tejido adiposo
abdominal periumbilical por puncidon previa anestesia local con EMLA (1, 11);
analisis de la expresion de CD163, TWEAK Receptor, ANGPTL4, Adiponectina,
PPARYy, Glut-4, LPL, e IL-18 por RT-PCR (12,21).
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Variables principales de valoracion: frecuencia ovulatoria (al menos un ciclo ovulatorio después
de PioSpiMet vs ninguno con EE-LNGQG), sensibilidad a la insulina (HOMA), grasa visceral y
hepatica, cIMT. Se considerard una respuesta positiva y discriminativa una disminucion del
HOMA > 10%, acompafiada de una reduccion de las cifras de insulina basal > 10%, y de dos o
mas de los cambios siguientes: disminucion de la grasa visceral >20%, hepatica >30%, o del
cIMT > 20%.

Variables secundarias: puntuacion de Ferriman y Gallwey, androgenos, triglicéridos,
adiponectina alto peso molecular, IRA, PCRus; regularidad menstrual.

Ver apartado 20.2 Bibliografia Especifica de la Metodologia
1.19 Calendario y fecha prevista de finalizacion.

La duracion prevista de este estudio clinico es de 3 afos (36 meses). Una vez el proyecto sea
aprobado por el CEIC y por la AEMPS se procedera al inicio del ensayo, durante el primer
trimestre de 2016 y finalizarlo en el primer trimestre de 2019. Los hitos mas significativos del
ensayo seran:

v" Fecha prevista de inicio: Primer trimestre de 2016; fecha prevista de finalizacion:Primer
trimestre de 2019.

Duracién del periodo de inclusion: 6 meses

Duracién del periodo de tratamiento: 12 meses.

Duracién del periodo de observacion post-tratamiento: 12 meses.

Duracién del periodo de tabulacion de resultados definitivos y elaboracion de
manuscritos: 6 meses.

ANANRN
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1.20. Desarrollo del ensayo y evaluacion de la respuesta

El resumen de los hitos més destacados se expone en la siguiente tabla:

Tabla 1. Determinaciones que se realizan durante el ensayo.

Variables

basal

8h

10h

Im

6m

12 m

18 m

24m

Control [Ttmto*

Ttmto*

Ttmto*

Ttmto*

Ttmto*

Ttmto*

segto

segto *

Clinicas

Peso, Talla, IMC,
datos alimentarios,
actividad fisica, score
de Ferriman &
Gallwey, ciclicidad
menstrual, tension
arterial

Endocrino-
metabolicas

Hemograma, funcion
hepatica y renal,
ionograma, CPK,
LDH (parametros de
seguridad)

TTOG

Glucosa, Insulina,
HOMA

HMW adip, PCRus,
factor preadipocitario
tipo 1, IRA, perfil
lipidico, androgenos,
SHBG,
androstendiona

Composicion
Corporal

Densidad y contenido
mineral 6seo, DXA
(densitometria)

Masa grasa total y
abdominal, masa
magra, (equipo de
medicion lunar)

Distribucion de grasa
abdominal y grasa
hepatica

SAT, VAT y area de
grasa hepatica (RM y
ecografia)
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Variables basal 8h 10h 1m 6m |12m | 18 m | 24m

Control [Ttmto* Ttmto* Ttmto* Ttmto* |[Ttmto*|Ttmto*| segto [segto *
IMT carotideo
(Ecografia) X X X X X

X
X (n=16, X )
miRNA (microArray | (n=8) |8 cada
en sangre) grupo)
C?mp0§1clon del X X X
microbioma (heces)
Longitud telométrica
en l.e1.1c0c1t0s (LTL) y X X X X
actividad telomerasa
(sangre)
Polimorfismos de
DENNDIA
(rs10986105,
rs2479106 y X X
rs10818854) en
sangre
Expresion génica en
tejido adiposo blanco X X
subcutaneo (biopsia)
X

Concentracion serica X(gtll';goen Xg;}foen (n=6 en
LA D PioSpiMet)PioSpiMet) Pio%‘;lﬁ\ie N
Funcién ovulatoria** ok
Progesterona salival

* Tratamiento: grupol (PioSpiMEt; n=20) y grupo 2 (EE-LNG n=20)
**4 los 21 meses post-tratamiento se empezard a tomar una muestra a la semana durante 3 meses hasta
el mes 24 (total 12 muestras)
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Figura 1Esquema del ensayo clinico

Estudio FSID-PIOSPIMET-2015: PioSpiMet vs EE-LNG en hiperandrogenismo ovarico e hiperinsulinimso

Grupo 1: Pacientes en Tratamiento PioSpiMet n=20

Seguimiento postratamient
(6 meses)

eclutamiento pacientes
(6 meses)

Grupo 2: Pacientes en Tratamiento EE-LNG n=20

v

8 10 1
0meses | s homs mes 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Visita basal Variabl
. ariables
Variables clinicas Variables
: N
clinicas, . lini
. . . endocrino- clinicas,
endocrino- Variables Variables - docri
1 .. .. metabolicas, endocrno-
metabolicas, . clinicas, clinicas, ., taboli
i Variables . . composicion metabolicas,
composicion endocrino- endocrino- composicién
de . o corporal, cIMT, p
corporal, cIMT, . metabolicas, metabolicas, . . 1
A seguridad L . microbioma. corporal, cIMT,
microbioma, composicion composicion LTL. activid > A microbioma
LTL, actividad corporal, cIMT corporal, cIMT » activida LTL. activid ’d
telomerasa telomerasa, > actividal
DENND lA’ TAB, funcién telomerasa,
TAB ovulatoria

Reclutamiento controles

(6 meses)

Grupo Control: no tratado, sanos n=12. A los 0 meses se miden las variables
clinicas, endocrino-metabdlicas, composicién corporal, cIMT, miRNA en n=8
pacientes, microbioma, LTL, actividad telomerasa,, DENND1A

1.21 Analisis estadistico

Se utilizara el programa informatico SPSS version 19.0. Se transformaran matematicamente las
variables cuantitativas que no sigan una distribucion normal. Se comprobard (ANOVA), si
existen diferencias basales en variables clinicas, analiticas y genéticas (medidas como variables
cuantitativas). Para estudiar los cambios longitudinales de las variables clinicas, analiticas y
genéticas, se utilizard el modelo lineal general para andlisis repetidos, ajustando por factores de
confusion en caso necesario. Se analizara la asociacion entre pardmetros endocrino-metabolicos
(variables cuantitativas), clinicos y genéticos (medidos como variables cuantitativas) mediante
analisis de correlacion y regresion lineal multiple. Se hard un analisis estadistico por intencion a
tratar y otro con los pacientes que hayan completado el seguimiento. Se considerard
estadisticamente significativo un valor de p<0.05.

Se realizard un andlisis estadistico de la informacidén generada con los primeros 20 sujetos
durante el primer afio del estudio. En el segundo afo se realizard un andlisis transversal de toda
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la informacion generada y un andlisis longitudinal de los sujetos incluidos durante los primeros 6
meses del estudio.

1.22 Aspectos éticos

El protocolo se llevara a cabo de acuerdo con la declaracion de Helsinki actualizada en su ultima
version, asi como las normas que establece el estado Espafiol para el desarrollo de ensayos
clinicos en menores de edad. Se recogera un consentimiento informado por escrito a los padres o
tutores legales de las pacientes y las controles, a quienes se les pedira el asentimiento y se
informara al Ministerio Fiscal con cada nueva inclusion de una participante. El protocolo de
estudio sera aprobado por los Comités de Etica de Investigacién Clinica de los centros
participantes y por la Agencia Espanola deMedicamentos y Productos Sanitarios. El ensayo se
realiza en contexto pragmatico y no parece contravenir ninguno de los principios éticos, puesto
que se busca el tratamiento del hiperandrogenismo ovérico de las adolescentes por medio de una
pauta que a priori se espera que induzca una mejor tolerancia que los tratamientos
convencionales en las pacientes. En cuanto a los controles, y por razones éticas, no se les
realizardn todas las intervenciones que se realizan en la pacientes. Por ejemplo, no se les extraera
tejido adiposo para el estudio de expresion génica.

1.23 Aspectos practicos

Todos los medicamentos referidos han sido autorizados para su uso en Espafia y seran
suministrados por El Servicio de Farmacia del Hospital de Sant Joan de Déu de Barcelona,
donde se llevard a cabo un registro de dispensaciones, devoluciones y de los correspondientes
numeros de lote. Los pacientes recibirdn en cada una de las visitas al hospital la medicacion
requerida hasta el proximo control hospitalario y deberdn aportar las cajas vacias de la
medicacion dispensada en la visita previa.

Todas las analiticas y exploraciones se realizaran asi mismo en el mencionado hospital o en
centros concertados siguiendo las rutinas habituales en la asistencia.
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ABREVIATURAS

Siglas Significado

AA Acontecimiento adverso

AAG Acontecimiento adverso grave

AT Actividad telomerasa

AEMPS Agencia Espafiola del Medicamentos y Productos sanitarios

AOC/ACOs Anticonceptivo Oral Combinado

BMI Indice de Masa Corporal (Body Mass Index)

BPN Bajo Peso al Nacer (de idéntico significado a SGA)

CEIC Comité Etico de Investigacion Clinica

cIMT Grosor de la intima carotidea

CEIC Comité Etico de Investigacion Clinica

LNG Levonorgestrel

DHEAS Sulfato de Dehidroepiandrosterona (DeHydroEpiAndrosterone
Sulfate)

EE Etinil-Estradiol

Spi Espironolactona

FOH Hiperandrogenismo ovérico funcional (Functional Ovarian
Hyperandrogenism)

HDL Lipoproteinas de alta densidad (High Density Lipoproteins)

HMW Alto Peso Molecular (High Molecular Weight)

HOMA Modelo Homeostatico de Evaluacion (Homeostatic Model
Assessment)

IMC Indice de Masa Corporal (idem BMI)

cIMT Grosor de la intima-media carotidea (Carotid Intima/Media
Thickness)

IRA Indice de resistencia a la insulina en tejido adiposo

LDL Lipoproteinas de baja densidad (Low Density Lipoproteins)

LTL Longitud telomérica en leucocitos

Met Metformina

MS Sindrome Metabolico (Metabolic Syndrome)

MSI Insulina Sérica Media (Mean Serum Insulin)

NYHA New York Heart Association

p Percentil

Pio Pioglitazona

PP Pubarquia precoz

PioSpiMet Pioglitazona+Espironolactona+Metmorfina

RA Reaccion adversa

RAG Reaccion adversa grave

RAGI Reaccion adversa grave e inesperada
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Siglas Significado
RM Resonancia Magnética
SOP Sindrome Ovdrico Poliquistico
SNS Sistema Nacional de Salud
SHBG Globulina transportadora de hormonas sexuales (Sex Hormone
Binding Globulin)
Protocolo Codigo FSID-PIOSPIMET-2015 Version 2.0 de Fecha 27/07/2017

Eudra CT: 2015-005092-24




FU nda(-i{j Ensayo clinico prospectivo, abierto, aleatorizado, con dos grupos de pacientes,
& para evaluar la eficacia y la seguridad de la combinacion de Etinil-estradiol y

Sa nt levonorgestrel versus la combinacién de pioglitazona,espironolactona vy
}Da . metfc_)rmin_a_a dosis bajas en adolesc_entes con hiperandrogenism(_) ovéricc_) e

d[_‘ hiperinsulinismo: efectos sobre la funcién ovulatoria, parametros de inflamacion
Deu crénica, marcadores de evolucion y efectividad del tratamiento, y de desarrollo

de diabetes tipo 2.

Pégina 24 de 89

3.Informacion general

3.1 Identificacion del ensayo

Titulo:

“Ensayo clinico prospectivo, abierto, aleatorizado, con dos grupos de pacientes, para evaluar la
eficacia y la seguridad de la combinacion de Etinil-estradiol y levonorgestrel versus la
combinacion de pioglitazona,espironolactona y metformina a dosis bajas en adolescentes con
hiperandrogenismo ovérico e hiperinsulinismo: efectos sobre la funcién ovulatoria, parametros
de inflamacion crénica, marcadores de evolucion y efectividad del tratamiento, y de desarrollo
de diabetes tipo 2”.

Cddigo del Protocolo: FSID-PIOSPIMET-2015
N° EudraCT: 2015-005092-24

Fase del Estudio: IV

Version 2.0

Fecha de vigencia: 31/08/2018

3.2 Tipo de ensayo

Se trata de un ensayo clinico unicéntrico en fase IV, abierto, aleatorio, con dos ramas paralelas,
una de ellas en tratamiento experimental con una combinacion a dosis bajas de
pioglitazona,espironolactona y metformina, y otra rama con el tratamiento de control
convencionalmente utilizado a base de un anticonceptivo oral compuesto por levonorgestrel y
etinil estradiol, para el tratamiento del hiperandrogenismo ovarico, en pacientes adolescentes sin
riesgo de embarazo. Todas las pacientes mostraran signos de sindrome metabdlico, con
hiperinsulinismo y analiticas propias de un estado de inflamacion cronica. Todas estas
caracteristicas se definen con precision en los criterios de inclusion. Se incluye, ademads, un
grupo control de sujetos sanos, de IMC y edad similar a las pacientes, sin evidencia de
hiperandrogenismo ovarico (no hirsutas, ciclos regulares).

Se desea averiguar si el tratamiento es capaz de revertir las alteraciones endocrino-metabdlicas,
vasculares y de composicion corporal asociadas al hiperandrogenismo ovarico mejor que el
tratamiento hormonal con anticonceptivos, en un ensayo piloto de 18 meses de duracion y 6
meses de seguimiento posterior, y evaluar si los beneficios se mantienen al suspender el
tratamiento. Ademads, se buscan marcadores de evolucion de la patologia y efectividad del
tratamiento, asi como los polimorfismos de DENNDIA en sangre periférica en pacientes y
controles. También se estudian los cambios longitudinales en la expresion del tejido adiposo
blanco subcutaneo de genes de inflamacion y de accion de insulina.

Se realizard un andlisis estadistico de la informacidén generada con los primeros 20 sujetos
durante el primer afio del estudio. En el segundo afo se realizard un andlisis transversal de toda
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la informacion generada y un analisis longitudinal de los sujetos incluidos durante los primeros 6
meses del estudio.

3.3 Descripcion de los productos de estudio
Los productos en estudio se agrupan en dos tratamientos, que se componen de:
3.3.1 Componentes del tratamiento experimental:

El tratamiento del grupo 1 (del farmaco experimental), consiste en los preparados separados de
pioglitazona, espironolactona y metformina, para administrar conjuntamente y en adelante
denominado PioSpiMet. Se compone de:

a) Pioglitazona

La pioglitazona forma parte del grupo de las Tiazolidinedionas, grupo de antidiabéticos orales
con el codigo ATC A10BGO3. La propiedad original es de los laboratorios Takeda Global
Research que tiene concedidas en Espafia varias licencias de comercializacion. Para este ensayo
se ha seleccionado el preparado Pioglitazona Cinfa® en comprimidos de 15 mg con un numero
de registro 76481, habitualmente en uso por el Servicio de Farmacia del hospital. La dosis del
ensayo es de 2 comprimido, (7,5 mg) una vez al dia.

Las tiazolidinedionas (glitazonas) son preparados que aumentan la sensibilidad a la insulina, o
reducen la resistencia a la misma, con un efecto de aparicion lenta, pués su maximo se alcanza al
cabo de un mes de iniciada la administraciéon. Reducen la liberacion hepatica de insulina e
incrementan la captacion de la misma por el musculo, de tal manera que aumentan la efectividad
de la insulina enddgena y reducen la cantidad de insulina exdgena necesaria aproximadamente en
un 30%, para mantener una glucemia determinada. Los efectos de la pioglitazona sobre los
lipidos plasmaticos muestran aumentos de las concentraciones de HDL-colesterol, y disminuyen
la proporcion de grasa abdominal visceral (directamente relacionada con el riesgo
cardiovascular), aumentando la grasa subcutdnea, lo que determina un moderado aumento de
peso y del indice de masa corporal, efecto que no ocurre con dosis bajas del farmaco. A dosis
altas, actiia también aumentando la retencion de liquidos en el organismo, por lo que puede
producir problemas en los casos de insuficiencia cardiaca. En algunas tiazolidinadionas se ha
destacado su toxicidad hepatica, la cual es menor para la pioglitazona. Ninguno de los efectos
secundarios se ha observado con dosis bajas (<15 mg/d) de pioglitazona. El mecanismo de
accion se ejerce sobre un receptor nuclear denominado PPAR-y (peroxisome-proliferator-
activated-receptor-y). Este receptor se expresa fundamentalmente en tejido adiposo, pero también
en el musculo y en el higado, y tiene un papel regulador en la diferenciacion de los adipocitos.
Los efectos de la pioglitazona a dosis bajas parecen estar mediados, sin embargo, por la
inhibicion de la fosforilacion de PPAR-y via CDKS5, més que por su efecto agonista del mismo.
La pioglitazona se fija notablemente a las proteinas plasmaticas (99%), tiene una semivida de
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eliminacion de unas 24 horas y es metabolizada por el CYP3A4 y el CYP2C a metabolitos
activos que se eliminan principalmente por la bilis.

La pioglitazona estd indicada en monoterapia en pacientes de diabetes tipo 2, especialmente con
sobrepeso, que no logran estabilizarse con dieta y ejercicio. En doble terapia oral, se emplea
combinada con metformina o con una sulfonilurea, especialmente si no se tolera la metformina.
En triple terapia oral, combinada con metformina y una sulfonilurea cuando ambas no han
logrado un control glucémico adecuado. Puede combinarse con insulina para aumentar la
efectividad de la misma.

La pioglitazona no necesita ajuste de dosis en casos de insuficiencia renal moderada y no se
dispone de experiencia en pacientes dializados, por lo que no se aconseja su administracion a los
mismos. No se puede administrar en los casos de insuficiencia hepatica. No se tiene experiencia
de uso en diabéticos menores de 18 afios por lo que su ficha técnica no recomienda su uso en
nifios y adolescentes. Los comprimidos contienen lactosa como excipiente y no precisan
condiciones especiales de conservacion. Para mas detalles de las condiciones de registro de uso
se aconseja consultar la ficha técnica del preparado que se adjunta al final de este protocolo.

b) Espironolactona

Se trata de una sustancia con accion diurética y antagonista de la aldosterona; codigo ATC:
CO3DAO1= Sus indicaciones terapéuticas son las siguientes: Hipertension arterial esencial,
tratamiento de la insuficiencia cardiaca crénica clases III y IV de la NYHA, asociado a su
tratamiento convencional, hiperaldosteronismo primario, como agente de diagnostico en el
tratamiento prequirurgico, o en el tratamiento a largo plazo de casos donde la intervencion
quirurgica no esta indicada. Hiperaldosteronismo secundario, en particular de los edemas
relacionados con cirrosis hepatica, insuficiencia cardiaca congestiva y sindrome nefrotico=

La espironolactona es un antagonista farmacologico especifico de la aldosterona, que actlia
principalmente mediante un mecanismo competitivo de union a los receptores de la zona de
intercambio Na+/K+ dependiente de aldosterona localizados en el tibulo contorneado distal. La
espironolactona actia como un diurético ahorrador de potasio, provocando un aumento de la
excrecion de sodio y agua y manteniendo los niveles de potasio y magnesio. También posee un
efecto antiandrogénico, probablemente por un antagonismo periférico de los androgenos. Por
este motivo, se utiliza en el tratamiento del hirsutismo asociado o no a hiperandrogenismo; la
dosis habitual es de 100 mg/d, pero dosis de 50 mg/dia parecen ser también efectivas, y carecen
de los potenciales efectos secundarios.

A dosis elevadas, e la espironolactona determina la pérdida de agua y sodio urinarios, y la
retencion de potasio; y los efectos clinicos finales son la diuresis economizadora de potasio y el
descenso de la presion arterial.
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La espironolactona también inhibe la biosintesis de la aldosterona en pacientes con
hiperaldosteronismo primario. En pacientes con hiperaldosteronismo secundario con edema
actia como diurético. Precisamente, su accioén diurética, es efectiva en pacientes con edema
refractario, asociados o no con aldosteronismo secundario, en patologias como la cirrosis
hepatica con ascitis, insuficiencia cardiaca congestiva y sindrome nefrdtico, sobre todo en
aquellas situaciones en que los otros diuréticos fracasan.

En cuanto a sus propiedades farmacocinéticas, la espironolactona se absorbe rédpidamente y
presenta una biodisponibilidad oral en torno al 90%, que se ve aumentada ligeramente por la
presencia de alimentos debido a un aumento de la absorcién y posiblemente a una disminuciéon del
metabolismo de primer paso. Tras la administracion de 100 mg de espironolactona al dia a voluntarios
sanos que no estaban en ayunas durante 15 dias, se obtuvieron para este compuesto unos valores
de Cmax y tmax de 80 ng/ml y 2,6 horas respectivamente. El grado de unidén a proteinas
plasmaticas tanto de la espironolactona como de sus metabolitos es superior al 90%. La
espironolactona se metaboliza mayormente en el higado, siendo los principales metabolitos
activos, la canrenona y la 7-alfa- (tiometil) espironolactona, que presentan unos valores de Cmax
de 181 ng/ml y 391 ng/ml, y de tmax de 4,3 horas y 3,2 horas respectivamente. La
espironolactona se elimina por via urinaria y por via fecal, estando casi todo el farmaco
eliminado en forma de metabolitos. La semivida de eliminacion de la espironolactona
determinada tras la administracion repetida de dosis de 100 mg/dia fue de 1,4 horas, elevandose
en el caso de los metabolitos (13,8 horas para 7-alfa-(tiometil) espironolactona y 16,5 horas para
canrenona).

En la ficha técnica del producto que se anade al final del protocolo pueden completarse los
detalles de este producto.

La dosis diaria de este firmaco para este ensayo sera de " de comprimido de 50 mg al dia.

¢) Metformina.

El tercer componente de este tratamiento combinado sera la metformina, en forma de
comprimidos de Metformina Sandoz®. Se presenta en forma de comprimidos blancos ranurados
con 850 mg de metformina. El nombre comercial es el genérico del producto junto al del
laboratorio fabricante y cuenta con el nimero de autorizacion coédigo nacional 670938 y registro
71269, nimeros que cambiaron al modificar el formato de fabricacion el 02/03/2007. Se ha
escogido este preparado por la facilidad de fraccionar los comprimidos para ofrecer la
dosificacion.

Las indicaciones terapéuticas de la metformina corresponden a las de los hipoglicemiantes orales
del grupo de las biguanidas, la diabetes mellitus tipo 2, especialmente en pacientes con
sobrepeso, cuando la dieta especifica y el ejercicio no sean suficientes para normalizar la
glucemia. En adultos se puede usar en monoterapia o asociada a otros antidiabéticos orales o
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insulina. En nifios se acepta a partir de los 10 afios y en adolescentes, en monoterapia o en
combinacion con insulina (Ver ficha técnica en el anexo VII). El cdédigo de la clasificacion
anatomoterapéutica que le corresponde es el de antidiabético oral ATC AO1BAO2.

3.3.2 Componentes del tratamiento de control
a) Tratamiento con anticonceptivos orales combinados (AOC)

El tratamiento de control consiste en un preparado compuesto, LOETTE DIARIO® 100/20 pg
comprimidos recubiertos con pelicula, de los Laboratorios Wyeth Farma, S.A. Cada comprimido
contiene 100 microgramos de levonorgestrel y 20 microgramos de etinilestradiol. El codigo
nacional es el 650858, y el namero de registro es el 66628.

El levonorgestrel es un derivado de la progesterona con actividad antiandrogénica, ya que
compite con la dihidrotestosterona a nivel del receptor de androgenos. El levonorgestrel tiene
también accidén antiglucocorticoidea a dosis altas, por lo que en tratamientos prolongados se
aconseja controlar las cifras de cortisol. Ademas del efecto antiandrogénico tiene un efecto
progestageno.

La forma de administracion es similar a la de los AOC, tomando un comprimido diario sin
interrupcion durante 28 dias consecutivos, para preservar la eficacia anticonceptiva. Los
comprimidos deben tomarse en el orden indicado en el envase, aproximadamente a la misma
hora cada dia, con algo de liquido segin se requiera. Cada nuevo envase se comienza el dia
siguiente al del ultimo comprimido del envase previo. Durante la toma de los comprimidos
inactivos se produce una hemorragia por deprivacion. Esta normalmente comienza al dia 2-3 de
iniciar la toma de comprimidos inactivos y puede no haber terminado antes de que se comience
con el envase siguiente.

Las indicaciones del preparado estan en el tratamiento de las enfermedades androgeno-
dependientes en las mujeres, como el acné, alteraciones seborreicas, alopecia androgénica y
formas de hirsutismo.

Los efectos secundarios son los mismos que los de los anticonceptivos orales, donde destacan la
tendencia al tromboembolismo, y alteraciones metabolicas, principalmente incremento de las
concentraciones de glucosa e insulina,y de algunos marcadores de inflamacion, como la PCRus.
Para mas detalles ver la ficha técnica del producto en el anexo VII correspondiente a este
protocolo

b) Placebo: En este ensayo no es procedente el uso de placebo y por tanto no se ha considerado
en el disefio del mismo.
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Los demas detalles relativos a los productos utilizados especificos de este ensayo y que
complementan las fichas técnicas, se aportan en el apartado de Descripcion del tratamiento

3.4 Datos relativos al promotor

El Promotor de este ensayo clinico es la: FUNDACIO SANT JOAN DE DEU

C/ Santa Rosa 39-57
3% Planta Edificio Docente
08950 - Esplugues de Llobregat (Barcelona)

Se trata de un hospital universitario de tercer nivel que acoge primordialmente pacientes

pediatricos.

3.5 Identificacion del monitor

El Responsable de la Monitorizacion sera:

SERMES-CRO

C/ Rufino Gonzalez 14 2° Dcha, 28037 Madrid
Tél: 913756930/ FAX: 917542721

La farmacovigilancia del proyecto sera realizada por SERMES-CRO, siendo Ila
responsable de notificacion de RAGIs:

Vicente Moreno
SERMES CRO Director

Responsable de la Unidad de Farmacovigilancia
e-mail: farmacovigilancia@sermescro.com

Todos los centros tienen experiencia acreditada en estos servicios.

3.6 Datos de los investigadores del ensayo

Investigador principal

El investigador principal y responsable del protocolo es la Dra. Lourdes Ibafiez Toda
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Servicio de endocrinologia
Hospital de Sant Joan de Déu
Barcelona

P°. Sant Joan de Déu n° 2
08950 Esplugues de Llobregat
Barcelona

Tel.: 93 253 21 00, ext. 4424
Fax: 93 203 39 59

e-mail: libanez@hsjdbcen.org

Equipo investigador

La Dra. Paula Casano, del Servici6 de Endocrinologia colaborara con la investigadora principal
Dra. Lourdes Ibanez en la inclusion y seguimiento de los pacientes. También colaborard en el
reclutamiento el Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital San Joan de Déu, bajo la
supervision de la Dra. Cristina Salvador. Esta misma Dra. colaborara en la recogida y analisis de
datos y en la recogida de la biopsia del tejido adiposo.

También colaboraré el Servicio de Radiologia del Hospital Sant Joan de Déu y CETIR Centre
Médic Barcelona, concretamente el Dr. Luis del Rio.

El profesor Francesc Villarroya, del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad de Barcelona e IP de CIBEROBN, asesora al equipo invesrigador en los estudios de
expresion en tejido adiposo. El Profesor Francis de Zegher, de la Universidad de Lovaina,
asesorara al equipo investigador en el analisis e interpretacion de datos y en la elaboracion de
futuros manuscritos.

En cuanto a la parte analitica y pruebas complementarias, se efectuaran en los servicios de
Laboratorio del Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona. Las muestras de saliva, heces y el
tejido adiposo subcutaneo se almacenaran en el Laboratorio de Investigacion de la Fundacion
Sant Joan de Déu, donde se realizaran los estudios de polimorfismos de DENNDIA en sangre
periférica y de expresion génica en TAB. Los estudio de miRNAs se realizaran entre el
Laboratorio de Investigacion de la Fundacion Sant Joan de Déu y la empresa Bioarray SL
(Alicante). El estudio del microbioma se realiza por ASCIDEA SL (Barcelona). La Dra. Ana
Valls sera la encargada del procesamiento y almacenamiento de mustras biologicas, asi como de
realizar las determinaciones de los pardmetros endocrino-metabdlicos.

Las analiticas y las técnicas exploratorias habituales se efectuaran en los hospitales de referencia
e implicados segun los estandares de calidad propios de cada hospital. En el Hospital St. Joan de
Déu la Dra. Marta Diaz: estd especializada en las determinaciones particulares del ensayo,
especificamente, en el genotipado y estudios de expresion, longitud telomérica y actividad
telomerasa. Realizara la validacion de miRNAs. La Dra. Marta Diaz se encargara de aleatorizar a
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las pacientes en uno u otro tratamiento, ya que no tendra contacto con las pacientes y realizard un
control por edad e indice de masa corporal (IMC).

Los estudios radiologicos, de imagen y otras pruebas complementarias se efectuardn en el
CETIR Centre Meédic Barcelona, con la colaboracion del Dr. Luis del Rio, en las
determinaciones de DXA y RM abdomen y la Dra. Giorgia Sebastiani en determinaciones de
IMT carotideo y medicion de la grasa abdominal, colaborando en la tabulacion y analisis de
datos ecograficos.

La Dra. Lourdes Ibanez sera la responsable de la coordinacion del proyecto, del mantenimiento
de la base de datos y de dar soporte al resto de investigadores para el andlisis, asi como de
elaborar los futuros manuscritos. La tabulacion y andlisis de los datos clinicos y los examenes
complementarios seran realizados por la Dra. Lourdes Ibanez y la Dra. Paula Casano. La Dra.
Marta Diaz colaborard en la tabulacion y andlisis de datos, asi como en la elaboracion de futuros
manuscritos.

3.7 Centros donde se realizara el ensayo

La coordinacion y el desarrollo clinico de este ensayo se llevara a cabo en el: Servicios de
Endocrinologia del Hospital Sant Joan de Déu, Esplugues de Llobregat. Barcelona, por lo que el
ensayo se considera unicéntrico (Ver Anexo I “Centros donde se realizara el ensayo™). Sien
el futuro se afiaden nuevos centros a este ensayo las modificaciones y enmiendas
correspondientes al protocolo se limitaran al mencionado Anexo L.

3.8 Duracion prevista del ensayo

La duracién prevista de este estudio clinico es de 24 meses (2 afios) para cada paciente desde el
inicio del tratamiento. El periodo de reclutamiento se prevé que dure 6 meses para garantizar la
adecuada seleccion de los pacientes y la validez del ensayo. Se efectuaran las visitas basal
(tiempo 0), y alos 6 , y 12 meses y seguira al ensayo un periodo de observacion postratamiento
de doce meses de duracion que finaliza con una visita a los 24 meses. En cuanto se disponga de
las autorizaciones preceptivas del CEIC y de la Agencia Espanola de Medicamentos y Productos
sanitarios (AEMPS) se procedera al inicio del ensayo, se espera que en el primer trimestre del
afno 2016, para finalizarlo en el primer trimestre de 2019, segtn el plan de trabajo previsto.

La duracion global del ensayo es de 36 meses (3 anos), ya que a los 24 meses de duracion del
ensayo para el paciente se le afiaden 6 meses de reclutamiento, y 6 meses de analisis de datos.

4. Justificacion y Objetivos

4.1 Antecedentes y estado actual del tema
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El hiperandrogenismo ovarico —o sindrome del ovario poliquistico- es la causa mas frecuente de
exceso de androgenos en adolescentes y mujeres jovenes, afectando aproximadamente al 5-7%
de la poblacion femenina en edad reproductiva (1,2). En adolescentes, se prefiere utilizar el
término de hiperandrogenismo ovarico con hiperinsulinismo en lugar del término clésico
sindrome de ovario poliquistico por varias razones: 1) el National Institutes of Health (NIH)
recomienda otra terminologia, porque la denominacion clésica se basa en la morfologia de ovario
poliquistico, que no es un criterio diagnostico necesario (3); 2) ninguna de las definiciones del
SOP se ha validado en adolescentes (2); 3) el SOP se asocia clasicamente a obesidad, mientras
que en adolescentes ocurre sin obesidad (4,5). El hiperandrogenismo ovarico se ha considerado
tradicionalmente un trastorno primario del ovario (6). Consecuentemente, el tratamiento mas
recomendado son los anticonceptivos orales (ACOs), que revierten las alteraciones cosméticas, y
determinan ciclos regulares anovulatorios. Este tratamiento se recomienda en adolescentes muy
jovenes -incluso premenarquicas- sin riesgo de embarazo (4,7). Actualmente, se considera que el
hiperandrogenismo ovarico puede ser consecuencia de la hipertrofia del tejido adiposo blanco
subcutaneo (TABsc), y de las alteraciones metabolicas derivadas (2,8,9). Este concepto
explicaria las morbilidades a medio y largo plazo, como la intolerancia a la glucosa, la diabetes
tipo 2, la enfermedad cardiovascular, y la subfertilidad (10-12). Por consiguiente, las estrategias
terapéuticas actuales deben dirigirse no so6lo a revertir las alteraciones cosméticas sino también a
reducir el riesgo de padecer estas complicaciones.

Hiperandrogenismo ovérico, riesgo cardiometabdlico y diabetes tipo 2
La resistencia a la insulina se asocia con frecuencia al hiperandrogenismo ovarico, incluso en
ausencia de obesidad (13). Se acompania de un descenso de las concentraciones de proteina
transportadora de las hormonas sexuales [sex hormone binding globulin (SHBG)] y de un perfil
lipidico aterogénico. La dislipemia y el hiperinsulinismo, a su vez, se asocian a un patron
andémalo de adipoquinas -proteinas producidas por el tejido adiposo-, especificamente a una
disminucion de adiponectina de alto peso molecular (HMW-adip), con accién anti-inflamatoria y
anti-diabetogénica (14). En estudios poblacionales, este patron de adipoquinas se ha asociado a
resistencia a la insulina, y mayor prevalencia de diabetes tipo 2 y riesgo cardiovascular (15). El
hiperandrogenismo ovérico se asocia también a aumento de marcadores de inflamacién, como la
proteina C-reactiva ultrasensible (PCRus). La elevacion de PCRus es independiente de la
obesidad, siendo mucho mas fiable que otros marcadores pro-inflamatorios como el tumor
necrosis factor- (TNF) y la interleuquina 6 (IL-6). En poblacion general, incrementos de PCRus
dentro del rango normal se asocian a disfuncién endotelial y arteriosclerosis subclinica en
pacientes asintomaticos (16).
El factor preadipocitario tipo 1 (Pref-1) es un inhibidor de la diferenciacion de adipocitos; el
aumento de Pref-1 se han asociado a menor TABsc y a riesgo metabdlico (17). La disregulacion
del TABsc se puede estimar calculando del indice de resistencia a la insulina en tejido adiposo
(IRA), cuyo aumento se asocia a concentraciones bajas de HMW-adip (18).

Las mujeres hiperandrogénicas tienen mas adiposidad visceral y hepatica (2,19,20). El
aumento de grasa visceral favorece la sintesis de adipoquinas pro-inflamatorias, y el acimulo de
macroéfagos, que determinan resistencia a la insulina, aumento de PCRus, y mayor produccion de
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acidos grasos libres (FFA), que empeoran el perfil metabdlico y aumentan el riesgo
cardiovascular (19,21).

El grosor de la intima-media carotidea (cIMT) es un marcador establecido y no invasivo de
riesgo cardiovascular (22). La cIMT estd aumentada en adolescentes hiperandrogénicas y esta
directamente relacionada con las concentraciones de PCRus, la resistencia a la insulina y otros
componentes del sindrome metabdlico (2,19). En mujeres joévenes obesas con
hiperandrogenismo ovarico, la prevalencia de arteriosclerosis coronaria subclinica es 5 veces
superior a la de la poblacion general (23).

La teoria de la hipertrofia del TABsc permite englobar el conjunto de alteraciones descritas en un
solo mecanismo fisiopatologico (2,8,9,24). El TABsc permite almacenar el aporte energético sin
consecuencias metabdlicas negativas. La dotacién de adipocitos subcutdneos del TABsc es
distinta en cada individuo, se establece fundamentalmente durante la vida prenatal, y esta co-
determinada por factores genéticos y epigenéticos (2,9). En caso de balance energético positivo
continuo, el exceso de aporte calérico determina una hipertrofia compensadora de los adipocitos
subcutaneos, intentando almacenar el exceso de calorias. El agotamiento de la capacidad de
almacenamiento determina lipotoxicidad, aumento de FFA y triglicéridos, un patrén anémalo de
adipoquinas, resistencia a la insulina e hiperinsulinismo, inflamaciéon (aumento de PCRus) y
deposito ectdpico de lipidos en higado, musculo y pancreas (2,8,9). El hiperinsulinismo estimula
la sintesis directa e indirecta (mediada por LH) de andrégenos (2,25). Esto explicaria la
presencia de resistencia a la insulina sin obesidad, por ejemplo, en pacientes con bajo peso al
nacer (y menor dotacion de adipocitos subcutdneos) y recuperacion postnatal rapida y exagerada
de peso (2). Asimismo, las mujeres hiperandrogénicas presentan adipocitos subcutaneos
hipertroficos, comparadas con las normoandrogénicas, que se correlaciona con las
concentraciones de adiponectina, testosterona y SHBG, y la resistencia a la insulina (26).

Hiperandrogenismo ovérico, genética y epigenética

1. Perfil de miRNAs circulantes
Los miRNAs son RNAs pequefios (17-25 nucledtidos) no codificantes, muy abundantes en
suero. Estan implicados en la regulacion de procesos bioldgicos y patologicos, incluyendo cancer
y diabetes (27). Estudios transversales demuestran la presencia de miRNAs diferencialmente
expresados en mujeres hiperandrogénicas, sugiriendo que estarian implicados en el desarrollo de
resistencia a la insulina y obesidad (28), y podrian ser biomarcadores diagndsticos (29). Sin
embargo, estos estudios se han realizado exclusivamente en adultas y en poblaciones muy
heterogéneas (con distintos fenotipos clinicos), lo que imposibilita sacar conclusiones validas.

2. Microbioma intestinal
El microbioma es el conjunto de microrganismos que se localizan en el intestino y presentan una
relacion simbiodtica con el huésped. Estudios en animales de experimentacion (germ-free) apoyan
el concepto de disbiosis (alteracion de la composicién microbiana del intestino), asociada con
patologias como obesidad y diabetes (30). Se ha postulado que la alteracion de la flora intestinal
podria constituir uno de los mecanismos fisiopatoldgicos del hiperandrogenismo ovarico (31);
pero no se ha caracterizado el perfil de “normalidad” ni en adolescentes sanas, ni en adolescentes
con hiperandrogenismo ovarico, y se desconoce qué efectos produce el tratamiento con ACOs o
con sensibilizantes a la insulina + antiandrégenos sobre el microbioma.
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3. Longitud telomérica y actividad telomerasa
Los telémeros -situados en los extremos de los cromosomas- estdn compuestos por repeticiones
en tindem TTAGGG. Durante la division celular, el extremo final del telomero no es copiado, y
sufre acortamiento progresivo; al alcanzar una longitud critica la célula entra en senescencia. Las
células germinales y ciertas células madre tienen una telomerasa activa que alarga los telomeros
tras cada ciclo de division, determinando una capacidad ilimitada para dividirse. Los telomeros
cortos se han asociado con cancer, CVD y diabetes (32,33). En un estudio transversal, el
hiperandrogenismo ovarico se ha asociado a menor longitud telomérica en leucocitos (LTL) (34);
estudios longitudinales piloto en adolescentes indican que la terapia combinada con pioglitazona,
flutamida y metformina (PioFluMet) incrementa de modo reversible la LTL (35).

4. Polimorfismos en el gen DENNDIA
El gen DENNDIA codifica una proteina que actua como factor intercambiador del nucleo6tido
guanina (GEFs) para RAB35, GTPasa endosomal, implicada en procesos de endocitosis.
DENNDIA es un gen candidato en el hiperandrogenismo ovarico y en el control de la
esteroidogénesis tecal (36). Varios polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) se han asociado a
hiperandrogenismo ovarico (37,38). Sin embargo, existe gran divergencia en los resultados
dependiendo de la poblacion estudiada, y no se han realizado estudios en pacientes
hiperandrogénicas con homogeneidad fenotipica procedentes de la regién mediterranea.

5. Expresion de genes relacionados con inflamacién y accion de la insulina en TABsc
Los estudios de expresion génica en TABsc y visceral en mujeres hiperandrogénicas indican una
disregulacion de cascadas relacionadas con la accion de la insulina, adipogenesis, e inflamacion,
entre otras (39). En un estudio longitudinal en adolescentes con hiperandrogenismo ovarico, la
terapia con un ACO que contiene etinil-estradiol (EE, 35 mcg) + acetato de ciproterona (AC, 5
mg), aument6 la expresion en TABsc de genes pro-inflamatorios y de activacion de macrofagos,
en relacion a la expresion basal, y comparado con la terapia con PioFluMet (40). No existen
estudios que comparen los efectos de combinaciones de sensibilizantes de la insulina +
antiandrogenos con la de ACOs con menor dosis de estrogenos y progestagenos de escasa
trombogenicidad.

Clasicamente, se consideraba que las alteraciones cosméticas (hirsutismo, acné) y la
infertilidad derivada de la anovulacion cronica eran las unicas co-morbilidades asociadas al
hiperandrogenismo ovdrico; actualmente, existe evidencia de que las alteraciones endocrino-
metabolicas inherentes a la entidad pueden tener consecuencias a corto, medio y largo plazo,
incluyendo el desarrollo de intolerancia a la glucosa, diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular
(10-12). Por consiguiente, las estrategias terapéuticas actuales deben ser capaces no s6lo de
revertir las alteraciones cosméticas asociadas al hiperandrogenismo ovdarico sino también de
garantizar una disminucion del riesgo de padecer las complicaciones asociadas a la entidad.

Opciones terapéuticas en el hiperandrogenismo ovarico

El tratamiento “clasico” del hiperandrogenismo ovarico, independientemente de la
necesidad de contracepcion y de la edad de la paciente, es la administracion de anticonceptivos
orales (ACOs) con diferentes asociaciones de estroprogestdgenos. Los ACOs mejoran el
hirsutismo, el acné y regularizan los ciclos menstruales, ya que disminuyen el indice de
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androgenos libre —equivalente a la testosterona biologicamente activa- al aumentar los niveles de
SHBG (28). Entre los mas utilizados se encuentran los que contienen una combinacion de
etinilestradiol (EE) y un antiandrégeno como el acetato de ciproterona (AC) y aquéllos que
contienen progestagenos no androgénicos, como la drospirenona. Sin embargo, existen estudios
que indican que estos preparados en monoterapia agravan la resistencia a la insulina y la
adiposidad corporal, e incrementan el riesgo cardiovascular (42-44). En nuestra experiencia, el
tratamiento con EE-AC incrementa ademas la cIMT, la grasa visceral y hepatica, las
concentraciones de PCRus y la expresion en tejido adiposo subcutdneo de genes pro-
inflamatorios y activadores de macrofagos (41,45). Asimismo, existe evidencia de que la
drospirenona puede incrementar el riesgo de trombosis venosa comparada con otros
progestagenos como el levonorgestrel (LNG), y de que tanto la drospirenona como el AC
producen un mayor incremento de las concentraciones de SHBG, lo que se considera un factor
de riesgo adicional de tromboembolismo (46, 47). Los ACOs con dosis bajas de EE (20 pg) son
los que poseen mejor perfil de seguridad cardiovascular (48). Por consiguiente, la combinacion
de EE a dosis bajas y LNG podria considerarse la idonea para estudios comparativos en
adolescentes.

Los agentes sensibilizantes de la insulina, como la metformina y las tiazolidinedionas
(TZD), asociados a antiandrogenos, constituyen una buena alternativa terapéutica en el manejo
del hiperandrogenismo ovérico, ya que revierten los signos y sintomas de hiperandrogenismo, y
ademas, mejoran el perfil endocrino-metabolico y de adipoquinas, la composicidon corporal, y los
marcadores de riesgo cardiovascular y diabetes tipo 2 (42, 45, 49, 50). Los efectos beneficiosos
se mantienen al afiadir un ACO en caso de que exista riesgo de embarazo (42, 51). Estas
asociaciones utilizando dosis bajas de cada preparado, son mucho mas eficaces que la
administracion de los mismos en monoterapia, a dosis mas elevadas (42, 52).

La metformina es una biguanida autorizada para el tratamiento de la diabetes tipo 2 que
inhibe la produccion de glucosa hepatica y aumenta la sensibilidad a la insulina a nivel
periférico. Ejerce su accion activando el AMPK, un elemento clave del metabolismo celular
necesario para la homeostasis energética, aunque el mecanismo no esté bien esclarecido (53, 54).
En adolescentes hiperandrogénicas, la metformina reduce los niveles de insulina y los
androgenos, mejora el perfil lipidico, revierten algunos parametros de riesgo cardiovascular, y
restablece la perioricidad y ovulacién menstrual (42,55). Sin embargo, tiene un efecto limitado
sobre el hirsutismo y sobre pardmetros endocrino-metabdlicos (42). La administracion
concomitante de un antiandrégeno puro, ejerce efectos aditivos beneficiosos sobre el hirsutismo,
y sobre pardmetros de riesgo cardiovascular: perfil lipidico, composicion corporal y patron de
adipoquinas, disminuyendo los niveles séricos de IL-6 y aumentando las concentraciones de
adiponectina (42, 51). Recientemente se ha comunicado la utilidad terapéutica de la metformina
en la modulaciéon de la pubertad, y en patologias como la osteoporosis, la psicosis y
determinados tumores (54, 55). El efecto secundario mas frecuente de la metformina son las
alteraciones gastrointestinales transitorias, que se evitan iniciando gradualmente el tratamiento.
El desarrollo de acidosis lactica s6lo se ha descrito en pacientes ancianos con diabetes tipo 2 que
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reciben dosis muy elevadas (>1.500 mg/d), asociadas a hipoglucemiantes orales, con mal control
metabolico, alteraciones de la funcion renal, e infecciones graves concomitantes (54, 55).

La flutamida y la espironolactona se han utilizado en monoterapia en el hiperandrogenismo
ovarico en adolescentes. La flutamida es un antiandréogeno puro que bloquea la union de los
androgenos a su receptor, y es mas efectiva en el hiperandrogenismo que en el hiperinsulinismo
(2). Los estudios en adolescentes son limitados, debido a su hipotética hepatotoxicidad, ausente a
dosis bajas, y a su no disponibilidad universal (46). La espironolactona es un antagonista de la
aldosterona, que bloquea la sintesis androgénica compitiendo con los andrégenos en su receptor;
se utiliza desde hace décadas en pacientes con hirsutismo y acné, con o sin hiperandrogenismo
(47). La espironolactona es en general muy bien tolerada; al inicio del tratamiento pueden
producirse irregularidades menstruales transitorias (48).

La pioglitazona es un insulino sensibilizador que act@ia uniéndose y activando el PPAR-
(peroxisome-proliferator-activated- receptor-), que se expresa fundamentalmente en tejido
adiposo y vascular, y regula la diferenciacion de los adipocitos (49). En mujeres
hiperandrogénicas, la pioglitazona normaliza los androgenos y la ovulacién y aumenta la
sensibilidad a la insulina; sin embargo, a las dosis habitualmente utilizadas en monoterapia,
incrementa el peso corporal (49). A dosis bajas, la pioglitazona no actia como agonista PPAR-,
sino que inhibe la fosforilacion de PPAR- a través de la quinasa dependiente de ciclina 5 (Cdk5)
(50). Este efecto modifica la expresion de diversos genes, incluyendo la adiponectina, y aumenta
la sensibilidad a la insulina. Hace mas de una década, constatamos que en adolescentes
hiperandrogénicas, la combinacion de flutamida y metformina a dosis bajas tiene efectos aditivos
beneficiosos sobre el hiperandrogenismo, la sensibilidad a la insulina, la composicion corporal, y
sobre un amplio espectro de marcadores de inflamacion, riesgo cardiovascular, y diabetes tipo 2
(44). La combinacion es mucho mas eficaz que la monoterapia a dosis mas altas.

En estudios posteriores, analizamos los efectos de la adicion de pioglitazona a dosis bajas (7,5
mg) a la combinacion de flutamida (62,5 mg) y metformina (850 mg) (PioFluMet) en mujeres
jovenes y en adolescentes con hiperandrogenismo ovarico e hiperinsulinismo y factores de riesgo
cardio-metabdlico (19,40,51). En adolescentes, el tratamiento prolongado con PioFluMet tiene la
misma eficacia sobre el hiperandrogenismo que la combinacion EE-LNG. Sin embargo, los dos
tratamientos tienen efectos divergentes sobre parametros de riesgo cardiovascular y de desarrollo
de diabetes tipo 2, ya que el EE-LNG incrementa el estado de inflamacion cronica (incluyendo
en TABsc), el riesgo metabolico y el hiperinsulinismo (19,40). La pioglitazona a dosis bajas,
probablemente por su accion anti-fosforilacion PPAR, potencia los efectos insulino-
sensibilizantes de la metformina y de la flutamida, sin modificar el peso corporal, en una
combinacion terapéutica que posee las ventajas de todos los farmacos implicados y ninguno de
sus potenciales efectos secundarios.Los efectos beneficiosos de PioFluMet persisten a los 6
meses de suspender el tratamiento (19,40).

Nuestro grupo ha demostrado que en adolescentes y mujeres jovenes con hiperandrogenismo
ovarico asociado a hiperinsulinismo y factores de riesgo cardio-metabdlico, el tratamiento
combinado prolongado con pioglitazona, flutamida y metformina (PioFluMet) a dosis bajas tiene
efectos aditivos beneficiosos: reduce el grado de hirsutismo y los niveles de andrégenos, mejora
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la dislipemia y el hiperinsulinismo, reduce la adiposidad central, visceral y hepatica
(intimamente relacionada con la resistencia a la insulina) y la cIMT, restablece la perioricidad de
los ciclos menstruales y la ovulacion, y normaliza el estado pro-inflamatorio (41,45,49,50).

En el presente ensayo se utilizard espironolactona en lugar de flutamida, combinada con
pioglitazona y metmorfina (PioSpiMet). Esta terapia es la que se compara con EE-LNG. Aunque
la espironolactona es utilizada en monoterapia en pacientes hiperandrogénicas, existen pocos
estudios sobre su eficacia y tolerancia. Los resultados obtenidos seran extrapolables a otras
poblaciones, ya que la disponibilidad de espironolactona y EE-LNG es amplia, y su uso es
practica habitual.

Ver Apartado 20.1- Bibliografia General (Antecedentes y Estado Actual del Tema)
4.2 Relevancia cientifico-sanitaria del proyecto e implicaciones

En un estudio realizado en poblacion similar a la propuesta en este estudio, que fue financiado
como ensayo clinico no comercial (P109/90444), hemos demostrado que el tratamiento con
Pioglitazona + Flutamida + Metformina (PioFluMet) en adolescentes sin riesgo de embarazo
tiene la misma eficacia sobre los signos y sintomas de hiperandrogenismo que la combinacion
EE-AC. Sin embargo, los dos tratamientos tienen efectos divergentes sobre pardmetros de riesgo
cardiovascular y de desarrollo de diabetes tipo 2, ya que la terapia con EE-AC incrementa el
estado de inflamacion cronica (incluyendo en tejido adiposo), el riesgo metabdlico y el
hiperinsulinismo (19,40). Por consiguiente, en adolescentes sin riesgo de embarazo el uso de EE-
AC no es recomendable. Este estudio ha sido objeto de tres publicaciones en la revista Journal of
Clinical Endocrinology & Metabolism (2011, 2012 y 2013).

Los resultados preliminares del estudio piloto en el que se basa el proyecto actual demuestran
que la combinaciéon PioSpiMet tiene efectos mas beneficiosos que EE-LNG sobre la grasa
hepatica y parametros de riesgo cardiovascular, e igual eficacia sobre el hiperandrogenismo (52).
Sin embargo, se desconocen los efectos sobre la funcion ovulatoria, y sobre marcadores
genéticos de prondstico y/o eficacia del tratamiento. También se desconoce si los beneficios
persisten a largo plazo tras la suspension de la terapéutica.

Esta alternativa terapéutica es mucho mas fisiopatoldgica, ya que actia sobre los mecanismos de
base que condicionan la entidad, y permitird reducir la potencial morbilidad derivada del uso
indiscriminado de ACOs en el tratamiento del hiperandrogenismo ovérico en adolescentes sin
riesgo de embarazo. Estos resultados seran extrapolables a otras poblaciones de adolescentes en
paises en los que existe disponibilidad de espironolactona y de EE-LNG, y en los que el uso de
estos farmacos es practica habitual.

4.3 Hipotesis y Objetivos del ensayo

Hipotesis
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1. En adolescentes hiperandrogénicas sin riesgo de embarazo, el tratamiento con Pioglitazona +
Espironolactona + Metformina (PioSpiMet) a dosis bajas comparado con etinil-estradiol +
levonorgestrel (EE-LNG): a) normalizara la ciclicidad menstrual y la ovulacion; b) reducira el
hiperinsulinismo, y normalizara los lipidos, el perfil de adipoquinas y el indice de resistencia a la
insulina en tejido adiposo (IRA); ¢) disminuira el grosor de la intima-media carotidea (cIMT), y
la grasa visceral y hepatica. Los beneficios obtenidos con PioSpiMet se mantendran al suspender
el tratamiento (vs regresion a la situacion basal con EE-LNG).

2. El perfil de miRNAs circulantes, la composicion del microbioma intestinal, y la actividad
telomerasa -pero no la longitud telomérica en leucocitos (LTL)-, diferirdn entre pacientes y
controles. Los pardmetros mencionados presentaran cambios longitudinales divergentes en las
pacientes después de PioSpiMet o EE-LNG, posibilitando la identificacion de marcadores de
evolucion de la patologia y de efectividad del tratamiento. Los miRNAs diferencialmente
expresados, y los cambios en el microbioma intestinal y en la LTL se asociaran a cambios
antropométricos, a biomarcadores de resistencia a la insulina y adipogénesis (adipoquinas),
marcadores cardiovasculares (cIMT) y distribucion de grasa abdominal (visceral, hepatica). La
LTL revertira a su situacion basal al finalizar la intervencion.

3. Los polimorfismos de DENNDIA en sangre periférica diferirdn entre pacientes y controles.
Asimismo, en pacientes, existird una expresion diferencial en tejido adiposo blanco subcutaneo
de genes de inflamacion y de accion de la insulina después de PioSpiMet o EE-LNG, indicativo
de un perfil menos inflamatorio y mas insulino-sensible con PioSpiMet.

Objetivos

1. Determinar los beneficios del tratamiento a dosis bajas con PioSpiMet vs EE-LNG en
adolescentes hiperandrogénicas sin riesgo de embarazo sobre: la ciclicidad menstrual y la
ovulacién; b) la sensibilidad a la insulina (insulinemia, lipidos, adipoquinas, IRA), la cIMT, la
grasa visceral y hepatica. Evaluar si los beneficios de PioSpiMet se mantienen al suspender el
tratamiento y si se produce una regresion a la situacion basal después de EE-LNG.

2. Caracterizar el perfil de miRNAs circulantes, del microbioma intestinal, la LTL y la actividad
telomerasa en pacientes y controles. Determinar los cambios longitudinales en los parametros
mencionados en las pacientes después PioSpiMet o EE-LNG, posibilitando la identificacion de
marcadores de evolucion de la patologia y de efectividad del tratamiento. Correlacionar los
miRNAs diferencialmente expresados, y los cambios en el microbioma intestinal y en la LTL
con cambios antropométricos, de biomarcadores de resistencia a la insulina y adipogénesis
(adipoquinas), de marcadores cardiovasculares (cIMT) y de distribuciéon de grasa abdominal
(visceral y hepatica). Analizar si los cambios en la LTL persisten después del tratamiento.

3. Determinar si los polimorfismos de DENNDIA en sangre periférica difieren en pacientes y
controles. Estudiar ademads los cambios longitudinales en la expresion en tejido adiposo blanco
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subcutaneo de genes de inflamacion y de accidon de la insulina, después del tratamiento con
PioSpiMet o EE-LNG.

5. Tipo de ensayo clinico y disefio del mismo.
5.1. Tipo de estudio

Este protocolo de ensayo clinico resulta de la adaptacion al formato requerido por las Normas de
Buena Practica Clinica (Orden SCO 256/2007 del 5 de febrero) presentado a la convocatoria de
ayudas a la evaluacion de tecnologias sanitarias del Instituto de Salud Carlos III, ensayos de
caracter no comercial con medicamentos, del BOE n°® 65/2008 del 15 de marzo El presente
protocolo una vez aprobado por el CEIC se presentara para su aprobacion a la Agencia Espaiola
de Medicamentos y Productos Sanitarios.

Se trata de un ensayo en Fase IV en que se aplica el tratamiento experimental con productos
autorizados y comercializados en Espafia, como Pioglitazona, Espironolactona y Metformina
(PioSpiMet), a dosis bajas, vs el tratamiento de control con levonorgestrel y etinil-estradiol, en
pacientes adolescentes afectas de hiperandrogenismo ovarico. Se trata de aplicar en una nueva
indicacion de farmacos conocidos especialmente en uso pedidtrico y que se combinan para una
disminucién de la resistencia, o una potenciacion, de la insulina con un efecto antiandrogénico,
versus el tratamiento con anticonceptivos orales combinados.

5.2. Diseiio y aleatorizacion, proceso de muestreo

La muestra de ensayo estara compuesta por 40 pacientes mujeres de entre 12 y 18 afios, que
hayan tenido menarquia al menos dos afos antes, y que hayan sido seguidas y estudiadas por los
servicios de endocrinologia o ginecologia del Hospital de Sant Joan de Déu, y que no presenten
riesgo de embarazo. Se incluye en el ensayo un grupo control de 12 adolescentes de la misma
edad e IMC, sin evidencia de hiperandrogenismo (no hirsutas, ciclos regulares) reclutadas entre
las compafieras de clase de las pacientes.

En cuanto al disefio se trata de un ensayo clinico prospectivo, abierto, aleatorizado, con dos
grupos de pacientes en paralelo, y un grupo control de adolescentes sanas

Las pacientes se distribuyen en dos grupos de tratamiento: el grupo 1 (n=20) que recibira
tratamiento con pioglitazona+espironolactona+metformina (PioSpiMet); y el grupo 2 (n=20) que
recibira tratamiento con un anticonceptivo oral conteniendo etinil-estradiol + levonorgestrel (EE-
LNG). La aleatorizacion la realizard un investigador independiente (Dra. Marta Diaz) mediante
el programa: http://www.sealedenvelope.com, y sera controlada por edad e IMC. Los sobres de
aleatorizacion se guardaran en el Servicio de Farmacia que se encargard de suministrar y
controlar la medicacion.
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La duracion del reclutamiento se prevé de 6 meses, atendiendo a la prevalencia de la enfermedad
y a la remision de casos de los servicios de endocrinologia y de ginecologia del Hopital Sant
Joan de Déu.

Tras la informacién al paciente y la verificacion de los criterios de inclusion, se prevé una
duracion del tratamiento de 18 meses. Se realizard un andlisis estadistico de la informacion
generada con los primeros 20 sujetos durante el primer afio del estudio. En el segundo afio se
realizard un analisis transversal de toda la informacion generada y un anélisis longitudinal de los
sujetos incluidos durante los primeros 6 meses del estudio.

Se realizard control clinico y examenes complementarios a los 0, 6, y 12 meses de tratamiento y
6 meses después de finalizado el mismo, incluyendo la determinacién de parametros clinicos,
endocrino-metabolicos, genéticos, vasculares (cIMT), de, composiciéon corporal y de
distribucion de grasa abdominal.

A los tres meses de finalizado el tratamiento, se estudiara la funciéon ovulatoria mediante
determinaciones seriadas de progesterona salival durante 12 semanas consecutivas.

5.3 Pacientes

Mujeres adolescentes (n=40) de edad igual o superior a 12 afios e inferior a 18 afios, post-
menarquicas en al menos 2 afos, previamente controladas en la Seccion de Endocrinologia o en
le Servicio de Ginecologia del Hospital Sant Joan de Déu, afectas de hiperandrogenismo ovéarico
asociado a hiperinsulinismo y sin riesgo de embarazo.

Un grupo (grupo 1, n=20) recibird tratamiento con metformina (Metformina Sandoz®, 850
mg/d), Espironolactona (Aldactone Pfizer®, 50 mg/d) y Pioglitazona (Pioglitazona Cinfa®, 7,5
mg/d). El otro grupo (grupo 2, n=20) recibira tratamiento con un anticonceptivo oral conteniendo
Etinil — Estradiol (EE) y Levonorgestrel (Cpt) (Loette Diario®; Wyeth Farma, S.A., 1 comp/dia.)

Atendiendo a las diferencias entre tratamientos no se efectian en este ensayo maniobras de
enmascaramiento.

Se recluta también un grupo control, de edad e IMC similar a las pacientes que se someten a

tratamiento, sin evidencia de hiperandrogenismo (no hirsutas, ciclos regulares) reclutadas entre
las compatfieras de clase de las pacientes.

6. Seleccion de los pacientes
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Las pacientes se seleccionaran en el area de influencia del hospital Sant Joan de Déu cuando
sean remitidas a consulta por hallarse afectas de sintomas y signos compatibles con
hiperandrogenismo e hiperinsulinismo, especificamente: hirsutismo y/o acné, y trastornos
menstruales (oligomenorrea/amenorrea). Para el diagndstico de hiperandrogenismo se requerira
la existencia de cifras elevadas de testosterona total (> 60 ng/dL) y/o de un indice de andrégenos
libre elevado (>5), y/o de concentraciones elevadas de androstendiona (> 160 ng/dL). Para el
diagnostico de hiperinsulinismo se requerird la existencia de cifras basales elevadas de insulina
(> 15 pwU/mL), de un cociente glucosa/insulina basal < 7, o de un pico de insulina > 100 pU/mL
en respuesta a una sobrecarga oral de glucosa estandar (75 gr). Una vez confirmada la presencia
de esta patologia se informara a la paciente de los pasos y pruebas necesarios para verificar el
diagnostico.

En caso de que se confirme el diagnostico se informara a la paciente y a sus familiares o
responsables, de las posibilidades terapéuticas asi como de la posibilidad de participar en este
ensayo. Si la paciente aceptase participar se procedera a la firma de las hojas de consentimiento.
A las adolescentes control se les abrira historia clinica en el HSJD, se les explicara los objetivos
del estudio (tambien a los padres/tutores legales) y se obtendra el consentimiento informado.

6.1. Numero de pacientes

En estudios realizados en mujeres jovenes con hiperandrogenismo ovarico asociado a
hiperinsulinismo y marcadores de riesgo cardiovascular (PI107/90105, referencias 41, 45,
bibliografia General), tratadas con la combinacion PioFluMet se ha observado en el primer afio,
entre otros cambios, un aumento de la sensibilidad a la insulina (HOMA), una disminucion de las
cifras basales de insulina, una reduccion de la grasa abdominal total y visceral, del contenido de
lipidos intrahepéatico (IHLC) y del grosor de la intima carotidea (cIMT). Las cifras de insulina
disminuyen un 20% sobre valores basales, la grasa abdominal visceral se reduce en un 25%, el
IHLC en un 40%, y el cIMT en un 22%. Los resultados preliminares del estudio FSJD-
PioSpiMet-2012 en el que se ha sustituido la flutamida por espironolactona se confirman estos
datos (3, bibliografia de la Metodologia). Por tanto, si se quiere obtener una potencia minima de
la prueba del 80% con un nivel de significacion de p<0.05 y detectar una diferencia en el cambio
de la sensibilidad a la insulina o en las variaciones de la grasa visceral o del contenido de lipidos
intrahepatico durante los 18 meses de tratamiento de 0,8 multiplos de DE entre los dos grupos, se
deben incluir en cada grupo 17 pacientes. Se ha aumentado el numero de pacientes (n=20 por
grupo) para garantizar el tamafio muestral en caso de pérdidas en el seguimiento.

6.2 Criterios de inclusion (Bibliografia, Seccion 20.2, Metodologia)
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Para que una paciente pueda ser
todos y cada uno de los siguientes

seleccionada para participar en el estudio debera cumplir
criterios de inclusion:

1) Edad igual o superior a los 12 afios e inferior a los 18 afios (4)
2) Menarquia al menos 2 afios antes
3) Indice de masa corporal (IMC) inferior al percentil 97 y superior al percentil 10

para la edad (5)

4) Hiperandrogenismo clinico:
c) Hirsutismo y/o acné
d) Oligomenorrea o amenorrea
Y Hiperandrogenismo bioquimico:
c) Testosterona total > 60ng/dL y/o indice de androgenos libres (IAL) > 5
d) Androstendiona > 160 ng/DI (1)

5) Hiperinsulinismo:

¢) Insulina basal > 15 pU/mL
d) Cociente glucosa/insulina <7 6 pico de insulina en el test de tolerancia oral a
la glucosa (TTOG) > 100 pUmL (1)

6.3 Criterios de exclusion

Un paciente no podra ser incluido en el estudio si presenta alguno, cualquiera, de los siguientes

criterios de exclusion:

1) Embarazo o riesgo de embarazo:
2) Hiperplasia suprarrenal congénita por déficit de 21-hidroxilasa

3) Hiperprolactinemia

4) Sindrome de Cushing

5) Hipotiroidismo no controlado

6) Alteracion hepatica,

renal, de Creatin-fosfoquinasa (CPK) o de lactato

deshidrogenasa (LDH)

7) Diabetes o intolerancia a la glucosa (1)

8) Alergias cutaneas conocidas

9) Tratamiento con antiandrégenos, estro-progestagenos, o farmacos que interfieran
con el metabolismo lipidico e hidrocarbonado en los 6 meses previos.

10) Infecciones bacterianas conocidas.

11) Enfermedad inflamatoria intestinal.

6.4 Duracion aproximada del periodo de reclutamiento
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Se prevé finalizar la inclusion de los 40 pacientes previstos y las 12 adolescentes control durante
los primeros 6 meses.

La duracion prevista de este estudio clinico es de 36 meses. Una vez el proyecto sea aprobado
por el CEIC y por la AEMPS se procedera al inicio del ensayo, aproximadamente en el primer
trimestre de 2016 y se finaliza en el primer trimestre de 2019.. Los hitos mas significativos del
ensayo seran:

v" Fecha prevista de inicio: Primer trimestre de 2016; fecha prevista de finalizacion: primer
trimestre de 2019..

Duracion del periodo de inclusion: 6 meses

Duracién del periodo de tratamiento: 12 meses.

Duracién del periodo de observacion post-tratamiento: 12 meses.

Duracién del periodo de tabulacion de resultados definitivos y elaboracion de
manuscritos: 6 meses.

Duracién total del ensayo: 30 meses desde el inicio del tratamiento.

ANENENEN

(\

6.5 Criterios de retirada y analisis previsto de las retiradas y abandonos.
Los pacientes se retiran del ensayo en las siguientes situaciones:

- Razones de seguridad-tolerabilidad a criterio del investigador. La seguridad-tolerabilidad se
monitoriza a lo largo de todo el estudio del siguiente modo: al mes de iniciado el tratamiento, y
posteriormente cada 6 meses—coincidiendo con las extracciones para determinar las variables de
estudio-, se controlara el hemograma, la funcion hepatica y renal, el ionograma, la glucemia,
lactato deshidrogenasa (LDH) y creatin-fosfoquinasa (CPK), y la existencia de signos y/o
sintomas que pudieran estar relacionados con la aparicion de efectos adversos. El hallazgo de
cifras de glucemia por debajo de 65 mg/dL, y de un aumento progresivo de las cifras de
creatinina y/o urea, de transaminasas, de LDH, CPK, potasio, acompafiado o no de sintomas
sugestivos, sera motivo de suspension del tratamiento.

Asimismo, la existencia de signos y/o sintomas de hipoglucemia, la aparicion de un rash cutaneo
persistente, dolores abdominales, nauseas y/o vOmitos persistentes, cefaleas, sinusitis,
infecciones bacterianas severas, aun en ausencia de alteraciones biologicas, serdn también
motivo de suspension del tratamiento. En estos casos, se monitorizara periddicamente la funcion
renal y hepatica, las cifras de glucemia, la LDH, y la CPK y el potasio, hasta la desaparicion de
los sintomas o la normalizacién de los parametros alterados.

En el computo de resultados se consideraran las pacientes que hayan completado el estudio y los
abandonos, efectudndose el analisis “por intencion de tratar” y “por protocolo” comparando
después las diferencias entre ambos métodos (Ver el punto 18. Analisis estadistico). Cada caso
de pérdida o abandono se valorara individualmente, justificando todas las actuaciones.
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- Retirada voluntaria de los sujetos participantes cuando deseen, sin dar explicaciones y sin
perjuicio de su atencidon médica posterior.

- Pérdida de seguimiento.
- Falta seria de cumplimiento con el protocolo del ensayo en opinion del invesrigador.

- Concurrencia durante el ensayo de una circunstancia incluida en los criterios de exclusion.

7. Descripcion de los tratamientos
La medicacion de ensayo propuesta consistira en:

7.1. Farmacos Experimentales:

El tratamiento experimental consistirda en la asociacion de Pioglitazona,
Espironolactona y Metformina (Abreviadamente PioSpiMet) que se administrard en
forma de comprimidos comerciales de los siguientes productos:

o Metformina Sandoz®; comprimidos; composicion cualitativa y cuantitativa:
clorhidrato de metformina, 850 mg. Excipientes, c.s.p. Elaboracion: Laboratorios
Sandoz. Dosis: 850 mg/dia.

e  Aldactone Pfizer®; comprimidos; composicion cualitativa y cuantitativa:
espironolactona, 100 mg. Excipientes: Nucleo: sulfato de calcio dihidratado,
almidén de maiz sin gluten, polividona K-30, aroma de menta, estearato de
magnesio. Cubierta: hidroxipropilmetilcelulosa 2910, 5 Cps;
hidroxipropilmetilcelulosa 2910, 15 cps; polietilenglicol 400; opaspray M-1-7111
B (blanco). Elaboracion: Laboratorios Pfizer. Dosis: 50 mg/dia.

. Pioglitazona Cinfa®; comprimidos; composicion cualitativa y cuantitativa:
clorhidrato de pioglitazona, 15 mg. Excipientes, carmelosa de calcio, hidroxipropil
celulosa, lactosa monohidrato, estearato de magnesio. Entidad elaboradora:
Laboratorios Cinfa. Dosis: 7,5 mg/dia.

En el anexo VII a este protocolo se adjuntan las fichas técnicas correspondientes, como
“Descripcion Técnica de los Productos de Ensayo™.

7.2. Farmacos de Control:
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El tratamiento de control consistird en la asociacion de:

e Loette Diario®; comprimidos; composicién cualitativa y cuantitativa: EE, 20 pg;
LNG, 100 pg. Dosis: 1 comp/dia. Laboratorio: Wyeth Farma, S.A.

La medicacion serd suministrada por el Servicio de Farmacia del Hospital Sant Joan de Déu,
donde se llevara un registro de las dispensaciones y devoluciones. Las pacientes recibiran en
cada una de las visitas la medicacion requerida hasta el proximo control hospitalario, y deberan
aportar las cajas vacias de la medicacion dispensada en la visita previa. La medicacion del
ensayo se administrara de la forma siguiente: Grupo 1, espironolactona
+pioglitazona+metformina por la noche antes de la cena. Grupo 2, los comprimidos de EE-LNG
se ingeriran por la noche antes de la cena.

Si nuestra hipotesis es correcta, el tratamiento con PioSpiMet tendra efectos beneficiosos
superiores al tratamiento con EE-LNG sobre los factores que incrementan el riesgo de
complicaciones derivadas del hiperandrogenismo ovarico (infertilidad por anovulacion,
enfermedad cardiovascular y diabetes tipo 2), y tendra la misma eficacia sobre el
hiperandrogenismo clinico y bioquimico. Esta alternativa terapéutica es mucho mas
fisiopatologica, ya que actia sobre los mecanismos de base que condicionan la entidad, y
permitird reducir la potencial morbilidad derivada del uso indiscriminado de ACOs en el
tratamiento del hiperandrogenismo ovarico en adolescentes sin riesgo de embarazo. Estos
resultados serdn extrapolables a otras poblaciones de adolescentes en paises en los que existe
disponibilidad de espironolactona y de EE-LNG, y en los que el uso de estos farmacos es
practica habitual.

7.3 Seguridad del tratamiento y criterios para la retirada de la medicacion

La metformina a dosis hasta tres veces superiores a las que se utilizaran en este estudio no tiene
efectos adversos sobre las funciones hepatica y renalo cardiaca, no modifica los niveles séricos
de electrolitos, vitamina B12 y dacido fblico, ni determina acidosis lactica (26, 27). La
pioglitazona (asociada o no a metformina) a dosis hasta siete veces superiores a las que se
utilizaran en este estudio no tiene efectos secundarios sobre la funcion hepatica, sobre la funcion
cardiaca, ni sobre la mineralizacion 6sea (26, 27). En el 5% de pacientes tratados con dosis al
menos dos veces superiores a las que se van a utilizar en este estudio, puede producir mialgias y
aumento del volumen plasmatico que no son persistentes ni se asocian a alteraciones
hematologicas. La espironolactona, a dosis 4 veces superiores a las utilizadas en este protocolo,
tiene un excelente perfil de seguridad en tratamientos de hasta 8 afios (34-36). A dosis elevadas
(400 mg/dia) se ha asociado con trastornos electroliticos y poliuria marcada.

Al mes de iniciado el tratamiento, y posteriormente cada 6 meses—coincidiendo con las
extracciones para determinar las variables de estudio-, se controlarad el hemograma, la funcién
hepatica y renal, el ionograma, la glucemia, lactato deshidrogenasa (LDH) y creatin-
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fosfoquinasa (CPK), y la existencia de signos y/o sintomas que pudieran estar relacionados con
la aparicion de efectos adversos. El hallazgo de cifras de glucemia por debajo de 65 mg/dL, y de
un aumento progresivo de las cifras de creatinina y/o urea, de transaminasas, de LDH, CPK,
potasio, acompafiado o no de sintomas sugestivos, sera motivo de suspension del tratamiento.
Asimismo, la existencia de signos y/o sintomas de hipoglucemia, la aparicién de un rash cutdneo
persistente, dolores abdominales, nauseas y/o vOmitos persistentes, cefaleas, sinusitis,
infecciones bacterianas severas, aun en ausencia de alteraciones bioldgicas, seran también
motivo de suspension del tratamiento. En estos casos, se monitorizara periddicamente la funcion
renal y hepatica, las cifras de glucemia, la LDH, y la CPK y el potasio, hasta la desaparicion de
los sintomas o la normalizacion de los parametros alterados.

7.4 Modificacion de las pautas. Criterios para la modificacion de dosis

En este ensayo no son procedentes modificaciones de las pautas o de las dosis. La dosificacion
que se utiliza es muy baja y no se espera de ella un efecto inmediato, sino un efecto a medio
plazo. Por ello no hay datos que sugieran la posibilidad de modificar la dosis ni criterios para
proceder a ello. En caso de que a lo largo del ensayo surgieran hallazgos que hicieran pensar en
estas posibilidades, serian tenidas en cuenta.

7.5 Toxicidades de los farmacos

En los casos en los que sea necesario suspender el tratamiento, se monitorizara periodicamente la
funcién renal, la funcion hepdtica, las cifras de glucemia, la LDH, y la CPK, hasta la
desaparicion de los sintomas o la normalizacion de los parametros alterados.

7.6 Medidas a adoptar en caso de intoxicacion

A las dosis utilizadas es poco probable que se produzcan reacciones adversas relevantes y mucho
menos intoxicaciones. Sin embargo, es procedente anadir los siguientes aspectos relativos a los
farmacos del ensayo. Para los efectos adversos e interacciones de estos productos es aconsejable
revisar la ficha técnica de cada uno de ellos en el Anexo VII.

7.6.1 Pioglitazona: De acuerdo con la experiencia del equipo investigador en
estudios anteriores realizados en pacientes del mismo rango de edad y en mujeres
jovenes en periodos de hasta 36 meses, no es probable que la pioglitazona, a dosis de
7,5 mg una vez al dia determine efectos secundarios de la funcion hepatica o renal, o
alteraciones de la densitometria osea.

7.6.2 Espironolactona: La espironolactona es en general muy bien tolerada, a las
dosis habitualmente utilizadas en el tratamiento del hiperandrogenismo (50-200
mg/dia). A dosis elevadas (>200 mg/dia) puede asociarse a trastornos electroliticos,
polimenorrea o poliuria. A dosis bajas, se han observado ocasionalmente

Protocolo Codigo FSID-PIOSPIMET-2015 Version 2.0 de Fecha 27/07/2017
Eudra CT: 2015-005092-24



FU nda(-i{j Ensayo clinico prospectivo, abierto, aleatorizado, con dos grupos de pacientes,
& para evaluar la eficacia y la seguridad de la combinacion de Etinil-estradiol y

Sa nt levonorgestrel versus la combinacién de pioglitazona,espironolactona vy
}Da . metfc_)rmin_a_a dosis bajas en adolesc_entes con hiperandrogenism(_) ovéricc_) e

d[_‘ hiperinsulinismo: efectos sobre la funcién ovulatoria, parametros de inflamacion
Deu crénica, marcadores de evolucion y efectividad del tratamiento, y de desarrollo

de diabetes tipo 2.

Pégina 47 de 89

irregularidades menstruales que desaparecen a las pocas semanas de tratamiento, y
que no condicionan abandono del mismo.

7.6.3 Metformina: A las dosis utilizadas es poco probable la produccion de
reacciones adversas. La acidosis lactica solo se ha descrito en pacientes ancianos y/o
casos de deshidratacion con problemas renales. Se ha descrito la ingesta de hasta 85
g en una dosis, situacion que llevo a la acidosis lactica y que requirié tratamiento en
una unidad de cuidados intensivos.

7.6.4 Levonorgestrel + Etinil-estradiol: Las precauciones atribuibles a su
utilizacion son comparables a las del uso de anticonceptivos orales combinados. Los
peligros de alteraciones hepaticas, accidentes tromboembolicos, depresion, etc son
parecidos. No se han notificado reaciones adversas graves por sobredosis, con las
que suele producirse nduseas, vomitos y posible hemorragia vaginal, tributarias de
tratamiento sintomatico.

7.7 Tratamientos concomitantes permitidos e incompatibles con el estudio
Estaran permitidos los analgésicos del tipo del tipo del paracetamol.

Se consideran incompatibles: Anticoagulantes, antiinflamatorios en general, incluyendo
corticoides, hipoglucemiantes orales, antiandrogenos, estrégenos, progestagenos, digoxina,
antibidticos en general y especialmente vancomicina, cotrimoxazol y trimetoprim, cimetidina,
ranitidina, contrastes yodados, unos por que interferiran con la accién de los farmacos del
estudio y otros por que modificaran las variables que se han de controlar para el seguimiento de
los pacientes.

Para la pioglitazona hay que tener atencion con el gemfibrocilo, que aumenta su
biodisponibilidad, o con la rifampicina que la disminuye, si bien interfiere poco con los
medicamentos mas corrientes, incluidos los anticoagulantes, digoxina, metformina, sulfonilureas,
etc.

Para la espironolactona, se ha descrito que su empleo puede verse afectada por la administracion
de los siguientes farmacos: Diuréticos ahorradores de potasio o suplementos de potasio: debe
evitarse la administracion concomitante ante el riesgo de hiperpotasemia. La administracion
conjunta de IECA o de antagonistas de los receptores de la angiotensina II con diuréticos
ahorradores de potasio se ha asociado a la aparicién de hiperpotasemia. Acido acetilsalicilico:
Dosis altas de acido acetilsalicilico pueden disminuir la accion diurética de la espironolactona
por bloquear la secrecion de canrenona (uno de los principales metabolitos activos de la
espironolactona) en el tabulo renal. La indometacina y el acido mefendmico han demostrado
inhibir la excrecion de canrenona.
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La metformina requiere precauciones con los contrastes yodados y con las medicaciones que
puedan interferir con el rifion, principal responsable de su eliminacion. La ingesta de alcohol
tambien puede ocasionar accidentes de tipo acidético. Ademas se han de tener precauciones con
los agonistas beta2, los diuréticos y los IECAs. Por ultimo por el excipiente se han de tener
precauciones en los casos de intolerancia a la lactosa y evitar el uso de metformina en la
gestacion.

Antes de administrar cualquier medicacion consultar con los responsables del estudio, anotarlo,
si es necesario, en el cuaderno de recogida de datos (Anexo V) y considerar la posibilidad de
retirar al paciente del ensayo.

8. Desarrollo del ensayo y evaluacion de la respuesta

El desarrollo del ensayo se basa en el seguimiento de las variables clinicas y analiticas
principales y secundarias segiin se expone a continuacion.

8.1 Inicio del ensayo y resultados de la seleccion pre-estudio

Las pacientes del estudio se seleccionaran de entre las que acudan a las consultas de
Endocrinologia o Ginecologia —consecutivamente- con sintomas /signos de hiperandrogenismo
ovarico e hiperinsulinismo. Esta seleccion se hard de acuerdo con los criterios de inclusion y
exclusion mencionados, y después de comprobar analiticamente el diagnostico.

8.2 Descripcion del periodo experimental

Las modificaciones esperadas en este ensayo clinico suponen cambios lentos, por lo que las
determinaciones iniciales, definitorias de un estado basal, se compararan con los valores que se
registren a los 6 meses, y a los y 12 meses. Como control de seguimiento y seguridad,
secompararan estos parametros con los obtenidos a los 24 meses, 6 meses despues de terminado
el tratamiento. El conjunto de los pardmetros a controlar es complejo, y puede resumirse en los
siguientes variables:

8.3 Variables

e C(linicas: IMC, datos alimentarios y de actividad fisica (6), tension arterial,
puntuacion de Ferriman & Gallwey (7), ciclicidad menstrual.

e Endocrino-metabolicas: andréogenos [testosterona total, indice de androgenos libre
(IAL, testosterona total (nmol/L) x 100/SHBG (nmol/L), androstendiona, sulfato de
dehidroepiandrosterona (DEAS)], SHBG, glucosa, insulina, sensibilidad a la insulina
[Homeostasis Model Assessment (HOMA)] (32), perfil lipidico, PCR ultrasensible
(siglas en ingles- PCRus), adiponectina de alto peso molecular (siglas en ingles-
HMW adip). Indice de resistencia a la insulina en tejido adiposo [IRA, insulina basal
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(FI) x acidos grasos libres (FFA) (33)], funciéon ovulatoria (medicidon progesterona
salival) (10). Las determinaciones de androgenos, glucosa, insulina y perfil lipidico
forman parte del protocolo habitual de seguimiento de pacientes con
hiperandrogenismo.

e Composicion corporal: absorciometria de doble energia (DXA); densidad y contenido
mineral 6seo; masa grasa total y abdominal, y masa magra (valores absolutos y
porcentaje). Equipo de medicion Lunar, modelo Prodigy (version 12.3, Lunar Corp.,
Madison, Wisc., USA) (1). Radiacion total en cada examen <10 Sievert. Coeficientes
de variacioén (CVs) calculados a partir e 30 exploraciones repetidas de un fantoma de
columna de hidroxiapatita y resina plastica (Hologic Inc, Waltham, MA, USA): 2,0%
y 2,6%, respectivamente, para la masa grasa y magra. CV para medicion de la grasa
abdominal en 3 exploraciones consecutivas realizadas en 14 sujetos: 0,74%.

e Distribucion de la grasa abdominal y grasa hepatica: 1) RM: area de grasa subcutanea
(SAT), visceral (VAT) y hepatica; dispositivo multi-slice 1.5 Tesla (Signa LX Echo
Speed Plus Excite, General Electric Healthcare, Milwaukee, WI). Secuencias de 10
mm grosor desde el espacio intervertebral L4-L5 (1). CVs en el andlisis por triplicado
de 10 mujeres jovenes en el intervalo de 3 meses (corte Unico): 7,2 % (SAT) y 8,8%
(VAT); 2) Ecografia: Ecografo de alta resolucion (MyLabTM?25, Esaote, Florencia,
Italia). Grasa visceral (sonda de 3.5 MHz): distancia entre la superficie interna de la
pared abdominal y la pared posterior de la aorta a la altura del ombligo. Grasa
subcutanea: grosor del paniculo adiposo subcutaneo y preperitoneal (11).

e Vascular: grosor de la intima carotidea (cIMT, ecografia) Ecégrafo MyLab™
Transductor de 12 MHz. La medicion se realizard en diastole 1 cm antes de la
bifurcacion de ambas cardtidas. CV intra-observador <10% (1, 12).

e Marcadores de evolucion de la patologia y de efectividad del tratamiento que se
asociaran con cambios antropométricos, biomarcadores de resistencia a la insulina y
adipogénesis, marcadores cardiovasculares y distribucion de grasa abdominal:

o miRNAs en suero: Extraccion y purificacion de RNA total de suero
(incluyendo RNAs pequefios y miRNAs). El RNA integro se hibridara al
Human miRNA V2 Oligo Microarray (Agilent Technologies; Palo Alto, CA),
con 17.737 sondas correspondientes a 723 miRNAs. Los array se escanearan
(Agilent G2565BA microarray scanner), se extraera la informacion por
intensidad de bandas (Agilent Feature Extraction software) y los datos se
analizaran con un soporte bioinformatico (miRbase) para obtener el perfil de
miRNAs de cada muestra (13,14) (Bioarray SL, Alicante). Validacion de
resultados: Los miRNAs diferencialmente expresados se validaran
individualmente por PCR a tiempo real (RT-PCR). Cada miRNAs se
amplificara con primers especificos. Controles enddégenos: RNU48 y RNU6B
para la normalizacion de los resultados, analisis por cuantificacion relativa (2-
ACY).

o Composicion del microbioma: Recogida matinal de heces, que se pulverizaran
con nitrogeno liquido, alicuotaran y almacenaran a -80°C hasta procesamiento.
Extraccion de DNA con “MoBio PowerSoil DNA isolation kit”. Se
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amplificara la region V4 hipervariable del rRNA 16S (gen especifico
bacteriano) utilizando primers universales codificados 515F-806R; se
secuenciaran los fragmentos amplificados (Illumina MiSeq) y se pre-
procesaran utilizando QIIME (15), agrupando las secuencias filtradas en
unidades taxonomicas operacionales (OTUs) (16,17) (Ascidea SL, Barcelona).
Longitud telomérica en leucocitos (LTL) y actividad telomerasa: extraccion de
DNA leucocitario de sangre periférica [EDTA con fenol-cloroformo
(Promega)]. Determinacion de LTL por RT-PCR (18); expresion como
cociente T/S [numero de repeticiones teloméricas (T) en relacion a un gen de
copia unica (S)]. Amplificacion por SYBR Green con primers especificos
(Primer 3); el gen RNAseP se usara como gen de copia unica, amplificacion
por tagman. Actividad telomerasa: obtencion del “buffy coat” de sangre
periférica fresca. Lisado celular y determinacion de la actividad telomerasa en
extracto celular medida por RT-PCR [Quantitative Telomerase Detection kit
(Allied Biotech, Inc)] por tecnologia SYBR Green (19). La LTL revertira a su
situacion basal al finalizar la intervencion.

Polimorfismos de DENND1A (rs10986105, rs2479106 y rs10818854) en sangre total
por discriminacion alélica con sondas pre-disefiadas (Life technologies) (20).
Expresion génica en tejido adiposo blanco subcutaneo: biopsia tejido adiposo
abdominal periumbilical por puncidén previa anestesia local con EMLA (1, 11);
analisis de la expresion de CD163, TWEAK Receptor, ANGPTL4, Adiponectina,
PPARYy, Glut-4, LPL, e IL-18 por RT-PCR (12,21).

Variables principales de valoracion: frecuencia ovulatoria, (al menos un ciclo ovulatorio
despues de PioSpiMet vs ninguno con EE-LNG), sensibilidad a la insulina (HOMA), grasa
visceral y hepatica, cIMT. Se considerard una respuesta positiva y discriminativa una
disminucion de HOMA>10%, acompafiada de una reduccion de las cifras de insulina basal
>10%, y de dos o mas cambios de los siguientes: disminucién de la grasa visceral >20%,
hepatica >30%, o del cIMT > 20%.

Variable secundarias: puntuacion de Ferriman & Gallwey, andrégenos, triglicéridos, adiponectina
alto peso molecular, IRA, PCRus, regularidad menstrual.

Las variables se recogen a lo largo del ensayo en los tiempos que se describen en la siguiente

Tabla 2. Tabla explicativa del desarrollo del ensayo
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Variables

basal

8h

10h

1m

12 m

18 m

24m

Control [Ttmto*

Ttmto*

Ttmto*

Ttmto*

Ttmto*

Ttmto*

Ttmto*

segmto™

Clinicas

Peso, Talla, IMC,
datos alimentarios,
actividad fisica, score
de Ferriman &
Gallwey, ciclicidad
menstrual, tension
arterial

Endocrino-
metabolicas

Hemograma, funcion
hepatica y renal,
ionograma, CPK,
LDH (parametros de
seguridad)

TTOG

Glucosa, Insulina,
HOMA

HMW adip, PCRus,
factor preadipocitario
tipo 1, IRA, perfil
lipidico, andrégenos,
SHBG,
androstendiona

Composicion
Corporal

Densidad y contenido
mineral 6seo, DXA
(densitometria)

Masa grasa total y
abdominal, masa
magra, (equipo de
medicion lunar)

Distribucion de
grasa abdominal y
grasa hepatica

SAT, VAT y area de
grasa hepatica (RM y
ecografia)

IMT carotidea
(Ecografia)

X

X

miRNA
(microArray en

X X
(n=8) |(n=16,

X
(n=16,
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Variables basal 8h 10h Im 6m | 12m |18 m | 24m
Control [Ttmto*| Ttmto* Ttmto* Ttmto* [Ttmto*Ttmto* Ttmto*segmto™*

sangre) 8 cada 8 cada

grupo) grupo)
C?mp0§1c10n del X X X
microbioma (heces)
Longitud
telométrica en
leucocitos LTL) y X X X X
actividad

telomerasa (sangre)

Polimorfismos de
DENNDIA
(rs10986105,
rs2479106 y
rs10818854) en
sangre

Expresion génica en
tejido adiposo X X
blanco subcutineo
(biopsia)

X

X(n=6 en | X (n=6 en =
grupo grupo o
serica PioSpiMet L LS grupo

PioSpiMet)[PioSpiMet) PioSpiMet)

Concentracion

Funcién
ovulatoria®* Xk*
Progesterona salival

* Tratamiento: grupol (PioSpiMEt; n=20) y grupo 2 (EE-LNG n=20)
**4 los 21 meses post-tratamiento se empezard a tomar una muestra a la semana durante 3 meses hasta
el mes 24 (total 12 muestras)

Metodologia

Al grupo control se le realizardn las siguientes intervenciones: medida de variables clinicas
(peso, talla, IMC, tension arterial); extraccion unica en fase folicular del ciclo para determinar
variables endocrino-metabdlicas, LTL y actividad telomerasa, polimorfismos de DENNDI4, y
muestra unica de heces para microbioma. Ademas, en § de las 12 controles se analizaran los
miRNA.

En cuanto a las pacientes, se les practicaran extracciones sanguineas en fase folicular o después
de 2 meses de amenorrea, excepto las realizadas para farmacocinética y parametros de seguridad.
A las 40 pacientes se les mediran las variables clinicas, endocrino-metabolicas, DXA, RM
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abdominal, ecografia (cIMT y abdominal) en la visita basal, y también a los 6, 12, 18 y 24
meses. La funcidon ovulatoria se testara postratamiento, entre los meses 18 y 24 durante 3 meses.
TTOG, LTL y actividad telomerasa a los 0, 18 y 24 meses. Microbioma, a los 0 y 18 meses.
Polimorfismos de DENNDIA, en la visita basal. Expresion génica en TABa los 0 y 18 meses.
miRNAs, a los 0 y 18 meses en N=16 (8 de cada grupo). Las pacientes seleccionadas para
estudios de miRNA seran las mas representativas de cada grupo (menor desviacion del
promedio).

En un subgrupo de n=6 pacientes aleatorizadas para la combinacion de PioSpiMet se estudiaran
las concentraciones séricas de cada uno de estos farmacos (mediante HPLC) por separado
durante el primer mes de tratamiento con el objeto de conocer la farmacocinética de estos
compuestos en edad pediatrica. Para este subestudio las pacientes seleccionadas representaran
los rangos de edad apropiados para tener resultados aplicables: tres pacientes de 12 a 15 afios,
tres pacientes de >15 a 18 afios.

Las razones para realizar este subestudio son las siguientes:

- No existen datos del comportamiento de los niveles séricos de espironolactona en edad
pediatrica (22);

- Los datos disponibles en pediatria relativos a la farmacocinética de la pioglitazona se han
obtenido en adolescentes (12 a 17 afos) después de la administracion de dosis multiples de 15
mg o superiores (23-25). Los resultados indican que la farmacocinética de la pioglitazona en esta
franja de edad es similar a la del adulto (absorcion rapida, exposicion sistémica dosis-
dependiente, acumulaciéon minima); sin embargo, no existen estudios que determinen si estos
datos se replican con dosis de 7,5 mg/d.

- Nuestro grupo ha publicado resultados de la farmacocinética de la metformina en pediatria en
pacientes tratadas a dosis similares a las propuestas en el presente estudio (26). Sin embargo, no
existen datos sobre potenciales interacciones entre metformina y pioglitazona/espironolactona, y
de su hipotética influencia sobre las concentraciones plasmaticas de metformina. Para el estudio
de los niveles plasmaticos de los farmacos se realizaran dos extracciones adicionales de sangre 8
horas y 10 horas después de la primera ingesta del farmaco, y a los 30 dias de tratamiento. Esta
ultima extraccion coincidird con la programada para determinar parametros de seguridad.

8.4 Esquema del ensayo

El conjunto del seguimiento y desarrollo del ensayo puede mostrarse en el siguiente esquema:
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Figura 2 Esquema del ensayo

Estudio FSID-PIOSPIMET-2015: PioSpiMet vs EE-LNG en hiperandrogenismo ovarico e hiperinsulinimso

Grupo 1: Pacientes en Tratamiento PioSpiMet n=20

eclutamiento pacientes

Seguimiento postratamient
(6 meses)

(6 meses)

Grupo 2: Pacientes en Tratamiento EE-LNG n=20

v

10 1

0meses  1uc homs mes 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
%_477
Visita basal Variabl
. ariables
Va'rlgbles clinicas, Variables
chmca}s, ) ) endocrino- clinicas,
endocrino- Variables Variables . :
1 .. L. metabolicas endocrino-
metabolicas, . clinicas, clinicas, ) Al
L, Variables ) ° composicion metabolicas,
composicion endocrino- endocrino- Faid
de 1 i corporal, cIMT, composicion
corporal, cIMT, . metabdlicas, metabdlicas, L ’
icrobi seguridad s I microbioma, corporal, cIMT,
microbioma, composicion composicion LTL. activid > i microbioma.
LTL, actividad corporal, cIMT corporal, cIMT > activida ]
AN telomerasa, LTL, actividad
D?E(I)\II\ICD lsA, TAB, funcién telomerasa,
TAB ovulatoria

Reclutamiento controles

(6 meses)

Grupo Control: no tratado, sanos n=12. A los 0 meses se miden las variables
clinicas, endocrino-metabdlicas, composicién corporal, cIMT, miRNA en n=8
pacientes, microbioma, LTL, actividad telomerasa,, DENND1A

9. Gestion de la Seguridad

Todos los datos relativos a la seguridad de los pacientes incluidos en el estudio se recogeran
desde la firma del Consentimiento Informado hasta la finalizacion de la participacion de los
pacientes en el estudio.

Acontecimiento adverso (AA)

Se define AA como cualquier incidencia perjudicial para la salud que se presente en un sujeto o
paciente de una investigacion clinica al que se ha administrado un medicamento, aunque no
tenga necesariamente una relacion causal con dicho tratamiento.
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Un AA puede ser, por tanto, cualquier signo desfavorable y no intencionado (incluyendo un
hallazgo anormal de laboratorio), sintoma o enfermedad temporalmente asociada con el uso de
un medicamento (en investigacion), est¢ o no relacionado con el medicamento (en
investigacion).

Los acontecimientos o reacciones adversas seran registrados en cada visita en la historia clinica
del paciente y en el apartado del CRD correspondiente.

Reaccion adversa (RA)

Se define RA como cualquier reaccién que sea nociva y no intencionada a un medicamento en
investigacion, independientemente de la dosis administrada.

A diferencia de un AA, en el caso de una reaccion adversa existe una sospecha de relacion causal
entre el medicamento en investigacion y el acontecimiento adverso..

Se define RA inesperada a cualquier RA cuya naturaleza o intensidad no se corresponde con la
informacion referente al producto (la ficha técnica del producto en el caso de un medicamento
autorizado).

Evaluacion de AAy RA
Un investigador evaluara todos los AA/RA adversas en funcion de los siguientes aspectos:

Intensidad

Leve: se percibe el signo o sintoma, pero se tolera bien (en estudios con nifios, se percibe el
sintoma, pero se tolera bien).

Moderada: molestia suficiente para interferir en las actividad habituales (en estudios con nifos,
no hay duda de que le pasa algo).

Severa: molestia incapacitante e impide trabajar o realizar las actividades habituales (en los
estudios con nifios, angustia extrema o imposibilidad de realizar las actividades habituales). No
confundir con los criterios de gravedad de un AA/RA descritos en el epigrafe siguiente.

Relacion con la medicacion empleada en el estudio

Definitiva: existen pruebas de la exposicion al farmaco del estudio. La secuencia temporal del
inicio de la respuesta con respecto a la administracion del farmaco es razonable. La explicacion
mas probable de la respuesta observada es el farmaco (RAM). La eliminacion de la provocacion
es positiva. La reanudacion de la exposicion (si es factible) es positiva. La respuesta muestra un
patron compatible con los conocimientos previos sobre el farmaco o sobre el grupo terapéutico al
que pertenece.

Probable: existen pruebas de la exposicion al farmaco del estudio. La secuencia temporal del
inicio de la respuesta observada con respecto a la administracion del fArmaco es razonable. La
explicacion mas probable de la respuesta es el farmaco. La eliminacién de la exposicion (si se
hace) es positiva.

Posible: existen pruebas de la exposicion al farmaco del estudio. La secuencia temporal del
inicio de la respuesta observada con respecto a la administracion del farmaco es razonable. La
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respuesta observada podria haberse debido a alguna otra causa con idéntica probabilidad. La
eliminacion de la exposicion (si se hace) es positiva.

Improbable: existen pruebas de la exposicion al farmaco del estudio. Hay otra causa mas
probable de la respuesta observada. La eliminacion de la exposicion (si se hace) es negativa o
ambigua. La reanudacion de la exposicion (si se hace) es negativa o ambigua.

No relacionada: el paciente no recibi6 el farmaco del estudio. O bien, la secuencia temporal del
inicio de la respuesta observada con respecto a la administracion del farmaco no es razonable; o
bien hay otra causa obvia del AA.

Desenlace del AA

Recuperado sin secuelas: completamente recuperado o la condicion ha vuelto al nivel observado
al comienzo del estudio después de un tratamiento médico o quirargico.

Recuperado con secuelas: como resultado del AA, el paciente ha sufrido algln tipo de secuela
persistente y significativa.

Estabilizado: el paciente no recupera la condicion del comienzo del estudio y no se puede volver
a normalizar mediante un tratamiento médico o quirargico.

No recuperado: el AA persiste.

Fatal: se produce el fallecimiento del paciente.

Acontecimiento Adverso Grave (AAG) o Reaccion Adversa Grave(RAG), notificacion y
seguimiento

Se define como cualquier acontecimiento adverso o reaccion adversa que a cualquier dosis:
Produzca la muerte del paciente,

Amenace la vida del paciente,

Haga necesaria la hospitalizacion del paciente o la prolongacion de ésta,

Provoque invalidez o incapacidad permanente o importante,

D¢ lugar a una anomalia o malformacion congénita,

A efectos de su notificacién, se tratardn también como graves aquellas sospechas de
acontecimiento adverso o reaccion adversa que se consideren importantes desde el punto de vista
médico, aunque no cumplan los criterios anteriores, incluyendo los acontecimientos médicos
importantes que requieran una intervencion para evitar que se produzca una de las consecuencias
anteriormente descritas. Asimismo, se notificardn como graves todas las sospechas de
transmision de un agente infeccioso a través de un medicamento.

El concepto “amenazar la vida del paciente” se refiere a que, en opinion del investigador, el
paciente en el momento del acontecimiento o reaccion adversa esté en un riesgo real de muerte;
no se refiere a que el acontecimiento adverso/reaccion adversa hipotéticamente pudiera haber
ocasionado la muerte en caso de haber sido mas intenso.

Toda AA o RA que cumpla estos criterios de gravedad debera ser notificadas en un plazo de 24
horas desde su conocimiento al monitor del estudio (SERMES CRO) y mediante los
formularios habilitados a este fin y que serdn proporcionados junto con la documentacién de
ensayo.
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La informaciéon minima inicial para realizar dicha notificacion debe incluir lo siguiente:
Descripcion del AA/RA y fecha de comienzo..

Datos del paciente (cddigo de paciente, centro, fecha de nacimiento).

Datos del facultativo que notifica.

Informacion sobre el tratamiento recibido.

Criterio de gravedad.

Relacion de causalidad con el farmaco del estudio.

Debera vigilarse y seguirse a todos los pacientes con AAG para determinar su desenlace,
estabilizacion o recuperacion. Por tanto las notificaciones iniciales deberan ir seguidas de
actualizaciones. Se recomienda que las actualizaciones tengan una cadencia quincenal o tan
pronto suceda algiin cambio en el estado del paciente.

Reaccion adversa inesperada (RAI)

Se define como reaccion adversa inesperada aquella cuya naturaleza, intensidad o consecuencias
no se corresponde con la informacion de referencia para el medicamento (p.ej. el manual del
investigador en el caso de un medicamento en investigacion no autorizado para su
comercializacion, o la ficha técnica del producto en el caso de un medicamento autorizado).

El caracter inesperado de una reaccion adversa se basa en el hecho de no haber sido previamente
observada y no se basard en lo que pudiera ser anticipado en funciéon de las propiedades
farmacologicas del medicamento.

9.1. Notificacion expeditiva de reacciones adversas graves e inesperadas (RAGIs)

Todas las sospechas de RAGIs se notificaran de acuerdo con la normativa vigente sobre ensayos
clinicos en Espaiia, a la AEMPS, a los CEICs, a las Autoridades Sanitarias de las CCAAs y a los
investigadores, en los plazos y forma establecidos a continuacion.

Debera tenerse en cuenta que la notificacion a la AEMPS se dirigira en todos los casos al Area
de Ensayos Clinicos de la Subdireccion General de Medicamentos y Productos Sanitarios

La notificacion de RAGISs serd realizada por:
SERMES-CRO
Responsable de la Unidad de Farmacovigilancia: Vicente Moreno
C/ Rufino Gonzalez 14 2° Dcha, 28037 Madrid
Tél: 9137569 30/FAX: 913756931
e-mail:farmacovigilancia@sermescro.com

El plazo méximo de notificacion de un caso individual de sospecha de RAGI a las
correspondientes Autoridades Sanitarias serd de 15 dias naturales a partir del momento en que el
promotor haya tenido conocimiento de la sospecha de reaccion adversa. Cuando la sospecha de
RAGTI haya ocasionado la muerte del sujeto, o puesto en peligro su vida, el promotor enviara la
informacion en el plazo méximo de 7 dias naturales a partir del momento en que el promotor
tenga conocimiento del caso. Dicha informacién deberd ser completada, en lo posible, en los
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ocho dias siguientes. Esta informacién debera incluir una evaluacion tanto de la importancia e
implicacion de los hallazgos, incluyendo experiencia previa relevante con el mismo
medicamento o similares.

9.2. Notificacion expeditiva de otra informacion de seguridad relevante

El promotor deberd notificar de manera expeditiva toda aquella informacién que pudiera
modificar la relacion riesgo/beneficio del medicamento en investigacion, o determinar cambios
en su pauta de administracion o en la realizacion del ensayo, como por ejemplo, un cambio
cualitativo o un aumento en el porcentaje de aparicion de las RAG esperadas que se considere
clinicamente relevante, o las RAGI que ocurran después de la finalizacion de un ensayo clinico y
que sean notificadas por el investigador al promotor,

Esta informacién relevante se debera notificar tan pronto como sea posible y no mas tarde de 15
dias después de que el promotor haya tenido conocimiento de la misma. Ademas, si se obtuviese
informacion adicional que fuese relevante, debera notificarse lo mas rapido posible.

9.3 Definicion de sobredosis en este protocolo

Una sobredosis se define como cualquier administracion de la medicacion del estudio en
cantidades superiores a las establecidas en la pauta posolédgica del protocolo, ya sea de forma
accidental o intencionada.

En este estudio sélo se contempla la posibilidad de sobredosis accidental. En cualquier caso se
informaria al equipo médico y al monitor del estudio tan pronto se detectara.

10. Aspectos Eticos

Consideraciones generales

El ensayo se llevara a cabo siguiendo rigurosamente las recomendaciones éticas internacionales
para investigacion y ensayos clinicos en humanos recogidas en las declaraciones internacionales
¢ticas de Helsinki, las recomendaciones de la OMS, el codigo deontologico, las derivadas de la
legislacion espafiola sobre ensayos clinicos (Ley 29/2006 de 26 de Julio, de garantias y uso
racional de los medicamentos y productos sanitarios, Real Decreto 223/2004 de 6 de febrero, por
el que se regulan los ensayos clinicos con medicamentos), asi como las normas de la Conferencia
Internacional de Armonizacion (ICH) sobre Buena Practica Clinica (BPC).

El investigador debe obtener aprobacion por escrito del CEIC para el protocolo y el formulario
de consentimiento informado, asi como aprobacion de la AEMPS segtn la legislacion vigente.
Se recomienda que el investigador informe al médico de cabecera del paciente de su
participacion en el estudio, si el paciente tiene un médico de cabecera y si el paciente o sus
tutores estan de acuerdo en que se le notifique.
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El ensayo se realiza en contexto pragmatico y no parece contravenir ninguno de los principios
éticos, puesto que se busca el tratamiento del hiperandrogenismo ovarico de las adolescentes por
medio de una pauta que a priori se espera que induzca una mejor tolerancia que los tratamientos
convencionales.

El investigador considera que el ensayo es eticamente correcto puesto que se ampara en datos
solidos de la bibliografia, una experiencia acreditada sobre el tema y tiene como objetivo la
busqueda de un tratamiento mejor y mejor tolerado en unas condiciones que cumplen los
estandares y la legislacion actuales.

Consentimiento informado

El investigador es responsable de asegurarse que los pacientes y sujetos participantes en el
ensayo. o sus representantes legales comprenden los riesgos y beneficios de su participacion en
el estudio, respondiendo a cualquier pregunta que cualquiera de ellos pudiera plantear durante el
mismo, y compartiendo de manera oportuna cualquier informacidon nueva que pudiera influir en
la decision de su participacion en el estudio.

La hoja de informacion para pacientes/representantes legales se utilizara para explicar en
términos sencillos, los riesgos y beneficios de la participacion del paciente en el estudio, antes de
su inclusion en el mismo, y para documentar que han comprendido perfectamente dichos riesgos
y beneficios, y que desean que el paciente participe en el mismo (Anexo IV).

Los padres o responsables legales de las pacientes y sujetos participantes seran informados de los
procedimientos no invasivos para la seleccion, que requeriran la practica de determinaciones
analiticas y pruebas complementarias que pueden considerarse minimamente invasivas. Se
informara también de los objetivos y procedimientos del ensayo y demads detalles incluidos en las
normas de buena préctica clinica. Atendiendo a la edad de las pacientes se les facilitara una hoja
de informacion especifica.

El investigador es responsable de asegurarse que todos los pacientes/representantes legales
proporcionen el consentimiento informado por escrito. Esta responsabilidad incluye la obtencion
de las firmas correspondientes, junto con la fecha, en el documento de consentimiento
informado, antes de la realizacion de cualquiera de los procedimientos del protocolo y
previamente a la administracion de los fArmacos en estudio (Anexo IV).

En cualquier momento del estudio, el paciente podra retirase del estudio sin expresion de causa y
sin que por ello se derive responsabilidad ni perjuicio alguno.

11. Confidencialidad de los datos
11.1 Identificacion del paciente

El paciente se identificard con un nimero de orden y el de ensayo ademas de las iniciales del
nombre y los dos apellidos, a fin de cumplir en todo momento con las normas de BPC y con la
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confidencialidad de datos segun la Ley 15/1999. En el cuaderno de recogida de datos se
especifica las normas par adjudicar los nimeros de censo y en el aparto 5.2 los relativos al
disefio y aleatorizacion.

11.2 Confidencialidad de los datos

Al firmar este protocolo, el investigador garantiza al PROMOTOR que la informacién que reciba
de éste se mantendrd confidencial y que sélo sera divulgada al CEIC, a la institucién de
pertenencia y a los empleados en el marco de un compromiso de confidencialidad adecuado
(Anexo VI). Los datos generados por este estudio serdn considerados confidenciales por el
investigador, excepto para su inclusion en una publicacion, tal como se sefiala en la seccion
Publicaciones del protocolo.

La identidad del paciente sera mantenida de forma confidencial a lo largo de todo el estudio y los
datos referidos a cada paciente, se transmitirdn, si fuera necesario, encriptadamente.

Los datos obtenidos se trataran segun la ley 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter
Personal. De acuerdo con dicha ley, los datos personales que se requieren de los pacientes son
los necesarios para cubrir los objetivos del estudio. Los pacientes/representantes legales
participantes en el ensayo clinico tienen derecho al acceso a sus datos personales y a solicitar su
rectificacion o cancelacion.

11.3 Confidencialidad de los registros de pacientes

El investigador deberd garantizar el anonimato de los pacientes y los sujetos participantes, y que
su identidad est4 protegida de terceras partes no autorizadas. En los CRDs u otros documentos
enviados al PROMOTOR, los pacientes no seran identificados por sus nombres sino por un
codigo de identificacion.

El investigador mantendra un registro de reclutamiento de pacientes y sujetos participantes con
los codigos, los nombres y las direcciones. Ademas deberd garantizar la confidencialidad de la
informacion recogida.

Al firmar el protocolo, el investigador acepta que el PROMOTOR (o el representante del
PROMOTOR), el CEIC o cualquier organismo legal pueda consultar y/o copiar los documentos
del estudio a fin de verificar los datos de los CRDs. Al firmar el formulario de consentimiento,
los pacientes, sujetos participantes y sus representantes legales aceptan este proceso. En caso de
que vayan a fotocopiarse los documentos del estudio durante la verificacion de la informacion de
las hojas de trabajo/CRDs, el paciente o sujeto participante se identificard mediante un solo
codigo; los nombres completos/iniciales se ocultaran antes de su transmision al PROMOTOR.

11.4 Confidencialidad de la informacion del investigador

Al firmar este protocolo, el investigador acepta que determinada informacion de identificacion
personal sobre ¢él, los sub-investigadores y el personal del centro de estudio puede ser utilizada y
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divulgada con fines de gestion del estudio, formando parte de solicitudes administrativas y por
imperativo legal.

Esta informacioén puede comprender:

e Nombre, direccion, nimero de teléfono y direccion de correo electrénico;

e Direccion y numero de teléfono del hospital o consulta;

e Curriculo u otro resumen de los titulos y credenciales; y

e Otra documentacion profesional.

De conformidad con los objetivos antes descritos, esta informacion puede transmitirse al
PROMOTOR. Ademas, el nombre del investigador y la direccion/nimero de teléfono del

hospital/c

linica pueden aparecer al comunicar determinados acontecimientos adversos graves a

las autoridades sanitarias o a otros investigadores. Al firmar este protocolo, el investigador
acepta expresamente estos usos y divulgaciones.

12. Responsabilidades en el Estudio

12.1 Responsabilidades del Promotor

v

Establecer y mantener un sistema de garantias y control de calidad, con
procedimientos normalizados de trabajo escritos, de forma que los ensayos sean
realizados y los datos generados, documentados y comunicados de acuerdo con el
protocolo, las normas de buena practica clinica y lo dispuesto en el Real Decreto
223/2004.

Firmar, junto con el investigador que corresponda, el protocolo y cualquiera de sus
modificaciones.

Seleccionar al investigador mas adecuado segin su cualificacion y medios
disponibles, y asegurarse de que éste llevara a cabo el estudio tal como esta
especificado en el protocolo.

Proporcionar la informacion basica y clinica disponible del producto en investigacion
y actualizarla a lo largo del ensayo.

Solicitar el dictamen del CEIC y la autorizacion de la AEMPS, asi como
suministrarles la informacion y recabar las autorizaciones que procedan, sin perjuicio
de la comunicacion a las Comunidades Autonomas, en caso de modificacion o
violacion del protocolo o interrupcion del ensayo, y las razones para ello.

Suministrar de forma gratuita los medicamentos en investigacion, garantizar que se
han cumplido las normas de correcta fabricaciéon y que las muestras estan
adecuadamente envasadas y etiquetadas. También es responsable de la conservacion
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de muestras y sus protocolos de fabricacion y control, del registro de las muestras
entregadas y de asegurarse que en el centro donde se realiza el ensayo existird un
procedimiento correcto de manejo, conservacion y uso de dichas muestras.
Excepcionalmente, se podran acordar con el centro otras vias de suministro.

<

Designar el monitor que vigilara la marcha del ensayo.

v Mantener unos registros detallados de todos los acontecimientos adversos que le sean
comunicados por los investigadores. Estos registros se presentardn a la AEMPS
cuando ésta asi lo solicite.

v' Comunicar a las autoridades sanitarias, a los investigadores y a los CEICs
involucrados en el ensayo las sospechas de reacciones adversas graves e inesperadas
de conformidad con lo establecido en los articulos 43 a 46 del Real Decreto 223/2004.

v' Proporcionar al investigador y al CEIC, de forma inmediata, cualquier informacion de
importancia a la que tenga acceso durante el ensayo.

v’ Proporcionar compensacion economica a los tutores de los pacientes en caso de lesion
o muerte relacionadas con el ensayo. Proporcionar al investigador cobertura legal y
economica en estos casos excepto cuando la lesion sea consecuencia de negligencia o
mala practica del investigador.

v' Acordar con el investigador las obligaciones en cuanto al tratamiento de datos,
elaboracion de informes y publicacion de resultados. En cualquier caso, el promotor
es responsable de elaborar los informes finales o parciales del ensayo y comunicarlos
a quien corresponda.

v El promotor dispondra de un punto de contacto, donde los tutores de los pacientes del
ensayo puedan obtener mayor informaciéon sobre éste, que podrd delegar en el
investigador.

v" Notificar a la AEMPS y CEICs implicados la finalizacion del ensayo en el plazo de
90 dias. Si la finalizacion fuese prematura, dicho plazo seria de 15 dias incluyendo
que el informe incluya los datos obtenidos hasta el momento de su conclusion
anticipada, asi como los motivos de ésta, y en su caso las medidas adoptadas en
relacion con los pacientes participantes en el ensayo.

v Remitir a la AEMPS y CEICs implicados el plazo de un afio desde el final del ensayo
un resumen del informe final sobre los resultados del ensayo.

u uracio uperi un afio, A i s qu
v" Cuando la duracion del ensayo sea superior a un afio, serd necesario ademas que el
promotor remita un informe anual sobre la marcha del ensayo.

v" Remitir a la AEMPS, Comunidades Autéonomas y CEICs implicados informe
periodico de seguridad anualmente hasta el final del ensayo y siempre que lo soliciten
autoridades sanitarias o CEICs implicados. Se deberd remitir un informe de
evaluacion «ad hocy» siempre que exista un problema de seguridad relevante.
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<

12.2 Responsabilidades del Investigador
Estar de acuerdo y firmar junto con el promotor el protocolo del ensayo.
Conocer a fondo las propiedades de los medicamentos en investigacion.

Garantizar que el consentimiento informado se recoge de conformidad a lo
establecido en el Real Decreto 223/2004.

Recoger, registrar y notificar los datos de forma correcta y garantizar su veracidad.

Notificar inmediatamente los acontecimientos adversos graves o inesperados al
promotor.

Garantizar que todas las personas implicadas respetaran la confidencialidad de
cualquier informacion acerca de los pacientes del ensayo, asi como la proteccion de
sus datos de caracter personal.

Informar regularmente al CEIC de la marcha del ensayo.

Corresponsabilizarse con el promotor de la elaboracion del informe final del ensayo,
dando su acuerdo con su firma.

12.3 Responsabilidades del Monitor

Trabajar de acuerdo con los procedimientos normalizados de trabajo del promotor,
visitar al investigador antes, durante y después del ensayo para comprobar el
cumplimiento del protocolo, garantizar que los datos son registrados de forma
correcta y completa, asi como asegurarse de que se ha obtenido el consentimiento
informado de todos los pacientes/tutores de los pacientes antes de su inclusion en el
ensayo.

Cerciorarse de que los investigadores y el centro donde se realizara la investigacion
son adecuados para este proposito durante el periodo de realizacion del ensayo.

Asegurarse de que tanto el investigador principal como sus colaboradores han sido
informados adecuadamente y garantizar en todo momento una comunicacion rapida
entre investigador y promotor.

Verificar que el investigador cumple el protocolo y todas sus modificaciones
aprobadas.

Comprobar que el almacenamiento, distribucion, devolucion y documentacion de los
medicamentos en investigacion es seguro y adecuado.

Remitir al promotor informes de las visitas de monitorizacion y de todos los contactos
relevantes con el investigador.
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13  Acceso Directo a los Datos/ Documentos Fuente

El PROMOTOR del estudio garantiza que el investigador o la institucion permitiran el acceso
directo a los datos o documentos fuente para la realizacion de la monitorizacion, la auditoria, la
revision por el CEIC, asi como la inspeccion del ensayo por las Autoridades Sanitarias.

En este estudio no esta previsto que el CRD constituya documento fuente para ningiin dato que
se recoja a lo largo del mismo.

En aquellos casos de documentos fuente en soporte electronico, el monitor tendrd acceso a los
mismos bajo supervision del personal del estudio. Si esto no fuese posible, el personal del
estudio los proporcionara en papel, firmados y fechados.

14 Manejo de los Datos y Archivos de Registro.

Registro de los datos

El CRD sera elaborado antes del inicio del estudio y se realizara en papel. Las anotaciones en el
CRD seran comparadas por el monitor del estudio con los contenidos en las historias clinicas de
los pacientes.

El monitor del estudio realizara visitas periddicas a los centros del estudio en las que revisara la
informacion registrada por los investigadores en los CRDs y los contrastara con los documentos
fuente originales, con objeto de asegurar en conjuncién con los investigadores participantes, que
los datos recogidos sean exactos, completos y fiables.

Cuando existan dudas sobre la exactitud de alguno de los datos contenidos en el CRD, el monitor
del estudio contactard con el investigador para las aclaraciones pertinentes. Todas las
correcciones realizadas en el CRD deberan ir firmadas y fechadas por la persona que las realice.

Una vez recogidos los CRDs, se introduciran por duplicado en una base de datos validada, con
accesos restringidos por nivel de usuario, provista de filtros de deteccion de inconsistencias y
con trazabilidad de los datos hasta el cierre final de la misma. Si en el momento de la validacion
de los datos en la base de datos se detectan inconsistencias, se contactara con los centros para su
resolucion.

Conservacion de la documentacion del estudio

El investigador debe mantener un archivo adecuado y exacto sobre la realizacion del estudio, con
toda la documentacion para poder verificar posteriormente los datos del mismo.

El investigador debera conservar la documentacion del estudio en un archivo durante un minimo
de 15 afios después de haber finalizado o interrumpido el estudio. Después de este periodo, los
documentos podran ser destruidos segun la normativa local vigente.

Si el investigador desea asignar los archivos del estudio a una tercera parte o trasladarlos de
lugar, debera informar previamente al PROMOTOR del estudio.

Si el investigador no puede garantizar la conservacion del archivo o parte del mismo en el centro
de investigacion, deberd acordar con el PROMOTOR su archivo en un depdsito sellado fuera del
centro, de forma que pueda ser devuelto sellado al investigador en caso de auditoria. Alli donde
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sean necesarios los documentos fuente para el cuidado de un paciente concreto, se haran copias
para el almacenamiento fuera del centro.

Los datos completos de filiacion y el consentimiento por escrito se guardaran en el archivo del
investigador.

Modificacion del protocolo

Las peticiones por parte de los investigadores para modificar el protocolo se realizaran tras
consulta con el PROMOTOR e investigador coordinador, y deberan ser redactadas y acordadas
entre ambos.

Todas las modificaciones al protocolo deberan enviarse al CEIC o correspondiente, para
informarle y obtener su aprobacion de acuerdo con la normativa vigente, y a la AEMPS si
procede. Deberd esperarse a la aprobacion antes de implementar ninguna modificacion, a
excepcion de aquellos casos en los que los pacientes del estudio corran un riesgo inminente, o
cuando los cambios s6lo hagan referencia a aspectos administrativos o logisticos del estudio
(p.ej. cambio de numero de teléfono).

Si se dieran circunstancias que pudieran poner en peligro la seguridad de los pacientes del
estudio, el promotor y el investigador adoptaran las medidas urgentes oportunas para proteger a
los pacientes de cualquier riesgo inmediato. El promotor informara lo antes posible tanto a la
AEMPS como a los CEICs implicados en el ensayo de dichas circunstancias y de las medidas
adoptadas.

15 Control y Garantia de Calidad

Procedimientos normalizados de trabajo

Al firmar este protocolo, el PROMOTOR acepta la responsabilidad de implantar y mantener
sistema de control y garantia de calidad con procedimiento normalizado de trabajo por escrito
para garantizar que se realizan los estudios y que se generan, documentan y comunican los datos
cumpliendo el protocolo, las normas aceptadas sobre BPC y todas las leyes, normas y
reglamentos estatales y locales relacionadas con la ejecucion del estudio clinico.

Auditoria e inspeccion

Al firmar este protocolo, el investigador acepta permitir la monitorizacion, auditoria, revision por
el CEIC e inspeccion por las autoridades competentes de los documentos y procedimientos
relacionados con el ensayo, y facilitar acceso directo a todos los datos y documentos originales
relacionados con el estudio.

El investigador facilitara al PROMOTOR la documentacion del estudio con prontitud y en su
totalidad previa peticion y ademés la documentacion estara disponible en el centro del
investigador a peticion para inspeccion, copia, revision y auditoria en momentos razonables por
parte de representantes del PROMOTOR o de cualquier organismo regulador. El investigador
acepta tomar con prontitud las medidas razonables solicitadas por el PROMOTOR como
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consecuencia de una auditoria para solventar deficiencias en la documentacion del estudio y en
las hojas de trabajo/CRDs.

El investigador informard sin dilacion al PROMOTOR de cualquier inspeccion de las
autoridades sanitarias realizada para este estudio.

Las personas excluidas de la realizacion o intervencion en estudios clinicos por cualquier juez u
organismo regulador no podran realizar ni intervenir en este estudio. El investigador informara
inmediatamente por escrito al PROMOTOR si alguna persona implicada en el estudio estd
excluida, pendiente de exclusion o, en opinién del investigador, amenazada de la misma.

16 Financiacion y Seguro

El presente ensayo clinico se financiard con un Fondo del Ministerio de Sanidad y Politica
Social.

El investigador se compromete a no solicitar ninguna compensacion econdmica a los pacientes, a
sus compafiias de seguros ni a los programas gubernamentales por los procedimientos incluidos
en el estudio.

El PROMOTOR contratara un seguro de responsabilidad civil que cubra las responsabilidades
del PROMOTOR, del investigador principal y de los investigadores colaboradores y del hospital
o centro donde se lleva a cabo el estudio ante posibles dafios y perjuicios que afecten o puedan
afectar a la salud del paciente incluido en el ensayo desde su inclusion y hasta un afio después de
su finalizacion, tal y como exige la normativa vigente.

17 Uso de la Informacion y Politica de Publicaciones

El PROMOTOR se encargara de llevar a cabo el registro de los datos del estudio en una base de
datos de acceso publico de ensayos clinicos (p.ej. www.clinicaltrials.gov), con objeto de
posibilitar la publicacion posterior de los datos del estudio en una revista de investigacion
biomédica de reconocido prestigio. Ademas, y de acuerdo con el RD 223/2004 el PROMOTOR
se compromete a la publicacion de los resultados del estudio, tanto positivos como negativos.

La publicacion que se derive del estudio debe incluir la aportacion del investigador y del
personal del PROMOTOR. Tal aportacion se reflejara en la autoria de la publicacion, y siempre
que sea posible se establecerda un acuerdo preliminar respecto a la estrategia para el orden de los
nombres de los autores antes de la realizacion del estudio.

El PROMOTOR debera tener la oportunidad de revisar todos los resimenes, manuscritos o
presentaciones relativas a este estudio 60 dias antes de su envio para publicacién/presentacion.

Toda la informacion identificada por el PROMOTOR como confidencial debera eliminarse antes
de enviar el manuscrito. La revision del PROMOTOR podré acelerarse para cumplir las normas
de la publicacion.

18 Productos en investigacion
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18.1 Farmacos Experimentales:

Los productos en investigacion, tanto el tratamiento de ensayo como el de control son productos
comercializados y han sido descritos en el apartado 3.3 y subapartados 3.3.1 y 3.3.2, consistentes
en:

El tratamiento experimental consistira en la asociacion de Pioglitazona, Espironolactona y
Metformina (Abreviadamente PioSpiMet) que se administrard en forma de comprimidos
comerciales de los siguientes productos:

o Metformina Sandoz®; comprimidos; composicién cualitativa y cuantitativa:
clorhidrato de metformina, 850 mg. Excipientes, c.s.p. Elaboracion: Laboratorios
Sandoz. Dosis: 850 mg/dia.

o Aldactone Pfizer®; comprimidos; composicion cualitativa y cuantitativa:
espironolactona, 100 mg. Excipientes: Nucleo: sulfato de calcio dihidratado,
almidén de maiz sin gluten, polividona K-30, aroma de menta, estearato de
magnesio. Cubierta: hidroxipropilmetilcelulosa 2910, 5 Cps;
hidroxipropilmetilcelulosa 2910, 15 cps; polietilenglicol 400; opaspray M-1-7111
B (blanco). Elaboracion: Laboratorios Pfizer. Dosis: 50 mg/dia.

. Pioglitazona Cinfa®; comprimidos; composicion cualitativa y cuantitativa:
clorhidrato de pioglitazona, 15 mg. Excipientes, carmelosa de calcio, hidroxipropil
celulosa, lactosa monohidrato, estearato de magnesio. Entidad elaboradora:
Laboratorios Cinfa. Dosis: 7,5 mg/dia.

En el anexo VII a este protocolo se adjuntan las fichas técnicas correspondientes, como
“Descripcion Técnica de los Productos de Ensayo™.

18.2 Farmacos de Control:
El tratamiento de control consistira en la asociacion de:

e -Loette Diario®; comprimidos; composicién cualitativa y cuantitativa: EE, 20 png;
LNG, 100 pg. Dosis: 1 comp/dia.

Ambos productos figuran asociados en comprimidos en un mismo preparado comercial para
la administracion en una sola toma diaria.

En el anexo VII a este protocolo se adjunta la ficha técnica correspondiente, como
“Descripcion Técnica de los Productos de Ensayo™.
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18.3 Identificacion del producto

Los productos de este ensayo son todos comercializados, por lo tanto se conservara el envase y
los acondicionadores tal como proceden. Se perparardn unas etiquetas adhesivas para pegar en
uno de los bordes del cartonaje de los envases en que se indicard al grupo de tratamiento que
procede y el nombre del paciente y se acompanaran de la receta de la prescripcion,
entregandosele al paciente en cada una de las visitas. Se tomara nota de todas las caracteristicas
del etiquetado para garantizar en todo momento la trazabilidad del estudio, segun las normas del
sistema de calidad del Servicio de Farmacia.

18.3.1 Manejo y dispensacion

El investigador principal dispondra las cantidades necesarias de la medicacién de ensayo y las
conservard en las condiciones adecuadas para proceder a su administracién segin indicaciones
del Servicio de Farmacia de cada Hospital.

18.3.2 Empaquetado y etiquetado

Toda la medicacion de ensayo son medicamentos comercializados por lo que no se van a
cambiar sus envoltorios. La medicacion sera dispensada por el Servicio de Farmacia del hospital,
que tomara nota de los lotes y fechas de caducidad. A cada visita se recogeran los envases
utilizados y se tomara nota de las posibles incidencias. Como el ensayo se realiza en un contexto
pragmatico se procurara alterar minimamente el proceso de dispensacion y administracion de los
medicamentos. A cada paciente se le entregard un cuaderno de tratamiento en que anotard
diariamente la medicacion tomada y las posibles incidencias.

18.3.3 Solicitudes de suministro
La peticion de los medicamentos de ensayo se efectuard por el investigador principal al Servicio
de Farmacia, mediante el modelo de peticion incluido en el apartado de documentos y registros
asociados.

18.3.4 Deposito del producto en investigacion
Los productos utilizados en este ensayo estaran custodiados en los Servicios de Farmacia y se

entregaran segun las normas de dispensacion de productos en ensayo clinico.

18.3.5 Devolucion del producto en Investigacion
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Al finalizar el ensayo o bien la fase de administracion del farmaco, el investigador principal hara
balances de la medicacion de ensayo, anotando en la Hoja de Altas/Bajas de medicamentos de
ensayo medicacion utilizada en la realizacion del ensayo y la medicaciéon sobrante. A
continuacion, el investigador principal procede a la devolucion de la medicacion de ensayo
sobrante al servicio de Farmacia, utilizando un procedimiento previamente acordado.

18.3.6 Destruccion del producto en Investigacion

El servicio de Farmacia procedera a la destruccion de la medicacion de ensayo sobrante,
firmando un recibo y siguiendo los procedimientos que tengan prevista para la destruccion del
producto en Investigacion.

19  Analisis Estadistico. Valoracion de la Eficacia y de la Seguridad

Planteo general

El analisis estadistico se enfoca a permitir una evaluacion cuantitativa global y una interpretacion
correcta de los resultados del ensayo que permita concluir la eficacia o no del preparado utilizado
y la seguridad en las condiciones en que se haya empleado.

Comprende los siguientes puntos:
Estudio de casos:
Datos clinicos y de seguridad
Exploraciones complementarias
Evaluacion de variables primarias

Estadistica descriptiva y evaluacion de los datos

Se utilizara el programa informatico SPSS version 19.0. Se transformardn matematicamente las
variables cuantitativas que no sigan una distribucion normal. Se comprobard (ANOVA), si
existen diferencias basales en variables clinicas, analiticas y genéticas (medidas como variables
cuantitativas). Para estudiar los cambios longitudinales de las variables clinicas, analiticas y
genéticas, se utilizard el modelo lineal general para andlisis repetidos, ajustando por factores de
confusion en caso necesario. Se analizara la asociacion entre pardmetros endocrino-metabolicos
(variables cuantitativas), clinicos y genéticos (medidos como variables cuantitativas) mediante
analisis de correlacion y regresion lineal multiple. Se hard un analisis estadistico por intencion a
tratar y otro con los pacientes que hayan completado el seguimiento. Se considerard
estadisticamente significativo un valor de p<0.05.
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Se realizard un andlisis estadistico de la informacion generada con los primeros 20 sujetos
durante el primer afio del estudio. En el segundo afio se realizara un analisis transversal de toda
la informacion generada y un analisis longitudinal de los sujetos incluidos durante los primeros 6
meses del estudio.

En esta seccion, adicionalmente se resefian los procedimientos y la estrategia del analisis
estadistico.

Criterios para el analisis

Una vez monitorizados los CRDs se introduciran por duplicado en una base de datos validada,
con accesos restringidos por nivel de usuario, provista de filtros de deteccion de inconsistencias
y con trazabilidad de los datos hasta el cierre final de la misma.

Una vez que todos los pacientes que permanezcan en el estudio lo hayan completado, se haya
completado la revision médica/cientifica del mismo, se hayan identificado las personas que han
infringido el protocolo, y los datos se hayan declarado completos, se completara el analisis y se
preparara un informe del estudio clinico.

Numero de pacientes/pacientes y tamafio de la muestra

En un estudio reciente realizado en adolescentes con hiperandrogenismo ovarico asociado a
hiperinsulinismo y marcadores de riesgo cardiovascular (P109/90444, refs.1,2, de Ia
Metodologia), tratadas con la combinacion PioFluMet (conteniendo como antiandréogeno la
flutamida, que en este estudio sera sustituida por la espironolactona), se ha observado en el
primer afio: un aumento de la sensibilidad a la insulina (Homeostasis Model Assessment,
HOMA) (3), una disminucién de la insulina basal, una reduccioén de la grasa abdominal total y
visceral, del contenido de lipidos intrahepatico y de la cIMT. Las cifras de insulina disminuyen
un 20% sobre valores basales, la grasa abdominal visceral se reduce en un 25%, el IHLC en un
40%, y el cIMT en un 22%.. Los resultados preliminares del estudio FSJD-PioSpiMet-2012 en el
que se ha sustituido la flutamida por espironolactona se confirman estos datos (3). Por tanto, si se
quiere obtener una potencia minima de la prueba del 80% con un nivel de significacion de
p<0.05 y detectar una diferencia en el cambio de la sensibilidad a la insulina o en las variaciones
de la grasa visceral o del contenido de lipidos intrahepatico durante los 18 meses de tratamiento
de 0,8 multiplos de DE entre los dos grupos, se deben incluir en cada grupo 17 pacientes. Se ha
aumentado el numero de pacientes (n=20 por grupo) para garantizar el tamafo muestral en caso
de pérdidas en el seguimiento.

Se adoptara, para todos los analisis estadisticos de este estudio, un nivel de confianza (1-o)) de
0,95. Se fija como objetivo una potencia de los contrastes (1-f) de 0,80. Para detectar una
diferencias de medias tal que se considere un tamafo del efecto mediano (segiin Cohen, d = 0,5),
se ha calculado una muestra total final de 102 pacientes. Teniendo en cuenta un 10% de
mortandad experimental, la muestra inicial deberia estar compuesta por 114 pacientes.
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Teniendo en cuenta el objetivo principal del estudio, y la hipotesis de partida, el calculo de
tamafio muestral se ha realizado considerando una prueba t para dos muestras independientes, en
un contraste unilateral.

Procedimiento para contabilizar datos perdidos, no utilizados y erréneos

Se utilizaran técnicas de doble verificacion en la introduccion de datos en la Base de Datos. Los
datos considerados no erréneos seran depurados tras una tercera comprobacion de dichos datos y
estas discrepancias seran contrastadas con el equipo investigador.

Los datos perdidos, esto es, que no sea posible recuperar u obtener seran reportados
posteriormente en la presentacion de resultados. Siempre se mantendra el analisis por intencion
de tratar independientemente de esta circunstancia.

Desde el momento en el que los pacientes o sujetos hayan finalizado su participacion en el
ensayo prematuramente, no se recogera ningun dato adicional, si bien los datos recogidos hasta
ese momento se utilizaran para el analisis por Intencion de Tratar (especialmente en el analisis de
seguridad).

Cambios en el plan estadistico inicial

Al igual que el resto de la documentacion que pertenece al protocolo, cualquier cambio en el
plan estadistico inicial (en el analisis principal o secundarios y que sean cambios importantes),
sera considerado una modificacion del protocolo y se debera actuar como lo descrito en el
apartado correspondiente a modificacion del protocolo.

Analisis intermedios

Se realizard un andlisis estadistico de la informacion generada con los primeros 20 sujetos
durante el primer afio del estudio. En el segundo afio se realizara un analisis transversal de toda
la informacion generada y un analisis longitudinal de los sujetos incluidos durante los primeros 6
meses del estudio.

Aleatorizacion

Los pacientes seran asignados a cada uno de los dos grupos del ensayo (grupo control o
experimental) por un generador informatico de asignacion aleatoria.

La proporcién de pacientes que recibird cada tratamiento sera de 1:1. La aleatorizacién se
realizard en bloques y la realizara un investigador independiente (Dra. Marta Diaz) mediante el
programa: http://www.sealedenvelope.com, y sera controlada por edad e indice de masa corporal
(IMC).

Los nimeros de los pacientes se asignaran en orden creciente, a medida que sean admitidos en el
estudio. Los nimeros de aleatorizacion seran los numeros de los pacientes.
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Anexo I Centros e Investigadores Participantes

Equipo investigador

El ensayo se llevara a cabo en el hospital de Sant Joan de Déu de Barcelona.

El equipo investigador forma parte de la Seccién de Endocrinologia, Hospital Sant Joan de Déu,
dirigido por la investigadora principal Dra. Lourdes Ibaiiez y coordinadora del proyecto, que
cuenta con la colaboracion de la Dra. Paula Casano, para llevar a cabo inclusion y seguimiento
de pacientes, la recogida de datos y analisis de datos, ademas en la elaboracién de manuscritos.
La Dra. Ibafiez y la Dra. Giorgia Sebastiani llevaran a cabo la cuantificacion de la adiposidad
visceral y del grosor de la intima carotidea (ecografia). Adicionalmente realizaran el proceso de
tabulacion y analisis de datos ecograficos.

En el Servicio de Obstetricia y Ginecologia, Hospital Sant Joan de Déu colaborara la Dra.
Cristina Salvador con la inclusioén y seguimiento de pacientes, asi como en la recogida y analisis
de datos.

Los andlisis clinicos generales y las exploraciones complementarias se efectuaran en los
servicios de Laboratorio del Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona. Las muestras de saliva,
fecales y el tejido adiposo subcutaneo se almacenaran en el Laboratorio de Investigacion de la
Fundacion Sant Joan de Déu, donde se realizaran los estudios de polimorfismos de DENNDIA
en sangre periférica y de expresion génica en TAB. La Dra Marta Diaz esta especializada en las
determinaciones particulares del ensayo, especificamente, en la valoracion de las adipoquinas
(adiponectina total y de alto peso molecular, osteocalcina total y decarboxilada), que se realizara
exclusivamente en el Hospital Sant Joan de Déu. El laboratorio hormonal del Hospital Sant Joan
de Déu posee los analizadores necesarios para la determinacion de las variables analiticas de
estudio, como un analizador por quimioluminiscencia para determinaciones automaticas de
parametros hormonales. Adicionalmente la Dra. Marta Diaz colaborard en la recogida y analisis
de datos y elaboracion de manuscritos. Los estudios de miRNAs se realizaran entre el
Laboratorio de Investigacion de la Fundacion Sant Joan de Déu y la empresa Bioarray SL
(Alicante). El estudio del microbioma se realiza por ASCIDEA SL (Barcelona).

Los estudios radiologicos, de imagen y otras pruebas complementarias se efectuardn en el
CETIR Centre Meédic Barcelona, con la colaboracion del Dr. Luis del Rio, en Ilas
determinaciones de DXA y RM abdomen y la Dra. Giorgia Sebastiani en determinaciones de
IMT carotideo.

El profesor Francesc Villarroya, del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la
Universidad de Barcelona e IP de CIBEROBN, asesora al equipo invesrigador en los estudios de
expresion en tejido adiposo. El Profesor Francis de Zegher, de la Universidad de Lovaina,
asesorara al equipo investigador en el analisis e interpretacion de datos y en la elaboracion de
futuros manuscritos.

Centros donde se realizara el ensayo
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La coordinacion y el desarrollo clinico de este ensayo se llevara a cabo en el: Servicios de
Endocrinologia del Hospital Sant Joan de Déu, Esplugues de Llobregat. Barcelona.
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Anexo Il DECLARACION DE HELSINKI

Principios éticos para las investigaciones meédicas en seres humanos

Adoptada por la 182 Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio 1964 y enmendada por la 292
Asamblea Médica Mundial, Tokio, Japén, octubre 1975, 352 Asamblea Médica Mundial, Venecia, ltalia,
octubre 1983, 412 Asamblea Médica Mundial, Hong Kong, septiembre 1989, 482 Asamblea
GeneralSomerset West, Sudafrica, octubre 1996, 522 Asamblea General, Edimburgo, Escocia, octubre 2000,
Nota de Clarificacidon del Parrafo 29, agregada por la Asamblea General de la AMM, Washington 2002, Nota
de Clarificacion del Parrafo 30, agregada por la Asamblea General de la AMM, Tokio 2004, 592 Asamblea
General, Seul, Corea, octubre 2008

A. INTRODUCCION

1. La Asociacion Médica Mundial (AMM) ha promulgado la Declaracion de Helsinki como una propuesta de
principios éticos para investigacion médica en seres humanos, incluida la investigacion del material humano
y de informacién identificables.

La Declaracion debe ser considerada como un todo y un parrafo no debe ser aplicado sin considerar todos
los otros parrafos pertinentes.

2. Aunque la Declaracién esta destinada principalmente a los médicos, la AMM insta a otros participantes en
la investigacion médica en seres humanos a adoptar estos principios.

3. El deber del médico es promover y velar por la salud de los pacientes, incluidos los que participan en
investigacion médica. Los conocimientos y la conciencia del médico han de subordinarse al cumplimiento de
ese deber.

4. La Declaracion de Ginebra de la Asociacion Médica Mundial vincula al medico con la formula "velar
solicitamente y ante todo por la salud de mi paciente”, y el Cédigo Internacional de Etica Médica afirma que:
"El médico debe considerar lo mejor para el paciente cuando preste atencion médica”.

5. El progreso de la medicina se basa en la investigacion que, en ultimo término, debe incluir estudios en
seres humanos. Las poblaciones que estan subrepresentadas en la investigacion médica deben tener un
acceso apropiado a la participacion en la investigacion.

6. En investigacién médica en seres humanos, el bienestar de la persona que participa en la investigacion
debe tener siempre primacia sobre todos los otros intereses.

7. El propdsito principal de la investigacidon médica en seres humanos es comprender las causas, evolucion
y efectos de las enfermedades y mejorar las intervenciones preventivas, diagndsticas y terapéuticas
(métodos, procedimientos y tratamientos). Incluso, las mejores intervenciones actuales deben ser evaluadas
continuamente a través de la investigacion para que sean seguras, eficaces, efectivas, accesibles y de
calidad.

8. En la practica de la medicina y de la investigacion médica, la mayoria de las intervenciones implican
algunos riesgos y costos.

9. La investigacion médica esta sujeta a normas éticas que sirven para promover el respeto a todos los
seres humanos y para proteger su salud y sus derechos individuales. Algunas poblaciones sometidas a la
investigacion son particularmente vulnerables y necesitan proteccién especial. Estas incluyen a los que no
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pueden otorgar o rechazar el consentimiento por si mismos y a los que pueden ser vulnerables a coercidon o
influencia indebida.

10. Los médicos deben considerar las normas y estandares éticos, legales y juridicos para la investigacién
en seres humanos en sus propios paises, al igual que las normas y estandares internacionales vigentes. No
se debe permitir que un requisito ético, legal o juridico nacional o internacional disminuya o elimine
cualquiera medida de proteccién para las personas que participan en la investigacion establecida en esta
Declaracion.

B. PRINCIPIOS PARA TODA INVESTIGACION MEDICA

1. En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la salud, la dignidad, la integridad,
el derecho a la autodeterminacion, la intimidad y la confidencialidad de la informacién personal de
las personas que participan en investigacion.

2. La investigacién médica en seres humanos debe conformarse con los principios cientificos
generalmente aceptados y debe apoyarse en un profundo conocimiento de la bibliografia cientifica,
en otras fuentes de informacion pertinentes, asi como en experimentos de laboratorio correctamente
realizados y en animales, cuando sea oportuno. Se debe cuidar también del bienestar de los
animales utilizados en los experimentos.

3. Al realizar una investigacion médica, hay que prestar atencion adecuada a los factores que puedan
danar el medio ambiente.

4, El proyecto y el método de todo estudio en seres humanos debe describirse claramente en un
protocolo de investigacion. Este debe hacer referencia siempre a las consideraciones éticas que
fueran del caso y debe indicar como se han considerado los principios enunciados en esta
Declaracion. El protocolo debe incluir informacion sobre financiamiento, patrocinadores, afiliaciones
institucionales, otros posibles conflictos de interés e incentivos para las personas del estudio y
estipulaciones para tratar o compensar a las personas que han sufrido dafios como consecuencia
de su participacion en la investigacion. El protocolo debe describir los arreglos para el acceso
después del ensayo a intervenciones identificadas como beneficiosas en el estudio o el acceso a
otra atencién o beneficios apropiadas.

5. El protocolo de la investigacion debe enviarse, para consideracion, comentario, consejo y
aprobacion, a un comité de ética de investigacion antes de comenzar el estudio. Este comité debe
ser independiente del investigador, del patrocinador o de cualquier otro tipo de influencia indebida.
El comité debe considerar las leyes y reglamentos vigentes en el pais donde se realiza la
investigacion, como también las normas internacionales vigentes, pero no se debe permitir que
éstas disminuyan o eliminen ninguna de las protecciones para las personas que participan en la
investigacion establecidas en esta Declaracion. El comité tiene el derecho de controlar los ensayos
en curso. El investigador tiene la obligacién de proporcionar informacion del control al comité, en
especial sobre todo incidente adverso grave. No se debe hacer ningun cambio en el protocolo sin la
consideracioén y aprobacion del comité.

6. La investigacién médica en seres humanos debe ser llevada a cabo sélo por personas con la
formacién y calificaciones cientificas apropiadas. La investigacidon en pacientes o voluntarios sanos
necesita la supervision de un médico u otro profesional de la salud competente y calificado
apropiadamente. La responsabilidad de la proteccidon de las personas que toman parte en la
investigacion debe recaer siempre en un médico u otro profesional de la salud y nunca en los
participantes en la investigacion, aunque hayan otorgado su consentimiento.
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7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

La investigacion médica en una poblacion o comunidad con desventajas o vulnerable sélo se
justifica si la investigacion responde a las necesidades y prioridades de salud de esta poblaciéon o
comunidad y si existen posibilidades razonables de que la poblacion o comunidad, sobre la que la
investigacion se realiza, podra beneficiarse de sus resultados.

Todo proyecto de investigaciéon médica en seres humanos debe ser precedido de una cuidadosa
comparacion de los riesgos y los costos para las personas y las comunidades que participan en la
investigacion, en comparacion con los beneficios previsibles para ellos y para otras personas o
comunidades afectadas por la enfermedad que se investiga.

Todo ensayo clinico debe ser inscrito en una base de datos disponible al publico antes de aceptar a
la primera persona.

Los médicos no deben participar en estudios de investigacion en seres humanos a menos de que
estén seguros de que los riesgos inherentes han sido adecuadamente evaluados y de que es
posible hacerles frente de manera satisfactoria. Deben suspender inmediatamente el experimento
en marcha si observan que los riesgos que implican son mas importantes que los beneficios
esperados o si existen pruebas concluyentes de resultados positivos o beneficiosos.

La investigacién médica en seres humanos sélo debe realizarse cuando la importancia de su
objetivo es mayor que el riesgo inherente y los costos para la persona que participa en la
investigacion.

La participacion de personas competentes en la investigacién médica debe ser voluntaria. Aunque
puede ser apropiado consultar a familiares o lideres de la comunidad, ninguna persona competente
debe ser incluida en un estudio, a menos que ella acepte libremente.

Deben tomarse toda clase de precauciones para resguardar la intimidad de la persona que participa
en la investigacion y la confidencialidad de su informacién personal y para reducir al minimo las
consecuencias de la investigacion sobre su integridad fisica, mental y social.

En la investigacién médica en seres humanos competentes, cada individuo potencial debe recibir
informacion adecuada acerca de los objetivos, métodos, fuentes de financiamiento, posible
conflictos de intereses, afiliaciones institucionales del investigador, beneficios calculados, riesgos
previsibles e incomodidades derivadas del experimento y todo otro aspecto pertinente de la
investigacion. La persona potencial debe ser informada del derecho de participar o no en la
investigacion y de retirar su consentimiento en cualquier momento, sin exponerse a represalias. Se
debe prestar especial atencidon a las necesidades especificas de informacién de cada individuo
potencial, como también a los métodos utilizados para entregar la informacion. Después de
asegurarse de que el individuo ha comprendido la informacion, el médico u otra persona calificada
apropiadamente debe pedir entonces, preferiblemente por escrito, el consentimiento informado y
voluntario de la persona. Si el consentimiento no se puede otorgar por escrito, el proceso para
lograrlo debe ser documentado y atestiguado formalmente.

Para la investigacién médica en que se utilice material o datos humanos identificables, el médico
debe pedir normalmente el consentimiento para la recoleccion, analisis, almacenamiento y
reutilizacién. Podra haber situaciones en las que sera imposible o impracticable obtener el
consentimiento para dicha investigacion o podria ser una amenaza para su validez. En esta
situacion, la investigacion sélo puede ser realizada después de ser considerada y aprobada por un
comité de ética de investigacion.
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16.

17.

18.

19.

20.

Al pedir el consentimiento informado para la participacion en la investigacion, el médico debe poner
especial cuidado cuando el individuo potencial esta vinculado con él por una relacion de
dependencia o si consiente bajo presiéon. En una situacion asi, el consentimiento informado debe ser
pedido por una persona calificada adecuadamente y que nada tenga que ver con aquella relacion.

Cuando el individuo potencial sea incapaz, el médico debe pedir el consentimiento informado del
representante legal. Estas personas no deben ser incluidas en la investigacion que no tenga
posibilidades de beneficio para ellas, a menos que ésta tenga como objetivo promover la salud de la
poblacion representada por el individuo potencial y esta investigaciéon no puede realizarse en
personas competentes y la investigacion implica sélo un riesgo y costo minimos.

Si un individuo potencial que participa en la investigacion considerado incompetente es capaz de
dar su asentimiento a participar o no en la investigacion, el médico debe pedirlo, ademas del
consentimiento del representante legal. El desacuerdo del individuo potencial debe ser respetado.

La investigacion en individuos que no son capaces fisica o mentalmente de otorgar consentimiento,
por ejemplo los pacientes inconscientes, se puede realizar sélo si la condicién fisica/mental que
impide otorgar el consentimiento informado es una caracteristica necesaria de la poblacién
investigada. En estas circunstancias, el médico debe pedir el consentimiento informado al
representante legal. Si dicho representante no estd disponible y si no se puede retrasar la
investigacion, el estudio puede llevarse a cabo sin consentimiento informado, siempre que las
razones especificas para incluir a individuos con una enfermedad que no les permite otorgar
consentimiento informado hayan sido estipuladas en el protocolo de la investigacion y el estudio
haya sido aprobado por un comité de ética de investigacion. El consentimiento para mantenerse en
la investigacion debe obtenerse a la brevedad posible del individuo o de un representante legal.

Los autores, directores y editores todos tienen obligaciones éticas con respecto a la publicacion de
los resultados de su investigacion. Los autores tienen el deber de tener a la disposicion del publico
los resultados de su investigacion en seres humanos y son responsables de la integridad y exactitud
de sus informes. Deben aceptar las normas éticas de entrega de informaciéon. Se deben publicar
tanto los resultados negativos e inconclusos como los positivos o de lo contrario deben estar a la
disposicion del publico..En la publicacion se debe citar la fuente de financiamiento, afiliaciones
institucionales y conflictos de intereses. Los informes sobre investigaciones que no se cifian a los
principios descritos en esta Declaracion no deben ser aceptados para su publicacion.

PRINCIPIOS APLICABLES CUANDO LA INVESTIGACION MEDICA SE COMBINA CON LA
ATENCION MEDICA

1. El médico puede combinar la investigacion médica con la atencién médica, sélo en la medida en que tal
investigacion acredite un justificado valor potencial preventivo, diagnéstico o terapéutico y si el médico tiene
buenas razones para creer que la participacion en el estudio no afectara de manera adversa la salud de los
pacientes que toman parte en la investigacion.

2. Los posibles beneficios, riesgos, costos y eficacia de toda intervencion nueva deben ser evaluados
mediante su comparacidn con la mejor intervencion probada existente, excepto en las siguientes
circunstancias:

- El uso de un placebo, o ningun tratamiento, es aceptable en estudios para los que no hay una intervencion
probada existente.
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- Cuando por razones metodoldgicas, cientificas y apremiantes, el uso de un placebo es necesario para
determinar la eficacia y la seguridad de una intervenciéon que no implique un riesgo, efectos adversos graves
o dafio irreversible para los pacientes que reciben el placebo o ningun tratamiento. Se debe tener muchisimo
cuidado para evitar abusar de esta opcién.

3. Al final de la investigacién, todos los pacientes que participan en el estudio tienen derecho a ser
informados sobre sus resultados y compartir cualquier beneficio, por ejemplo, acceso a intervenciones
identificadas como beneficiosas en el estudio o a otra atencién apropiada o beneficios.

4. El médico debe informar cabalmente al paciente los aspectos de la atenciéon que tienen relaciéon con la
investigacion. La negativa del paciente a participar en una investigacion o su decisién de retirarse nunca
debe perturbar la relacion médico-paciente.

5. Cuando en la atencién de un enfermo las intervenciones probadas han resultado ineficaces o no existen,
el médico, después de pedir consejo de experto, con el consentimiento informado del paciente o de un
representante legal autorizado, puede permitirse usar intervenciones no comprobadas, si, a su juicio, ello da
alguna esperanza de salvar la vida, restituir la salud o aliviar el sufrimiento. Siempre que sea posible, tales
intervenciones deben ser investigadas a fin de evaluar su seguridad y eficacia. En todos los casos, esa
informacion nueva debe ser registrada y, cuando sea oportuno, puesta a disposicion del publico.
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Anexo IV Hoja de informacion al paciente y Consentimiento Informado
Se entregaran en documento aparte.
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Anexo V Cuaderno de Recogida de Datos (CRD)
Se entregara en documento aparte.
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Anexo VI Firma del protocolo por el promotor e investigador principal
PROMOTOR
NOMBRE EN LETRAS DE FIRMA FECHA
IMPRENTA

INVESTIGADOR PRINCIPAL

Acepto realizar este estudio clinico de acuerdo con el disefio descrito en este protocolo y cumplir
todas sus normas; solo son aceptables las desviaciones del protocolo acordadas mutuamente
mediante una enmienda al protocolo.

Acepto realizar este estudio de acuerdo con las normas generalmente aceptadas sobre Buena
Practica Clinica y legislacion aplicable vigente.

Acepto también comunicar toda la informacion o los datos de acuerdo con el protocolo y, en
particular, acepto comunicar todos los acontecimientos adversos graves segin se define en el
mismo.

Acepto también utilizar todos los suministros clinicos proporcionados por el PROMOTOR vy
recoger y manipular todas las muestras clinicas de acuerdo con el protocolo.

Entiendo que se utilizara y divulgara informacion que me identifica segin se describe en el
protocolo.

Dado que la informacién contenida en este protocolo es confidencial, soy consciente de que se
prohibe su divulgacion a terceros, salvo las personas implicadas en la aprobacion, supervision o
realizacion del estudio. Garantizaré que se toman las precauciones necesarias para proteger tal
informacion de posibles pérdidas, revelaciones involuntarias o accesos por parte de terceros.

He leido este protocolo y acepto llevar a cabo este ensayo clinico de acuerdo con todas las
estipulaciones del protocolo segin la Ley 29/2006 de garantias de uso racional de los
medicamentos y productos sanitarios, el Real Decreto 223/2004 por el que se regulan los ensayos
clinicos con medicamentos y la Orden SCO 256/2007, sobre la aplicacién de las normas de
Buena Practica Clinica. Asi mismo se efectuara segin la declaracion de Helsinki del afio 2008 y
demas normativas internacionales aplicables.

NOMBRE EN LETRAS DE FIRMA FECHA
IMPRENTA
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Anexo VII Fichas técnicas de los medicamentos utilizados en el estudio.

Se adjuntan en documento aparte, las siguientes fichas técnicas:

» Metformina Sandoz®; comprimidos; composicion cualitativa y cuantitativa: clorhidrato
de metformina, 850 mg. Excipientes, c.s.p. Elaboracion: Laboratorios Sandoz. Dosis:
850 mg/dia.

» Aldactone Pfizer®; comprimidos; composicion cualitativa y  cuantitativa:
espironolactona, 100 mg. Excipientes: Nucleo: sulfato de calcio dihidratado, almidon
de maiz sin gluten, polividona K-30, aroma de menta, estearato de magnesio. Cubierta:
hidroxipropilmetilcelulosa 2910, 5 cps; hidroxipropilmetilcelulosa 2910, 15 cps;
polietilenglicol 400; opaspray M-1-7111 B (blanco). Elaboracion: Laboratorios Pfizer.
Dosis: 50 mg/dia.

» Pioglitazona Cinfa®; comprimidos; composicion cualitativa y cuantitativa: clorhidrato
de pioglitazona, 15 mg. Excipientes, carmelosa de calcio, hidroxipropil celulosa,
lactosa monohidrato, estearato de magnesio. Entidad elaboradora: Laboratorios Cinfa.
Dosis: 7,5 mg/dia.

» Loette Diario®; comprimidos; composicion cualitativa y cuantitativa: EE, 20 pg; LNG,
100 pg. Dosis: 1 comp/dia. Laboratorio: Wyeth Farma, S.A

Protocolo Codigo FSID-PIOSPIMET-2015 Version 2.0 de Fecha 27/07/2017
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