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DESCRIPCION
Prevencién y tratamiento de cancer de seno con 4-hidroxi tamoxifen
Antecedentes de la invencion
La presente invencion se relaciona con la prevencién del cancer de seno con 4-hidroxi tamoxifen (4-OHT).

El cancer de seno constituye un problema sanitario significativo para las mujeres en los Estados Unidos y a través
del mundo. A pesar de los avances en la deteccion y tratamiento de la enfermedad, el cancer de seno sigue siendo
la segunda causa lider de muertes relacionadas con el cancer en mujeres, afectando a mas de 180,000 mujeres en
los Estados Unidos solamente cada afo. Para las mujeres en Norteamérica, las probabilidades en el tiempo de vida
de desarrollar cancer de seno son de una en ocho.

No existe actualmente un método universalmente exitoso para prevenir o tratar el cancer de seno. El manejo de la
enfermedad se basa en una combinacion de diagndstico temprano (a través de procedimientos de examen de seno
de rutina) y tratamientos agresivos, los cuales pueden incluir una o0 méas de una variedad de tratamiento tales como
cirugia, radioterapia, quimioterapia y terapia con hormonas. Estas terapias son peligrosas, toxicas, costosas y
frecuentemente no efectivas, especialmente en el tratamiento de enfermedades metastasicas.

La medicacién hormonal mas cominmente prescrita para el cancer de seno es el tamoxifen. Trabaja bloqueando los
efectos del estrogeno, el cual promueve el crecimiento de las células de cancer de seno. Como tratamiento para
cancer de seno, el tamoxifen hace mas lento o detiene el crecimiento de las células cancerosas que ya estan
presentes en el cuerpo, y ayuda a prevenir recurrencias y el desarrollo de nuevos canceres. Tomando tamoxifen
durante 5 afios se reduce el riesgo de recurrencia a aproximadamente la mitad en pacientes con canceres positivos
del receptor de estrégeno. El tamoxifen también disminuye la incidencia del cancer de seno que involucra el seno
opuesto (contralateral) en mujeres tanto premenopausicas como postmenopausicas. Ademas, se ha encontrado
recientemente que el tamoxifen reduce la incidencia de cancer de seno en mujeres con alto riesgo de desarrollar
esta enfermedad.

A pesar de sus beneficios, el tamoxifen tiene desventajas significativas. Su accién impacta potencialmente sobre
cada célula que porta el receptor de estrogeno en el cuerpo, y, tanto como agonista y antagonista, el tamoxifen
provoca un amplio rango de efectos sistémicos. Estos efectos incrementan el riesgo de cancer del endometrio,
hiperplasia y pélipos del endometrio, trombosis de venas profundas y embolia pulmonar, cambios en niveles
enzimaticos en el higado y toxicidades oculares, incluyendo cataratas. Adicionalmente, los pacientes tratados con
tamoxifen oral reportan haber tenido acaloramientos, descarga vaginal, depresién, amenorrea y nausea (lbis, 2002;
Fentiman 1986, 1988, 1989).

Debido a las desventajas del tamoxifen, algunos investigadores del cancer han propuesto utilizar 4-hidroxi tamoxifen,
un metabolito del tamoxifen, para el cancer de seno. En estudios in vitro, el 4-hidroxi tamoxifen inhibe el crecimiento
de células tanto normales y cancerosas del seno (Nomura, 1985; Malet, 1988, 2002; Charlier, 1995).
Adicionalmente, el 4-hidroxi tamoxifen administrado transdérmicamente exhibe un efecto antitumoral en tumores de
seno humanos cultivados subcutdneamente en ratones (Patente de los Estados Unidos No. 5, 904,930).

Experimentos limitados en humanos han mostrado que el 4-hidroxi tamoxifen administrado por via percutanea puede
concentrarse en tumores de seno locales con muy poca distribucion sistémica (Mauvais-Jarvis, 1986). Sin embargo,
el estudio mas extendido reportado de este tipo, en el cual los pacientes fueron tratados durante tres semanas,
mostré que las concentraciones en el tejido del seno de 4-hidroxi tamoxifen administrado por via percutanea
permanecieron mas bajas que aquellas observadas después del tratamiento con tamoxifen oral (Pujol, 1995). De
acuerdo con lo anterior, los investigadores concluyeron que no podrian proponer el 4-hidroxi tamoxifen percutaneo
como un tratamiento alternativo al tamoxifen.

De manera importante, ninguno de los estudios reportados concernientes al 4-hidroxi tamoxifen en humanos tiene
efecto antitumoral evaluado. Esta falla deja abierta la pregunta mas importante — si el 4-hidroxi tamoxifen
administrado por via percutanea ejerce realmente un efecto sobre el cancer de seno en humanos. Por lo tanto,
existe una fuerte necesidad para tratamientos y profilaxis de cancer de seno que provoquen pocos efectos
sistémicos colaterales.

La US 4, 919,937 divulga un gel para administracion percutanea que comprende progesterona, 4-hidroxi tamoxifen,
Carbopol 934®, trietanolamina, alcohol etilico y agua.

Kuttenn F et al: "Basis for percutaneous administration of antiestrogens in breast pathology" CONTRACEPTION
FERTILITE SEXUALITE 1991 FRANCE, vol. 19, no. 2, 1991, pages 165-171, ISSN: 0980-3904, describe la
administracion percutanea de 4-hidroxi tamoxifen para las mujeres antes de la cirugia para el cancer de seno.
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Resumen de la invencion

La materia objeto de la presente invencion se define en las reivindicaciones.

La presente divulgacion incluye un método de tratamiento del cancer de seno administrando 4-hidroxi tamoxifen.
Esta metodologia de tratamiento, implementada preferiblemente por via tdpica, reduce efectivamente la proliferacion
de tejido tumoral y da como resultado niveles de farmaco en plasma inferiores que el tamoxifen oral.

La presente invencion se relaciona con el campo de la prevencion del cancer de seno administrando 4-hidroxi
tamoxifen. La metodologia profilactica es implementada por via topica.

La presente invencién también incluye una composicion farmacéutica para la administracién percutdnea que
comprende 4-hidroxi tamoxifen y al menos un potenciador de la penetracién, a saber, miristato de isopropilo.

Para los propositos de la profilaxis, el 4-hidroxi tamoxifen puede ser administrado por cualquier medio que lo libere a
las células portadoras del receptor de estrégeno in vivo. Como se anotd, la administracion se hace por via
percutanea (por via tépica), para evitar el efecto del primer paso y el metabolismo relacionado en el higado del 4-
hidroxi tamoxifen. Para la administracion percutanea, el 4-hidroxi tamoxifen puede ser aplicado en cualquier
superficie de la piel. La aplicacion a los senos es ventajosa porque el 4-hidroxi tamoxifen tiende a concentrarse en
tejidos subcutaneos locales con los receptores de estrégeno cuando se administra por via percutanea.

Las soluciones hidroalcohodlicas y geles hidroalcohdlicos son adecuados para llevar a cabo la invencion. La
concentracion de 4-hidroxi tamoxifen en estas formulaciones puede variar, pero una dosis deberia dar como
resultado concentraciones en tejidos locales de 4-hidroxi tamoxifen que se opongan efectivamente a los efectos
impulsados por estrégenos.

Breve descripcion de las figuras
La figura 1 ilustra el metabolismo del tamoxifen.

La figura 2 ilustra la concentracién media en plasma de 4-hidroxi tamoxifen en mujeres saludables después de
administracion cutanea.

La figura 3 ilustra la concentracion de 4-hidroxi tamoxifen en tejidos, de acuerdo con el modo de administracion y
dosificacién. El panel A muestra la concentracién de 4-hidroxi tamoxifen en tejidos tumorales. El panel B muestra la
concentracion de 4-hidroxi tamoxifen en plasma.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Un aspecto importante de la presente invencién es el descubrimiento sorprendente de que el 4-hidroxi tamoxifen,
cuando se administra por via percutanea, es efectivo no solamente en el tratamiento sino también en la prevencion
del cancer de seno. Ademas, el 4-hidroxi tamoxifen administrado por via percutanea da como resultado niveles en
plasma inferiores del farmaco que la dosis estandar de tamoxifen oral, lo cual se traduce en efectos colaterales
adversos menores. De acuerdo con lo anterior, el 4-hidroxi tamoxifen por via percutanea es una alternativa al
tamoxifen tanto para el tratamiento como para la profilaxis en este contexto.

Los inventores han llevado a cabo el primer estudio para demostrar que el 4-hidroxi tamoxifen reduce la proliferacion
tumoral en seno in vivo en humanos (véase Ejemplo 4, mas adelante). En resumen, administrar un gel de 4-hidroxi
tamoxifen por via percutanea a pacientes humanos diagnosticados con cancer de seno positivo al receptor de
estrogenos. Después de solamente 2 — 3 semanas de administracion, los inventores observaron reducciones
relacionadas con la dosis en los indices de proliferacion de tejidos tumorales, con la dosis mas alta (2.0 mg/dia) con
una equivalencia aproximada a una dosis estandar de tamoxifen oral. Los indices de proliferacion de tejidos
tumorales evaluados fueron Ki67 (Gerdes 1984; Schiuter 1993) y el Antigeno Nuclear de Células Proliferantes
(PCNA) (Waseem, 1990). Aunque el gel percutaneo de 4-hidroxi tamoxifen y el tamoxifen oral fueron equivalentes
en la reduccion de la proliferacién del tejido tumoral, los niveles en plasma del 4-hidroxi tamoxifen fueron
consistentemente inferiores en pacientes que recibian el gel de 4-hidroxi tamoxifen.

El compuesto 4-hidroxi tamoxifen o 1-[4-(2-N-dimetilaminoetoxi)fenil]-1-(4-hidroxifenil)-2-fenilbut-1-ene, constituye un
metabolito activo del compuesto antiestrégeno bien caracterizado, tamoxifen. Debido a la presencia de un doble
enlace entre dos atomos de carbono, el 4-hidroxi tamoxifen existe en dos formas estereoisomeéricas. De acuerdo con
la literatura médica y bioquimica, las formas isoméricas del 4-hidroxi tamoxifen se designan comidnmente como
isébmeros cis y trans. Desde una perspectiva puramente quimica, sin embargo, esta designacion no es estrictamente
exacta porque cada atomo de carbono con doble enlace no contiene un grupo quimico idéntico. Por lo tanto, es mas
apropiado referirse a los isomeros como configuraciones E (la asi llamada forma cis) y Z (la asi llamada forma trans).
Ambos isémeros E y Z del 4-hidroxi tamoxifen, bien sea solos o en combinacién, son utiles de acuerdo con la
presente invencion. El isémero Z es el preferido, sin embargo, porque es mas activo que el isémero E.
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El 4-hidroxi tamoxifen actia como un modulador del receptor de estrogenos selectivo (SERM) que exhibe
especificidad al tejido para tejidos receptores del estrégeno. En tejidos de seno, funciona como un antagonista del
estrogeno. Los estudios han mostrado que el 4-hidroxi tamoxifen puede regular la actividad transcripcional de los
receptores relacionados con el estrégeno, el cual puede contribuir a su actividad especifica a los tejidos. In vitro, el
4-hidroxi tamoxifen exhibe mas potencia que el tamoxifen, segin se mide por afinidad de enlazamiento a los
receptores de estrégeno o ER, y una afinidad de enlazamiento similar al estradiol para los receptores del estrégeno
(Robertson et al., 1982; Kuiper et al 1997). El Z-4-hidroxi tamoxifen inhibe el crecimiento en cultivo de células
epiteliales de seno humanas normales 100 veces mas que el Z-tamoxifen (Malet et al., 1988).

Aunque el 4-hidroxi tamoxifen es un metabolito del tamoxifen, su utilidad para el cancer de seno no fue presagiada
por experimentos previos con el tamoxifen mismo. El tamoxifen se metaboliza extensamente en humanos, como se
muestra en la figura 1. Asi, su accion in vivo es el resultado neto de acciones individuales del compuesto original y
sus compuestos metabolitos compitiendo por la ocupacion de los receptores dentro de los tejidos objetivo. Por
ejemplo, véase Jordan, 1982. Cada uno de estos compuestos manifiesta actividades bioldgicas diferentes e
impredecibles en diferentes células, determinadas en parte por el efecto individual de cada compuesto sobre la
conformacion del receptor de estrogeno. Esto es, el enlazamiento al receptor del estrogeno a cada compuesto
genera una conformacioén Unica receptor-ligando que recluta diferentes cofactores, y da como resultado diversas
farmacologias para los diferentes compuestos (Wijayaratne et al., 1999; Giambiagi et al., 1988).

Se han documentado varios ejemplos de estos efectos variables. Por ejemplo, el tamoxifen, pero no el 4-hidroxi
tamoxifen es un potente carcin6geno del higado en ratas. (Carthew et al.,, 2001; Sauvez et al., 1999).
Adicionalmente, el tamoxifen, pero no el 4-hidroxi tamoxifen inicia segin se informa apoptosis en células epiteliales
mamarias humanas normales p53(-) (Dietze et al., 2001). En contraste, el 4-hidroxi tamoxifen exhibe un efecto
inhibidor significativo sobre la actividad de la estrona sulfatasa en lineas celulares de cancer mamario, mientras que
el tamoxifen tiene poco o ningun efecto en este aspecto (Chetrite et al., 1993).

Estudios previos con 4-hidroxi tamoxifen también no predijeron su efectividad para el tratamiento y prevencion del
cancer de seno. La capacidad de cualquier farmaco para inhibir el crecimiento de células tumorales in vitro o0 en un
ensayo de xenoinjerto es un indicador crudo de cémo el farmaco podria actuar en humanos (Gura, 1997). Los
cultivos de células, un ambiente artificial, no proveen informacion relacionada a como el farmaco actda en un
sistema biolégico completo, y los animales frecuentemente no procesan los farmacos de la misma forma que los
humanos. Ademas, estudios previos en humanos con 4-hidroxi tamoxifen solamente evaluaron la disponibilidad del
farmaco, y no proveyeron informaciéon concerniente al efecto del farmaco sobre tumores de seno. En contraste,
experimentos llevados a cabo por los presentes inventores han demostrado sorprendentemente que el 4-hidroxi
tamoxifen, administrado por via percutanea, produce reducciones relacionadas con la dosis en los indices de
proliferacién de tejidos tumorales.

Los métodos para preparar el 4-hidroxi tamoxifen son bien conocidos. Por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos
No. 4, 919,937 describe una sintesis, derivada de Robertson y Katzenellenbogen, 1982, que ocurre en etapas:

Etapa 1 - Reaccidon entre 4-(B-dimetilaminoetoxi)-a-etildeoxibenzoina y p-(2-tetrahidropiraniloxi)fenilmagnesio
bromuro;

Etapa 2 — Separadamente de la etapa 1, formacion de 1-(4-hidroxifenil)2-fenil-1-butanona por hidroxilacion de 1,2-
difenil-1-butanona;

Etapa 3 - Reaccion entre los productos de las etapas 1 y 2 para formar 1-(4-dimetilaminoetoxifenil)-1-[p-2-
tetrahidropiraniloxi)fenil]-2-fenilbutan-1-ol;

Etapa 4 - Deshidratacién con metanol/acido clorhidrico produce 1-[p-(B-dimetilaminoetoxi)fenil]-Z-1-(p-hidroxifenil)-2-
feni-1-but-1-eno-4-OH-tamoxifen, una mezcla de isémeros E y Z;

Etapa 5 - Separacion de los isbmeros E y Z por cromatografia y cristalizaciéon hasta actividad especifica constante.

De acuerdo con la presente divulgacion, el 4-hidroxi tamoxifen puede ser administrado a un paciente diagnosticado
con cancer de seno. El cancer preferiblemente sera positivo al receptor de estrogenos, y se cree que el 4-hidroxi
tamoxifen primariamente ejerce su efecto actuando sobre los receptores de estrégeno. Adicionalmente, se prefiere
que el cancer de seno esté localizado en el seno. Por ejemplo, un tumor primario de seno y/o un tumor metastatico
localizado Unicamente en el seno puede ser tratado por administracién topica. Sin embargo, los tumores de cancer
de seno y otras localizaciones que son accesibles a 4-hidroxi tamoxifen administrado por via tépica también pueden
ser tratados de esta manera.

La presente invencion se relaciona con la administracion de 4-hidroxi tamoxifen por via profilactica, a un paciente
con riesgo incrementado para desarrollar cancer de seno seleccionado de la historia familiar de cancer de seno,
historia personal de cancer de seno, deteccion por biopsia de seno previa de la hiperplasia atipica, factores de
riesgo genéticos de irradiacion de seno anteriores seleccionados de BRCAL, BRCA2, ATM, CHEK-2 y mutaciones
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de p53 de partos retrasados hasta después de la edad de 30 afios. Un practicante médico experimentado puede
evaluar estos y otros factores de riesgo para determinar si un paciente se beneficiara del uso profilactico del 4-
hidroxi tamoxifen. Al hacer tal establecimiento, un médico puede emplear el modelo Gail.

El 4-hidroxi tamoxifen es particularmente (til para prevenir cancer de seno en mujeres premenopadusicas. En esta
poblacién, un antiestrogeno debe competir con altas cantidades de estrégeno circulante para ocupar los receptores
de estrégeno. Debido a que el 4-hidroxi tamoxifen tiene 100 veces mas afinidad por los receptores de estrégeno
gue el tamoxifen, es mas capaz de competir por los receptores en dosis bajas. La capacidad para utilizar una dosis
baja representa una importancia particular en un contexto profilactico, donde una exposicion del paciente al farmaco
es a largo plazo y los efectos laterales son menos tolerables.

Como resultado de la presente invencion, el 4-hidroxi tamoxifen se puede administrar en cualquier forma de
dosificacién y a través de cualquier sistema que entrega el compuesto activo a los receptores de estrégeno en los
senos y/o tumores in vivo. El 4-hidroxi tamoxifen es suministrado por “administraciéon percutanea”, una frase que
denota cualquier modo de administracion de un farmaco a partir de la superficie de la piel de un paciente, a través
de las capas de stratum corneum, epidermis y dermis, y hacia la microcirculacion. Esto se logra tipicamente por
difusion mediante un gradiente de concentracion. La difusién puede ocurrir a través de penetracion intracelular (a
través de la célula), y penetracion intercelular (entre las células), penetracion transapendageal (a través de los
foliculos del cabello, glandulas sudoriparas y sebaceas) o cualquier combinacion de estas.

La administracion percutanea de 4-hidroxi tamoxifen ofrece varias ventajas. Primero, evita el metabolismo hepatico
que ocurre subsecuente a la administracion oral (Mauvais-Jarvis et al., 1986). En segundo lugar, la administracién
percutanea reduce significativamente la exposicion sistémica al farmaco, y los riesgos concurrentes de la activacion
no especifica de receptores de estrégenos a través del cuerpo; esto, porque el 4-hidroxi tamoxifen tépico se absorbe
primariamente en tejidos locales. En particular, cuando el 4-hidroxi tamoxifen se aplica por via percutanea a los
senos, se acumula en altas concentraciones en el tejido del seno, preferiblemente debido a muchos receptores de
estrogeno en el mismo, sin crear una alta concentracion en el plasma (Mauvais-Jarvis et al., supra). De acuerdo con
la presente invencion, por lo tanto, el 4-hidroxi tamoxifen puede ser aplicado a cualquier superficie de la piel, pero
preferiblemente a uno o ambos senos.

Aunque la invencién no esta restringida a ninguna teoria en particular, los efectos colaterales clinicamente
significativos de los agentes antiestrdgeno se presentan cuando los agentes desplazan el estradiol en tejidos no
objetivo. Puesto que el 4-hidroxi tamoxifen y el estradiol tienen afinidades de enlazamiento similares por los
receptores de estrégeno, una competicion entre ellos por el enlazamiento al receptor seria aproximadamente igual
cuando la concentracion de cada compuesto se aproxima a la del otro. Si la concentracion del 4-hidroxi tamoxifen
excede la concentracion de estradiol, el primero se enlazara preferencialmente a los receptores de estrégeno y
viceversa.

De acuerdo con lo anterior, son preferidas las dosis de 4-hidroxi tamoxifen que dan como resultado concentraciones
de plasma menores a aproximadamente 80 pg/mL, o la concentracion media de estradiol en mujeres normales
premenopadusicas. Mas preferiblemente, dosis de 4-hidroxi tamoxifen dardn como resultado concentraciones en
plasma menores de aproximadamente 50 pg/mL. Las dosis diarias para ser administradas pueden ser estimadas
inicialmente con base en los coeficientes de absorcion de 4-hidroxi tamoxifen, la concentracion de tejido en el seno
que se desea, y la concentracion en plasma que no deberia ser excedida. Desde luego, la dosis inicial puede ser
optimizada en cada paciente, dependiendo de las respuestas individuales.

Como se anoté anteriormente, al dirigir el 4-hidroxi tamoxifen al tejido del seno, pueden alcanzarse altas
concentraciones en aquel tejido sin elevar simultaneamente los niveles en plasma de 4-hidroxi tamoxifen hasta un
punto donde se presente la competicion sistémica significativa por los receptores del estradiol. A una dosis
percutdnea de 1 mg/seno/dia, la concentracion de 4-hidroxi tamoxifen en el tejido del seno excede las
concentraciones normales de estradiol en tejido de seno en un factor de 4. (Barrat et al., 1990; Pujol et al., supra).
Ademas, el 4-hidroxi tamoxifen aplicado de esta manera alcanza concentraciones en el tejido del seno que esta en
un orden de magnitud por encima de las concentraciones en plasma, esto es 10:1. En contraste, la relacién en tejido
de seno a plasma de 4-hidroxi tamoxifen después de la administracion oral de tamoxifen es aproximadamente 5:1.

En una formulacion percutanea, las dosis en el orden de 0.25 — 2.0 mg/seno/dia de 4-hidroxi tamoxifen deberian
alcanzar el resultado deseado, con dosis de aproximadamente de 0.5 — 1.0 mg/seno/dia como preferida. En
realizaciones particulares, la dosificacion es de aproximadamente 0.5, 0.75 o 1.0 mg/seno/dia de 4-hidroxi
tamoxifen.

La administracion percutanea puede ser lograda principalmente de dos maneras diferentes: (i) mezclando un
compuesto terapéuticamente activo 0 su sal no téxica farmacéuticamente aceptable con vehiculos farmacéuticos
adecuados y, opcionalmente, potenciadores de la penetracion para formar unguentos, emulsiones, lociones,
soluciones, cremas, geles o similares, en donde se aplica una cantidad de dicha preparacion sobre una cierta area
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de la piel o (i) incorporando la sustancia terapéuticamente activa en parches o en sistemas de administracién
transdérmica de acuerdo con tecnologias conocidas.

La efectividad de la administracién percutanea del farmaco depende de muchos factores, incluyendo concentracion
del farmaco, area superficial de aplicacién, tiempo y duracién de la aplicacion, hidratacién de la piel, propiedades
fisico quimicas del farmaco y particién del farmaco entre la formulacion y la piel. Las formulaciones del farmaco
previstas para uso percutaneo aprovechan la ventaja de estos factores para alcanzar una administracion optima.
Tales formulaciones comprenden frecuentemente potenciadores de la penetracion que mejora la absorcion
percutanea reduciendo la resistencia del stratum corneum alterando de manera inversa sus fisiolipidos y proteinas
en los espacios intercelulares. Tales potenciadores de la absorcién percutanea incluyen surfactantes, DMSO,
alcohol, acetona, propilen glicol, polietilen glicol, acidos grasos o alcoholes grasos y sus derivados, hidroxiacidos,
pirrolidonas, urea, aceites esenciales y mezclas de los mismos. Ademas, de los potenciadores quimicos, los
métodos fisicos pueden incrementar la absorcion subcutanea. Por ejemplo, los vendajes oclusivos incluyen la
hidratacién de la piel. Otros métodos fisicos incluyen iontoforesis y sonoforesis, los cuales utilizan campos eléctricos
y ultrasonido de alta frecuencia, respectivamente, para potenciar la absorcion de farmacos que son absorbidos
pobremente debido a su tamafio y sus caracteristicas i6nicas.

Los muchos factores y métodos relativos a la administracion percutdnea de farmacos estan revisados en
REMINGTON: THE SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY, Alfonso R. Gennaro (Lippincott Williams & Wilkins,
2000), at pages 836-58, and in PERCUTANEOUS ABSORPTION: DRUGS COSMETICS MECHANISMS
METHODOLOGY, Bronaugh and Maibach (Marcel Dekker, 1999). Como lo evidencian estas publicaciones, las
personas en el campo farmacéutico pueden manipular los diversos factores y métodos para alcanzar administracion
percutanea eficaz.

El 4-hidroxi tamoxifen es una molécula grande y muy lipofilica; por lo tanto, sin la ayuda de los potenciadores de la
penetracion penetra pobremente la piel. De acuerdo con lo anterior, las formulaciones de 4-hidroxi tamoxifen
utilizadas en la presente invencién comprenden miristato de isopropilo como un potenciador de penetracion.

Para la administracion percutanea, el 4-hidroxi tamoxifen puede ser administrado en un ungiiento, crema, gel,
emulsion, locién, polvo, aceite o formulacién similar. Con este propésito, la formulacion puede comprender aditivos
excipientes habituales, incluyendo aceites vegetales como aceite de almendras, aceite de oliva, aceite de drupa de
melocotdn, aceite de cacahuete y aceite de castor, aceites animales, DMSO, grasa y sustancias similares a la grasa,
lipoides de la lanolina, fosfatidos, hidrocarburos tales como parafinas, gelatina de petréleo, ceras, agentes
emulsificantes de detergentes, lecitina, alcoholes, carotina, polioles o poliglicoles tales como glicerol (o glicerina),
ésteres de glicerol, glicoles, éteres de glicol, polietilen glicol, polipropilen glicol, alcoholes grasos no volatiles, acidos,
ésteres compuestos alcoholicos volatiles, urea, talco, derivados de celulosa, agentes colorantes, antioxidantes y
conservantes.

En realizaciones preferidas de la invencion, el 4-hidroxi tamoxifen se formula en un gel hidroalcohdlico. La cantidad
de 4-hidroxi tamoxifen en tal gel puede variar desde aproximadamente 0.001 hasta aproximadamente 1.0 gramos de
4-hidroxi tamoxifen por 100 gramos de gel. Preferiblemente varia en el rango de 0.01 hasta aproximadamente 0.1
gramos de 4-hidroxi tamoxifen por 100 gramos de gel.

Las formulaciones de 4-hidroxi tamoxifen de acuerdo con la invencién comprenden uno o mas ésteres de acido
graso como un potenciador de la penetracion, a saber miristato de isopropilo. Cuando se utiliza miristato de
hidroxipropilo en un gel, la cantidad puede variar desde aproximadamente 0.1 hasta aproximadamente 5.0 gramos
por 100 gramos de gel. Preferiblemente, la cantidad de miristato de isopropilo varia desde aproximadamente 0.5
hasta aproximadamente 2.0 gramos por 100 gramos de gel.

Las formulaciones de 4-hidroxi tamoxifen de la invencién comprenderan uno o mas vehiculos no acuosos. Estos
vehiculos deben ser capaces de disolver tanto el 4-hidroxi tamoxifen como cualquier potenciador de penetracion
usado. También deberian tener un bajo punto de ebullicién, preferiblemente menor a 100°C a presién atmosférica,
para permitir una rapida evaporacién por contacto con la piel. Ejemplos de vehiculos no acuosos adecuados
incluyen etanol, isopropanol y acetato de etilo. El etanol y el isopropanol son los preferidos. En particular, el etanol
contribuye de manera efectiva a la absorciéon percutanea del 4-hidroxi tamoxifen evaporandose rapidamente por
contacto con la piel. La cantidad de vehiculo no acuoso en una formulacién en gel varia generalmente de entre 54%
y 85% en peso, y preferiblemente de entre 65% y 75%.

Las formulaciones de 4-Hidroxi tamoxifen de la invencién también comprenden un vehiculo acuoso, el cual permite
la solubilizacion de cualquier molécula hidrofilica en una formulacion, y también promueve la difusion de moléculas
lipofilicas a partir de la formulacién hacia la piel. Un vehiculo acuoso también puede regular el pH. Los vehiculos
acuosos incluyen soluciones reguladoras alcalinizantes y basicas, incluyendo soluciones reguladas con fosfato (por
ejemplo, fosfato de sodio dibasico o monobasico), soluciones reguladas con citrato (por ejemplo citrato de sodio o
citrato de potasio) y simplemente agua purificada. La cantidad de un vehiculo acuoso varia preferiblemente entre
15% y 45% en peso de una formulacién en gel, y mas preferiblemente entre 25% y 35%.
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Adicionalmente, las formulaciones de 4-hidroxi tamoxifen de la invencién comprenden uno o mas agentes
gelificantes para incrementar la viscosidad de una formulaciéon y/o para funcionar como agente solubilizante.
Dependiendo de la naturaleza del agente gelificante, puede constituir entre 0.1% y 20% en peso de una formulacion,
preferiblemente entre 0.5% y 10%, y aln mas preferiblemente entre 1% y 5%. Agentes gelificantes preferidos
incluyen carbémeros, derivados de celulosa, poloxameros y poloxaminas. Mas particularmente, agentes gelificantes
preferidos son quitosano, dextrano, pectinas, goma natural y derivados de celulosa tales como etil celulosa,
hidroxipropil celulosa, hidroxietil celulosa, hidroxipropil metil celulosa (HPMC) y carboximetil celulosa (CMC). Un
agente gelificante altamente preferido es hidroxipropil celulosa.

Cuando una formulacién comprende un agente gelificante, en particular un polimero acrilico no preneutralizado,
puede también comprender ventajosamente un agente neutralizante. La relacién agente neutralizante/agente
gelificante preferiblemente estd entre 10:1 y 0.1:1, mas preferiblemente entre 7:1 y 0.5:1, y todavia mas
preferiblemente entre 4:1 y 1:1. Un agente neutralizante deberia formar, en la presencia del polimero, sales que son
solubles en el vehiculo. Un agente neutralizante también deberia permitir un hinchamiento éptimo de las cadenas del
polimero durante la neutralizacion de cargas y la formacion de las sales del polimero. Agentes neutralizantes Utiles
incluyen hidréxido de sodio, hidréxido de amonio, hidroxido de potasio, arginina, aminometil propano y trometamina.
Los experimentados en la técnica seleccionaran un agente neutralizante de acuerdo con el tipo de agente gelificante
empleado en una formulacion. Cuando se utilizan derivados de celulosa como agentes gelificantes, sin embargo, no
se requieren agentes neutralizantes.

La Tabla 1 describe la composicion de dos formulaciones en gel de 4-hidroxi tamoxifen altamente preferidas.

Tabla 1: Composicion de formulaciones en gel de 4-hidroxi tamoxifen

Cantidad por 100 g de gel
Ingrediente
20 mg 4-OHT gel | 57 mg 4-OHT gel

4-hidroxi tamoxifen 0.02¢g 0.057 g
Alcohol etilico al 95%, EP 729 729
Miristato de isopropilo, EP 1g 1g
Hidroxipropilcelulosa, EP 15¢g 15¢g
Regulador de fosfato (pH 7, diluido 1:4) g.s. 100 g g.s. 100 g

Con referencia a lo que sigue, los ejemplos ilustrativos ayudaran a proveer un entendimiento mas completo de la
invencion.

Ejemplo 1: Demostracion de la administracion de 4-hi droxi tamoxifen percutaneo

Cuatro pacientes con cancer de seno recibieron [3H]-4-hidroxi tamoxifen en una solucién alcohdlica aplicada
directamente a los senos en intervalos especificados entre 12 horas a 7 dias antes de cirugia para escindir el tejido
enfermo. Después de la cirugia, tanto el tejido escindido como el tejido de seno normal que rodeaba el tumor
contenian radioactividad (Kuttenn et al., 1985).

En un estudio de seguimiento, 9 de 12 pacientes programados para escisidon quirdrgica de cancer de seno
dependiente de hormonas recibieron Z-[3H]-4-hidroxi tamoxifen (80 uCi) en una solucién alcohdlica al 60%, y 3
pacientes recibieron Z-[3H]-tamoxifen (80 pCi) para comparacion. Los pacientes recibieron el farmaco marcado con
[3H] aplicado directamente sobre los senos afectados a intervalos especificados que variaban de 12 horas a 7 dias
antes de la cirugia para escindir el tejido enfermo. El tejido del seno de tres regiones: el tumor, el tejido que rodea
inmediatamente el tumor, y el tejido normal, fue escindido e inmediatamente congelado en nitrégeno liquido.
Adicionalmente, se obtuvieron mezclas de plasma y orina en intervalos programados y se congelaron hasta el
analisis.

La Tabla 2 muestra los resultados de los andlisis llevados a cabo. El 4-hidroxi tamoxifen se concentré
predominantemente en las fracciones citosélicas y nucleares del tejido del seno, donde los receptores de estrégeno
estan presentes. En estos sitios intracelulares, el 4-hidroxi tamoxifen permanecié sin metabolizar excepto por la
isomerizacién limitada de la forma Z a la E. La retencién en el seno duré aproximadamente 4 dias en el grupo del 4-
hidroxi tamoxifen, pero fue mas corta y bastante mas débil en el grupo del tamoxifen.
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Tabla 2: [3H]-4-hidroxi tamoxifen y metabolitos identificados en tejido de tumor de seno después de administracion
percutanea de Z-[3H]-4-hidroxi tamoxifen en el seno afectado

Porcentaje de metabolitos en tejido de seno
Metabolitos

12 horas * | 24 horas 36 horas Dia 4 Dia 7
4-hidroxi tamoxifen 97 94 78 70 65
N-desmetil-4-hidroxi tamoxifen 2 4 14 20 16
Bisfenol 1 2 3 8 8
N-desmetil tamoxifen <1 <1 3-4
Tamoxifen <1 2
" Tiempo después de la administracién de Z-[°H]-4-hidroxi tamoxifen

El porcentaje de radioactividad identificado como [3H]-4-hidroxi tamoxifen en tejido de seno después de la
administracion percutanea disminuyd lentamente durante siete dias (del 97% a 65%). Durante este periodo se
observé una isomerizacion progresiva del isomero Z hacia el isémero E, con porcentajes similares observados en el
dia 7 (32% y 33%).

La radioactividad en san%re debida al [3H]-4-tamoxifen se incrementd gradualmente, con una meseta de los dias 4 a
6. Esto contrasta con el ["H]-tamoxifen, el cual rapidamente aparece en la sangre, estabilizandose a los 2 dias. A 36
horas después de la administracion percutanea de [3H]-4-hidroxi tamoxifen, solamente el 0.5% de la radioactividad
administrada se mostro en la sangre.

En contraste con la casi ausencia del metabolismo del 4-hidroxi tamoxifen en el tejido del seno, se presentd un
metabolismo marcado en la sangre. En sangre, a 24 horas después de la administracion, el 68% de la radioactividad
representaba 4-hidroxi tamoxifen, 18% representaba N-desmetil-4-hidroxi tamoxifen y 11% representaba bisfenol.

El pico de eliminacién urinaria ocurrié en un tiempo posterior después de la administracion percutanea de 4-hidroxi
tamoxifen en comparacion con el tamoxifen percutaneo. Después de la aplicacién de 4-hidroxi tamoxifen, se observé
un incremento progresivo de metabolitos, principalmente N-desmetil-4-hidroxi tamoxifen y bisfenol.

Este ejemplo demuestra que la aplicacién percutanea de 4-hidroxi tamoxifen a los senos da como resultado una
concentracion sustancial y duradera en tejido local del farmaco, con metabolismo minimo, concentraciones estables
y muy bajas en plasma, y eliminacién lenta a través de la orina.

Ejemplo 2: Demostracion de la farmacocinética y farm acodinamica de 4-OH-tamoxifen administrado por via
percutdnea en comparacion con 20 mg de tamoxifen or  al.

Este estudio compard las concentraciones en tejido y plasma de 4-hidroxi tamoxifen después de la administracion
percutanea a través de un gel hidroalcohdlico con concentraciones en tejido y plasma de 4-hidroxi tamoxifen
después de la administracién oral de tamoxifen (Pujol. 1995).

Treinta y un pacientes programados para cirugia de cancer de seno fueron asignados aleatoriamente a uno de cinco
grupos. Recibieron tratamiento bien sea con tamoxifen oral o 4-hidroxi tamoxifen percutaneo como se delinea en la
Tabla 3. El tratamiento fue diario y duré durante 3 — 4 semanas antes de la cirugia. El estudio evalud tres dosis
diferentes de 4-hidroxi tamoxifen (0.5, 1, o 2 mg/dia) y dos areas de aplicacién (bien sea a ambos senos, o0 a una
superficie grande de piel incluyendo brazos, antebrazos y hombros). Un grupo de pacientes recibié 20 mg/dia (10
mg b.i.d.) de tamoxifen oral (Nolvaldex®).
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Tabla 3: Grupos de tratamiento

Dosis
Grupo | N Farmaco Sitio de aplicacion
mg/seno/dia | Daosis diaria total (mg/dia)
1 6 | PO tamoxifen -- - 20°
2 6 4-OHT gel Ambos senos 0.25 0.5
3 5 4-OHT gel Ambos senos 0.50 1
4 5 4-OHT gel Brazos, antebrazos y hombros - 1
5 6 4-OHT gel Brazos, antebrazos y hombros - 2°
410 mg b.i.d.
® Dividido en dos aplicaciones diarias; 1 mg en la mafiana y 1 mg en la tarde

El gel de 4-hidroxi tamoxifen (20 mg de 4-hidroxi tamoxifen/100 g de gel hidroalcohdlico; Besins-International
Laboratories) fue empacado en una bomba de medicién de dosis presurizada que suministraba 1.25 g de gel/dosis
medida (esto es, 0.25 mg de 4-hidroxi tamoxifen/dosis).

Durante la cirugia, se escindieron dos muestras (1 cm® de cada una) de tejido de seno, uno tumoral y el otro
macroscépicamente normal. Inmediatamente fueron congeladas en nitrogeno liquido hasta el ensayo. Se obtuvieron
muestras de sangre en el dia de y un dia antes de la cirugia. Todas las muestras de tejido y plasma fueron
analizadas en cuanto a la concentracion de 4-hidroxi tamoxifen por cromatografia de gases/espectrometria de
masas (GC-MS).

Las muestras de sangre pre y post tratamiento fueron probadas en cuanto al conteo de sangre completa (CBC),
bilirrubina, transaminasa glutamica pirtvica en suero (SGPT), transaminasa glutamica-oxolacética en suero (SGOT),
fosfatasa alcalina, creatinina, estradiol, hormona estimulante de foliculos (FSH), hormona luteinizante (LH), globulina
de enlazamiento a hormona sexual (SHBG), colesterol, lipoproteina de alta densidad (HDL), lipoproteina de baja
densidad (LDL), triglicéridos, fibrindgeno y antitrombina IIl.

La Tabla 4 a continuacién resume la concentracién de 4-hidroxi tamoxifen encontrada en tejidos de seno y plasma.
Los tejidos de senos normales y tumorales contenian concentraciones similares de 4-hidroxi tamoxifen en todos los
cinco grupos de tratamiento. El 4-hidroxi tamoxifen se concentré a cantidades superiores en tejido de seno cuando el
gel fue aplicado directamente a los senos, en vez de a otras superficies grandes de piel.
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Tabla 4: Concentraciones de 4-hidroxi tamoxifen

Promedio + SD de 4-hidroxi tamoxifen (Rango)
Grupo Concentra&ig?rﬁsl_)en plasma
Tejido normal (Pg/g) Tumor (pg/g)
Dia precirugia Dia de cirugia
2326 £585 2317 £1098 10215 £ 2151 12453 £ 3751
. (1371 -2959)* | (881 —4176) (5873 — 11511) (9568-18904)*
0 17 £27 353 £513 1447 £ 2673
? (0-0) (0° - 61) (0%-1317) (0'- 6889)
164 +131 62 +71) 1112 £1125 1877 £ 2472
’ (29 — 279)° (28 — 190) (197 — 2979) (345 - 6211)
94 +£76 13+£29 140 £ 130 552 + 357
¢ (35 — 201)° (0° — 65) (0° — 270) (271 - 1150)
78 £138 73114 992 + 2195 224 + 312
5
(0°— 284)° (0° — 244) (0% - 5462) (0% — 799)
¥n=5
®n-4
¢ 4 pacientes tuvieron niveles indetectables de 4-hidroxi tamoxifen (LOQ=20 pg/ml)
43 pacientes tenian niveles indetectables de 4-hidroxi tamoxifen
€ 2 pacientes tenian niveles indetectables de 4-hidroxi tamoxifen
f1 paciente tenia niveles indetectables de 4-hidroxi tamoxifen

Los efectos colaterales no plantean un problema significativo. El tratamiento cutaneo no causa ninguna irritacion
local. Una mujer en el grupo 2 (0.5 mg/dia de gel de 4-hidroxi tamoxifen) reporté vértigos, cistitis, y vaginitis
moderada que se presentaron en el séptimo dia de tratamiento. Una mujer en el grupo 1 (tamoxifen oral) reportd
calentamientos instantaneos y vaginitis moderada en el quinto dia de tratamiento.

No existié diferencia entre las muestras de sangre pre y post tratamiento para cualquiera de las evaluaciones de
hematologia o quimica del suero en los pacientes que recibieron gel de 4-hidroxi tamoxifen. Sin embargo, se
observd un descenso estadisticamente significativo en antitrombina Il y fibrinbgeno y un incremento
estadisticamente significativo en recuentos de plaquetas y linfocitos en el grupo de tamoxifen oral, consistente con
los efectos bioldgicos de este fArmaco observados en otros estudios.

Ejemplo 3: Demostraciéon de la tolerancia y la farmac
percutanea en mujeres sanas

ocinética de 4-OH-tamoxifen administrado por via

Este estudio demuestra la tolerancia y la farmacocinética de 4-hidroxi tamoxifen en gel aplicado por via topica en
mujeres premenopausicas sanas, en edades de 18 — 45 afios. Cada participante aplico el gel diariamente durante la
duracion de dos ciclos menstruales.

Se probaron tres dosis y dos concentraciones de gel, como se resume en la Tabla 5. Para los grupos A — C, el gel,
que contenia 20 mg de 4-hidroxi tamoxifen/100 g, fue dispensado a partir de una bomba medidora de dosis
presurizada que suministraba 0.25 mg de 4-hidroxi tamoxifen/dosis. El estudio del grupo C fue suspendido porque la
cantidad de gel fue demasiado grande para ser aplicada a un seno individual. Los grupos D y E recibieron un gel
mas concentrado que contenia casi 3 veces mas de 4-hidroxi tamoxifen: 57 mg de 4-hidroxi tamoxifen/100g, o 50 mg
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de 4-hidroxi tamoxifen/100 mL de gel. Este gel mas concentrado también fue suministrado mediante una bomba de
medicidn de dosis que suministro 0.25 mg de 4-hidroxi tamoxifen/dosis.

Tabla 5: Grupos de tratamiento

Grupo N Dosis (mg/dia) Concentracion en gel (mg de 4-OHT/g de gel Tratamiento
A 12 0.5 20 mg/100 g 1 dosis/seno/dia medida
B 8 1 20 mg/100 g 2 dosis/seno/dia medidas
C 2 2 20 mg/100 g El estudio fue interrumpido
D 12 1 57 mg/100 g 2 dosis/seno/dia medidas
E 12 2 57 mg/100 g 4 dosis/seno/dia medidas

Al final del ciclo menstrual cada paciente recibié una dosis individual después de la cual se recolectaron muestras de
sangre enseriealas 0,0.5,1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 12, 18, 24, 36, 48y 72 horas.

En el primer dia de la siguiente menstruacién, comenzd el tratamiento, que consistia en la aplicacion diaria del gel a
lo largo de dos ciclos menstruales. Las muestras de sangre fueron recolectadas 24 horas después de la aplicacion
matutina del gel en los dias 7, 20 y 25 del primero y segundo ciclos. En el Gltimo dia de administracion, el dia 25 del
segundo ciclo menstrual, se recolectaron muestras de sangre en serie antes de la aplicaciény a 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4,
6, 12, 18, 24, 36, 48 y 72 horas después de la aplicacion del gel. Las muestras fueron analizadas en cuanto a 4-
hidroxi tamoxifen, estradiol, progesterona, FSH y LH.

Las concentraciones en plasma de 4-hidroxi tamoxifen permanecieron detectables 72 horas después de la dltima
aplicacién de gel. Por lo tanto, para asegurar que los puntos de datos fueron obtenidos hasta que el 4-hidroxi
tamoxifen se hiciera indetectable en la sangre, se recolectaron muestras de sangre adicionales de algunos de los
participantes en intervalos de hasta 92 dias después de la Ultima aplicacion del gel.

La Tabla 6 presenta las concentraciones en plasma media + desviacion estandar (SD) de 4-hidroxi tamoxifen, con
rangos en paréntesis. Una dosis sencilla de 0.5 mg no produjo concentraciones en plasma detectables de 4-hidroxi
tamoxifen, pero 6 de 12 pacientes tuvieron concentraciones en plasma detectables (>5 pg/mL) después de una dosis
sencilla de 1 mg.

Tabla 6: Concentraciones medias + SD en plasma de 4-hidroxi tamoxifen en mujeres sanas después de
administracion cutanea diaria durante dos ciclos menstruales

Tiempo Promedio + SD (Rango como se indica en paréntesis) en pg/mL
después
Ciclo Dia de 0.5 mg/dia 1 mg/dia 1 mg/dia 2 mg/dia
aplicacion
(hr) (n=12)" (n=8)" (n=12)° (n=12)?
1 0 (0-17.2) (0-13.9) (0-95) (0-0)
Primero 6.4+5.6 15.2+9.7 144 +£13.1 26.9£18.2
7 24
(<LOQ - 16.8) (<LOQ - 26.8) (<LOQ - 37.9) (8.9-71.3)
13.6+7.9 17.3+95 18.1+15.8 44.0 +£29.2
20 24
(<LOQ - 25.9) (<LOQ —29.8) (<LOQ —44.5) | (10.5-117.5)
23.9+234 155+6.6 19.8 £16.2 45.4 +31.0)
25 24
(<LOQ - 73.1) (6.4 —25.0) (6.2 -57.0) (17.9-120.1)
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(continuacion)

Tiempo Promedio + SD (Rango como se indica en paréntesis) en pg/mL
después
Ciclo Dia de 0.5 mg/dia 1 mg/dia 1 mg/dia 2 mg/dia
aplicacion
(hr) (n=12)" (n=8)" (n=12)° (n=12)?
25.2+16.1 17.4£11.2 22.2+16.4 42.2+24.8
7 24
(6.5-61.7) (5.7 -39.6) (9.0-64.4) (18.2 -98.0)
15.7£14.0 148+6.5 244 +20.1 38.9+27.1
20 24
(<LOQ —52.3) (5.4 -24.8) (<LOQ —65.4) (18.7 - 119.7)
Segundo
. 10.8+£9.9 157+17.1 27.2+20.8 43.2+27.7
0
(<LOQ —36.4) (<LOQ —56.4) (8.0-72.1) (16.9 - 120.3)
25
109+74 13.5+9.1 259 +18.7 445 +29.9
0.5
(<LOQ —26.0) (<LOQ —27.7) (8.7-69.2) (13.6 — 124.5)

" La concentracion de gel fue de 20 mg de 4-hidroxitamoxifen por 100 g de gel.
% La concentracion de gel fue de 57 mg de 4-hidroxitamoxifen por 100 g de gel.
% El punto de tiempo 0 es 24 horas después de la aplicacion en el Dia 24 y antes de la aplicacion final en el

Dia 25.
Tiempo Promedio + SD (Rango como se indica en paréntesis) en pg/mL
después
Ciclo Dia de 0.5 mg/dia 1 mg/dia 1 mg/dia 2 mg/dia

aplicacion

(hr) (n=12)" (n=8)" (n=12)° (n=12)?
104+£7.8 10.8 £6.6 28.7+£195 40.5+25.1

! (<LOQ -26.7) | (<LOQ -23.8) | (8.8-69.2) (14.2 - 106.7)
9.0£8.2 11.8+8.0 25.6+£17.8 36.8-21.1

-0 (<LOQ - 25.1) (<LOQ - 23.6) (7.5-67.0) (15.9-90.0)
11.8+95 10.7 +6.9 25.1+18.0 36.8+21.6

? (<LOQ -26.9) | (LOQ -24.7) | (6.9-67.3) (13.0 - 83.7)
100x7.9 11.4+7.9) 24.8 £20.5 36.1 £ 20.6

: (<LOQ -23.1) | (<LOQ -28.1) | (9.0-69.9) (11.9 - 89.4)
9.2+83 11.2+7.3 26.8 £23.3 38.1+21.2

) (<LOQ - 25.3) (<LOQ - 25.7) (6.4-78.1) (16.5-92.0)
11.4+85 10.7+£6.4 25.0+18.2 41.0+£29.1

° (<LOQ -26.6) | (LOQ -22.8) | (9.0-65.3) (14.0 - 123.8)
11.0+£9.7 11.8+7.8 28.3+22.9 45.1 +30.6

2 (<LOQ -29.1) | (<LOQ -28.1 (6.4 —74.6) (18.7 — 126.8)

12
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(continuacion)

Tiempo Promedio + SD (Rango como se indica en paréntesis) en pg/mL
después
Ciclo Dia de 0.5 mg/dia 1 mg/dia 1 mg/dia 2 mg/dia
aplicacion
(hr) (n=12)" (n=8)" (n=12)° (n=12)?
9.7+8.8 12.2+8.3 23.4+174 39.8+255
18
(<LOQ —24.9) (<LOQ —29.6) (8.1-57.9) (16.0 — 107.3)
12.4+94 18.6 £14.2 26.0 +19.6 44.0 +33.0)
26 24
(<LOQ —34.4) (<LOQ —40.1) (8.9-61.9) (15.8 - 132.5)
109+6.9 13.4+75 25.7+18.4 42.1+315
36
(5.0-25.8) (<LOQ - 25.4) (8.8-61.3) (15.1-129.3)
27 48 12.1+6.5 (4.8- 12.5+6.0 22.0 +16.0 (5.6 38.1+25.3
26.6) (<LOQ —19.6) —-50.2) (17.5-110.0)
99+71 9.9+58 18.9+£12.4) 33.2+222
28 72
(<LOQ - 22.3) (<LOQ —19.6) (5.6 —37.8) (17.7 - 98.0)
58+5.2 11.4+£11.2 20.4 +17.3
+ 5 dias -
(<LOQ —12.4) (<LOQ -25.8) (9.1-71.6)
10.8+13.4
+ 8 dias <LOQ (<LOQ —17.4) (0-14.8)
(<LOQ —52.0)
+12 dias (méximo 9.09) (<LOQ 7.0) (0- LOQ) (0-30.4)
+20 dias 0 <LOQ (0 - <LOQ) (0 - >LOQ)
LOQ = Limite de cuantificacién (<5 pg/ml)

La figura 2 muestra una curva de concentracion de plasma-tiempo, después de la Gltima administracién en el dia 25
del segundo ciclo menstrual. La Tabla 7 muestra parametros farmacocinéticos promedio que se relacionan con la
Ultima administracion, en el dia 25 del segundo ciclo menstrual.

Tabla 7: Parametros farmacocinéticos promedio de 4- hidroxi tamoxifen en mujeres sanas después de la Ultima
administracion

Promedio + SD (El rango se indica en paréntesis)
Parametros
0.5 mg/dia (n=12)* 1 mg/dia (n=8)% 1 mg/dia (n=12)° 2 mg/dia (n=12)"
i 21.0 £14.0 (<LOQ 35.1+22.4(9.9- 51.6 +31.7 (22.1 -
Crax (pg/mL) 17.0+8.5 (7.6 - 34.4) 240.1) 78.1) 132.5))
tmax (hr) 40 =81 (0.5 -288) 24 £ 18 (0.5 -48) 12.8+149(1-36) | 11.8+12.3(0.5-36)
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(continuacion)

Promedio + SD (El rango se indica en paréntesis)

Pardmetros
0.5 mg/dia (n=12)* 1 mg/dia (n=8)% 1 mg/dia (n=12)" 2 mg/dia (n=12)"
taya(hr) ; - (58 -118) (49 -101)
AUCo4(pg- hrfmL) 256.3 1625015..1:; (24.6- | 300.9 619?88 ©- | 619 1145(-3262 )(187 - 998 126757:; )(424 -
Ca=AUCo2424 (pg/mL) | 10.7 £ 8.5 (1.0 - 27.1) 12'5218_79',? ©- 258 iele% (78- | 416 112175f3§17'7 ;
T(1stC<LOQ) (hr) ; 274 + 141 (144 - | 236 + 72 (144 - | 355, 97 (192 -480)

480) 384)

?La concentracion de gel fue de 20 mg de 4-hidroxi tamoxifen por 100 g de gel
® La concentracion de gel fue de 57 mg de 4-hidroxi tamoxifen por 100 g de gel

AUC.24 = area bajo la curva de concentracion-tiempo para 0 — 24 horas; Ca = calculo de area bajo la curva durante
24 horas (AUCo.24) dividida por 24 horas; Cmax = concentracion maxima en plasma; ti> = vida media; T(1stC<LOQ) =
primer punto de tiempo en el cual la concentracion de plasma estaba por debajo del limite de cuantificacion; tmax =
tiempo de concentracion maxima en plasma.

Los datos son consistentes con una respuesta a la dosis a través de las tres dosis probadas (0.5, 1 y 2 mg). El gel
mas concentrado fue mejor absorbido, aproximadamente el doble, que el gel menos concentrado, con base en AUC
y Cav.

La tolerancia biolégica fue excelente en todos los 36 pacientes. El tratamiento no afect6 los niveles de FSH, LH,
estradiol u hormona progesterona durante los ciclos menstruales. Ademas, el examen ecogréfico de los ovarios al
final del tratamiento fue normal en todos los pacientes, mostrando foliculos en desarrollo de tamafio normal. Un
paciente desarrollé una reaccion alérgica al gel y 10 reportaron acné facial (5 de los cuales tenian una historia
anterior de acné).

En resumen, este estudio indica que la exposicion al 4-hidroxi tamoxifen después de la aplicacion tépica se
incrementa con la dosis, que las concentraciones en plasma de 4-hidroxi tamoxifen son inferiores que las
concentraciones tipicas de estradiol (80 pg/mL), y que no hay una evidencia detectable por laboratorio o por clinica
de efectos sistémicos.

Ejemplo 4: Demostraciéon de que el 4-hidroxi tamoxife n administrado por via percutanea produce
reducciones relacionadas con la dosis en los indice s de proliferacion de tejido tumoral

Este estudio demuestra que el 4-hidroxi tamoxifen administrado por via percutanea produce reducciones
relacionadas con la dosis en los indices de proliferacion de tejidos tumorales en seno. Es la primera comparacion
directa del gel de 4-hidroxi tamoxifen con tamoxifen y controles no tratados sobre puntos finales biolodgicos de cancer
de seno en humanos. Los resultados muestran que la administracién percutanea de gel de 4-hidroxi tamoxifen
durante 2 — 3 semanas produce reducciones dependientes de la dosis en los indices de proliferacion de tejido
tumoral (Ki-67 y PCNA) en mujeres postmenopausicas programadas para sufrir cirugia para el cancer de seno, con
equivalencia aproximada entre la dosis de 2.0 mg/dia de 4-hidroxi tamoxifen y la dosis de 20 mg/dia de tamoxifen
oral. Los niveles de los receptores de estrdgeno y progesterona no mostraron reducciones relacionadas con la dosis
con el tratamiento de 4-hidroxi tamoxifen. Los niveles en plasma de 4-hidroxi tamoxifen fueron consistentemente
mas altos en el grupo de tamoxifen oral que en los grupos con gel de 4-hidroxi tamoxifen, y las concentraciones de
tejido tumoral de 4-hidroxi tamoxifen se incrementaron con el incremento de la dosis de 4-hidroxi tamoxifen.

El presente estudio también provee informacién sobre los procesos biolégicos que subyacen a los efectos del
tamoxifen. El grupo que recibié 2 mg de 4-hidroxi tamoxifen percutaneo mostré el mismo efecto citostatico sobre la
proliferacién de células cancerosas del seno que el grupo de tamoxifen oral a pesar de las concentraciones
marcadamente inferiores en plasma del 4-hidroxi tamoxifen. Este hallazgo muestra que un mayor efecto del
tamoxifen es mediado localmente por los sectores de estrogenos en el tejido tumoral.
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Disefio de estudio

Un estudio en fase Ilb en grupos paralelos aleatorio, abierto, fue disefiado para comparar los efectos de tres niveles
de dosis de 4-hidroxi tamoxifen, tamoxifen oral y sin tratamiento sobre marcadores de la proliferaciéon tumoral (Ki-67
y PCNA). El antigeno Ki-67 fue detectado por el anticuerpo MIB1 y el PCNA (Antigeno Nuclear de Célula
Proliferativa) fue detectado con anticuerpo monoclonal PC-10.

Pacientes

Los participantes en el estudio fueron mujeres postmenopdausicas diagnosticadas con cancer de seno invasivo
positivo al receptor de estrégeno, segun lo determino la biopsia segun Tru-cut. Los criterios para el reclutamiento
incluyeron edades de mas de 50 afios, cancer de seno primario positivo al receptor de estrégeno T1l o T2
confirmado, y adecuacién para cirugia dentro de 1 mes después de la biopsia. Los pacientes con cancer
inflamatorio, metastasis conocida o participacion de nddulos linfaticos fueron excluidos como lo fueron los pacientes
con radioterapia o quimioterapia previa y terapia de reemplazo hormonal en marcha (se observé un periodo minimo
de lavado de 8 dias antes de la biopsia de Tru-cut). Otros criterios de exclusién fueron una historia de tromboflebitis
gue requirieron tratamiento con anticoagulantes, retinopatia, alergia cutanea al alcohol o dermatitis mamaria que
contraindica la aplicacién de un gel.

Los pacientes fueron distribuidos de manera aleatoria en uno de cinco grupos de tratamiento: 0.5 mg/d de 4-OHT
(0.5 ml de gel [0.25 mg de 4-OHT] aplicado en cada seno diariamente); 1.0 mg/d de 4-OHT (1 ml de gel [0.5 mg de
4-OHT] aplicado a cada seno diariamente); 2.0 mg/d de 4-OHT (2 ml de gel [1.0 mg de 4-OHT] aplicado a cada seno
diariamente); tamoxifen oral (20 mg/d como una dosis individual) o sin tratamiento (control no tratado). Los pacientes
fueron programados para la cirugia de recesion tumoral con un intento curativo entre el dia 15 y el dia 22 después
del inicio del tratamiento. Un dia antes de la cirugia, se obtuvo también una muestra de sangre para la determinacién
de las concentraciones de 4-OHT. En el dia de la cirugia, los pacientes fueron redefinidos para terapia concomitante,
condiciones concomitantes, hematologia, bioquimica, 4-OHT en plasma, concentraciones de estrona (E1) y estradiol
(E2).

Muestreo del tumor

Se utilizé una biopsia Tru-cut/de nlcleo tomada en la primera asistencia clinica para propoésitos de diagnostico,
como muestra de tumor predistribucion aleatoria. Se obtuvo un espécimen postratamiento obtenido en una recesién
quirtrgica definitiva. Todas las muestra de tejido fueron fijadas en formalina al 3.7% inmediatamente después de la
remocion, luego embebidas en cera de parafina para seccionamiento y subsecuente andlisis de los marcadores
biologicos. Los extractos de tumor (antes y después del tratamiento) también fueron almacenados en nitrégeno
liquido para el ensayo subsecuente de los receptores de estrégeno y progesterona, asi como los niveles de 4-OHT.

Analisis de la expresion del marcador tumoral

Expresion del antigeno asociado a la proliferacién . Los indices (LI) de marcacion del Ki-67 y del Antigeno
Nuclear de Célula Proliferante (PCNA) fueron establecidos sobre secciones embebidas en parafina de los
especimenes de tejido pre y post tratamiento. El antigeno KI-67 fue establecido utilizando el anticuerpo monoclonal
M1B1 (DAKO, Dinamarca), tal como se utiliza en condiciones de rutina en patologia. El anti-PCNA (DAKO) completé
el panel de anticuerpos utilizados para analizar la proliferacion en tejidos fijados. La deteccion se hizo sin
desnaturalizacion por calor. Se analizaron seis secciones en serie por caso con el fin de estandarizar el muestreo. El
analisis fue llevado a cabo con un sistema asistido por ordenador (Systéme microphotométrique a balayage
automatique; Samba-Alcatel, Grenoble, Francia). Para cada preparacion, los umbrales de densidad éptica (OD)
fueron determinados utilizando imagenes microscopicas reales del campo analizado como referencia. Las
mediciones de inmunotincién fueron llevadas a cabo a x 25. Se analizaron veinte campos para cada seccion. La
superficie nuclear tefiida fue determinada (segmentacion y determinacion de umbral) y se marcé un LI (células
tefiidas/elementos contratefiidos). La inmunotincion OD fue expresada en unidades arbitrarias. El control del andlisis
cuantitativo de la inmunotincion y la reproducibilidad del procedimiento se llevaron a cabo: - por comparacion con
mediciones repetidas hechas sobre las mismas preparaciones, - por comparacion con las mediciones compiladas en
seis secciones secuenciales del mismo espécimen. La evaluacion de las variaciones en el tejido en el analisis
cuantitativo de inmunotincion fueron llevadas a cabo comparando las mediciones de inmunotincién por OD de veinte
campos tomadas a partir de secciones no consecutivas para cada espécimen. La intensidad de la
inmunorreactividad del PCNA desplegada por las células proliferantes activamente en nddulos linfaticos
(centroblastos) sirvi6 como referencia para los umbrales de tincién positiva en tejidos de seno. Los resultados se
expresaron como LlI.

Expresion del receptor de estrogeno y progesterona . Las concentraciones de receptores de estrégeno (ER) y
progesterona (PgR) fueron analizadas en tejido tumoral antes y después del tratamiento bien sea con el ensayo de
enlazamiento de ligando (LBA) utilizando el método de dextrano-carb6n recubierto (Korenman, 1974) y/o por el
método inmunohistoquimico (ICH) sobre secciones embebidas en parafina. El punto de corte para la positividad de
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ER fue mas de 10 fmol/mg medida utilizando radioinmunoensayo o mas de 10% de las células tumorales marcadas
con un ensayo inmunoenzimatico (Bevitt, 1997).

Ensayo de 4-OHT . Las concentraciones de 4-OHT en plasma, tejido tumoral y tejido normal fueron llevadas a cabo
utilizando cromatografia de gases (GC) combinadas con espectrometria de masas (MS) utilizada en el modo de
ionizacion quimica con ién negativo (NICI) (Girault, 1993). Los limites de cuantificacién del método fueron de 5 pg/ml
para el plasma y 50 pg/g para muestras de tejido respectivamente. Los extractos tumorales y el tejido de seno
normal obtenidos en el momento de la cirugia (después del tratamiento) fueron almacenados en nitrogeno liquido
hasta el ensayo subsecuente de 4-OHT.

Andlisis estadistico

Con base en el tamafio de muestra planeado de 14 pacientes en el grupo de control y 42 pacientes (3 grupos)
asignados al gel de 4-OHT, este estudio tuvo buena capacidad (90%) para detectar un descenso relativo superior al
50% de la hipétesis en el indice de marcacion de Ki-67 en el grupo de 4-OHT que en el grupo sin tratamiento
utilizando una prueba de dos lados con error tipo | de 5%. El punto final de eficacia primaria cambi6 en la expresion
del marcador de proliferacion tumoral. Otras variables del estudio fueron consideradas como puntos finales
secundarios. Este andlisis “por protocolo” incluyd solamente aquellos que recibieron al menos 13 dias de
tratamiento, completaron el final del establecimiento de tratamiento para el punto final primario, y no tuvieron
desviaciones o violaciones significativas del protocolo.

Las comparaciones del grupo de tratamiento fueron hechas utilizando analisis de varianza (ANOVA). La prueba de
Kruskal-Wallis fue utilizada en casos donde la distribucidn de los datos fue no simétrica/no normal. Las variables
categoricas fueron analizadas utilizando la prueba exacta de Fisher. Las pruebas de hipétesis fueron llevadas a cabo
en el nivel de significado a = 0.05 ajustado para comparaciones multiples. Las interferencias cayeron dentro de las
siguientes categorias para las variables medidas: - prueba para interferencias entre los cinco grupos de tratamiento;
- examen de diferencias entre los tres niveles de dosis de 4-OHT, y — examen de diferencias entre cada nivel de
dosis de 4-OHT y tamoxifen oral.

Resultados

Caracteristicas de pacientes . Un total de 55 pacientes fueron reclutados en el ensayo. Seis pacientes fueron
excluidos del analisis: uno (en el grupo de 4-OHT 1.0 mg/d) retiré su consentimiento, a uno (0.5 mg/d) no se le pudo
hacer seguimiento, uno (2.0 mg/d) fue negativo al receptor de estrégeno al inicio del estudio, uno (0.5 mg/d) recibio
terapia de reemplazo hormonal, y dos (0.5 y 1.0 mg/d) descontinuaron su tratamiento después de solamente 6 y 12
dias. Por lo tanto, un total de 49 pacientes fue evaluable en cuanto a la eficacia. Los grupos estuvieron bien
balanceados con respecto a tamafio de tumor, duracién de la amenorrea y grado del tumor en la cirugia. Los
pacientes en el grupo de control no tratado eran mayores que los de los grupos de tratamiento activos (Tabla 7).

Tabla 7: Parametros geograficos de la poblacion estudiada

Mediana
(min:max)
Tam Oral 4-OHT gel 4-0HT gel 4-OHT gel
Variable Control Total P
(20mg/d) (0.5 mg/d) (2 mg/d) (2 mg/d)
n (Pacientes) 11 11 8 9 10 49
Edad (Afios) 72 62 65 64 61.5 65 0.07
58:88 57:83 54:78 50:70 52:79 50:88
BMI (kg/m?) 24.6 25 24.7 25.9 23.6 24.7 0.88
19.5:33.9 19.7:35.5 20.6:40.4 19.6:30.8 21.5:35.5 19.5:40.4
Tumor
Izquierdo 6 3 5 1 8 23 0.018
Derecho 5 8 3 8 2 26
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(continuacién)

Amenorrea 21 10 14.7 9 125 13.3 0.40
(Afos) 5:31.7 5:34 2:23.3 1:33 2:31.2 1:34
Tamario del
1.5 1.5 2.0 2.0 1.75 2.0 0.90
tumor
(cm) 1.0:2.5 1.0:10.0 1.0:2.5 1.0:3.0 1.0:4.0 1.0:10.0
Grado
| 4 3 1 3 4
1l 4 7 6 4 5
[} 3 1 1 2 0 - -
pN+ 5 (45%) 4 (36%) 3 (38%) 3 (33%) 5 (50%) - -
espécimen

Expresion de antigeno asociado con la proliferacién . Después de ajustar los niveles de linea base, el LI de Ki-67
del tejido tumoral después del tratamiento difirié significativamente entre los 5 grupos (Tabla 8). Los pacientes
tratados (4-OHT [todas las dosis] y tamoxifen oral) tuvieron marcadores de LI Ki-67 promedio significativamente
inferiores comparados con el grupo no tratado (P = 0.0054). La marcacién de LI de Ki-67 promedio después de
tratamientos fue dependiente de la dosis para los grupos de tratamiento con 4-OHT. Ademas, se demostrdé una
relacion de respuesta a la dosis con una equivalencia aproximada entre el grupo de 4-OHT 2.0 mg/d y el grupo de
tamoxifen oral en la Tabla 9A la cual muestra el porcentaje de pacientes que tuvieron descensos en los Li de KI-67
de unidades arbitrarias (%) 21, 22 o =23. No hubo diferencias significativas en la marcacion de Ki-67 entre tamoxifen y
cualquier dosis de 4-OH. La respuesta del tejido tumoral a los diversos tratamientos medidos por LI de PCNA fue
paralela a la establecida por el LI de Ki-67 (Tabla 8, 9B). Después del tratamiento, el LI de PCNA del tejido tumoral
para los cuatro grupos tratados difirié significativamente, del control no tratado (P=0.002). Como se vio con los LI de
Ki-67, el porcentaje de pacientes que tuvo descensos en el indice PCNA de 21, 22 o 23 unidades (%) demostrd un
fuerte efecto del tratamiento de 4-OHT especialmente en los grupos de 4-OHT 1 y 2 mg/d, con respecto a los
controles no tratados y mostré una equivalencia aproximada con tamoxifen oral (Tabla 9B). No hubo diferencias
significativas en la marcacion de PCNA entre el tamoxifen y cualquier dosis de 4-OHT. La respuesta definida como
un tumor que tenia un descenso del LI de PCNA o del LI de Ki-67 de tres unidades arbitrarias demostré una
tendencia para incrementarse con la dosis de 4-OHT. Sin embargo, el tamafio de la muestra no fue suficiente para
demostrar el significado para la relacion.

Tabla 8: Evolucion de marcadores proliferativas de acuerdo con el tratamiento

Mediana (min : max)

Tam Oral 4-OHT gel 4+0OHT gel 4-OHT gel
Control p* P Pk
(20 mg/d) (0.5 mg/d) (1 mgl/) (2 mg/d)
KI 67 Tru- 5(2.4:9.0) 6.7 4.1 6.8 6.7 0.44 0.48 0.24
cut (1) (25116  (0.99:12.8)  (3.21113)  (3.5:10.3)
KlI67 5.8 2.8 (1.2:3.7) 3.3 3.3 3.2 0.0054 042 0.98
Tumor (T)  (2.7:12.4) (0.8 :8.99) (0.9:6.7) (2.05:4.8)
A (t-T) 0.28 -3.8 -0.8 45 -3.9 (-7:-0.6) - - -
(-2.5:8.4) (-10.2:1.0) (-4.1:1.9) (-5.9:1.1)
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(continuacion)

PCNA 11.4 7.8 7.2 (4.6:9.6)
Tru-cut (t)  (3.3:14.7) (1.8:15.1)
PCNA 11-9 3.0(1.4:76) 4.6(2.3:5.3)
Tumor (T) (3.6:15.2)
A (t-T) 0.54 -2.9 -2.2
(-0.81:2.9) (-9.4:0.12) (-7.3:0.61)

11

(5.2:16.2)

6.3 (4.0:8.2)

-4.4

(-11:2.9)

6.9 0.12
(5.9:11.4)
45(0.7:9.1) 0.002
-4.2 -
(-7.4:2.2)

0.11 0.04

0.19 0.19

P* : Kruskal-Wallis test between the 5 groups

P**: Kruskal-Wallis test between the 4 groups with oral Tam

p**: Kruskal-Wallis test between the 3 groups with 4 OHT gel

Tabla 9: Porcentaje de pacientes que exhiben un descenso en el indice de Ki-67/MIB1 (A) o el indice en PCNA (B)
de acuerdo con el tratamiento

A
4-0HT gel
Control Tam oral (20mg/d) (0.5mg/d) 4-0HT gel (1 4-0HT gel
N=11 N=11 N8 mg/d) N=9 (2mg/d) N=10
=10 Unidades de 40% 90% 50% 89% 87%
ajo descenso
=20 Unidades de 20% 70% 25% 78% 62%
ajo descenso
=30 Unidades de 0% 60% 25% 56% 62%
ajo descenso
Control Tam oral (20mg/d) | 4-OHT gel (0.5mg/d) 4-0HT gel (1 4-0HT gel
N=11 N=11 N=8 mg/d) N=9 (2mg/d) N=10
B
Tam oral 4-0HT gel 4-0HT gel 4-0HT gel
CONTROL
(20mg/d) (0.5mg/d) (2 mg/d) (2 mg/d)
N=11
N=11 N=8 N=8 N=10
El:o Unidades de |, 73% 75% 87% 78%
ajo descenso
EZ:O Unidades de |, 73% 50% 87% 78%
ajo descenso
8.0 Unidades de | 45% 37% 75% 67%

bajo descenso
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Expresion de ER . Utilizando RIA, las concentraciones de ER en pretratamiento fueron estadisticamente similares a
través de los grupos con los valores de grupo promedios con una variaciéon de 5 a 56 fmol/mg. Los valores
individuales mostraron un amplio rango (9 hasta 321 fmol/mg). El tratamiento de los tumores positivos a ER con
tamoxifen o 4-OHT dieron como resultado un descenso significativo (P= 0.012) en la concentracién de ER con
respecto al grupo de control no tratado. Utilizando ICH la concentracion de ER (% de células marcadas) demostro el
mismo valor promedio en la linea base (70 a 85%) a través de los grupos y no mostré una tendencia a incrementos
significativos estadisticamente después del tratamiento en todos los grupos.

Expresion de PgR . Las mediciones de RIA de PgR estuvieron dispersas en la linea base y se incrementaron
después del tratamiento en todos los grupos, sin significado estadistico o un patrén relacionado con la dosis. Los
resultados de PgR con mediciones de ICH no indicaron ningun efecto consistente del tratamiento o cambios
relacionados con la dosis.

Concentraciones de 4-OHT en tejido y plasma. (Tabla 10, figura 3) . La concentracién promedio de 4-OHT fue
claramente dos veces mas alta en el grupo de tamoxifen (4237 pg/g) en comparacion con la del grupo de 2.0 mg/d
de 4-OHT (1698 pg/g). A pesar de un incremento en las concentraciones promedio de 4-OHT en el tejido (pg/g) de
acuerdo con la dosis percutanea suministrada (687, 1377 y 1698 pg/g para 0.5, 1 y 2 mg/d respectivamente), la
diferencia entre los tres grupos no fue significativa estadisticamente (P= 0.13). La concentracion de 4-OHT en tejido
no tumoral fue aproximadamente la mitad de la del tejido tumoral en todos los grupos excepto en el de 0.5 mg/d.
Para la concentracion en plasma promedio de 4-OHT, hubo una diferencia significativa entre los cuatro grupos de
tratamiento (P=0.0015) con un nivel alto para el grupo de tamoxifen oral contra los grupos de 4-OHT en gel (1495
pa/ml versus 31, 35y 164 pg/ml, respectivamente). Adicionalmente, hay un incremento significativo (P=0.035) de 4-
OHT en plasma con la dosis percutanea de 4-OHT ascendente.

Tabla 10: Concentracion de 4-OHT en tejidos de seno tumorales, normales y plasma

Promedio (min:max)

Control Tam oral OHT gel OHT gel OHT gel
4-OHT n=11 (20mg/d) | (0.5mg/d) | (1.0mg/d) | (2.0mg/d) * *k rokk
- n=11 N=8 n=9 n=10
Tumor 4237 687 1377 1698
- 0.0003 0.13
pg/g 2388:7386 | 83:1978 | 556:2955 | 327:5123
Seno 2038 528 278 762
- 0.0024 0.36
pg/g 1058:4461 | 83:3126 73:777 141:2080
Plasma 1495 31 35 164
- 0.0015 0.035
pg/mi 32:1995 18:144 20:84 31:306
Plasma
9.7 8.28 11 9 20 0.55 - -
E2 pg/mi
p* : Prueba de Krukal-Wallis entre los 5 grupos
p** : Prueba de Kruskal-Wallis entre los 4 grupos con Tam oral
p***: Prueba de Kruskall-Wallis entre los 3 grupos con gel de 4-OHT
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REIVINDICACIONES

1. Medicamento para uso para la prevencion de cancer de seno en un paciente en mayor riesgo de desarrollar
cancer de seno, en donde dicho medicamento es una composicion hidroalcohélica para administracién percutanea
que contiene 4-hidroxi tamoxifen, miristato de isopropilo como potenciador de la penetracién, un vehiculo acuoso, un
vehiculo alcohdélico y un agente gelificante,

en donde el 4-hidroxi tamoxifen es para administrado en una cantidad de aproximadamente 0.25 a 2.0 mg/seno,
preferiblemente aproximadamente 0.5 a 1.0 mg/seno por dia,

en donde dicho incremento del riesgo para desarrollar cancer de seno es seleccionado de la historia familiar de
cancer de seno; historia personales de cancer de seno; deteccion por biopsia de seno previa de hiperplasia atipica;
irradiacion del seno previa; factores de riesgo genéticos seleccionados de BRCA1l, BRCA2, ATM, CHEK-2 y las
mutaciones de p53; partos retrasados hasta después de la edad de 30 afios.

2. Medicamento de acuerdo con la reivindicacién 1 para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el 4-
hidroxi tamoxifen es para ser administrado en una cantidad de aproximadamente 0.25 mg/seno, preferiblemente
aproximadamente 0.5 mg/seno, mas preferiblemente aproximadamente 0.75 mg/seno, aun mas preferiblemente
aproximadamente 1.0 mg/seno por dia.

3. Medicamento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 para uso de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-2, en donde dicho cancer de seno es positivo al receptor de estrégeno.

4. Medicamento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para uso de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-3, en donde dicha composicion hidroalcohdlica es un gel hidroalcohdlico que comprende 4-
hidroxi tamoxifen, alcohol etilico, miristato de isopropilo, e hidroxipropilcelulosa.

5. Medicamento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para uso en donde la composicién
hidroalcohdlica comprende ademas un agente neutralizante.

6. Medicamento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para uso en donde dicha composicién
hidroalcohélica comprende:

a) aproximadamente 0.01% a 0.1% en peso de 4-hidroxi tamoxifen,
b) aproximadamente 0.5% a 2% en peso de miristato de isopropilo,
c) aproximadamente 65% a 75% en peso de alcohol,

d) aproximadamente 25% a 35% en peso de vehiculo acuoso,

e) aproximadamente 0.5% a 5% en peso de agente gelificante,

en donde el porcentaje de los componentes son peso a peso de la composicion.

7. Medicamento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para uso de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-6, en donde el 4-hidroxi tamoxifen constituye aproximadamente 0.01%, 0.02%, 0.03%,
0.04%, 0.05%, 0.06%, 0.07% , 0.08%, 0.09%, 0 0.10% en peso de la composicion.

8. Medicamento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para uso en donde el miristato de
isopropilo constituye aproximadamente 0.5%, 0.6%, 0.7%, 0.8%, 0.9%, 1.0%, 1.1%, 1.2%, 1.3%, 1.4%, 1.5%, 1.6%,
1.7%, 1.8%, 1.9% 0 2.0% en peso de la composicion.

9. Medicamento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para uso en donde el alcohol en el
vehiculo alcohdlico es etanol o isopropanol, y constituye aproximadamente 65% a 75% en peso de la composicion.

10. Medicamento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para uso de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-9, en donde el vehiculo acuoso es una soluciéon regulada con fosfato, y constituye
aproximadamente 25% a 35% en peso de la composicion.

11. Medicamento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para uso en donde el agente
gelificante es un acido poliacrilico, derivado de hidroxipropilcelulosa u otra celulosa, y constituye aproximadamente
0.1% a 5% en peso de la composicion.

12. Medicamento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde dicha composicidon hidroalcohdlica comprende un agente
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neutralizante seleccionado del grupo que consiste de hidréxido de sodio, hidréxido de amonio, hidroxido de potasio,
arginina, aminometilpropanol y trometamina, dicho agente de neutralizacion se encuentra en una relacion con
respecto al agente gelificante de entre 10:1 y 0.1:1, preferiblemente entre 7:1 y 0.5:1, incluso mas preferiblemente
4:1y 1:1.

13. Medicamento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para uso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde dicha composicién hidroalcohdlica es empacada en un empaque
de dosis unitaria o en un contenedor de dosis mltiple con una bomba de medicion.

14. Uso de 4-hidroxitamoxifen para la preparaciéon de un medicamento tal como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-13.

23



ES 2 483 896 T3

Figura 1: Representacién del Metabolismo de Tamoxifen

/ﬂi:
\H

SOTHCHA,
m\ : N\ Q K-desmeti-tamoxif
o= -desmetil-tamoxifen

|
}

4-hidroxi-N-desmetil-

o/

i

N

Tamoxifen

~

_~
. e

N-clidemetl

ok

Metabolito

e

——
Ck( gm‘,\ ...sMetabolito ¥
‘\(:I T

e

i
It
i
F

Metabolito F 'ﬂ,
e \@

Metabolito E

24



ES 2 483 896 T3

Figura 2: Concentracion Media £ SD en plasma de 4-hidroxi tamoxifen en
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Figura 3: Concentracién en tejido tumoral de 4 OHT de
acuerdo con la forma y dosis de administracion

La parte superior e inferior de cada recuadro representa los percentiles
75° y 23°, respectivamente. La linea horizontal dentro de los recuadros
representa el percentil 50° (mediana) y el final de cada "diagrama de
caja" los percentiles 10° y 90°.
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B : Niveles en plasma de 4-OHT (pg/ml)
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