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DESCRIPCION
Procedimiento de tratamiento de cancer pancreatico

La presente invencion se refiere, en general, al tratamiento de cancer y, particularmente, al tratamiento de cancer
pancreatico.

El cancer pancreatico es una de las formas de cancer mas letales. En EE. UU, cada afio se diagnostica cancer
pancreatico a mas de cuarenta mil personas, y menos del 5 % de las mismas sobreviven durante mas de cinco afios
después del diagndstico. La baja tasa de supervivencia se atribuye ampliamente al hecho de que la mayoria de los
canceres pancreaticos no se diagnostican hasta que estan en un estado avanzado. El cancer pancreatico es
habitualmente asintomatico en estado temprano, aunque los sintomas en estado tardio no son especificos y varian,
lo que hace dificil un diagndstico temprano.

La opcion de tratamiento de cancer pancreatico es limitada. La cirugia y la radioterapia pueden usarse para el
cancer pancreatico en estado temprano, pero no son muy eficaces para un cancer pancreatico avanzado o
recurrente. La administracion por via intravenosa semanal de gemcitabina ha demostrado ser eficaz y se aprobd en
1998 por la FDA de EE. UU. para cancer pancreatico.

El resultado de numerosos ensayos clinicos de gemcitabina y un segundo agente terapéutico se detallan en Rivera y
col., Cancer Treatment Reviews, 2009, pags. 335-339.

La FDA de EE. UU también ha aprobado el inhibidor de quinasa erlotinib para usar en combinacién con gemcitabina
en pacientes con cancer pancreatico en estado avanzado que no han recibido quimioterapia previa. No obstante, el
beneficio de supervivencia global media derivado de erlotinib es solo inferior a cuatro semanas. Moore y col., J. Clin.
Oncol., 25(15): 1960-6 (2007).

Se ha demostrado que el trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de indazolio y el trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de sodio son eficaces en destruir células tumorales en las lineas celulares de cancer de colon
SW480 y HT29. Kapitza y col., J. Cancer Res. Clin. Oncol., 131(2): 101-10 (2005). No obstante, no se sabe si serian
eficaces en el tratamiento de cancer pancreatico.

La invencion se refiere a las realizaciones tal como se definen en las reivindicaciones.

Se ha descubierto ahora que el compuesto trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio es especialmente
eficaz en el tratamiento de cancer pancreatico. Sorprendentemente también se ha descubierto que el compuesto
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio es igualmente eficaz en lineas celulares pancreaticas, tanto
sensibles como insensibles a farmacos tales como gemcitabina y erlotinib.

En consecuencia, en un primer aspecto, el presente documento proporciona un procedimiento de tratamiento de
cancer pancreatico que comprende tratar un paciente identificado con cancer pancreatico con una cantidad
terapéuticamente eficaz de trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

En un segundo aspecto, el presente documento proporciona un procedimiento para prevenir o retrasar la aparicion
de cancer pancreatico que comprende administrar a un paciente identificado con necesidad de prevencion, o retraso
de la aparicion, de cancer pancreatico una cantidad profilacticamente eficaz de trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencién proporciona adicionalmente un uso de trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para la fabricacion de un medicamento Util para tratar, prevenir o retrasar la
aparicion de cancer pancreatico.

1. Uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una sal farmacéuticamente aceptable de trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] para la fabricacion de un medicamento para tratar cancer pancreatico.

2. Uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una sal farmacéuticamente aceptable de trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] para la fabricacion de un medicamento para prevenir o retrasar la aparicion de cancer
pancreatico.

En otro aspecto, el presente documento proporciona un procedimiento para tratar cancer pancreatico resistente que
comprende identificar un paciente con cancer pancreatico resistente y tratar al paciente con una cantidad
terapéuticamente eficaz de trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. En realizaciones especificas, el paciente tiene un cancer pancreatico que es resistente a un tratamiento que
comprende uno o mas farmacos seleccionados del grupo que consiste en gemcitabina, erlotinib, mitomicina C y
agentes de platino.
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3. El uso segun el punto 1, en el que dicho tratamiento es util para prevenir o retrasar la apariciéon de un cancer
pancreatico resistente.

4. El uso segun el punto 3, en el que dicho cancer es resistente a un tratamiento que comprende uno o mas de
gemcitabina y erlotinib.

5. El uso segun el punto 3, en el que dicho cancer se ha tratado previamente con, y no responde a, un tratamiento
que comprende uno o mas de gemcitabina y erlotinib.

6. El uso segun el punto 3, en el que dicho cancer es cancer pancreatico que reincide después de un tratamiento
previo que comprende uno o mas de gemcitabina y erlotinib.

7. El uso segun uno cualquiera de los puntos 4-6, en el que dicho tratamiento previo comprende gemcitabina.
8. El uso segun uno cualquiera de los puntos 4-6, en el que dicho tratamiento previo comprende erlotinib.

9. El uso segun uno cualquiera de los puntos 1-8, en el que dicha sal farmacéuticamente aceptable es
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio.

Las ventajas anteriores y otras y caracteristicas de la invencion y el modo en el que se consiguen las mismas seran
mas facilmente aparentes al considerar la siguiente descripcion detallada de la invenciéon tomada en conjunto con los
ejemplos adjuntos, que ilustran realizaciones preferentes y ejemplares.

La figura 1 es un grafico que muestra la inhibicion del crecimiento dependiente de la dosis por trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato] (lll)] de sodio (ensayo de MTT) en un modelo de tumor tridimensional (HuBiogel, Vivo Biosciences,
Birmingham, AL) derivado de una linea celular del tumor pancreatico MIA PaCa2.

La presente invencion se basa al menos en parte en el descubrimiento de que el compuesto trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de sodio es especialmente eficaz en el tratamiento de cancer pancreatico. En consecuencia,
segun un primer aspecto de la presente divulgacion se proporciona un procedimiento para tratar cancer pancreatico.
Especificamente, el procedimiento comprende tratar a un paciente que tiene cancer pancreatico con una cantidad
terapéuticamente eficaz de trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. Es decir, la presente invencion se dirige al uso de trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para la fabricacion medicamentos para tratar cancer pancreatico en
pacientes identificados con cancer o que se les ha diagnosticado cancer pancreatico.

En las diversas realizaciones de este aspecto de la presente divulgacion, el procedimiento de tratamiento también
comprende opcionalmente una etapa de diagnostico o identificacion de un paciente que tiene cancer pancreatico. El
paciente identificado se trata después con, o se le administra, una cantidad terapéuticamente eficaz de
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] (p. ej. trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio o
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de indazolio. El cancer pancreatico puede diagnosticarse con cualquier
procedimiento de diagndstico convencional conocido en la técnica, incluyendo ultrasonidos, tomografia
computerizada, RMN, ultrasonidos endoscopicos, analisis de CA19-9 (antigeno de carbohidratos 19.9) y biopsia (p.
€j. biopsia con agujas percutaneas).

Ademas, sorprendentemente también se ha descubierto que el compuesto trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de sodio es igualmente eficaz en lineas celulares de cancer pancreatico, tanto sensibles como
insensibles a farmacos tales como gemcitabina y erlotinib. En consecuencia, el presente documento proporciona un
procedimiento para tratar cancer pancreatico resistente que comprende tratar a un paciente identificado con cancer
pancreatico resitente con una cantidad terapéuticamente eficaz de trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(ll)] (p. €j.
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio o trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de indazolio. En
realizaciones especificas, el paciente tiene un cancer pancreatico que es resistente a un tratamiento que comprende
uno o mas farmacos seleccionados del grupo que consiste en gemcitabina, erlotinib, mitomicina C y agentes de
platino (p. €j. cisplatino, carboplatino, oxaliplatino), docetaxel, 5-FU y capecitabina. Es decir, la presente invencion
también se dirige al uso de trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo (p. €j. trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio o trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de
indazolio) para la fabricacion de medicamentos para tratar cancer pancreatico resistente, p. e€j. un cancer
pancreatico resistente a uno o mas farmacos seleccionados de gemcitabina, erlotinib, docetaxel, mitomicina C,
agentes de platino (cisplatino, carboplatino, oxaliplatino), 5-FU y capecitabina.

La expresion “cancer pancreatico resistente”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a cancer
pancreatico que bien no responde favorablemente a un tratamiento antineoplasico que no incluye
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)], o bien, alternativamente, recidiva o recurre después de responder
favorablemente a un tratamiento antineoplasico que no incluye trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)]. En
consecuencia, “un cancer pancreatico resistente a un tratamiento”, tal como se usa en el presente documento
significa un cancer que no responde favorablemente al tratamiento o es insensible al tratamiento, o
alternativamente, recidiva o recurre después de responder favorablemente al tratamiento.
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Por tanto, en algunas realizaciones, en el procedimiento de la presente divulgacion se usa transl[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para tratar pacientes con cancer pancreatico
que tienen un tumor que muestra resistencia a un tratamiento que comprende uno o mas farmacos seleccionados
del grupo que consiste en gemcitabina, erlotinib, mitomicina C, docetaxel, agentes de platino (cisplatino,
carboplatino, oxaliplatino), 5-FU y capecitabina. En otras palabras, el procedimiento se usa para tratar un paciente
con cancer pancreatico que se ha tratado previamente con un régimen de tratamiento que incluye uno o mas
farmacos seleccionados del grupo que consiste en gemcitabina, erlotinib, mitomicina C, docetaxel, agentes de
platino (cisplatino, carboplatino, oxaliplatino), 5-FU y capecitabina, y cuyo cancer pancreatico se ha encontrado que
no responde al régimen de tratamiento o ha desarrollado resistencia al régimen de tratamiento. En ofras
realizaciones, el procedimiento se usa para tratar a un paciente con cancer pancreatico tratado previamente con un
tratamiento que comprende uno o mas farmacos seleccionados del grupo que consiste en gemcitabina, erlotinib,
mitomicina C, docetaxel, agentes de platino (cisplatino, carboplatino, oxaliplatino), 5-FU y capecitabina, pero el
cancer pancreatico ha recidivado o recurrido, es decir, un paciente con cancer pancreatico que se ha tratado
previamente con uno o mas de dichos farmacos, y cuyo cancer ha respondido inicialmente a uno o mas de dichos
farmacos administrados previamente, pero posteriormente se ha encontrado que ha recurrido. En realizaciones
especificas, se usa trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(ll1)] de sodio para tratar pacientes con cancer pancreatico
que se han tratado previamente con gemcitabina, es decir, que tienen un tumor que muestra resistencia a un
tratamiento , o recurre después de un tratamiento que incluye gemcitabina. En otras realizaciones especificas se usa
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio para tratar pacientes con cancer pancreatico que se ha tratado
previamente con erlotinib, es decir, que tienen un tumor que muestra resistencia a, o recurre después de, un
tratamiento que incluye erlotinib. En todavia oftras realizaciones especificas, se usa trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de sodio para tratar pacientes con cancer pancreatico tratados previamente con un agente
citotoxico de platino (p. €j. , cisplatino, carboplatino, oxaliplatino, picoplatino), es decir, que tienen un tumor que
muestra resistencia a, o recidive después de un tratamiento que incluye un agente citotéxico de platino (p. €j ,
cisplatino, carboplatino, picoplatino u oxaliplatino). En todavia otras realizaciones especificas se usa
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio para tratar pacientes con cancer pancreatico tratados
previamente con 5-FU o capecitabina, es decir, que tienen un cancer pancreatico que muestra resistencia a, o
recidive después de, un tratamiento que incluye mitomicina C. En todavia otras realizaciones especificas, se usa
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio para tratar pacientes con cancer pancreatico tratados
previamente con mitomicina C, es decir, que tienen un cancer pancreatico que muestra resistencia a, o recidive
después de, un tratamiento que incluye mitomicina C.

Para detectar un cancer pancreatico resistente, se realiza un seguimiento cuidadoso de los pacientes que se
someten a un tratamiento inicial para detectar signos de resistencia, no respuesta o un cancer pancreatico
recurrente. Esto puede realizarse haciendo un seguimiento de la respuesta del cancer del paciente al tratamiento
inicial, que puede incluir, por ejemplo, uno o mas farmacos seleccionados del grupo que consiste en gemcitabina,
erlotinib, mitomicina C, docetaxel, agentes de platino (cisplatino, carboplatino, oxaliplatino), 5-FU y capecitabina. La
respuesta, la falta de respuesta o la recidiva del cancer al tratamiento inicial pueden determinarse mediante
cualquier procedimiento adecuado practicado en la técnica. Por ejemplo, esto puede realizarse evaluando el tamafio
y el numero de tumores. Un aumento en el tamafio del tumoro, alternativamente, en el nimero de tumores, indica
que el tumor no responde a la quimioterapia, o que ha tenido lugar una recidiva. La determinacién puede realizarse
segun los criterios de “RECIST”, como se describe con detalle en Therasse y col., J. Natl. Cancer Inst. 92:205-216
(2000).

Segun todavia otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un procedimiento para prevenir o retrasar la
apariciéon de cancer pancreatico, o prevenir o retrasar la recurrencia de cancer pancreatico, que comprende tratar un
paciente con necesidad de prevencion o retraso con una cantidad profilacticamente eficaz de trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo (p. e€j. trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de sodio o trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de indazolio.

Se sabe ahora que las personas con pancreatitis cronica tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer pancreatico.
Ademas, las personas que tiene sindromes genéticos también estan predispuestos a desarrollar cancer pancreatico,
incluidos los que tienen ataxia-telangiectasia autosdmica recesiva y mutaciones heredadas de forma dominante
autosémicas en el gen BRCA2 o el gen PALB2, mutaciones debidas al sindrome de Peutz-Jeghers en el STK11,
cancer de colon de no poliposis hereditario (HNPCC), poliposis adenomatosa familiar (FAP) y el sindrome de cancer
pancreatico-melanoma de nevo multiple atipico familiar (FAMMM-PC) debido a mutaciones en el gen CDKN2A.
Todas estas personas pueden ser candidatas para prevenir o retrasar la aparicion de cancer pancreatico usando
una cantidad profilacticamente eficaz de trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo (p. e€j. trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio o trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de indazolio). Ademas, los pacientes con un historial familiar de cancer pancreatico también
pueden identificarse para la aplicacion del presente procedimiento de prevencion o retraso de la aparicion de cancer
pancreatico.

Para fines de prevencién o retraso de la recurrencia de cancer pancreatico, los pacientes con cancer pancreatico
que han sido tratados y estan en remision o en un estado estable o exentos de progresion pueden tratarse con una
cantidad profilacticamente eficaz de trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] o una sal farmacéuticamente
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aceptable del mismo (p. ej. trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio o trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de indazolio) para prevenir o retrasar la recurrencia o la recidiva de cancer pancreatico.

En la presente invencién, cancer pancreatico se refiere a cancer pancreatico exocrino, tal como adenocarcinomas,
carcinomas adenoescamosos, carcinomas de células en anillo de sello, carcinomas hepatoides, carcinomas
coloidales, carcinomas no diferenciados y carcinomas no diferenciados con células gigantes semejantes a
osteoclastos.

Tal como se usa en el presente documento, la frase “que se trata...con....“ o una parafrase de la misma significa
administrar un compuesto al paciente o provocar la formaciéon de un compuesto en del cuerpo de un paciente.

Segun la presente invencién, se usa una cantidad terapéuticamente eficaz de trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo (p. e€j. trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de sodio o trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de indazolio) solo como un Unico agente,
o alternativamente en combinacién con uno o mas agentes antineoplasicos diferentes.

Ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de metales alcalinos (por ejemplo sal de sodio o de
potasio), sales de indazolio, etc. Una sal de metal alcalino, preferentemente una sal de sodio de
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] (es decir, trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio o
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de potasio) es particularmente Uutil.

Pueden prepararse sales de metales alcalinos de trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lIl)] mediante cualesquiera
procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la publicacion PCT n.° WO/2008/154553 da a conocer un
procedimiento eficaz de preparacion de trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio. La patente de EE. UU.
n.° 7.338.946 divulga trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de indazolio y una formulacién que contiene la sal
de indazolio.

Los compuestos farmacéuticos tales como una sal farmacéuticamente aceptable de trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] (p. €j. , trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] o trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(ll)]
de indazolio) pueden administrarse mediante inyeccion por via intravenosa o cualquier otro medio adecuado en una
cantidad de 0,1 mg a 1000 mg por kg de peso corporal del paciente en funcién deldel peso corporal total. Los
ingredientes activos pueden administrarse de una vez o puede dividirse en un nimero de dosis pequefias que se
administraran a intervalos de tiempo predeterminados, por ejemplo una vez al dia o una vez cada dos dias. Debe
entenderse que los intervalos de dosificacion establecidos anteriormente son solo ejemplares y no pretenden limitar
el alcance de la presente invencion. La cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto activo puede variar con
factores que incluyen, pero sin limitacion, la actividad del compuesto usado, la estabilidad del compuesto activo en el
cuerpo del paciente, la gravedad de las afecciones que se estan aliviando, el peso total del paciente tratado, la via
de administracion, la facilidad de absorcion, distribuciéon y excrecion del compuesto activo por el cuerpo, la edad y
sensibilidad del paciente que se esta tratando, y similares, como sera evidente para el experto. La cantidad de
administracion puede ajustarse si los diversos factores cambian con el transcurso del tiempo.

Segun la presente invencion, se proporciona el uso de un compuesto que tiene trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo (p. €j. una sal de metal alcalino de
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] tal como trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio o
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de potasio o trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de indazolio) para
la fabricacion de un medicamento Util para tratar el cancer pancreatico. EI medicamento puede estar, por ejemplo, en
una forma inyectable, por ejemplo, adecuada para la administracion por via intravenosa, intradérmica o
intramuscular. Las formas inyectables son conocidas, en general, en la técnica, por ejemplo en solucién o
suspension tamponada.

Segun otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un kit farmacéutico que comprende en un recipiente
una forma de dosificacion unidad de un compuesto que contiene trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo (por ejemplo una sal de metal alcalino de trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] tal como trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio o trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de potasio o trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de indazolio) y opcionalmente
instrucciones para usar el kit en los procedimientos segun la presente divulgacion, por ejemplo, tratar, prevenir o
retrasar la aparicion de cancer pancreatico o prevenir o retrasar la recurrencia de cancer pancreatico, o tratar cancer
pancreatico resistente. Como sera evidente para el experto, la cantidad de un compuesto terapéutico en forma de
dosificacion unidad se determina mediante la dosificacién que se va a usar en un paciente en los procedimientos de
la presente divulgacion. En el kit, un compuesto que tiene trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo (por ejemplo una sal de metal alcalino de trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] tal como trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio o trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de potasio o trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lIl)] de indazolio) puede estar en una forma
liofilizada en una cantidad de, por ejemplo, 25 mg, en una ampolla. En la clinica, la forma liofilizada puede disolverse
en un tampdn y administrarse a un paciente con necesidad de tratamiento segun la presente divulgacion.

Ejemplo



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2517367 T3

El compuesto trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio se analizé en un modelo de tumor tridimensional
derivado de una linea celular de tumor pancreatico MIA PaCa2. Especificamente, las células se tripsinizaron, se
lavaron, se contaron mediante exclusion de azul de tripano. Las perlas tumorales se prepararon después mezclando
20.000 células/10 pl de HuBiogel (4 mg/ml) (véase la solicitud de patente de EE. UU con n.° de serie 10/546.506.

Las perlas tumorales tridimensionales se cultivaron durante 72 horas en placas multipocillo con medio completo (10
% de FBS) en una incubadora a 37 °C + 5 % de CO,. Los minitumores se trataron con diversas concentraciones del
compuesto de ensayo trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio en medio (final: 0,2-0,3 % de DMSO) o
control (DMSO). El tratamiento con el farmaco repetido se realizé eliminando el medio de cultivo y reemplazandolo
con medio reciente con compuesto farmacoldgico o DMSO. El dia 3, se realiz6 el ensayo MTT y la tincion de células
vivas con calceina AM (conjunto de 5 perlas/ensayo).

El trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio mostré que destruia tumores de un modo dependiente de la
dosis de forma eficaz en el analisis de tincion/imagen de células vivas y una actividad de proliferacion de tumores
significativamente inhibida. Véase figura 1. El analisis estadistico de conjuntos de datos (promedio, ensayo en T, GI-
50) se realiz6 usando un programa MS-Excel. Los resultados del ensayo en T se muestran en siguiente tabla 1. La
GI-50 promedio (la concentracion de farmaco requerida para una inhibicion del crecimiento del 50 %) es de 35,73
uM.

Tabla 1

Ensayoen T 200 100 50

MIA-PaCa (control
frente a experimento)

5,71322E-09 6,01707E-10 3,35631E-08

control frente a 200 uM | control frente a 100 uM control frente a 50 uM

Ejemplo 2

Para analizar las actividades del trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio, se realiz6 un ensayo de
proliferacion celular MTT de ATCC usando lineas celulares de cancer pancreatico humano PANC-1 y Capan-1. Los
cultivos madre se dejaron proliferar a una confluencia del 70-80 % para este estudio. La actividad antiproliferativa del
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio frente a las lineas celulares indicadas se evalud in vitro usando
el ensayo de proliferacion celular MTT de ATCC (n.° de catalogo 30-1010K). Las células PANC-1 se cultivaron en
medio DMEM con el 10 % de FBS y el 1 % de pen/strep/glutamina. Las células Capan-1 se cultivaron usando medio
IMDM con el 20 % de FBS y el 1 % de pen/strip/glutamina. Las placas con células Panc-1 y Capan-1 se sembraron
con 6.000 células/pocillo y 15.000 células/pocillo, respectivamente, y se trataron con trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de sodio a una concentracion 1.000 uM, o una serie de 4 x diluciones del mismo (250 uM, 62,5
MM, etc.). Se eliminaron 100 yl de medio de cada pocillo a las 72 horas después del tratamiento y se afiadieron a
cada pocillo 10 ul de reactivo MTT. Las placas se incubaron a 37 °C durante 4 horas y después se afiadieron 100 pl
de detergente. Las placas se dejaron durante la noche a temperatura ambiente en la oscuridad y se leyd en un lector
de placas usando SoftMax® Pro (version 5.2, Molecular Devices).

Los datos se absorbancia se analizaron como sigue: Los valores de absorbancia se convirtieron en porcentaje de
control y se representaron frente a concentraciones de agente de ensayo para los calculos de Clso usando SoftMax®
Pro (version 5.2, Molecular Devices). La sefial de blanco promedio de la placa se sustrajo de todos los pocillos antes
de calcular el porcentaje de control. Los valores de porcentaje de control se calcularon dividiendo los valores de
absorbancia para cada pocillo de ensayo entre el nimero promedio de control de farmaco (columna 11 valores;
células + vehiculo de control) y multiplicando por 100. Las graficas de concentracion de compuesto frente al
porcentaje de control se analizaron usando una ecuacion de 4 parametros para obtener los valores de Clsg y otros
parametros que describen la curva de respuesta a la dosis sigmoidal.

Los valores de Clsg para los agentes de ensayo se estimaron mediante el ajuste de curva de los datos usando la
ecuacion logistica de cuatro parametros siguiente:

> Superior - Inferior )
= ——————— + Inferior

(Vo)

en la que “superior’ es el % maximo de control de absorbancia (100 %), “inferior’ es el % minimo de control de
absorbancia en la concentracion de agente mas elevada (tiende a cero), Y es el porcentaje de control de la
absorbancia, X es la concentracion del agente de ensayo, Clsp es la concentracion de agente que inhibe el
crecimiento celular en un 50 % en comparacion con las células de control, n es la pendiente de la curva. La Clsp del

6
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trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio en lineas celulares PANC-1 y Capan-1 fue de 30,6 uM y 45,2
MM, respectivamente.

Tabla 2
Linea celular Clso
Panc-1 30,6 uM
Capan-1 45,2 uM

Se sabe que las células PANC-1 son resistentes tanto a gemcitabina como a erlotinib. Véase Guo y col., Tumori.,
95:796-803 (2009), Durkin y col, Am. J. Surg.,186:43-436 (2003). Por tanto, el compuesto trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] de sodio es activo en células resistentes a gemcitabina y erlotinib.

Todas las publicaciones y solicitudes de patente mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del nivel de
los expertos en la técnica a los que atafie la presente invencion.

La mera mencion de las publicaciones y solicitudes de patente no constituye necesariamente una admision de que
estas son técnica anterior de la presente solicitud.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una sal farmacéuticamente aceptable de trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato(lll)] para la fabricacion de un medicamento para tratar cancer pancreatico.

2. Uso de una cantidad terapéuticamente eficaz de una sal farmacéuticamente aceptable de trans[tetraclorobis(1H-
indazol)rutenato (lll)] para la fabricacion de un medicamento para prevenir o retrasar la aparicion de cancer
pancreatico.

3. El uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho tratamiento es para prevenir o retrasar la aparicién de un cancer
pancreatico resistente.

4. El uso segun la reivindicacion 3, en el que dicho cancer es resistente a un tratamiento que comprende uno o mas
de gemcitabina y erlotinib.

5. El uso segun la reivindicaciéon 3, en el que dicho cancer se ha tratado previamente con, y no responde a, un
tratamiento que comprende uno o mas de gemcitabina y erlotinib.

6. El uso segun la reivindicacion 3, en el que dicho cancer es cancer pancreatico que reincide después de un
tratamiento previo que comprende uno o mas de gemcitabina y erlotinib.

7. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 4-6, en el que dicho tratamiento previo comprende
gemcitabina.

8. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 4-6, en el que dicho tratamiento previo comprende erlotinib.

9. El uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que dicha sal farmacéuticamente aceptable es
trans[tetraclorobis(1H-indazol)rutenato(lll)] de sodio.
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