COMBINACIONES DE MEDICAMENTO DESTINADAS A INHIBIR LA IN-
FLAMACION Y ACTIVACION DE SRC QUINASA DESPUES DE PROCEDI-
MIENTOS QUIRURGICOS INVASIVOS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a combinaciones de
compuestos que inhiben la activacidén de p-Src tirosina
quinasa y la inflamacidén, particularmente después de pro-
cedimientos quirUrgicos sintéticos para cancer y otros
problemas médicos. En un aspecto particularmente prefe-
rido, la invencidén se refiere a combinaciones de lidocaina
y metilnaltrexona y sus sales aceptables en el campo far-
macéutico, para la prevencidén o tratamiento de inflama-
cidén, proliferacidn cancerosa y metadstasis cancerosa des-
pués de procedimientos quirUrgicos invasivos.

ANTECEDENTES

Los miembros de la familia Src de quinasas (SFKs) son
tirosina quinasas no receptoras implicadas en numerosas
trayectorias de transduccién de sefial. Los campos catali-
ticos SH3 y SH2 estan unidos al campo SH4 de fijacidn de
membrana a través de los campos “Unicos” intrinsecamente
desordenados, los cuales presentan fuerte divergencia de
secuencia entre los miembros SFK. En las Ultimas dos dé-
cadas, se han realizado estudios estructurales y bioqui-
micos para descubrir el papel crucial del campo Unico en

la regulacidén de la actividad de SFK.



Src es una tirosina quinasa de proteina no receptora
con una funcidén clave en la regulacidén de la adhesidn,
migracién y estabilidad de unidén célula a matriz (Frame,
2004 J. Cell Sci. 117(Pt7), ©989-998). De este modo, es
critica la regulacidén precisa de la actividad de Src para
el crecimiento de la célula normal. Se obtiene el estado
inactivo de Src mediante la tirosina fosforilatada cerca
del terminal C de Src (Tyr530 en Src de mamifero; Tyr527
en Src de pollo), el cual es reconocido por su campo SHZ2,
mientras que el campo SH3 interactiia con un motivo poli-
prolina situado en la regidén de enlace entre los campos
SH2 y qguinasa; estas interacciones moleculares restringen
el acceso al campo quinasa (Xu et al., 1997 Nature 385,
595-602) . La desfosforilacién de Tyr530 va seguida por la
autofosforilacidén en Tyr4l9, conduciendo a una activacidn
total de la quinasa.

Se han postulado papeles potenciales en las interac-
ciones proteina-proteina o localizacidén celular, para la
fosforilacidén de Src en Serl7 por PKA (proteina guinasa
dependiente de cAMP). Por ejemplo, se ha observado que el
tratamiento de fibroblastos 3T3 con PDGF da como resultado
la translocacidén de Src desde la membrana del plasma hasta
el citosol, concomitante con un aumento en la fosforilacidn
de Serl7 por PKA (Walker et al., 1993 J. Biol. Chem. 268,

19552-19558) . Esta observacidén sugiere que esta



fosforilacidén podria interferir con las interacciones
electrostaticas que actuan para fijar Src a la bicapa de
lipido. Se requiere también la fosforilacién PKA de Src en
Serl7, en la activacién cAMP de Rapl, inhibicién de qui-
nasas reguladas por la sefial extracelular e inhibicidén del
crecimiento celular, aunque no se conoce el mecanismo me-
diante el cual esta fosforilacidén media en estos procesos
(Obara et al., 2004 J. Cell. Sci. 117, ©6085-6094). Ver
también Amata et al. (Frontiers in Genetics, Junio 2014;
Volumen 5, Articulo 181, 1).

La metilnaltrexona antagonista del receptor pu-opioide
periférico ha sido aprobada por U.S. Food and Drug Admi-
nistration y European Medicines Agency desde 2008, para el
tratamiento de estrefiimiento inducido por opioides en pa-
cientes con enfermedad avanzada y quienes estédn recibiendo
cuidado paliativo cuando la respuesta a terapia con laxan-
tes no ha sido suficiente y, de manera mas reciente, para
estrefiimiento inducido por opiocides en pacientes con dolor
crénico. Debido a que metilnaltrexona ha restringido el
paso a través de la barrera sangre-cerebro, puede ser ad-
ministrada a pacientes con cancer quienes estan recibiendo
terapia opioide, sin afectar la analgesia.

En 2008, Singleton et al. (Mol Cancer Ther 2008; 7(6).
Junio 2008) informaron gue metilnaltrexona ejerce un

efecto sinergético con 5-FU vy bevacizumab sobre la



inhibicidén de la proliferacidn vy migracidn de las células
endoteliales microvasculares pulmonares humanas, inducidas
por el factor de crecimiento endotelial wvascular (VEGF),
o sea dos componentes clave en la angiogénesis asociada
con cancer. Observaron también que el tratamiento de cé-
lulas endoteliales humanas con metilnaltrexona pero no
con naltrexona, aumentd la actividad de tirosina fosfatasa
de la proteina receptora, lo cual fue independiente de 1la
expresidédn del receptor p-opioide. Estos mismos investiga-
dores publicaron posteriormente varias solicitudes de pa-
tente que proponian el uso de metilnaltrexona para inhibir
la proliferacidén y migracidén celular, particularmente la
proliferacidén y migracidén de las células endoteliales aso-
ciadas con angiogénesis. Ver WO 2007/121447 por Moss y
otros.

En 2016, Janku et al. (Annals of Oncology 27:2032-
2038,2016) estudiaron los datos recogidos a partir de dos
ensayos de registro aleatorizados y controlados por pla-
cebo, en pacientes con enfermedad avanzada, y examinaron
a aquellos pacientes con céancer para identificar si 1la
metilnaltrexona administrada a dosis clinicas regulares
podria influir en la supervivencia durante el periodo de
ensayo. Concluyeron que el tratamiento con metilnaltrexona
estuvo asociado con supervivencia general aumentada, que

esto apoyd la hipdtesis preclinica que el receptor de u-



opioide puede desempefiar un papel en el avance del cancer
y que el ataque del receptor up-opioide con metilnaltrexona
amerita investigacidén adicional en la terapia del céncer.

La lidocaina, 2-dietilaminoaceto-2',6"-xilidido
(C14H22N20) es un anestésico local amida y un agente anti-
arritmico Clase 1lb, de acuerdo con la clasificacidén de
Vaughn Williams. Un agente anti-arritmico Clase 1lb se fija
a los canales abiertos de sodio durante la fase 0 de la
accidén potencial, bloqueando por lo tanto muchos de los
canales cuando el potencial de accién alcanza su punto
maximo. Las indicaciones aprobadas para lignocaina inclu-
yen el requerimiento de anestesia local, neuraxial, regio-
nal o periférica mediante aplicacién por infiltracidn, en
bloque o tépica, o la profilaxis o tratamiento de arritmias
ventriculares que ponen en peligro a la vida. Ha sido
utilizada también ampliamente para tratamiento de dolor
crébnico o neuropédtico y méds recientemente como instilacién
intravenosa para el manejo de analgesia post-operativa y
recuperacién quirtrgica. La lidocaina tiene utilidad po-
tencial como un potente agente anti-inflamatorio, aunque
hasta la fecha no existen estudios bien disefilados para
apoyar su uso en la mayor parte de los escenarios clinicos
y, ademéds, la lidocaina no estd aprobada para esta indi-
cacién especifica. Weinberg et al., World J. Anesthesiol.

Jul 27, 2015; 4(2): 17-29.



Los procesos inflamatorios que implican a la tirosina
proteina quinasa Src y molécula-1 de adhesidédn intercelu-
lar, son importantes en el crecimiento y metdstasis del
tumor. Piegeler et al. (Anesthesiology. 2012 Septiembre;
177(3): 548-559) plantearon la hipdtesis de que los anes-
tésicos locales ligados a amidas, tales como lidocaina,
cloroprocaina y ropivacaina, pueden inhibir a las seflales
Src inflamatorias implicadas en la migracidn de las células
de adenocarcinoma. Para evaluar el efecto de la lidocaina
sobre las sefiales Src de la célula de céncer pulmonar NCI-
H838, Piegeler et al. trataron células con concentraciones
crecientes de lidocaina (1 nm, 10 uM, 100 uM) durante 20
minutos y analizaron la fosforilacidén de Src a través de
Western Blot. Aungque se observdé una disminuciédn depen-
diente de la dosis en la fosforilacién Src en tirosina 419
después de incubacidén de las células con lidocaina durante
20 minutos, esta disminucidén no alcanzd significado esta-
distico (prueba Kruskal-Wallis, p=0,146). Sin embargo, se
observd una disminucidén significativa en la fosforilacidn
de Src inducida por TNF-«, de 73%, después de co-incubacidn
de células con TNF-o y 10 uM (p=0,012) de lidocaina.

El trabajo hasta la fecha con inhibidores de fosfo-
rilacién de Src-quinasa ha dado lugar a caminos promete-
dores para investigacidén adicional, pero no se han obtenido

datos o tratamiento clinicos en el mundo real. Lo que se



necesita son métodos y composiciones mejorados para pre-
venir la activacidén de la quinasa Src.

Se necesitan también métodos y composiciones que ten-
gan utilidad potencial en una variedad de condiciones mé-
dicas mediadas por las sefilales Src, incluyendo inflama-
cidbn, proliferacidn celular y migracidén celular implicadas
en la angiogénesis del céancer y metédstasis del cancer.

RESUMEN DE LA INVENCION

Se ha descubierto inesperadamente que la lidocaina y
metilnaltrexona actian en forma sinergética para inhibir
la activacién de la proteina gquinasa Src y las sefiales
inflamatorias, apoyando asi el uso de esta combinacidén en
varias condiciones mediadas por la activacidén e inflama-
cidén de la proteina gquinasa Src. Asi, en una primera forma
principal, la invencidén proporciona un método para el tra-
tamiento de la inflamacidén resultante de un procedimiento
quirtrgico invasivo en una persona que lo requiere, el
cual comprende la administracidén de una instilacidédn intra-
venosa de: (a) una cantidad terapéuticamente efectiva de
lidocaina o una sal de la misma aceptable en el campo
farmacéutico y (b) una cantidad terapéuticamente efectiva
de metilnaltrexona o una sal de la misma aceptable en el
campo farmacéutico.

Los métodos son también particularmente utiles para

la prevencidédn de la proliferacidn o propagacidédn del céncer



después de cirugia del mismo. Asi, en una segunda forma
principal, la invencidn proporciona un método para inhibir
la proliferacién o metédstasis de células cancerosas des-
pués de intervencidén quirlrgica para remover un tumor can-
ceroso en una persona que lo requiere, comprendiendo la
administracién como una instilacidén intravenosa de: (a)
una cantidad terapéuticamente efectiva de lidocaina o una
sal de la misma aceptable en el campo farmacéutico; y (b)
una cantidad terapéuticamente efectiva de metilnaltrexona
o una sal de la misma aceptable en el campo farmacéutico.

La combinacién sinergética es particularmente util
para suprimir la inflamacidén o la activacidédn de la proteina
quinasa Src después de procedimientos quirtrgicos invasi-
vos. Asi, una tercera forma principal de la invencidén pro-
porciona un método para inhibir la fosforilacién de la
tirosina proteina quinasa Src en Tyr4l9, después de un
procedimiento quirurgico invasivo en una persona que lo
requiere; dicho método comprende administrar a la persona,
como una instilacidén intravenosa: (a) una cantidad tera-
péuticamente efectiva de lidocaina o una sal de la misma
aceptable en el campo farmacéutico; y (b) una cantidad
terapéuticamente efectiva de metilnaltrexona o una sal de
la misma aceptable en el campo farmacéutico.

En una cuarta forma principal, la invencidn propor-

ciona un método para inhibir las sefilales celulares mediadas



por la fosforilacidén de la tirosina proteina quinasa Src,
después de un procedimiento quirtrgico invasivo en una
persona que lo necesita, comprendiendo la administracién
como una instilacidn intravenosa de: (a) una cantidad te-
rapéuticamente efectiva de lidocaina o una sal de la misma
aceptable en el campo farmacéutico; y (b) una cantidad
terapéuticamente efectiva de metilnaltrexona o una sal de
la misma aceptable en el campo farmacéutico.

En una quinta forma principal, la invencidén propor-
ciona un método para el tratamiento de una enfermedad me-
diada por la fosforilacidén de la tirosina proteina quinasa
Src, después de un procedimiento quirtrgico invasivo en
una persona que 1o necesita; dicho método comprende admi-
nistrar a esa persona, como una instilacién intravenosa:
(a) una cantidad terapéuticamente efectiva de lidocaina o
una sal de la misma aceptable en el campo farmacéutico; y
(b) una cantidad terapéuticamente efectiva de metilnal-
trexona o una sal de la misma aceptable en el campo far-
macéutico.

La invencién se refiere también a las combinaciones
sinergéticas de lidocaina y metilnaltrexona en una forma
de dosis unitaria. Asi, en una sexta forma principal, la
invencibén proporciona una composicidén farmacéutica que
comprende (a) una cantidad terapéuticamente efectiva de

lidocaina o una sal de la misma aceptable en el campo



farmacéutico; (b) una cantidad terapéuticamente efectiva
de metilnaltrexona o una sal de la misma aceptable en el
campo farmacéutico; y (c) uno o méds vehiculos aceptables
en el campo farmacéutico.

Se presentan ventajas adicionales de la invenciédn, en
parte en la siguiente descripcidn y, en parte, seran evi-
dentes a partir de la misma o pueden ser aprendidas me-
diante la préactica de la invencién. Se realizaran y alcan-
zaradn las ventajas de la invencidén por medio de los ele-
mentos y combinaciones particularmente sefialados en las
reivindicaciones finales. Se comprenderd que tanto la des-
cripcibén general anterior como la siguiente descripcidn
detallada son ejemplares y explicatorias y no son restric-
tivas de la invencidén, tal como se reivindica.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Los dibujos adjuntos que se incorporan y constituyen
una parte de esta Memoria, ilustran varias formas de la
invencidén y junto con la descripcidn sirven para explicar
los principios de la misma.

La Figura 1 ilustra patrones de bandas de péagina de
la activacién de la proteina Src resultante de 20 ng/ml de
TNF-a de ratdén en una linea celular de ratdé4n KPC-105 (Fi-
gura 1A) y 20 ng/ml de TNF-o humano en células de céancer
pancreatico (Figura 1B) tal como se describe en el Ejemplo

1.
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La Figura 2 ilustra patrones de bandas de pagina SDS
de la activacidn de proteina Src resultante de varias con-
centraciones de lidocaina en linea de células cancerosas
pancreaticas humanas, después de 30 minutos de incubacién,
tal como se describe en el Ejemplo 2.

La Figura 3 ilustra patrones de bandas de pagina SDS
de la activacién de proteina Src resultante de varias con-
centraciones de lidocaina en una linea de células de ratdn
KPC-105, después de 30 minutos de incubacidén, tal como se
describe en el Ejemplo 3.

Las Figuras 4A y 4B ilustran patrones de bandas de
padgina SDS de la activacidédn de proteina Src resultante de
células KPC-105 tratadas con 10uM de lidocaina en dife-

rentes puntos de tiempo, utilizando 25 ug/banda (lisados

X

NP40) 10% SDS PAGE, tal como se describe en el Ejemplo 4.

La Figura 5 ilustra patrones de bandas de pagina SDS
de la activacién de proteina Src resultante de células
KPC-105 tratadas con 10uM de lidocaina (Figura 5A) y cé-

lulas tratadas con metilnaltrexona (Figura 5B), utilizando

\

15 ug/banda (lisados NP40) 10% SDS PAGE, tal como se des-
cribe en el Ejemplo 5.

La Figura 6 ilustra patrones de bandas de pagina SDS
de la activacidén de proteina Src resultante de células

KPC-105 tratadas con 100 nM de metilnaltrexona, utilizando
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10 ug/banda (lisados NP40) 10% SDS PAGE, tal como se des-
cribe en el Ejemplo 6.

La Figura 7 ilustra patrones de bandas de pagina SDS
de la activacién de proteina Src resultante de células
KPC-105 tratadas con 10 uM de lidocaina + 100 nM de me-
tilnaltrexona, utilizando 10 upg/banda (lisados NP40) 10%
SDS PAGE, tal como se describe en el Ejemplo 7.

La Figura 8 ilustra patrones de bandas de pagina SDS
de la activacidédn de proteina Src resultante de células
KPC-105 tratadas con 10 uM de lidocaina, 100 nM de me-

tilnaltrexona y 10 uM de lidocaina + 100 nM de metilnal-

\

trexona, utilizando 7,5 upg/banda (lisados RIPA) 10% SDS
PAGE, tal como se describe en el Ejemplo 8.

La Figura 9 ilustra patrones de bandas de pédgina SDS
de la activacién de proteina Src resultante de células
KPC-105 tratadas con 10 uM de lidocaina, 100 nM de me-
tilnaltrexona y 10 uM de lidocaina + 100 nM de metilnal-
trexona, utilizando 7,5 ug/banda (lisados RIPA) 10% SDS
PAGE, tal como se describe en el Ejemplo 9.

La Figura 10 ilustra patrones de bandas de pagina SDS
de la activacidén de proteina Src resultante de células de
cancer pancreatico humano tratadas con 10 uM de lidocaina,
100 nM de metilnaltrexona y 10 uM de lidocaina + 100 nM de

metilnaltrexona, después de una hora, wutilizando 30

12



ng/banda (lisados RIPA) 10% SDS PAGE, tal como se describe
en el Ejemplo 10.

La Figura 11 ilustra patrones de bandas de pagina SDS
de la activacidén de proteina Src resultante de células de
cancer pancreatico humano tratadas con 10 pM de lidocaina,
100 nM de metilnaltrexona y 10 uM de lidocaina + 100 nM de
metilnaltrexona, después de una hora, utilizando 30
ng/banda (lisados RIPA) 10% SDS PAGE, tal como se describe
en el Ejemplo 11.

La Figura 12 ilustra patrones de bandas de pagina SDS
de la activacidén de proteina Src resultante de células de
cancer pancredtico humano tratadas con 10 uM de lidocaina,
100 nM de metilnaltrexona y 10 uM de lidocaina + 100 nM de
metilnaltrexona, después de multiples puntos de tiempo,
utilizando 15 pg/banda (lisados RIPA) 10% SDS PAGE, tal
como se describe en el Ejemplo 12.

La Figura 13 ilustra el tefiido con hematoxilina vy
eosina (H&E) y la puntuacidn patoldgica de pulmones y bazo
de ratones no estimulados o estimulados con LPS, tratados
con lidocaina, metilnaltrexona o una combinacidén de lido-
caina y metilnaltrexona, patoldgicamente calificados en
una escala mévil desde 0 (sin expresidn) hasta 4+ (expre-
sién fuerte y uniforme), tal como se describe en el Ejemplo

13.

13



La Figura 14 ilustra perfiles de citosinas inflama-
torias del suero inducidas por LPS para (A) interleucina
1 alfa (IL-lu) (A), interferdén-gamma (IFNy) (B), factor alfa
(TNF-a) (C) de necrosis tumoral, proteina quimio-atrayente
de monocitos 1 (MCP-1) (D), interleucina 10 (IL-10) (E), in-
terleucina 6(L-6) (F) e interleucina 17A (IL-17A) (G), me-
dido en suero de control; y ratones estimulados con LPS
tratados con lidocaina, metilnaltrexona o una combinacidn
de lidocaina y metilnaltrexona, utilizando un kit de panel
de inflamacidén de ratdé4n LEGENDplex™ (BioLegend, USA), se-
guido por citometria de flujo, tal como se describe en el
Ejemplo 13.

La Figura 15 ilustra la situacidédn de macrdfagos en
pulmones (A) y bazo (B) después de tefiido por inmuno-
histoquimica (IHC), utilizando anticuerpo F4/80 anti-ratén
y calificacidédn en pulmones y bazo de ratones no estimulados
o estimulados con LPS, tratados con lidocaina, metilnal-
trexona o una combinacién de lidocaina y metilnaltrexona,
calificados patoldégicamente en una escala médvil desde 0
(sin expresidén) hasta 4+ (expresidén fuerte y uniforme),
tal como se describe en el Ejemplo 13.

La Figura 16 ilustra la situacién de células asesinas
(NK) en pulmones (A) y bazo (B) después de tefiido por
inmuno-histoquimica (IHC), wutilizando anticuerpo NK1.1

anti-ratdén y calificacidén en pulmones y bazo de ratones no
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estimulados o estimulados con LPS, tratados con lidocaina,
metilnaltrexona o una combinacidén de lidocaina y metilnal-
trexona, calificados patoldgicamente en una escala mévil
desde 0 (sin expresidén) hasta 4+ (expresidédn fuerte y uni-
forme), tal como se describe en el Ejemplo 13.

La Figura 17 ilustra la situacién de células B en
pulmones (A) y bazo (B) después de tefiido por inmuno-
histoquimica (IHC), utilizando anticuerpo CD19 anti-ratédn
y calificacidén en pulmones y bazo de ratones no estimulados
o estimulados con LPS, tratados con lidocailna, metilnal-
trexona o una combinacién de lidocaina y metilnaltrexona,
calificados patoldédgicamente en una escala médvil desde 0
(sin expresidén) hasta 4+ (expresidn fuerte y uniforme),
tal como se describe en el Ejemplo 13.

La Figura 18 ilustra la situacién de células T en
pulmones (A) y bazo (B) después de tefiido por inmuno-
histoquimica (IHC), utilizando anticuerpo CD19 anti-ratdn
y calificacidén en pulmones y bazo de ratones no estimulados
o estimulados con LPS, tratados con lidocaina, metilnal-
trexona o una combinacidén de lidocaina y metilnaltrexona,
calificados patoldégicamente en una escala mévil desde O
(sin expresidn) hasta 4+ (expresidén fuerte y uniforme),
tal como se describe en el Ejemplo 13.

La Figura 19 ilustra la situacidén de células CD4+T en

pulmones (A) y bazo (B) después de tefiido por inmuno-
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histoquimica (IHC), utilizando anticuerpo CD19 anti-ratédn
y calificacidén en pulmones y bazo de ratones no estimulados
o estimulados con LPS, tratados con lidocaina, metilnal-
trexona o una combinacién de lidocaina y metilnaltrexona,
calificados patoldédgicamente en una escala médvil desde O
(sin expresidn) hasta 4+ (expresidn fuerte y uniforme),
tal como se describe en el Ejemplo 13.

La Figura 20 ilustra la situacidén de células CD8+T
en pulmones (A) y bazo (B) después de tefiido por inmuno-
histoquimica (IHC), utilizando anticuerpo CD19 anti-ratédn
y calificacidén en pulmones y bazo de ratones no estimulados
o estimulados con LPS, tratados con lidocaina, metilnal-
trexona o una combinacidén de lidocaina y metilnaltrexona,
calificados patolégicamente en una escala mévil desde 0
(sin expresidn) hasta 4+ (expresidn fuerte y uniforme),
tal como se describe en el Ejemplo 13.

DESCRIPCION DETALLADA

Definiciones y Uso de Términos

Tal como se utiliza en esta Memoria y en las reivin-

A\Y 4 ANY

un”, “uno

”

dicaciones subsiguientes, la formas singulares
y “el” incluyen referencias en plural, a menos que el
contexto indique claramente lo contrario.

Tal como se utiliza en esta Memoria y en las reivin-
dicaciones subsiguientes, la palabra “comprende” y varia-

ciones de la misma, tales como ‘“comprendiendo” @y
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”

“comprende”, significan “incluyendo pero no limitado a” y
no se pretende excluir, por ejemplo, otros aditivos, com-
ponentes, enteros o etapas. Cuando se describe a un ele-
mento como comprendiendo varios componentes, etapas o con-
diciones, se entenderd que tal elemento puede ser descrito
como comprendiendo cualquier combinacidn de tal pluralidad
o “consistente en” o “que consiste esencialmente en” la
pluralidad o combinacidén de componentes, etapas o condi-
ciones.

“Cantidad terapéuticamente efectiva” significa aque-
1lla cantidad que, cuando se la administra a un humano para
apoyar o afectar un proceso metabdélico o para tratar o
prevenir una enfermedad, es suficiente para causar tal
tratamiento o prevencién de la enfermedad o para apoyar o
afectar al proceso metabdlico.

Cuando se indican escalas mediante la especificacién
del extremo inferior de una escala, separadamente del ex-
tremo superior de la misma, o especificando valores numé-
ricos particulares, se comprenderd que se puede definir
una escala mediante la combinacidén selectiva de cuales-
quiera de las variables del extremo inferior, variables
del extremo superior y valores numéricos particulares que
sean matematicamente posibles. En forma similar, cuando se

define una escala como abarcando desde un punto final a

17



otro, se entenderd también que abarca un intervalo entre
y excluyendo a los dos puntos finales.

Cuando se habla acerca de “terapia con medicamento”
o un “método de tratamiento”, se entenderd que el trata-
miento puede ser realizado a través de cualquier via apro-
piada de administracidén y utilizando cualquier forma acep-
table de dosificacidén; y que el medicamento puede ser ad-
ministrado como la base libre, una sal o un éster u otra
mitad profarmaco.

Cuando se emplea aqui el término “més o menos”, com-
pensarad la variabilidad permitida en la industria farma-
céutica e inherente en productos de esta industria, tales
como diferencias en la concentracidén del producto debidas
a la variacién de fabricacién y degradacidén del producto
con el transcurso del tiempo, seleccidén de la sal y sol-
vatos moleculares, asi como los grados de hidratacidn.

En el contexto de la presente invencidén hasta donde
se refiere a cualesquiera condiciones de la enfermedad
descritas aqui, el término “tratamiento” significa reducir
la aparicién de un sintoma o condicién o aliviar o paliar
por lo menos un sintoma asociado con tal condicidén; o
retardar o invertir el avance de tal condicidén; o manejar
o afectar a los procesos metabdlicos subyacentes a tal
condicién. Dentro del significado de la presente inven-

cibébn, los términos denotan también la interrupcidn, demora
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el comienzo (o sea, el periodo antes de la manifestacidn
clinica de una enfermedad) y/o la reduccién del riesgo de
desarrollo o empeoramiento de una enfermedad.

La palabra “aceptable” tal como se emplea en relaciédn
con las composiciones de la invencidn, se refiere a las
entidades moleculares y otros ingredientes de tales com-
posiciones que son fisioldgicamente tolerables y no pro-
ducen tipicamente reacciones indeseables cuando se admi-
nistran a un sujeto (por ejemplo, un mamifero tal como un
humano) .

Cuando se ofrecen porcentajes aqui, se entenderd que
los mismos son porcentajes en peso y que las proporciones
se basan en peso, a menos que se indique lo contrario o
sea evidente en el contexto circundante.

Cuando se 1indica un compuesto sin indicar si esté
presente como una base libre o una sal, se entenderd que
incluye tanto a ambas formas de base libre y sal. En forma
similar, cuando se ofrece una escala de pesos, dosis o
proporciones para un compuesto, se entenderd que incluye
escalas calculadas basadas en el peso de la base libre vy
la sal, a menos gue se mencione una sal particular, caso
en el cual la escala hard referencia al peso de la sal
mencionada. Asi, cuando se hace referencia a 100 mg de
lidocaina o 100 mg de lidocaina o una sal farmacéuticamente

aceptable de la misma, se entenderd que la descripcidn
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abarca 100 mg de lidocaina como la base libre, 100 mg de
hidrocloruro de lidocaina basado en el peso de la base
libre o 100 mg de hidrocloruro de lidocaina basado en el
peso de la sal, entre otras sales. Cuando se hace referen-
cia a 100 mg de hidrocloruro de lidocaina, se entenderé
que abarca solamente 100 mg de hidrocloruro de lidocaina
basado en el peso de la sal.

Una sal preferida de metilnaltrexona en cualesquiera
formas de la invencidén es hidrobromuro de metilnaltrexona.
Una sal preferida en cualesquiera de las formas de la
invencién es hidrocloruro de lidocaina.

Siempre gque se requiere un analisis o prueba para
comprender determinada propiedad o caracteristica indica-
das aqui, se entenderd que se realiza tal andlisis o prueba
de acuerdo con guias aplicables, proyectos de guias, re-
glamentos y monografias de la United States Food and Drug
Administration (“EDA") y United States Pharmacopeia
(“USP”) aplicables a farmacos en los Estados Unidos, vi-
gentes para el 1 de enero de 2020, a menos que se especi-
fique de otro modo.

Formas Principales

Se describe la invencidén en términos de las formas
principales y sub-formas y se entenderd que las formas
principales pueden ser combinadas para definir otras for-

mas principales, que las sub-formas pueden ser combinadas
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para definir sub-formas adicionales y que las sub-formas
y combinaciones de sub-formas pueden ser combinadas con
todas las formas principales para definir formas adicio-
nales de la presente invencidén. La capacidad para combinar
formas y sub-formas estd limitada solamente por lo que es
matematica o fisicamente imposible.

En una primera forma principal, la invencién propor-
ciona un método para el tratamiento de la inflamacidn cau-
sada por un procedimiento quirtrgico invasivo en una humano
que lo requiere, comprendiendo la administracién de una
instilacidén intravenosa que contiene: (a) una cantidad te-
rapéuticamente efectiva de lidocaina o una sal de la misma
aceptable en el campo farmacéutico; y (b) una cantidad
terapéuticamente efectiva de metilnaltrexona o una sal de
la misma aceptable en el campo farmacéutico.

En una segunda forma principal, la invencidn propor-
ciona un método para inhibir la proliferacidédn o metéstasis
de células cancerosas después de una intervencidn quirtr-
gica para remover un tumor canceroso en un humano que 1lo
requiere, comprendiendo la administracién de una instila-
cidén intravenosa de: (a) una cantidad terapéuticamente
efectiva de lidocaina o una sal de la misma aceptable en
el campo farmacéutico; y (b) una cantidad terapéuticamente
efectiva de metilnaltrexona o una sal de la misma aceptable

en el campo farmacéutico.
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En una tercera forma principal, la invencidn propor-
ciona un método para inhibir a la fosforilacidén de tirosina
proteina quinasa Src en Tyr41l9, después de un procedimiento
quirtrgico invasivo en un humano que lo requiere, compren-
diendo administrar a este Ultimo como una instilacidén in-
travenosa: (a) una cantidad terapéuticamente efectiva de
lidocaina o una sal de la misma aceptable en el campo
farmacéutico; y (b) una cantidad terapéuticamente efectiva
de metilnaltrexona o una sal de la misma aceptable en el
campo farmacéutico.

En una cuarta forma principal, la invencidén propor-
ciona un método para inhibir a las sefiales celulares me-
diadas por la fosforilacidén de tirosina proteina qguinasa
Src, después de un procedimiento gquirirgico invasivo en un
humano que lo requiere, comprendiendo administrar a este
tltimo como una instilacidén intravenosa: (a) una cantidad
terapéuticamente efectiva de lidocaina o una sal de 1la
misma aceptable en el campo farmacéutico; y (b) una can-
tidad terapéuticamente efectiva de metilnaltrexona o una
sal de la misma aceptable en el campo farmacéutico.

En una quinta forma principal, la invencidn propor-
ciona un método para tratar una enfermedad mediada por la
fosforilacidén de tirosina proteina quinasa Src, después de
un procedimiento quirudrgico invasivo en un humano que 1o

requiere, comprendiendo administrar a este Ultimo como una
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instilacidén intravenosa: (a) una cantidad terapéuticamente
efectiva de lidocaina o una sal de la misma aceptable en
el campo farmacéutico; y (b) una cantidad terapéuticamente
efectiva de metilnaltrexona o una sal de la misma aceptable
en el campo farmacéutico.

En una sexta forma principal, la invencidén propor-
ciona una composicidén farmacéutica gque comprende (a) una
cantidad terapéuticamente efectiva de lidocaina o una sal
de la misma aceptable en el campo farmacéutico; (b) una
cantidad terapéuticamente efectiva de metilnaltrexona o
una sal de la misma aceptable en el campo farmacéutica-
mente; y (c) uno o mas vehiculos aceptables en el campo
farmacéutico.

Discusidén de las Sub-formas

Existen wvarias técnicas disponibles para llevar a
cabo los métodos de la presente invencidén. Por ejemplo, se
puede realizar la invencidn pre-operativamente, durante la
cirugia y/o después de la misma, a través de una instila-
cidén intravenosa continua.

Asi, en las varias sub-formas la invencidén contempla:

° la administracidédn de la composicidn como una
instilacidén continua antes de la cirugia;

° la administracién de la composicidn como una

instilacién continua durante la cirugia;
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° la administracién de la composicidén como una
instilacidén continua después de la cirugia, preferible-
mente durante un periodo de por lo menos 24 o 48 horas;

° cualquier combinacién de lo anterior.

De manera mas preferible, la composicidédn serda admi-
nistrada antes de la cirugia, durante la cirugia y después
de la cirugia, definido aqui como el periodo “periopera-
tivo”.

Para propdsitos de esta invencidn, a menos que existan
las condiciones para excluir un bolo lento, se entendera
que una instilacidén intravenosa continua servird como un
bolo lento, aunque en una forma preferida se utilizaréd el
término en su sentido tradicional.

También es importante vigilar las complicaciones car-
diacas. Asi, en una forma preferida, se vigila al paciente
preferiblemente de modo telemétrico durante cualesquiera
o todos estos periodos. Es més conveniente la vigilancia
telemétrica durante la cirugia pero, cuando sea posible,
se debe aplicar la vigilancia telemétrica durante todas
las etapas.

Cuando se administra la composicidén mediante insti-
lacién antes de la cirugia, dicha instilacidén tiene lugar
preferiblemente durante un periodo que dura de 30 minutos
a 12 horas o de 30 minutos a 6 horas. Se debe aplicar una

instilacidén pre-cirugia tan cerca como sea posible a la
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cirugia propiamente dicha y debe terminar a mas tardar 2
horas o 30 minutos antes de la cirugia.

Cuando se administra la composicién mediante insti-
lacién después de la cirugia, dicha instilacién tiene lugar
durante por lo menos 6 horas y puede durar hasta 72 horas;
preferiblemente durante mas o menos 48 o 24 horas. Se debe
aplicar una instilacidén pos-cirugia tan cerca como sea
posible a la cirugia propiamente dicha y debe comenzar
preferiblemente a mas tardar 2 horas o inclusive 30 minutos
después de la cirugia. En una forma preferida, la insti-
lacién continuard sin disminucién conforme el paciente
avance a través de los periodos de pre-cirugia, periope-
rativo y pos-cirugia.

La cantidad de 1la lidocaina administrada puede ser
expresada sobre una base diaria. Asi, en general, la dosis
de lidocaina variard sobre una dosis diaria desde 10 hasta
3000 mg, desde 100 hasta 2500 mg o desde 200 hasta 2000
mg. En formas alternativas, la cantidad wvaria desde: 10-
100 mg, 10-50 mg, 50-100 mg, 100-200 mg, 100-150 mg, 150-
200 mg, 200-300 mg, 200-250 mg, 250-300 mg, 300-400 mg,
300-350 mg, 350-400 mg, 400-500 mg, 400-450 mg, 450-500
mg, 500-600 mg, 500-550 mg, 550-600 mg, 600-700 mg, 600-
650 mg, 650-700 mg, 700-800 mg, 700-750 mg, 750-800 mg,
800-900 mg, 800-850 mg, 850-900 mg, 900-1000 mg, 900-950

mg, 950-1000 mg, 1000-1100 mg, 1100-1200 mg, 1200-1300 mg,
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1300-1400 mg, 1400-1500 mg, 1500-1600 mg, 1600-1700 mg,
1700-1800 mg, 1800-2000 mg, 2000-2200 mg, 2200-2400 mg,
2400-2600 mg, 2500 o 2800 mg, o 2800-3000 mg, puntos fi-
nales incluidos preferiblemente.

En un grupo de formas particularmente preferido, 1la
dosis de lidocaina sobre una base diaria es 850-3000 mg,
950-2500 mg o 1000-2000 mg, puntos finales incluidos pre-
feriblemente.

La cantidad de lidocaina administrada puede ser ex-
presada también como proporcidédn por peso del cuerpo. Asi,
se administra preferiblemente a la lidocaina como una ins-
tilacidén continua a un régimen desde 0,5-50 mg/kg/dia, 1-
40 mg/kg/dia o 5-30 mg/kg/dia. Otras alternativas incluyen
0,5-2 mg/kg/dia, 2-5 mg/kg/dia, 5-10 mg/kg/dia, 10-15
mg/kg/dia, 15-20 mg/kg/dia, 20-25 mg/kg/dia, 25-30
mg/kg/dia, 30-35 mg/kg/dia, 35-40 mg/kg/dia, 40-45
mg/kg/dia.

Los regimenes particularmente preferidos para la ad-
ministracidén son 10-45 mg/kg/dia, 15-35 mg/kg/dia y 20-30
mg/kg/dia. La dosis serd siempre menor que la cantidad que
produce una concentracién en el suero mayor de 5 mg/L para
prevenir complicaciones indeseables tales como aturdi-
miento.

La cantidad de metilnaltrexona administrada puede ser

expresada también sobre una dosis diaria. Asi, en general,
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la dosis de metilnaltrexona variard sobre una dosis diaria
desde 0,2 hasta 175 mg, desde 0,5 mg hasta 100 mg, desde
2 hasta 20 mg o desde 5 hasta 15 mg. En formas alternativas,
la cantidad varia desde: 0,5-10 mg, 0,5-5 mg, 5-10 mg, 10-
20 mg, 10-15 mg, 15-20 mg, 20-30 mg, 20-25 mg, 25-30 mg,
30-40 mg, 30-35 mg, 35-40 mg, 40-50 mg, 45,50 mg, 50-60
mg, 50-55 mg, 55-60 mg, 60-70 mg, 70-80 mg, 80-90 mg, 90-
100 mg o 100-175 mg, incluidos preferiblemente los puntos
finales.

Los regimenes particularmente preferidos de la ins-
tilacién intravenosa son desde 15 hasta 150 mg/dia, desde
20 hasta 120 mg/dia y desde 25 hasta 100 mg/dia, incluidos
preferiblemente los puntos finales.

Expresada sobre una base de régimen por peso corporal,
se administra preferiblemente la metil-naltrexona como una
instilacién continua a un régimen desde 0,02 hasta 2,5
mg/kg/dia, desde 0,05 hasta 1 mg/kg/dia, desde 0,1 hasta
0,5 mg/kg/dia o méds o menos 0,3 mg/kg/dia. En formas al-
ternativas, la cantidad varia desde 0,02-0,05 mg/kg/dia,
0,05-0,1 mg/kg/dia, 0,1-0,5 mg/kg/dia, 0,5-1 mg/kg/dia, 1-
1,5 mg/kg/dia, 1,5-2 mg/kg/dia o 2-2,5 mg/kg/dia, inclui-
dos preferiblemente los puntos finales.

Los regimenes particularmente preferidos de instila-
cidén intravenosa para metilnaltrexona son 0,2-2 mg/kg/dia,
0,25-1,75 mg/kg/dia vy 0,30-1,5 mg/kg/dia, incluidos
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preferiblemente los puntos finales. La concentracidn de
metilnaltrexona en el plasma serda mantenida siempre por
debajo de 1400 ng/ml para prevenir complicaciones cardio-
vasculares indeseables.

Como con todos los regimenes de expresidén dados aqui
para lidocaina y metilnaltrexona, los regimenes de admi-
nistracién indicados anteriormente se aplican sin tomar
cuenta el hecho de que la composicidédn sea administrada
durante varios dias, un dia entero o fraccidén del mismo.
Sin embargo, se adoptaran tipicamente regimenes méas altos
cuando se instila el fé&rmaco durante periodos inferiores
a un dia completo, a fin de acomodar el tiempo méas pequefio
necesario para instilar una dosis completa.

La proporcién de metilnaltrexona a lidocaina en las
composiciones de la presente invencidén o administrada de
acuerdo con esta ultima, es preferiblemente desde 1:5 hasta
1:350 o desde 1:20 hasta 1:200. En formas alternativas, la
proporcidén en peso varia desde: 1:5-1:25, 1:5-1:15, 1:15-
1:25, 1:25-1:45, 1:25-1:35, 1:35-1:45, 1:45-1:65, 1:45-
1:55, 1:55-1:65, 1:65-1:85, 1:65-1:75, 1:75-1:85, 1:85-
1:95, 1:95-1:105, 1:05-1:15 o 1:15-1:25, incluidos prefe-
riblemente los puntos finales.

Las proporciones en peso particularmente preferidas
de lidocaina a metilnaltrexona varian desde: 1:10-1:125;
1:20-1:100 y 1:30-1:75.
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Las cantidades totales preferidas de hidrocloruro de
lidocaina y bromuro de metilnaltrexona para administracidn
durante el periodo pre-cirugia, el periodo quirtGrgico real
y/o el periodo pos-cirugia y sus proporciones en cuales-
quiera de las preparaciones combinadas son:

° 0,5-100 mg de bromuro de metilnaltrexona y 10-
3000 mg de hidrocloruro de lidocaina a una proporcidn de
1:5 a 1:350;

° 0,5-100 mg de bromuro de metilnaltrexona y 10-
3000 mg de hidrocloruro de lidocaina a una proporcidn de
1:20 a 1:200;

° 2-20 mg de bromuro de metilnaltrexona y 100-2500
mg de hidrocloruro de lidocaina a una proporcidén de 1:5 a
1:350;

° 2-20 mg de bromuro de metilnaltrexona y 100-2500
mg de hidrocloruro de lidocaina a una proporcidén de 1:20
a 1:200;

° 0,02-2,5 mg/kg/dia de bromuro de metilnaltrexona
y 0,5-50 mg/kg/dia de hidrocloruro de lidocaina a una pro-
porcidén de 1:5 a 1:350;

° 0,02-2,5 mg/kg/dia de bromuro de metilnaltrexona
y 0,5-50 mg/kg/dia de hidrocloruro de lidocaina a una pro-

porcidén de 1:20 a 1:200;
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° 0,1-0,5 mg/kg/dia de bromuro de metilnaltrexona
y 5-30 mg/kg/dia de hidrocloruro de lidocaina a una pro-
porcién de 1:5 a 1:350;

° 0,1-0,5 mg/kg/dia de bromuro de metilnaltrexona
y 5-30 mg/kg/dia de hidrocloruro de lidocaina a una pro-
porcidén de 1:20 a 1:200.

Una vez més, el tratamiento durante el periodo pos-
cirugia dura preferiblemente 24 o 48 horas y la adminis-
tracidén durante cualesquiera de estos periodos va acompa-
flada preferiblemente por vigilancia telemétrica.

La invencidén es particularmente Gtil en pacientes so-
metidos a procedimientos quirlrgicos invasivos. Para pro-
pdsitos de esta invenciédn, un procedimiento quirtrgico in-
vasivo se refiere a un procedimiento operativo en el cual
se realiza la penetracién o incisidén de la piel o las
membranas mucosas y el tejido conectivo e incluye proce-
dimientos para extirpar tejido canceroso, trasplante de
6rganos, reemplazo de cadena y rodilla, etc. La invencidn
incluye intervenciones quirurgicas tanto menores como ma-
yores. Cirugia mayor es por lo general cualquier procedi-
miento operativo invasivo en el cual se realiza una resec-
cidén mas extensa, por ejemplo, se ingresa en una cavidad
corporal, se extirpa 6rganos o tejido o se altera la ana-
tomia normal. En general, si se abre una barrera mesenqui-

mal (cavidad pleural, peritoneo, meninges), se califica a
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la cirugia de mayor. Las cirugias mayores no se realizan
tipicamente a través de laparoscopia. En consecuencia, los
métodos de la invencidén son particularmente apropiados
para cirugias no laparoscoédpicas.

La invencidédn tiene utilidad particular en reseccidn
de tumores, particularmente en la reseccidn de tumores de
pancreas, rifién, higado, pulmdén, colorectal, seno y ve-
jiga. Asi, por ejemplo, los métodos de la presente inven-
cidn pueden ser utilizados para tratar pacientes con cancer
pancredticos exocrinos que incluyen adenocarcinoma (ductal
y acinar), carcinoma de células acinares de neoplasma mu-
cinoso papilar intraductal, carcinoma adenoescamoso, car-
cinoma coloide, tumor de células gigantes, carcinoma he-
patoide, neoplasmas cisticos mucinosos, pancreatoblastoma,
cistadenoma ceroso, carcinoma de células en anillo de se-
1lo, tumores sdélidos y seudopapilares, carcinoma de célu-
las escamosas y carcinoma no diferenciado. Los métodos
pueden ser utilizados para tratar cénceres pancreaticos
endocrinos, incluyendo tumores neuroendocrinos pancreati-
cos (funcionales o no funcionales) o tumores de células
islotes. El1 tumor neuroendocrino funcional incluye: Insu-
linoma, Glucagonoma, Gastrinoma, Somatostatinoma, VIPomas
y PPomas. Los métodos pueden ser utilizados también para
tratar un tumor de los rifiones, tal como carcinoma de

células renales crombdfobas, carcinoma de células renales
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claras, nefroblastoma (tumor de Wilms),; carcinoma de cé-
lulas renales papilares, tumor renal primario ASPSCRI1-TFE3
o carcinoma de células renales. De otro modo, los métodos
pueden ser utilizados para tratar un tumor del higado tal
como hepatoblastoma o carcinoma hepatocelular. En una
forma adicional, los métodos pueden ser utilizados para
tratar un tumor pulmonar tal como carcinoma de células no
pequefias o cancer de células pequefias.

Los céanceres colorectales tratables de acuerdo con la
invencién, incluyen adenocarcinomas de colon y recto, los
cuales constituyen hasta al 95 por ciento de todos 1los
casos de cancer colorectal pero incluyen también linfomas
colorectales primarios, tumores estromales gastrointesti-
nales, leiomiosarcomas, tumores carcinoides y melanomas.
Los cénceres de seno tratables mediante la presente inven-
cidén incluyen canceres de seno invasivos, canceres de seno
no invasivos, carcinoma ductal in situ (DCIS), carcinoma
ductal invasivo, carcinoma lobular invasivo, carcinoma lo-
bular in situ, hiperplasia lobular atipica, céncer de seno
inflamatorio, sarcoma de seno, carcinoma metaplasico, can-
cer de seno positivo al receptor de estrdgeno, céancer de
seno triple-negativo y papiloma de seno. Los canceres de
vejiga tratables mediante la presente invencidén incluyen
carcinoma urotelial, carcinoma de células escamosas, ade-

nocarcinoma y carcinoma de células pequefias. Los tumores
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cancerosos particularmente preferidos para tratamiento me-
diante la presente invencidn, sin tomar en cuenta el tipo
de céncer, son tumores cancerosos que confian en los pro-
cesos angiogénicos o sefiales Src. Puede variar el tamafio
del tumor extirpado en el procedimiento quirtrgico pero,
en varias formas, se extirpa més de 5 g, 20 g, 50 g o
inclusive 100 g de tejido.

El paciente podria ser sometido también a quimiote-
rapia. Asi, en una forma, el paciente ha recibido o estéa
recibiendo corrientemente un agente anticanceroso. En otra
forma preferida, se realiza el método en ausencia de opioi-
des concurrentes.

Las composiciones estan presentes preferiblemente en
la forma de un liquido o polvo estéril para administracién
inyectable después de reconstitucién. Se administran las
composiciones preferiblemente como una instilacidédn intra-
venosa inyectable la cual, como se menciond anteriormente,
puede incluir un bolo lento. La composicidén se encuentra
preferiblemente en la forma de una dosis unitaria o liquido
o polvo estéril de varias dosis, para administracidén in-
yectable.

Las preparaciones para administracidén inyectable in-
cluyen soluciones acuosas O no acuosas, suspensiones o
emulsiones. Si bien es muy probable que no se requieran

solventes para la preparacidn de lidocaina %
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metilnaltrexona, ejemplos de solventes no acuosos apropia-
dos cuando se utilizan solventes, incluyen propileno gli-
col, polietileno glicol, aceites vegetales (por ejemplo,
aceite de oliva) y ésteres orgédnicos inyectables tal como
etil oleato. Ejemplos de vehiculos acuosos incluyen agua,
solucidén salina y medios amortiguados, soluciones alcohd-
licas/acuosas y emulsiones o suspensiones. Ejemplos de
vehiculos inyectables incluyen solucidén de cloruro de so-
dio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, so-
lucién léactica de Ringer y aceites fijos. Los vehiculos
intravenosos incluyen reponedores de fluidos y nutrientes,
reponedores de electrolitos (tales como aquellos basados
en dextrosa de Ringer), etc. Se pueden incluir u omitir
preservativos y otros aditivos tales como otros antimicro-
bianos, antioxidantes, agentes quelantes, gases inertes,
etc.

Se pueden preparar soluciones inyectables estériles
mediante incorporacidén de la composicidn farmacéutica en
la cantidad requerida en un solvente apropiado con un in-
grediente o combinacidén de ingredientes enumerados ante-
riormente, segin sea necesario, seguido por esterilizacidn
filtrada. En general, se preparan dispersiones mediante la
incorporacién de la composicidén farmacéutica en un

vehiculo estéril que contiene un medio de dispersidén basica
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y los deméds ingredientes requeridos tomados a partir de
los enumerados anteriormente.

Es especialmente ventajoso preparar composiciones in-
yectables en forma de dosis unitaria a fin de facilitar la
administracidén y uniformidad de la dosificacidn. “Forma de
dosis unitaria” tal como se emplea aqui, se refiere a
unidades fisicamente separadas apropiadas como dosis uni-
tarias para el individuo a ser tratado; se calcula cada
unidad que contiene una cantidad predeterminada de compo-
sicién farmacéutica, para producir el efecto terapéutico
deseado en asociacidén con el vehiculo farmacéutico reque-
rido. Las especificaciones para las formas de dosis uni-
tarias de la descripcidn se refieren a las caracteristicas
de la composicién farmacéutica y el efecto terapéutico a
ser logrado.

Finalmente, si bien la invencidén ha sido expresada en
términos de una sola composicidén que contiene metilnal-
trexona y lidocaina, se comprenderd que ambos componentes
pueden ser administrados separadamente con el mismo efecto
terapéutico.

EJEMPLOS

En los siguientes ejemplos se han hecho esfuerzos
para garantizar la exactitud con respecto a los numeros
(por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.) pero se deben

tomar en cuenta algunos errores y desviaciones. Se ofrecen
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los siguientes ejemplos a fin de ofrecer a aquellos exper-
tos en el arte una descripcidn completa de la forma en que
se realizan y evaluan los métodos aqui reivindicados vy
estdn destinados a ser puramente ejemplares de la invencidn
y no estadn destinados a limitar los que los inventores
consideran como su invencién.

Cuando se hace referencia en los Ejemplos, Gene Tex
se refiere a Gene Tex Biotechnology Co. En Irvine, Cali-
fornia. Cell Signaling Technology se refiere a Cell Sig-
naling Technology, Inc. en Danvers, Massachusetts, Invi-
trogen se refiere a una linea de productos de marca ven-
didos por Thermo Fisher Scientific Corporation con ofici-
nas principales en Carlsbad, California.

EJEMPLO 1

El Ejemplo 1 evalud la activacidédn de p-Src en lineas
de células de céancer pancreatico KPC-105 de ratones y hu-
manos tratadas con TNF-o, en varios puntos de tiempo.

Condiciones experimentales

En el dia 1 se cultivdé lineas celulares de céancer
pancreadtico KPC-105 de ratones y humanos, hasta obtener
300.000 células por foso en una placa de 6 fosos. En el
dia 2, cada linea celular fue tratada con 20 ng/ml de TNF-
a de ratdén o humanos, durante 2 horas. Luego, se recogid
y lavé a las células con solucidén salina amortiguada con

fosfato y se almacend a -80°C. Luego, las células fueron
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lisadas con 100 pl de amortiguador de prueba de radio-
inmuno-precipitacidén, con amortiguadores proteasa y fos-
fatasa.

Luego, se realizdé la estimacidén de la proteina uti-
lizando una prueba Bradford bajo las siguientes condicio-
nes:

° Se separd un Western Blot con hidrocloruro de
guanidina 6M, después de bloquear a la proteina p-Src para
probar con proteina Src total.

° 10% SDS-PAGE con bloqueo de 15 fosos: 5% de al-
bimina de suero bovino para mancha p-Src. P-Src-Tyr4lo
(Gene Tex GTX81151) Rb: 1:1000 en albumina de suero bovino
al 5%, durante toda la noche.

° Src total (Cell Signaling Technology 2108S) Rb
mAB 1:1000 durante toda la noche en 5% de leche.

° GAPDH (Invitrogen# AM4300) :1:5000 en 5% de leche

durante toda la noche.

° Lavado: 4x durante 5 minutos con 1x TBST.
° Revelado utilizando 50% de femto para la pro-

teina p-Src y ECL casero para Src total y proteina GAPDH.

Resultados:

Como se ilustra en la Figura 1, se observa una acti-
vacién maxima de la proteina Src durante el tratamiento

con TNF-o (20 ng/ml) después de 45 minutos de exposicidn
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tanto en la linea de células de ratdn KPC-105 como en la
linea de células de cancer pancreadtico humano.
EJEMPLO 2
El Ejemplo 2 evaludé la capacidad de las dosis cre-
cientes de lidocaina para inhibir p-Src en células de can-
cer pancreadtico humano, incubadas durante 30 minutos.

Condiciones experimentales:

En el dia 1, se cultivd a las células de cancer pan-
credtico hasta obtener 300.000 células por foso en una
placa de 6 fosos. En el dia 2, las células fueron tratadas
con 0, 0,5, 1,5, 10, 15, 30, 50 y 100 uM de 1lidocaina
durante 30 minutos. Luego, se recogidé a las placas y se
las lavd con solucidn salina amortiguada con fosfato y se
las almacend a -80°C. Luego, las células fueron lisadas
con 100 pl de amortiguador de prueba de radioinmuno-pre-
cipitacidén, utilizando amortiguadores proteasa y fosfa-
tasa.

Se realizé6 la estimacién de la proteina utilizando
una prueba Bradford bajo las siguientes condiciones:

° Se separd un Western Blot con hidrocloruro de
guanidina 6M, después de bloquear a la proteina p-Src para
probar con proteina Src total.

° 10% SDS-PAGE con bloqueo de 10 fosos: 5% de al-

bimina de suero bovino para mancha p-Src.
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° P-Src-Tyr (Gene Tex GTX81151) Rb: 1:1000 en 5%
de albumina de suero bovino al 5%, durante toda la noche.

° Src total (Cell Signaling Technology 2108S) Rb
mAb 1:1000 durante toda la noche en 5% de leche.

° GAPDH (Invitrogen# AM4300) :1:5000 en 5% de leche

durante toda la noche.

] Lavado: 4x durante 5 minutos con 1x TBST.
° Revelado utilizando 50% de femto para la pro-

teina p-Src y sustrato ECL casero para Src total y proteina
GAPDH.

Resultados:

Como se ilustra en la Figura 2, la lidocaina redujo
el nivelo de proteina Src después de 30 minutos de trata-
miento en células de cédncer pancredtico humano, comenzando
a dosis de 10 uM y 15 uM.

EJEMPLO 3

El Ejemplo 3 evaludé la capacidad de las dosis cre-
cientes de lidocaina para inhibir p-Src en células KPC-105
de ratén incubadas durante 30 minutos.

Condiciones experimentales:

En el dia 1 se cultivd células KPC-105 de ratdn hasta
obtener 300.000 células por foso en una placa de 6 fosos.
En el dia 2, las células fueron tratadas con 0, 0,5, 1,5,
10, 15, 30, 50 y 100 uM de lidocaina durante 30 minutos.

Luego, las placas fueron recogidas y lavadas con solucidn
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salina amortiguada con fosfato y almacenadas a -80°C. Luego
las células fueron lisadas con 100 ul de amortiguador de
prueba de radioinmuno-precipitacién, utilizando los amor-
tiguadores proteasa y fosfatasa.

Se realizdé la estimacidén de la proteina utilizando
una prueba Bradford bajo las siguientes condiciones:

° Se separd un Western Blot con hidrocloruro de
guanidina 6M, después de bloquear a la proteina p-Src para
probar con proteina Src total.

° 10% SDS-PAGE con bloqueo de 10 fosos: 5% de al-
buimina de suero bovino para mancha p-Src.

° P-Src-Tyr4l6 (Gene Tex GTX81151) Rb: 1:1000 en
5% de albumina de suero bovino al 5%, durante toda la
noche.

] Src total (Cell Signaling Technology 2108S) Rb
mAb 1:1000 durante toda la noche en 5% de leche.

° GAPDH (Invitrogen# AM4300) :1:5000 en 5% de leche

durante toda la noche.

° Lavado: 4x durante 5 minutos con 1x TBST.
° Revelado utilizando 50% de femto para la pro-

teina p-Src y sustrato ECL casero para Src total y proteina
GAPDH.

Resultados:
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Como se ilustra en la Figura 3, la lidocaina redujo
el nivel de proteina p-Src en células KPC1l05 después de 30
minutos de tratamiento, comenzando a una dosis de 10 uM.

EJEMPLO 4

El Ejemplo 4 evalud Src y p-Src enddgeno en células
KPC-105 de ratdén tratadas con 10 pM de lidocaina, en di-
ferentes puntos de tiempo. Tal como se ilustra en las
Figuras 4A y 4B, el Src total no fue afectado por 1la
exposicidén a lidocaina en cualquier punto de tiempo. Con
respecto a p-Src, la lidocaina atenudé la fosforilacidén de
Src después de 15 minutos y hasta 6 horas, con efectos
maximos observados a 15 y 30 minutos.

EJEMPLO 5

El Ejemplo 5 evaludé Src y p-Src enddgeno en células
KPC-105 de ratdédn tratadas con 10 uM de lidocaina durante
diferentes puntos de tiempo y dosis crecientes de metilnal-
trexona después de una hora de incubacién. Se generaron
los patrones de bandas Western Blot utilizando 15 ug/banda
(lisados NP40) 10% SDS PAGE durante 6 horas (lidocaina) y
1 hora (metilnaltrexona). Como se ilustra en las Figuras
5A vy 5B, el Src total no fue afectado por lidocaina vy
metilnaltrexona. Por el contrario, la lidocaina atenud la
fosforilacidén de Src a 30 minutos, 1 hora, 2 horas y 6
horas, con un patrdédn inconsistente de bandas en cada punto

de tiempo. Metilnaltrexona atenud la fosforilacidn de Src
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a concentraciones por encima de 50 nM después de 1 hora de
incubacién.
EJEMPLO 6

Después de nuestro experimento previo con metilnal-
trexona en el Ejemplo 5, decidimos cargar menos proteina
e incubar células con metilnaltrexona durante mas de 1
hora y evaluar Src y p-Src endbdbgeno en células KPC-105
tratadas con 100 nM de metilnaltrexona en diferentes puntos
de tiempo.

Condiciones experimentales:

° P-Src-Tyr41l6 (GeneTex # GTX81151) Rb: 1:1000 en

5% de albumina de suero bovino o/n a 4°C.

\

° 10 pg/banda (lisados NP40) 10% SDS PAGE .
° Src Total (CST # 2108S) Rb mAb 1:1000 en 5% de
albumina de suero bovino o/n 4°C.

Resultados:

Como se ilustra en la Figura 6, 100 nM de metilnal-
trexona atenta la fosforilacidén de Src en células KPC-105,
comenzando a 2 horas y con efectos madximos observados a 2,
4 y 6 horas.

EJEMPLO 7

El Ejemplo 7 evalub Src endbégeno y fosfo-SRC en
células KPC-105 tratadas con la combinacién de 10 uM de
lidocaina + 100 nM de metilnaltrexona a diferentes puntos

de tiempo.
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Condiciones experimentales:

° P-Src-Tyr4l6 (GeneTex # GTX81151) Rb: 1:1000 en

5% de albUmina de suero bovino, 3 horas a temperatura

ambiente.
° 10 pg/banda (lisados NP40) 10% SDS PAGE
° Src Total (CST # 2108S) Rb mAB 1:1000 en 5% de

albumina de suero bovino, 3 horas a temperatura ambiente.

Resultados:

La Figura 7 ilustra que la combinacidén de 10 uM de
lidocaina + 100 nM de metilnaltrexona atenta de manera
consistente la fosforilacidén de Src en células KPC-105,
comenzando a 15 minutos y extendiéndose hasta 6 horas.

EJEMPLO 8

El Ejemplo 8 evalub Src endbégeno y fosfo-Src en
células KPC-105 tratadas individualmente con 10 uM de 1li-
docaina (L), 100 nM de metilnaltrexona (M) o la combinacidén
de 10 uM de lidocaina + 100 nM de metilnaltrexona (L+M) en
diferentes puntos de tiempo.

Condiciones experimentales:

° P-Src-Tyr4l6 (Gene Tex # GTX81151) 1:2000 en 5%
de albtmina de suero bovino, o/n a 4°C.

° Src total (CST # 2108S) 1:3000 en 5% de albumina
de suero bovino, o/n a 4°C.

° Vinculin (Protein Tech) 1:4000 en 5% de 1leche
o/n a 4°C.
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Resultados:

Tal como se ilustra en la Figura 8, lidocaina dismi-
nuyd el Src total después de 1 hora de exposicidén y atenud
la fosforilacién de Src después de 1 hora de exposiciédn.
Metilnaltrexona disminuyd Src total después de 1 hora de
exposicidén y atenud la fosforilacidédn de Src después de 1
hora de exposicidén. Lidocaina + metilnaltrexona disminu-
yeron Src total después de 30 minutos de exposicidn (mas
rapidos que ambos individualmente) y atenuaron la fosfo-
rilacién de Src a 30 minutos, 1 hora, 2 horas y 6 horas.
A 6 horas, la combinacién de lidocaina y metilnaltrexona
fue notablemente efectiva en comparacidn con lidocaina in-
dividualmente, metilnaltrexona individualmente o el con-
trol no tratado.

EJEMPLO 9

El Ejemplo 9 evalud Src y p-Src enddbgeno en células
KPC-105 tratadas individualmente con 10 uM de lidocaina
(L), 100 nM de metilnaltrexona (M) y la combinacidén de 10
uM de lidocaina + 100 nM de metilnaltrexona (L+M) en di-
ferentes puntos de tiempo, utilizando una carga de pro-
teina diferente a la del Ejemplo 8.

Condiciones experimentales:

° P-Src-Tyr41l6 (Gene Tex # GTX81151) 1:2000 en 5%

de albtmina de suero bovino, o/n a 4°C.
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° Src total (CST # 2108S) 1:3000 en 5% de albumina
de suero bovino, o/n a 4°C.

Resultados:

Como se ilustra en la Figura 9, se obtuvo préactica-

mente los mismos resultados del Ejemplo 8.
EJEMPLO 10

El Ejemplo 10 evalud el efecto de 10 pM de lidocaina
(L), 100 nM de metilnaltrexona (M) y la combinacidén de 10
uM de lidocaina + 100 nM de metilnaltrexona (L+M), durante
1 hora sobre Src total y la expresién p-Src en una linea
celular de céncer pancreatico humano (AsPc 1).

Condiciones experimentales:

° P-Src-Tyr4l6 (Gene Tex # GTX81151) 1:2000 en 5%
de albuimina de suero bovino, a temperatura ambiente, du-
rante 4 horas.

° Src total (CST # 2108S) 1:3000 en 5% de albumina
de suero bovino, a temperatura ambiente durante 4 horas.

Resultados:

Tal como se ilustra en la Figura 10, lidocaina vy
metilnaltrexona individualmente y en combinacidén atenuaron
la actividad p-Src en células de cancer pancreatico humano
AsPc 1, después de 1 hora. Los resultados preliminares
después de la normalizacidédn de Src no muestran ningin au-
mento en Src con exposicidén a metilnaltrexona.

EJEMPLO 11
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El Ejemplo 11 evalud el efecto de 10 pM de lidocaina
(L), 100 nM de metilnaltrexona (M) y la combinacidén de 10
uM de lidocaina + 100 nM de metilnaltrexona (L+M) durante
1 hora sobre la expresién de Src y p-Src en la linea
celular de cancer pancreatico humano (MiaPaCa 2). Las con-
diciones experimentales fueron idénticas a las del Ejemplo
10. Tal como se ilustra en la Figura 11, ambos farmacos
individualmente y en combinacidén atenuaron p-Src en célu-
las pancreadticas humanas MiaPaCa 2, después de una hora.

EJEMPLO 12

El Ejemplo 12 evalud el efecto de 10 uM de lidocaina
(L), 100 nM de metilnaltrexona (M) y la combinacidén de 10
uM de lidocaina + 100 nM de metilnaltrexona (L+M) sobre la
expresién de Src y p-Src total en una linea de células de
cdncer pancredtico humano (Pancl) en multiples puntos de
tiempo hasta 6 horas, en medios frescos. Las condiciones
experimentales fueron idénticas a la del Ejemplo 10. Como
se ilustra en la Figura 12, la lidocaina por si misma
mostrd efectos inconsistentes sobre las disminuciones de
p-Src. Metilnaltrexona por si misma disminuyd inicialmente
p-Src a 30 minutos y 1 hora. Por el contrario, la combi-
nacién de lidocaina + metilnaltrexona disminuyd de manera
consistente p-Src desde 30 minutos en adelante.

EJEMPLO 13
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El modelo de lipopolisacarido (LPS) de la inflamacidn
sistémica ha sido informado como uno de los modelos més
aceptables para estudiar el impacto de nuevas terapias
para inflamacidén aguda. LPS es una endotoxina ubicua de-
rivada de bacterias gram-negativas y se sabe que induce
enfermedades pro-inflamatorias en humanos y animales. In-
vestigamos el papel de lidocaina o metilnaltrexona solas
0 una combinacién de lidocaina y metilnaltrexona en el
modelo de inflamacidén inducida por LPS en ratones inmuno-
competentes C57BL/6.

Detalles experimentales:

Se adquiridé ratones C57BL/6J (6-8 semanas) en Charles
River Laboratories (USA) y fueron aclimatados durante por
lo menos 1 semana antes de usarlos. Todos los ratones
fueron alojados en una instalacién libre de patdgenos. Los
ratones recibieron LPS durante 24 horas. Al cabo de 24
horas, los ratones fueron tratados ya sea con lidocaina
sola o metilnaltrexona sola o una combinacidén de ambas,
tal como se ilustra en la Tabla 1.

Tabla 1

Plan de Tratamiento In Vivo

Grupo LPS Lidocaina Metilnaltrexona
Grupo 1 - - -
Grupo 2 - + _
Grupo 3 - - +
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Grupo 4 - + +
Grupo 5 + - -
Grupo 6 + + R
Grupo 7 + - +
Grupo 8 + + +

Al final del estudio se tomaron muestras de sangre y
tejido para andlisis adicional. Se utilizd el suero para
determinar la presencia de citosinas pro-inflamatorias me-
diante el uso del kit de panel de inflamacidén de ratédn
LEGENDplex™ (BioLegend, USA), seguido por citometria. Se
utilizd las muestras de tejido de pulmones y bazo para
tefliido con hematoxilina y eosina (H&E) asi como andlisis
inmunohisto-quimicos para las células inmunes, incluyendo
macrdéfagos y células asesinas naturales (NK), células B,
células T y sus subgrupos. Para estudios de histopatologia
e inmunohisto-quimica (IHC), se prepararon muestras de te-
jido cortando secciones de 4 um a partir de bloques de
parafina. Se realizd el tefiido de IHC mediante los métodos
descritos previamente. Se capturd las imadgenes utilizando
microscopio de campo brillante (Nikon Microscope). Dos in-
vestigadores independientes evaluaron el tefiido con (H&E)
y todo el tefiido inmunohisto-quimico. Para puntuacidédn de
diapositivas, cada investigador evaludé los tejidos y dio
una puntuacién de 0 (sin expresidn) a +4 (expresidn fuerte

y uniforme) tal como se describid anteriormente. Los datos
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fueron expresados ya sea como el promedio #SD o promedio
+SEM mediante el uso del software Graph Pad Prism.

Resultados y Discusidn:

1. El tratamiento combinado con 1lidocaina y me-
tilnaltrexona disminuye las anormalidades patoldgicas in-
ducidas con LPS en pulmones y bazo.

La lesidén pulmonar aguda es una enfermedad critica
que podria provocar mortalidad (40-60%). Después de las
lesiones en el epitelio alveolar y edema pulmonar, se in-
dica a la infiltracidén de neutréfilos como los principales
cambios patoldédgicos causados por la inflamacidén de 1los
pulmones. Por lo tanto, para determinar la eficacia tera-
péutica de lidocaina sola, metilnaltrexona sola o una com-
binacién de lidocaina y metilnaltrexona en la inflamacidn,
ratones C57BL/6 fueron inoculados con LPS seguido por tra-
tamiento con el farmaco solo o en combinacidén tal como se
describe en la Tabla 1. Al concluir el estudio, los ratones
fueron sacrificados y se utilizaron cortes de tejido a
partir de pulmones y bazo para realizar exdmenes histopa-
toldégicos. E1l tefiido con H&E mostrd edema perivascular vy
acumulacién de filtracidén de células mixtas en la sangre
y vasos linfadticos en los grupos inoculados con LPS vy
tratados con solucién salina o lidocaina sola o metilnal-
trexona sola (Figura 13A). Sin embargo, el tefiido con H&E

mostrdé moderados cambios histopatoldgicos en los pulmones
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de ratones inoculados con LPS y tratados con lidocaina vy
metilnaltrexona combinadas (Figura 13A).

La inflamacién pulmonar es estrechamente regulada por
la infiltracién inmune y los o6érganos mayor cantidad de
filtrados inmunes representan una inflamacidén significa-
tivamente mayor. El bazo funciona para eliminar los eri-
trocitos senescentes, mantener una reserva de sangre Yy
desempefian un papel importante en el sistema inmune. Por
lo tanto, investigamos la eficacia terapéutica de 1lido-
caina o metilnaltrexona solas o una combinacidén de ambos
farmacos en la patofisiologia del bazo, utilizando el mo-
delo de ratones con inflamacidén inducida por LPS tal como
se i1lustra en la Tabla 1. El examen histopatoldédgico reveld
un numero aumentado de eritrocitos en la pulpa roja, Jjunto
con edema moderado en ratones inoculados con LPS y tratados
con solucidén salina o lidocaina sola o metilnaltrexona
sola; sin embargo, los ratones tratados con un combinacidén
de lidocaina y metilnaltrexona mostraron moderados cambios
patoldgicos en el bazo (Figura 13B). Tomado en conjunto,
el tratamiento combinado con lidocaina y metilnaltrexona
disminuye las aberraciones patoldgicas inducidas por LPS
en pulmones y bazo.

2. El tratamiento combinado con 1lidocaina y me-
tilnaltrexona disminuye las citosinas pro-inflamatorias

del suero inducidas por LPS.
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Las infecciones bacterianas Gram-negativas son la
causa principal de lesidn pulmonar aguda y LPS, que es el
componente principal de la pared celular de las bacterias
Gram-negativas, es el mayor estimulo para la liberacidén de
mediadores inflamatorios. Por lo tanto, medimos el efecto
de lidocaina sola, metilnaltrexona sola o una combinacidn
de lidocaina y metilnaltrexona sobre los perfiles de ci-
tosinas inflamatorias del suero inducidas por LPS. Se midid
a las citosinas inflamatorias de ratdén contenidas en suero
de control y ratones inoculados con LPS tratados con los
fadrmacos, tal como se describe en la Tabla 1, utilizando
el kit de panel de inflamacidén de ratdén LEGENDplexTM (Bio-
Legend, USA), seguido por citometria de flujo de acuerdo
con las especificaciones del fabricante. Hubo cambios in-
significantes en los niveles de interleucina 1 alfa (IL-
la) e interferona-gamma (IFNy) en ratones tratados con
lidocaina sola, metilnaltrexona sola o una combinacidén de
lidocaina y metilnaltrexona (Figuras 14A y 14B). Sin em-
bargo, se observd una disminucidén en los niveles del factor
alfa de necrosis tumoral del suero (TNF-o), proteina 1
quimio-atractiva de monocitos (MCP-1), interleucina 10
(IL-10), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 17A (IL-
17A), en ratones inoculados con LPS y tratados con lido-
caina y metilnaltrexona combinadas (Figuras 14C-G). IL-1,

IL-6, IL-17A, MCP-1 y TNFa son citosinas pro-inflamatorias
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asociadas con seflales de inflamacién. Tomadas en conjunto,
estas observaciones indican que el tratamiento combinado
con lidocaina y metilnaltrexona tiene el potencial de su-
primir las seflales inflamatorias.

3. El tratamiento combinado con lidocaina y me-
tilnaltrexona disminuye los macrdéfagos y células asesinas
naturales (NK) inducidos por LPS en pulmones y bazo.

Tanto los sistemas inmunoldgicos innatos y adaptati-
vos desempefian un papel importante en la inflamacidén. Entre
los varios miembros del sistema inmune innato, los macrd-
fagos son cruciales para regular la inflamacidén. Se ha
informado que LPS ejerce efectos adyuvantes sobre los ma-
crbfagos, dando como resultado una cascada inflamatoria
definida por la produccidn precoz de citosinas pro-infla-
matorias, tales como TNF-o e IL-6. Ademds, se sabe que LPS
estimula a los macréfagos de monocitos a través del Toll-
like receptor4 (TLR4), dando como resultado la activacién
de una serie de eventos de sefiales que potencian la pro-
duccidén de mediadores inflamatorios. Debido a que los ni-
veles de TNF-o e IL-6 del suero inducidos por LPS fueron
regulados en forma descendente en ratones tratados con
lidocaina y metilnaltrexona combinadas, determinamos la
condicién del macrédfago en cortes de pulmones y bazo me-
diante tefiido con IHC, utilizando el anticuerpo anti-ratdn

F4/80. Los resultados de IHC mostraron un Aarea positiva
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F4/80 parcialmente disminuida en cortes de pulmones y bazo,
tomados a partir de ratones inoculados con LPS y tratados
ya sea con lidocaina o metilnaltrexona solas (Figuras 15A
y 15B). Sin embargo, el tratamiento combinado con lidocaina
o0 metilnaltrexona en ratones inoculados con LPS suprimid
el area positiva F4/80 en pulmones y bazo (Figuras 15A vy
15B) . Las células NK son mediadores uUnicos de la inmunidad
innata, implicados en la actividad citotdxica y la secre-
cidén de citosinas pro-inflamatorias. Para examinar minu-
ciosamente la influencia de diferentes poblaciones de lin-
focitos sobre la respuesta del huésped inducida por LPS,
determinamos la infiltracidén de las células NK en los pul-
mones y bazo, de lidocaina sola, metilnaltrexona sola o
una combinacidén de ambos agentes/farmacos. Determinamos la
condicién de la célula NK en cortes de pulmones y bazo
mediante tefiido con IHC, utilizando anticuerpo anti-ratdn
NK1.1l. Los resultados demostraron un &area positiva NK1.1
disminuida en pulmones y bazo de ratones inoculados con
LPS, tratados con una combinacién de lidocaina y metilnal-
trexona (Figuras 16A y 16B). Estos resultados de IHC su-
gieren colectivamente que el tratamiento combinado con 1i-
docaina y metilnaltrexona podria hacer impacto sobre las
sefiales inflamatorias mediadas por macrdéfagos y células

NK.
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4. El tratamiento combinado con lidocaina y me-
tilnaltrexona disminuye las células B inducidas por LPS en
pulmones y bazo.

Los TLRs desempefian un papel importante en las res-
puestas inmunes a patdgenos, mediante la transduccidn de
sefiales en células inmunes innatas en respuesta a productos
microbianos, incluyendo LPS. Aparte de su expresidén sobre
los macrbéfagos, los TLRs son expresados también sobre las
células B que contribuyen a las respuestas inmunes mediadas
por anticuerpo. Por lo tanto, para comprender el efecto de
lidocaina sola o metilnaltrexona sola, o una combinacidn
de lidocaina y metilnaltrexona sobre las células B en pul-
mones y bazo, realizamos el tefiido con IHC utilizando un
anticuerpo CD19 anti-ratdn. Los resultados de IHC mostra-
ron un area positiva CD19 parcialmente aumentada en cortes
de pulmones y bazo tomados a partir de ratones inoculados
con LPS y tratados conjuntamente con lidocaina y metilnal-
trexona (Figuras 17A y 17B). En conjunto, estos resultados
sugieren que el tratamiento combinado con lidocaina y me-
tilnaltrexona aumenta la poblacidén de células B en la in-
flamacidén inducida por LPS.

5. El tratamiento combinado con lidocaina y me-
tilnaltrexona aumenta las células T inducidas por LS y los

subgrupos en pulmones y bazo.
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Al igual que las células B, las células T constituyen
otro miembro del sistema inmune adaptativo. Conforme avan-
zan los procesos inflamatorios, la produccidén de citosina
pro-inflamatoria induce la hipo-respuesta en las células
T y sus subgrupos. Para comprender el impacto de lidocaina
sola o metilnaltrexona sola o una combinacién de ambos
fadrmacos en la infiltracién de células T, células CD4+ y
CD8+ en pulmones y bazo de ratones inoculados con LPS,
realizamos el tefiido con IHC en cortes de pulmones y bazo
utilizando un anti-cuerpo CD3 anti-ratédén, anticuerpo CD4
anti-ratén y anticuerpo CD8 anti-ratdédn respectivamente.
Los resultados de IHC mostraron A&rea positiva aumentada
CD3, CD4 y CD8 en cortes de pulmones y bazo tomados a
partir de ratones tratados con una combinacién de lidocaina
y metilnaltrexona (Figuras 18-20). La supresidén de la cé-
lula T contribuye a la disfuncidén inmune. Se ha informado
que LPS puede suprimir, de manera réapida y dependiente de
la dosis, la produccidén de interleucina-2 (IL-2) y la pro-
liferacidén de células T en las células mononucleares pe-
riféricas (PBMCs). Tomados en conjunto, estos resultados
sugieren que el tratamiento combinado con lidocaina y me-
tilnaltrexona podria tener el potencial de mejorar las
funciones de la célula T en la inflamacidén inducida por
LPS.

Conclusiédn:
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Resumiendo, estos resultados indican que la lidocaina
y metilnaltrexona solas podrian mitigar parcialmente la
inflamacién inducida por LPS en un modelo de ratdén y que
el tratamiento combinado con lidocaina y metilnaltrexona
podria ser utilizado potencialmente en el tratamiento de
estados inflamatorios.

EJEMPLO 14

Este Ejemplo ofrece un protocolo para prevenir y ma-
nejar la inflamacidén y el dolor que podrian surgir como
consecuencia de procedimientos quirtrgicos altamente in-
vasivos (o sea, analgesia post-operativa). Este protocolo
incluye cirugias para cancer, aunque se ofrece en el Ejem-
plo 15 un protocolo separado especificamente para el can-
cer. Se realiza el protocolo a los regimenes de instilacién
intravenosa descritos en la Tabla 2, en una de las nueve
combinaciones potenciales de escalas de dosificaciédén, en
las proporciones en peso de lidocaina a metilnaltrexona
descritas en la Tabla 3, para un total de 27 combinaciones
de escalas y proporciones de dosis. La dosis administrada
de lidocaina y metilnaltrexona estard siempre por debajo
de la dosis madxima tolerada de cada ingrediente individual,
tomando como base el riesgo para el sistema cardiovascular
del paciente y en particular el riesgo de causar arritmias
y, en el caso de metilnaltrexona, la dosis qgque provoca

diarrea o que trata el estrefiimiento inducido por opioides.
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La concentracidén de metilnaltrexona en el plasma sera man-

tenida siempre por debajo de 1400 ng/ml para evitar com-

plicaciones cardiovasculares indeseables.

lar,

En forma simi-

la concentracién de lidocaina en el plasma serd man-

tenida siempre por debajo de 5 mg/L para evitar complica-

ciones tales como aturdimiento.

Tabla 2

Regimenes de Instilacidén Diaria

Régimen de Administracidn

(mg/kg/dia)

Opcidén 1 Opcidn 2 Opcidén 3
HC1l de Lido- 10-45 15-35 20-30
caina

Opcidén 1 Opcidn 2 Opcidén 3
Br de Metil- 0,2-2 0,25-1,75 0,30-1,5
naltrexona

Tabla 3

Proporciones de Lidocaina a Metilnaltrexona

Opcidén A Opcidén B Opcidén C
Proporcidédn en peso de 1:10- 1:20- 1:30-1:75
metilnaltrexona-lido-
caina 1:125 1:100

*Las proporciones se basan en el peso de la sal completa

Procedimiento Quirurgico

(no laparoscédpico):
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° cirugias toréacicas, ortopédicas y abdominales

° hemorroidectomias y bunionectomias

° artroplastia de cadera o rodilla, reparacién de
hernia inguinal

° reseccidén de tumores, particularmente tumores
en senos y pancreas

° osteosarcoma (cirugia para preservar las
extremidades, amputacidén o plastia de rotacidn)

Mejorias Clinicas:

° Reduccidén del dolor a 24 horas, 48 horas, 72
horas o 1 semana al cesar el tratamiento.

° Mejorias en los biomarcadores inflamatorios a
24 horas, 48 horas, 72 horas o 1 semana al cesar
el tratamiento.

° Reduccidén en el uso de opioides pos-cirugia
durante la fase aguda (0-24 horas pos-

tratamiento) o la fase demorada (24-120 horas

pos-tratamiento) o ambos.

° Tiempo para ambulacidén auto-suficiente.

° Mejoria en la morbilidad post-operativa.

° Mejoria en el tiempo de supervivencia pos-
cirugia.

Régimen de Dosificacidén (para pacientes hospitalizados o
ambulatorios) :

° Instilacidn perioperativa a partir de 15
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minutos a 2 horas antes de la cirugia y con una

duracién de hasta mas o menos 24 horas o 48

horas después de la cirugia (preferiblemente

bajo vigilancia por telemetria).

EJEMPLO 15
Este ejemplo describe el protocolo para prevenir o

manejar la migracién de células cancerosas (o sea metds-
tasis) que tiene lugar durante y después de procedimientos
quirtrgicos invasivos para extirpar tumores cancerosos. Se
realiza el protocolo a los mismos regimenes de instilacién
intravenosa descritos en el Ejemplo 14 y Tabla 2, en las
proporciones en peso y molares de lidocaina a metilnal-
trexona descritas en el Ejemplo 14 y Tabla 3, para un
total de 27 combinaciones de escalas y proporciones de
dosificacién. La dosis administrada de lidocaina y me-
tilnaltrexona estard siempre por debajo de la dosis méxima
tolerada de cada ingrediente individual, basada en el
riesgo para el sistema cardiovascular del paciente, en
particular para el riesgo de causar arritmias cardiacas vy,
en el caso de metilnaltrexona, la dosis que provoca diarrea
O que trata el estrefiimiento provocado por opiocides. En
particular, la concentracién de metilnaltrexona en el
plasma serd mantenida por debajo de 1400 ng/ml y la con-
centracidén de lidocaina en el plasma serd mantenida siempre

por debajo de 5 mg/L.
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Procedimiento Quirurgico (no laparoscdpico) :
° cirugias toréacicas, ortopédicas y abdominales
° reseccién de tumores, particularmente tumores
en senos y pAancreas
° osteosarcoma (cirugia para preservar las
extremidades, amputacidén o plastia de rotacidn)
Mejorias Clinicas:
° Reduccidén del dolor a 24 horas, 48 horas, 72
horas o 1 semana al cesar el tratamiento.
] Mejorias en los biomarcadores inflamatorios a
24 horas, 48 horas, 72 horas o 1 semana al cesar
el tratamiento.
° Reduccidén en el uso de opioides pos-cirugia
durante la fase aguda (0-24 horas pos-

tratamiento) o la fase demorada (24-120 horas

pos-tratamiento) o ambos.

° Mejoria en la morbilidad post-operativa.

° Mejoria en el tiempo de supervivencia pos-
cirugia.

Régimen de Dosificacidén (para pacientes hospitalizados o
ambulatorios) :
° Instilacidén perioperativa a partir de 15
minutos a 2 horas antes de la cirugia y con una
duracidén de hasta mas o menos 24 horas o 48

horas después de la cirugia (preferiblemente

60



bajo vigilancia por telemetria).

En toda esta solicitud se hizo referencia a varias
publicaciones. Las descripciones de estas publicaciones en
su forma completa, se incorporan aqui a modo de referencia
para describir de manera méds detallada el estado del arte
al cual pertenece esta invencién. Serd evidente para los
expertos en el arte que se pueden realizar varias modifi-
caciones y variaciones en la presente invencidn, sin apar-
tarse de su espiritu o alcances. Seradn evidentes otras
formas de la invencidén para los expertos en el arte al
considerar la Memoria y la practica de la misma descrita
aqui. Se pretende que la Memoria y los ejemplos sean con-
siderados como un modelo solamente, estando indicados los
alcances y espiritu verdaderos por las reivindicaciones

finales.
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