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DESCRIPCION
Agente para la prevencion o el tratamiento del glaucoma
Campo técnico
La presente invencion se relaciona con un agente preventivo o curativo para el glaucoma o la hipertension ocular.
Técnica anterior

El glaucoma es una enfermedad que se caracteriza por la elevacion de la presion intraocular (PIO) debido a una
patogenia diversa que da lugar a lesion y atrofia del nervio 6ptico, lo que da como resultado un campo de visual
anormal, por lo que la agudeza visual se reduce gradualmente. Como el nervio 6ptico no se recupera una vez se
produce la atrofia, el glaucoma es una enfermedad refractaria, en el sentido de que no sélo se pierde la vision si no
se trata el glaucoma, sino también de que la lesién se mantiene incluso después de un tratamiento efectivo, y no se
puede esperar una recuperacion. Mas aun, la hipertension ocular, que puede dar lugar al desarrollo de glaucoma a
lo largo de mucho tiempo aun en ausencia de defectos del campo visual, tiene también un riesgo similar.

El glaucoma se clasifica en tres tipos: glaucoma congénito (del desarrollo), glaucoma secundario y glaucoma
primario. Los pacientes con glaucoma congénito (del desarrollo) nacen con una deficiencia en el crecimiento del
angulo iridocorneal y la obstruccion del flujo acuoso hacia el exterior provoca este tipo de glaucoma. El glaucoma
secundario surge como resultado de inflamacion o lesién y tiene causas tales como uveitis o traumatismo ocular, asi
como hemorragia debida a diabetes, uso a largo plazo de hormonas esteroideas para el tratamiento de otras
enfermedades y similares. El glaucoma primario es un nombre genérico de tipos de glaucoma con causas poco
claras, con una elevada incidencia entre personas de mediana edad y ancianas. El glaucoma primario y el glaucoma
secundario se subdividen a su vez en dos tipos, el glaucoma de angulo abierto y el glaucoma con cierre de angulo,
dependiendo del bloqueo del flujo acuoso hacia el exterior. Aunque muchos pacientes desarrollan un glaucoma de
tension normal en ausencia de una PIO elevada, el objetivo primario del tratamiento del glaucoma es reducir la PIO.

Para el tratamiento del glaucoma, se realiza un tratamiento con laser (trabeculoplastia con laser), una terapia
quirdrgica (trabeculectomia o trabeculotomia) o similar cuando no se puede controlar la PIO con un farmaco o un
paciente con glaucoma con cierre de angulo tiene un ataque agudo de glaucoma, pero se usa terapia con farmacos
como terapia de primera linea.

Los farmacos utilizados en la terapia farmacolégica del glaucoma incluyen estimulantes de los nervios simpaticos
(estimulantes no selectivos, tales como la epinefrina, y ax-bloqueantes, tales como la apraclonidina), bloqueantes de
los nervios simpaticos (B-bloqueantes, tales como el timolol, el befunolol, el carteolol, el nipradilol, el betaxolol, el
levobunolol y el metipranolol, y a+-bloqueantes, tales como el clorhidrato de bunazosina), agonistas de los nervios
parasimpaticos (pilocarpina, etc.), inhibidores de la anhidrasa carbdnica (acetazolamida, etc.), prostaglandinas
(isopropilunoprostona, latanoprost, travoprost, bimatoprost, etc.), etc.

De éstos, se sabe que los inhibidores de la anhidrasa carbdnica reducen la PIO por uso interno o instilacion de los
mismos, ya que inhiben la produccion de humor acuoso en los cuerpos ciliares (Documento no de patente 1).

Mientras tanto, se han descubierto inhibidores de la Rho kinasa como candidatos de tratamiento para el glaucoma
en base a un nuevo mecanismo de accion (Documentos de patente 1 y 2). Los inhibidores de la Rho kinasa reducen
la PIO promoviendo el flujo acuoso hacia el exterior a partir de la ruta trabecular de flujo hacia el exterior
(Documento no de patente 2), y se sugiere ademas que esta accion puede ser atribuida a cambios en el
citoesqueleto de las células de la red trabecular (Documentos no de patente 2 y 3).

En el tratamiento del glaucoma y de la hipertension ocular, se usan en combinacion farmacos que tienen una accion
hipotensora ocular para aumentar la accién hipotensora ocular. Por ejemplo, se han descrito el uso combinado de
una prostaglandina y un bloqueante de los nervios simpaticos (Documento de patente 3), o una combinacion de
algunos farmacos que tienen una accion hipotensora ocular (Documento de patente 4), y similares. Mas aun,
también se han descrito el uso combinado de un inhibidor de la Rho kinasa y un B-bloqueante (Documento de
patente 5) y un remedio para el glaucoma que incluye un inhibidor de la Rho kinasa y una prostaglandina en
combinacion (Documento de patente 6).

Sin embargo, los remedios y terapias conocidos antes mencionados para el glaucoma y la hipertensién ocular estan
lejos de ser satisfactorios en cuanto a la potencia del efecto hipotensor ocular y a la duracién de la acciéon. En
particular, es mas dificil disminuir la PIO normal en pacientes con glaucoma de tension normal que disminuir una
PIO elevada. Los farmacos existentes antes mencionados y sus combinaciones tienen limitaciones en el tratamiento
del glaucoma de tension normal y se necesita un aumento en la accion hipotensora ocular en el marco clinico.
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En tales circunstancias, no hay ninguna descripcion sobre el tratamiento del glaucoma usando un inhibidor de la Rho
kinasa y un inhibidor de la anhidrasa carbénica en combinacion, y no hay ninguna descripcion acerca del efecto de
cooperacion de dicha combinacion.

[Documento de patente 1] WO00/09162

[Documento de patente 2] JP-A-11-349482

[Documento de patente 3] Patente Japonesa N° 2726672

[Documento de patente 4] WO02/38158

[Documento de patente 5] JP-A-2004-182723

[Documento de patente 6] JP-A-2004-107335

[Documento no de patente 1] Journal of the Eye, 15(4), 481-485 (1998)
[Documento no de patente 2] IOVS, 42(1), 137-144 (2001)
[Documento no de patente 3] IOVS, 42(5), 1029-1037 (2001)

Descripcion de la invenciéon

Es un objeto de la presente invencién proporcionar un agente preventivo o curativo para el glaucoma o la
hipertensién ocular con un potente efecto hipotensor ocular y una prolongada duracion de accion.

Los inventores de la presente invencion realizamos diversas investigaciones con objeto de alcanzar el anterior
objeto. Como resultado, hemos visto que se ejerce un potente efecto hipotensor ocular mediante la administracion
de un inhibidor de la Rho kinasa y un inhibidor de la anhidrasa carbonica en combinacién y que se prolonga la
duracioén de accion.

Especificamente, la presente invencion se relaciona con lo siguiente.

1) Un agente preventivo o curativo para el glaucoma consistente en un inhibidor de la Rho kinasa y un
inhibidor de la anhidrasa carbdnica en combinacion.

2) Un agente preventivo o curativo para la hipertension ocular consistente en un inhibidor de la Rho kinasa y
un inhibidor de la anhidrasa carbénica en combinacion.

3) Uso de un inhibidor de la Rho kinasa y un inhibidor de la anhidrasa carbdénica en combinacién para la
produccion de un agente preventivo o curativo para el glaucoma.

4) Uso de un inhibidor de la Rho kinasa y un inhibidor de la anhidrasa carbdnica en combinacion para la
produccion de un agente preventivo o curativo para la hipertension ocular.

5) Un método para prevenir o tratar el glaucoma, donde el método consiste en administrar un inhibidor de la
Rho kinasa y un inhibidor de la anhidrasa carbdnica en combinacion.

6) Un método para prevenir o tratar la hipertension ocular, donde el método consiste en administrar un
inhibidor de la Rho kinasa y un inhibidor de la anhidrasa carbénica en combinacion.

Segun la presente invencion, se puede disponer de un agente preventivo o curativo para el glaucoma o la
hipertension ocular con un potente efecto hipotensor ocular y una prolongada duracion de accion.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un grafico que muestra los cambios en la PlO a lo largo del tiempo en cada grupo de tratamiento. Se
muestra la PIO como un cambio con respecto a la PIO inicial (media + error estandar). O, grupo de brinzolamida
sola; [ ], grupo de (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina sola; A, grupo de
brinzolamida mas (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)- 2-metil-1,4-homopiperazina.

La Fig. 2 es un grafico que muestra los cambios en la PlO a lo largo del tiempo en cada grupo de tratamiento. Se
muestra la PIO como un cambio con respecto a la PIO inicial (media + error estandar). O, grupo de brinzolamida
sola; A, grupo de hexahidro-1-(5-isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina sola; [ ], grupo de brinzolamida mas
hexahidro-1-(5-isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina.

Mejor modo de realizacién de la invencion

En la presente invencion, "inhibidor de la Rho kinasa" se refiere a una substancia que inhibe la Rho kinasa, una
enzima que fosforila la "Rho", conocida como una de las proteinas de unidon a GPT de bajo peso molecular.

Como ejemplos de dichos inhibidores de la Rho kinasa, se incluyen los derivados de isoquinolina descritos en JP-A-
11-349482 (el anteriormente mencionado Documento de patente 2), los compuestos descritos en WO05/37198,
WO05/37197, WOO05/35501, WOO05/35506, WOO05/35503, WOO05/34866, WOO04/84813, JP-A-2004-250410,
WO04/39796, WO04/22541, WOO03/59913, WO03/62227, WO01/68607 y WO01/56988, (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-
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isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina (W099/20620), hexahidro-1-(5-isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-
diazepina (Biochem. Biophys. Res. Commun. 262(1), 211-215 (1999)), Y-39983 (BIO Clinica, 17[13], 1191-1194
[2002]; The 4th Int. Symp. Ocular Pharmacol. Pharm. [28 de Febrero de 2002, Sevilla] 2002: 2; Annu. Meet. Assoc.
Res. Vision Ophthalmol. [1 de Mayo de 2005, Fort Lauderdale] 2005: Abst. 3787/B145), etc.

De éstos, son mas preferidos la (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina o sus sales, la
hexahidro-1-(5-isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina o sus sales y el Y-39983, y son particularmente preferidas las
sales de (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina.

La (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina es un compuesto que tiene acciones
antagonistas frente a la substancia P y el leucotrieno D4, ademas de una accién inhibitoria de la Rho kinasa, y
puede producirse por métodos conocidos, tales como, por ejemplo, el método descrito en W099/20620.

La hexahidro-1-(5-isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina puede ser producida por métodos conocidos, tales como,
por ejemplo, el método descrito en JP-A-61-227581, y puede ser ademas comprada y utilizada como farmaco (Eril®
S Injection [denominacion no patentada: clorhidrato de fasudil hidrato], Asahi Kasei Pharma).

Mas aun, se sabe que Y-39983 disminuye la PIO en conejos con PIO normal a partir de 1 hora después de la
instilacion, que muestra el efecto hipotensor ocular maximo a las 2 a 4 horas después de la instilacion y que tiene
una potente accion dependiente de la concentracion, produciéndose la maxima reduccion de la PIO de 15 mmHg a
una concentracion del 0,1% (BIO Clinica, 17 [13], 1191-1194 [2002]; The 4th Int. Symp. Ocular Pharmacol. Pharm.
[28 de Febrero de 2002, Sevilla] 2002: 2; Annu. Meet. Assoc. Res. Vision Ophthalmol. [1 de Mayo de 2005, Fort
Lauderdale] 2005: Abst. 3787/B145).

Como ejemplos de sales de (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina y hexahidro-1-(5-
isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina, se incluyen sales farmacéuticamente aceptables, tales como sales de acidos
inorganicos, como el acido clorhidrico, el acido sulfarico, el acido nitrico, el acido fluorhidrico y el acido bromhidrico,
y sales de acidos organicos, como el acido acético, el acido tartarico, el acido lactico, el acido citrico, el acido
fumarico, el acido maleico, el acido succinico, el acido metanosulfénico, el acido etanosulfénico, el acido
bencenosulfénico, el acido toluensulfénico, el acido naftalenosulfénico y el acido alcanforsulfénico, y se prefieren en
particular los clorhidratos.

La (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina y la hexahidro-1-(5-isoquinolinosulfonil)-1H-
1,4-diazepina o sus sales pueden existir no sélo como formas no solvatadas, sino también como hidratos o solvatos,
y la presente invencion incluye todas las formas cristalinas de estos compuestos y sus hidratos o solvatos.

En la presente invencion, "inhibidor de la anhidrasa carbonica" se refiere a un agente que inhibe la anhidrasa
carbodnica, que cataliza las reacciones reversibles de hidratacion del CO, y deshidratacion del acido carbénico (CO;
+ H20 < H2CO3). Se sabe que la anhidrasa carbodnica tiene multiples isoenzimas, tales como los tipos | y I, y se
prefieren los inhibidores selectivos de la anhidrasa carbénica de tipo Il como inhibidor de la anhidrasa carbonica
usado en la presente invencion.

Como ejemplos de dichos inhibidores de la anhidrasa carbénica, se incluyen la brinzolamida, el clorhidrato de
dorzolamida, la acetazolamida, la metazolamida, etc. De éstos, se prefiere la brinzolamida.

Se sabe que estos inhibidores de la anhidrasa carbdnica reducen la PIO por inhibicién selectiva de anhidrasas
carbonicas de tipo Il, que tienen la mayor actividad en el cuerpo ciliar (Prog. Retin. Eye Res. Ene. 2000; 19(1): 87-
112), y suprimiendo asi la secreciéon de humor acuoso (Am. J. Ophthalmol. Sep. 1998; 126(3): 400-408), y pueden
ser producidos por métodos conocidos, tales como, por ejemplo, los métodos descritos en W091/15486, Patentes
EE.UU. N° 4.797.413 y 2.554.816 y similares. Mas aun, se puede usar un remedio para el glaucoma vy la
hipertension ocular, tal como "AZOPT® Ophthalmic Suspension 1%" (Alcon Japan Ltd.), "Trusopt® Ophthalmic
Solution 1%" (Banyu Pharmaceutical Co., Ltd.) o similar, como preparaciones oftalmicas.

Cuando se usan un inhibidor de la Rho kinasa y un inhibidor de la anhidrasa carbénica en combinacion, se exhibe un
potente y prolongado efecto hipotensor ocular incluso a partir de una PIO normal, como se muestra en los ejemplos
que se describiran mas adelante. Por lo tanto, un medicamento que contenga estos compuestos es util como agente
preventivo o curativo para el glaucoma o la hipertensiéon ocular. Aqui, se incluyen como ejemplos de glaucomas el
glaucoma primario de angulo abierto, el glaucoma de tension normal, el glaucoma con forma hipersecretora
excesiva, la hipertension ocular, el glaucoma con cierre de angulo agudo, el glaucoma con cierre de angulo cronico,
el sindrome de iris “plateau”, el glaucoma de mecanismos combinados, el glaucoma por esteroides, el glaucoma con
pseudoexfoliacion, el glaucoma pigmentario, el glaucoma amiloide, el glaucoma con neovascularizacion, el
glaucoma maligno, etc. Mas aun, la hipertension ocular es también denominada "presidn sanguinea alta del 0jo" y se
refiere a un sintoma con una PIO anormalmente alta incluso en ausencia de cualquier lesion clara del nervio éptico.
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Muchas condiciones de PIO elevada, tales como la PIO elevada postoperatoria, entran dentro del alcance de la
presente invencion.

El agente preventivo o curativo para el glaucoma o la hipertensién ocular que incluye un inhibidor de la Rho kinasa y
un inhibidor de la anhidrasa carbdnica en combinacién de la presente invencién puede ser preparado en una forma
de dosificacion que contenga cantidades efectivas de los farmacos respectivos en una razén de mezcla adecuada
como farmaco de combinacién o kit, que se usa administrando preparaciones que contienen cada una una cantidad
efectiva de farmaco ya sea simultaneamente o separadas por un intervalo.

Las preparaciones antes mencionadas pueden ser preparaciones parenterales u orales y pueden ser preparadas en
forma de, por ejemplo, preparacion oftalmoldgica, inyeccion, tableta, capsula, polvo, granulo, solucién y similares.
Estas preparaciones pueden ser preparadas por técnicas conocidas afadiendo adecuadamente soportes conocidos.
Se usan preferiblemente, entre otras, como preparacion oftalmolégica, en particular preferiblemente como instilacion,
y dicha preparacion oftalmica puede ser un colirio acuoso, un colirio no acuoso, un colirio en suspension, un colirio
en emulsién, un unglento ocular y similares. La preparacion puede ser producida por métodos de preparacion
conocidos para los expertos en la técnica como composiciéon adecuada para la forma de dosificacién afiadiendo
soportes farmacolégicamente aceptables, tales como, por ejemplo, agentes de tonicidad, agentes quelantes,
estabilizadores, modificadores del pH, conservantes, antioxidantes, agentes solubilizantes y agentes espesantes, de
ser necesario.

Como ejemplos de agentes de tonicidad, se incluyen sacaridos, tales como glucosa, trehalosa, lactosa, fructosa,
manitol, xilitol y sorbitol; alcoholes polihidricos, tales como glicerina, polietilenglicol y propilenglicol; sales
inorganicas, tales como cloruro de sodio, cloruro de potasio y cloruro de calcio, etc., y la cantidad de adicion de los
mismos es preferiblemente del 0 al 5% en peso en base a la cantidad total de la composicion.

Como ejemplos de agentes quelantes, se incluyen edetatos, tales como edetato disédico, edetato calcico disddico,
edetato trisodico, edetato tetrasddico y edetato de calcio; tetraacetato de etilendiamina; acido nitrilotriacético o sus
sales; hexametafosfato de sodio; acido citrico, etc., y la cantidad de mezcla de los mismos es preferiblemente del 0
al 0,2% en peso en base a la cantidad total de la composicion.

Como ejemplos de estabilizadores, se incluyen hidrégeno sulfito de sodio, etc., y la cantidad de mezcla de los
mismos es preferiblemente del 0 al 1% en peso en base a la cantidad total de la composicion.

Como ejemplos de los modificadores del pH, se incluyen acidos, tales como acido clorhidrico, acido carbénico, acido
acético, acido citrico, acido fosférico y acido bdrico, y también hidréxidos de metales alcalinos, tales como hidroxido
de sodio e hidréxido de potasio, carbonatos de metales alcalinos, tales como carbonato o hidrégeno carbonato de
sodio, acetatos de metales alcalinos, tales como acetato de sodio, citratos de metales alcalinos, tales como citrato
de sodio, bases, tales como trometamol, etc., y la cantidad de mezcla de los mismos es preferiblemente del 0 al 20%
en peso en base a la cantidad total de la composicion.

Como ejemplos de conservantes, se incluyen acido soérbico, sorbato de potasio, ésteres de parahidroxibenzoato,
tales como parahidroxibenzoato de metilo, parahidroxibenzoato de etilo, parahidroxibenzoato de propilo y
parahidroxibenzoato de butilo, gluconato de clorhexidina, sales de amonio cuaternario, tales como cloruro de
benzalconio, cloruro de bencetonio y cloruro de cetilpiridinio, alquilpoliaminoetilglicina, clorobutanol, Polyquad,
polihexametilenbiguanida, clorhexidina, etc., y la cantidad de mezcla de los mismos es preferiblemente del 0 al 0,2%
en peso en base a la cantidad total de la composicion.

Como ejemplos de antioxidantes, se incluyen hidrégeno sulfito de sodio, sulfito de sodio seco, pirosulfito de sodio,
tocoferol mixto concentrado, etc., y la cantidad de mezcla de los mismos es preferiblemente del 0 al 0,4% en peso
en base a la cantidad total de la composicién.

Como ejemplos de agentes solubilizantes, se incluyen benzoato de sodio, glicerina, D-sorbitol, glucosa,
propilenglicol, hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona, macrogol, D-manitol, etc., y la cantidad de mezcla de los
mismos es preferiblemente del 0 al 3% en peso en base a la cantidad total de la composicion.

Como ejemplos de agentes espesantes, se incluyen polietilenglicol, metilcelulosa, etilcelulosa, carmelosa sodio,
goma xantano, condroitinsulfato de sodio, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
polivinilpirrolidona, alcohol polivinilico, etc., y la cantidad de mezcla de los mismos es preferiblemente del 0 al 70%
en peso en base a la cantidad total de la composicion.

Se puede preparar una preparacion oftalmica, por ejemplo, disolviendo o suspendiendo los ingredientes deseados

entre los compuestos antes mencionados en un solvente acuoso, tal como agua purificada o suero fisiolégico
esterilizados, o en un solvente no acuoso, tal como aceite vegetal, como el aceite de semillas de algoddn, el aceite
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de soja, el aceite de sésamo o el aceite de cacahuete, a una presién osmética predeterminada y sometiendo la
solucién o suspension a esterilizacion, tal como esterilizacion por filtracion. Cuando se prepara un ungiiento ocular,
se puede afadir una base de ungiiento ademas de los diversos ingredientes antes mencionados. La base de
ungliento antes mencionada no esta particularmente limitada, pero como ejemplos preferidos de la misma se
incluyen bases oleosas, tales como Vaselina, parafina liquida y polietileno, bases en emulsién obtenidas
emulsionando la fase oleosa y la fase acuosa con un surfactante o similar, bases hidrosolubles que contienen
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa, polietilenglicol o similares, etc.

Cuando se presenta el agente preventivo o curativo para el glaucoma o la hipertension ocular de la presente
invencion como un kit, éste puede estar disefiado de forma que los farmacos que incluyen cada uno un inhibidor de
la Rho kinasa o un inhibidor de la anhidrasa carbdnica preparados como se ha descrito anteriormente estén
envasados por separado, y cada preparacion de farmaco se extrae de cada envase antes de su uso. Mas aun,
ambas preparaciones de farmacos pueden estar envasadas en una forma adecuada para uso combinado para cada
dosis.

La dosis del agente para la prevencion o el tratamiento del glaucoma o de la hipertension ocular de la presente
invencion varia dependiendo del peso corporal, la edad y el sexo del paciente, del sintoma, de la forma de dosis, del
numero de dosificaciones y similares, pero la dosis diaria habitual para un adulto de un inhibidor de la Rho kinasa es
de 0,025 a 2.000 pg, preferiblemente de 0,1 a 1.000 pg, en una solucién oftalmica, o de 0,1 a 1.000 mg en una
preparacion oral o una inyeccion. La dosis diaria habitual para un adulto de un inhibidor de la anhidrasa carbdnica es
de 10 a 2.000 ng, preferiblemente de 50 a 1.000 pg, en una solucién oftalmica, o de 1 a 1.500 mg en una
preparacion oral o una inyeccion.

El niumero de dosificaciones no esta particularmente limitado, pero es preferible administrar la dosis una vez al dia o
dividir la dosis en varias veces. Se pueden instilar de una a varias gotas de un colirio liqguido como una dosis. Se
puede administrar una preparacion oral o una inyeccion de una a varias veces al dia.

Cuando las preparaciones estan envasadas como un kit, se pueden administrar las preparaciones individuales
simultaneamente o con un intervalo de 5 minutos a 24 horas.

La presente invencion sera explicada mas especificamente haciendo referencia a los siguientes ejemplos. Sin
embargo, el alcance de la presente invencion no se limita a estos ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1

Para examinar la utilidad del uso combinado de un inhibidor de la Rho kinasa y un inhibidor de la anhidrasa
carbonica, se compararon los efectos hipotensores oculares administrando cualquiera de estos farmacos solos o
ambos en combinacién a animales de laboratorio.

1. Preparacion de las soluciones de los compuestos de ensayo

A. Preparacion de una solucion de (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina

Se disolvié clorhidrato de (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina dihidrato en suero
fisiolégico y se neutralizé la solucién (pH 6,0) afiadiendo dihidrégeno fosfato de sodio e hidroxido de sodio para
preparar una solucion de (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil}-2-metil-1,4-homopiperazina a una concentracion
deseada.

B. Preparacion de una solucion de hexahidro-1-(5-isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina

Se us6 la "Eril® S Injection” comercial (Asahi Kasei Pharma) tal cual.

C. Preparacioén de una solucién de brinzolamida

Se uso la "Azopt® Ophthalmic Suspension 1%" comercial (Alcon Japan Ltd.) tal cual.

2. Método de ensayo

Se examind el efecto hipotensor ocular tras el uso combinado de (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-
1,4-homopiperazina y brinzolamida. Como control, se examin6 también el efecto hipotensor ocular tras el uso de

brinzolamida sola o de (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina sola.
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De forma similar, se examiné el efecto hipotensor ocular tras el uso combinado de hexahidro-1-(5-
isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina y brinzolamida. Como control, se examiné también el efecto hipotensor ocular
tras el uso de brinzolamida sola o de hexahidro-1-(5-isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina sola.

A. Farmacos y animales utilizados en el ensayo

Solucién de (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina: solucion al 0,5% (volumen de
instilacion, 50 pL).

Soluciéon de hexahidro-1-(5-isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina: inyeccion de clorhidrato de fasudil hidrato
(solucion al 1,5% [denominacion comercial: Eril® S Injection]; volumen de instilacion, 50 uL).

Soluciéon de brinzolamida: solucion oftalmica de brinzolamida ([denominacion comercial: Azopt® Ophthalmic
Suspension 1%]; volumen de instilacion, 50 puL).

Animales de laboratorio: conejos blancos japoneses (conejos JW machos, 5 animales por grupo).
B. Administracion y medicion
(1) Administracion de dos farmacos en combinacion

1) Se instilé una gota de solucion oftalmica de clorhidrato de oxibuprocaina al 0,4% (denominacion comercial:
Benoxil Ophthalmic Solution 0.4%) en ambos ojos de los animales de laboratorio como anestésico local (s6lo
se muestran los datos para los ojos instilados).

2) Se midi6 la PIO inmediatamente antes de la administracion de la solucion del compuesto de ensayo como
PIO inicial.

3) Se instilé la soluciéon de brinzolamida en uno de los ojos de los animales de laboratorio, seguido de
instilacion de la solucion de (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina en el mismo
ojo.

4) 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas y 5 horas después de la instilacién de ambos farmacos, se instilé6 una
gota de solucion oftalmica de clorhidrato de oxibuprocaina al 0,4% en ambos ojos como anestésico local y se
midioé la PIO.

(2) Administracion de un solo farmaco Unicamente

Se instilo la solucion de (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina sola o la solucién de
brinzolamida sola y se realizaron entonces las pruebas con los mismos tiempos de medicidon que en la prueba de
uso combinado antes descrita.

Se administraron la solucion de hexahidro-1-(5-isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina y la solucidon de brinzolamida
en combinacion o cualquiera de ellas sola del mismo modo que en los puntos (1) y (2) anteriores.

3. Resultados y discusion

En las Figs. 1 y 2 se muestran los resultados de ensayo. Se muestran las PIO como cambios (media + error
estandar) con respecto a la PIO inicial.

Tal como se muestra en la Fig. 1, se observé un efecto hipotensor ocular superior en el grupo de (S)-(-)-1-(4-fluoro-
5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina mas brinzolamida con respecto a los de los grupos de tratamiento
con los farmacos individuales, es decir, el grupo de (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-
homopiperazina sola y el grupo de brinzolamida sola. Mas aun, la accién se mantuvo en el grupo de tratamiento
combinado incluso después de 3 6 4 horas, cuando el efecto hipotensor ocular habia desaparecido en los grupos de
tratamiento con un solo farmaco, lo que muestra un mejoramiento de la accién prolongada.

De forma similar, en la Fig. 2, se observd un efecto hipotensor ocular superior en el grupo de hexahidro-1-(5-
isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina mas brinzolamida con respecto a los grupos de tratamiento con un solo
farmaco, es decir, el grupo de hexahidro-1-(5-isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina sola y el grupo de brinzolamida
sola. Mas aun, la accién perdur6 en el grupo de tratamiento combinado incluso después de 4 y también de 5 horas,
cuando el efecto hipotensor ocular habia desaparecido en los grupos de tratamiento con un solo farmaco, lo que
muestra un mejoramiento de prolongacion de la accion.

Los anteriores resultados revelaron que se podian obtener un potente efecto hipotensor ocular y un mejoramiento de
la accioén prolongada utilizando brinzolamida y (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina o
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hexahidro-1-(5-isoquinolinosulfonil)-1H-1,4-diazepina en combinacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente preventivo o curativo para el glaucoma consistente en un inhibidor de la Rho kinasa y un inhibidor de la
anhidrasa carbdnica en combinacion.

2. El agente preventivo o curativo para el glaucoma segun la reivindicacion 1, donde el inhibidor de la Rho kinasa es
la (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina o una sal de la misma o un solvato de la
misma.

3. El agente preventivo o curativo para el glaucoma segun la reivindicacion 1 6 2, donde el inhibidor de la anhidrasa
carbonica es la brinzolamida.

4. El agente preventivo o curativo para el glaucoma segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es un
farmaco combinado.

5. El agente preventivo o curativo para el glaucoma segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es un kit que
contiene un farmaco que incluye un inhibidor de la Rho kinasa y un farmaco que incluye un inhibidor de la anhidrasa
carbonica.

6. Un agente preventivo o curativo para la hipertension ocular consistente en un inhibidor de la Rho kinasa y un
inhibidor de la anhidrasa carbdnica en combinacion.

7. El agente preventivo o curativo para la hipertension ocular segun la reivindicacion 6, donde el inhibidor de la Rho
kinasa es la (S)-(-)-1-(4-fluoro-5-isoquinolinosulfonil)-2-metil-1,4-homopiperazina o una sal de la misma o un solvato
de la misma.

8. El agente preventivo o curativo para la hipertension ocular segun la reivindicacion 6 ¢ 7, donde el inhibidor de la
anhidrasa carbonica es la brinzolamida.

9. El agente preventivo o curativo para la hipertension ocular segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, que es
un farmaco combinado.

10. El agente preventivo o curativo para la hipertension ocular segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, que es
un kit que contiene un farmaco que incluye un inhibidor de la Rho kinasa y un farmaco que incluye un inhibidor de la
anhidrasa carbdnica.

11. Uso de un inhibidor de la Rho kinasa y un inhibidor de la anhidrasa carbdnica en combinacién para la produccion
de un agente preventivo o curativo para el glaucoma.

12. Uso de un inhibidor de la Rho kinasa y un inhibidor de la anhidrasa carbdnica en combinacién para la produccion
de un agente preventivo o curativo para la hipertension ocular.
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