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@Resumen:

Esta invencion se refiere a derivados de piridazin-
3(2H)-ona de estructura general I, 11 y Ill, que son
inhibidores selectivos de la MAO-B, y a su uso para
preparar medicamentos destinados a tratar trastornos
derivados de la hiperactividad de la MAO-B, en
particular trastornos degenerativos del sistema
nervioso central (SNC), como la enfermedad de
Parkinson (EP), la enfermedad de Alzheimer (EA) y
otras demencias. Se trata de derivados de piridazin-
3(2H)-ona que presentan fragmentos de
ditiocarbamato enlazados a la posicién 4,5 6 6 a
través de una cadena alquilica de longitud variable (n
=1, 2, 3). Esta invencién también se dirige a la
preparacion de dichos compuestos.
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DESCRIPCION

Derivados de piridazin-3(2H)-ona inhibidores selectivos de la isoforma

B de la monoaminooxidasa

Sector de la técnica

Esta invencion se refiere a nuevos compuestos derivados de piridazinona sustituidos en
C4, C5 o C6 con fragmentos de ditiocarbamato y de estructura general I, II y III,
respectivamente, que son inhibidores selectivos de la MAO-B, y a su uso para preparar
medicamentos destinados a tratar trastornos derivados de la hiperactividad de la MAO-
B, en particular trastornos degenerativos del sistema nervioso central (SNC), como la
enfermedad de Pakinson (EP), la enfermedad de Alzheimer (EA) y otras demencias.

Se trata de derivados de piridazin-3(2H)-ona que presentan fragmentos de
ditiocarbamato enlazados a la posicion 4, 5 o 6 a través de una cadena alquilica de
longitud variable. A continuacion se detallan las férmulas estructurales generales de las

3 series de compuestos, estructuras I, II y I11.
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Estado de la técnica

Las monoaminooxidasas (MAO) son flavoenzimas presentes en la membrana externa de
las mitocondrias de las células del SNC y de tejidos periféricos, en donde catalizan la
desaminacion oxidativa de aminas enddgenas o exdgenas para originar los aldehidos
correspondientes, amoniaco y H2O2. Se conocen dos isoenzimas de la MAO,
denominadas MAO-A y MAO-B, que comparten aproximadamente el 70% de la
secuencia de aminoacidos y que se diferencian por su estructura tridimensional, por la
selectividad de sustrato, y por la existencia de inhibidores selectivos (Proc. Natl. Acad.

Sci. U.S.A 105, 5739-5744, 2008; J. Biol. Chem. 280(16), 15761-15766, 2005). Ambas
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isoenzimas desempefian un papel importante en la regulacion de la concentracion de
aminas bidgenas en el cerebro; éste hecho junto con la selectividad de sustrato
determina la importancia clinica de los inhibidores de MAO (IMAO). Asi, la MAO-A
tiene mayor afinidad por la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), adrenalina (A) y
noradrenalina (NA) y es inhibida selectivamente por la clorgilina y moclobemida,
mientras que la MAO-B degrada preferentemente la B-feniletilamina y la bencilamina.y
es inhibida selectivamente por la selegilina y rasagilina. También existen algunos
IMAO que carecen de selectividad, como la iproniacida.

En la figura 1 se detalla la estructura de los compuestos IMAO citados anteriormente.

Cl
cl |
o) N\/ H
\/\/
\/\N/ﬁ
o Clorgilina O  Moclobemida k/O
O\/LN : ;
Selegilina | Rasagilina HN
0]
NH-NH
Iproniacida
Figura 1

Estudios funcionales sobre ambas isoenzimas han puesto de manifiesto que las MAO
desempefian un papel importante en la regulaciéon de la concentracion de aminas
bidgenas en el cerebro, que estan involucradas en distintos procesos patologicos que
afectan al SNC, lo que determina la importancia clinica de los IMAO (Curr. Med,
Chem. 11, 2033-2043, 2004). La inhibicién de la MAO-A en el SNC potencia los
niveles de noradrenalina y serotonina, dos neurotransmisores implicados en trastornos
depresivos, mientras que la inhibicion de la MAO-B incrementa los niveles de
dopamina, que en la EP se encuentran mermados, lo que explica que los IMAO-A se
utilicen como antidepresivos y ansioliticos y los IMAO-B para el tratamiento de la EP.

La EA es una enfermedad neurodegenerativa progresiva que supone el tipo mas habitual

de demencia senil. Aunque su etiologia es multiple y compleja estd asociada a la
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acumulacién de placas -amiloides (BA) en el cerebro, que puede promover la pérdida
de neuronas colinérgicas en la corteza cerebral y en el hipocampo, lo que explica la
deficiencia cognitiva y la pérdida de memoria que se manifiesta a corto plazo en los
pacientes con la EA (Velazquez Farmacologia Basica y Clinica 17 ed. Panamericana:
Madrid 2005, 329-335). Por consiguiente, el tratamiento farmacologico tradicional de la
EA implica la administraciéon de inhibidores de la acetilcolinesterasa (Rang y Dale
Farmacologia 6° ed. Elsevier: Barcelona 2008, 515-516 ), enzima que degrada la
acetilcolina. Sin embargo, se han realizado estudios que evidencian un incremento de
actividad de la MAO-B en el cerebro de pacientes que sufren deteminados trastornos
neurodegenerativos como por ejemplo la EP o la EA (Biochem. Pharmacol. 38, 555—
561, 1989) y han surgido nuevas expectativas terapéuticas. El aumento de actividad de
la MAO-B cerebral origina un incremento de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
que contribuyen al estrés oxidativo y a la muerte neuronal. Aunque se requieren mas
estudios para clarificar los efectos beneficiosos de los IMAO-B en los procesos
neurodegenerativos, como la EA, dichos efectos se relacionan con la reduccion de ROS,
que son neurotoxicas, y con el incremento de monoaminas en el cerebro de estos
pacientes (Neurotoxicology 25, 271-277, 2004; Journal of Neuroscience Research 79,
172-179, 2005)

En la actualidad la principal aplicacion terapéutica de los IMAO-B es en el tratamiento
de la EP (Translational Neurodegeneration 1:10, 2012; Translational
Neurodegeneration 2:19, 2013), un trastorno neurologico que afecta a la actividad
motora y que se debe a una disminucion de los niveles de dopamina en el estriado,
provocada por la muerte progresiva de neuronas nigroestriadas. Aunque el tratamiento
clasico de la EP ha sido la administracién de L-dopa (precusor de la dopamina) asociada
a un inhibidor de la enzima dopa descarboxilasa periférica, alternativas terapéuticas mas
recientes implican la administracion de inhibidores de la catecol-orfo-metiltrasferasa
(COMT), como la entecapona, y también de IMAO-B selectivos, como la selegilina y la
rasagilina (Translational Neurodegeneration 1:10, 2012).

Existen numerosos articulos y patentes que describen compuestos que actian como
inhibidores selectivos de la MAO-B y sus aplicaciones en trastornos
neurodegenerativos, como por ejemplo derivados de cumarina (ES 2343347; J. Med.
Chem. 54, 7127-7131, 2011) (compuesto 1, figura 2), y-cromonas (Bioorg. Med. Chem.
Lett. 20, 2709-2712, 2010; Bioorg. Med. Chem. Lett. 21, 707-709, 2011) (compuesto 2,
figura 2), pirazolinas y otros derivados de diazaheterociclos (J. Med. Chem. 48, 7113-
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7122, 2005; Bioorg. Med Chem. Lett 20, 6479-6482, 2010; J. Med. Chem. 49, 3743-
3747, 2006; J. Med Chem. 50, 5364-5371, 2007) (compuestos 3 y 4, figura 2),
tiazolilhidrazinas (J. Med. Chem. 53, 6516-6520, 2010; Arch. Pharm. Chem. Life Sci.
346, 17-22, 2013) (compuesto 5, figura 2), ditiolanotionas (W02006/089861)
(compuesto 6, figura 2), y aminas o amidas derivadas de sistemas heterociclicos (EP
1524267, WO 2004/007429;, EP1524265, J. Med. Chem. 50, 922-931, 2007)
(compuestos 7 y 8, figura 2).

HoN

0 7
CsHyq

Figura 2
En la figura 2 se detalla la estructura de diversos compuestos con actividad IMAO-B.
La piridazina es una diazina poco frecuente en productos naturales. Sin embargo, este
heterontcleo forma parte de un reducido grupo de estructuras reconocidas como
privilegiadas, debido a su capacidad de generar compuestos activos frente a numerosas

dianas, (Med. Chem. Comun. 2, 935-941, 2011). Los derivados de piridazina poseen un
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amplio espectro de actividad farmacologica (cardiotonica, antihipertensiva,
antiagregante  plaquetaria,  hipolipemiante, analgésica 'y  antiinflamatoria,
antinociceptiva, antidepresiva, ansiolitica, antagonista del GABA, hipoglucemiante,
antiinfecciosa o antineoplasica entre otras) y muchos de ellos son analogos con
estructura de 3(2H)-piridazinona (Progress in Medicinal Chemistry, Elsevier Science
Publishers Biomedical Division: Amsterdam 1990, 1-49; Progress in Medicinal
Chemistry, Elsevier Science Publishers Biomedical Division: Amsterdam 1992, 141-
183; Med. Chem. Res 22, 2539-2552, 2013).

El anillo de piridazina esta presente en compuestos que actuan como inhibidores
selectivos de la MAO-B, se trata de sistemas policiclicos condensados (J. Med. Chem.
49, 3743-3747, 2006; J. Med Chem. 50, 5364-5371, 2007; J. Med. Chem. 49, 6264-
6272, 2007) (compuesto 4, figura 2). Ademas, existen articulos y patentes referidos a
derivados de piridazina sencillos que actian sobre otras dianas terapéuticas eficaces en
trastornos neurodegenerativos, como por ejemplo agonistas del receptor GABAA (WO
2012/068161;, WO 2010/127968) (compuesto 9, figura 3), agonistas del receptor
cannabinoide CB2 (WO 2011/097553) (compuesto 10, figura 3), activadores de la
proteina transportadora del glutamato (WO 2013/019938) (compuesto 11, figura 3),
moduladores la y-secretasa (Med. Chem. Lett. 1, 184-187, 2010; Bioorg. Med Chem.
Lett. 21, 4016-4019, 2011) (compuesto 12, figura 3), o inhibidores de la
oligomerizacion de la proteina tau (Biochemistry, 48, 7732-7745, 2009) (compuesto 13,
figura 3), algunos de los cuales son derivados de 3-(2H)-piridazinona (compuestos 10,
12 y 13).

Sin embargo, no se conocen derivados de 3(2H)-piridazinona que actien como IMAO-

B selectivos.
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Figura 3
Los compuestos de la presente invencion carecen de relacion estructural con los
descritos hasta €]l momento y se comportaron como inhibidores selectivos frente a la
MAO-B. Se trata de nuevos derivados de 3(2H)-piridazinona sustituidos en las
posiciones 4, 5 0 6 con fragmentos de ditiocarbamato, enlazados a dichas posiciones a
través de una cadena alquilica de longitud variable, que inhiben selectivamente la

actividad de la MAO-B cuando se evalua in vitro su bioactividad.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos derivados de piridazinona
sustituidos en C4, C5 o C6 con fragmentos de ditiocarbamato y de estructura general I,
Il y III, respectivamente, que son inhibidores selectivos in vitro de la MAO-B, y a su
posible uso para preparar medicamentos destinados a tratar trastornos derivados de la
hiperactividad de la MAO-B, en particular trastornos degenerativos del sistema nervioso
central (SNC), como la enfermedad de Pakinson (EP), la enfermedad de Alzheimer
(EA) y otras demencias.

Se trata de derivados de piridazin-3(2H)-ona que presentan fragmentos de
ditiocarbamato enlazados a la posicion 6 a través de una cadena alquilica de longitud

variable y de férmula general 1.
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En donde,
n es un namero entero seleccionado de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8;
R es un grupo seleccionado de: un atomo de hidrogeno, un grupo alquilo C;-Cs, un
grupo carboxialquilo Ci-Ce, un grupo haloalquilo C;-Ce, un grupo arilo C¢-Ci2, un
grupo aralquilo Ce-C12, un grupo heteroarilo Cs-Ci2;
R! es un grupo seleccionado de: un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo C;-Cs, un
atomo de halogeno,
R? es un grupo seleccionado de: un atomo de hidrogeno, un grupo alquilo C;-Cs, un
atomo de hal6geno,
R3, R* idénticos o diferentes se seleccionan de: un atomo de hidrogeno, un grupo
alquilo C;-Cs, grupo heterocicloalquilo saturado C;-Ce, un grupo arilo Ce-Ci2, un
grupo aralquilo Ce-Ci2, un grupo heteroarilo Cs-C)2,
O bien R® y R* forman un ciclo seleccionado de: un cicloalquilo Cs-Cs, un
heterocicloalquilo Cs-Cs, un heterocicloalquilo Cs-Cs N-alquilo sustituido, un
heterocicloalquilo Cs-Cg N-arilo sustituido, un heterocicloalquilo Cs-Cs N-
cicloalquilo sustituido, un heterocicloalquilo Cs-Cs N-aralquilo sustituido, un
heterocicloalquilo Cs-Cg N-acilo sustituido.
Y preferentemente
R es CH3, fenilo (Ph) o bencilo (Bn).
R! es H, halogeno (Cl, Br, I) o una cadena alquilica
R? es hidrégeno (H) o metilo (CH3).
n es opcionalmente 1, 2 o 3.
R3 y R* pueden ser hidrogeno, grupos alquilo idénticos o distintos como metilo (CH3) o
etilo (CH2CH3) o junto con el atomo de nitrogeno (N) pueden constituir un anillo
heterociclico de 5 o 6 miembros, que es alifatico o que incorpora un atomo de oxigeno
(O) o un segundo atomo de N. Este segundo atomo de N puede estar sustituido con un
grupo alquilo lineal (CH3, CH2CH3) o ciclico (ciclopropilo), o con un grupo arilo (Ph),

aralquilo (Bn) o aroilo (benzoilo, Bz).
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En un aspecto particular los compuestos de féormula general I estan representados por
las formulas Iai-a33 (tabla I), Ibi-bs3 (tabla II), Ici-¢33 (tabla III) y Idi-ds3 (tabla IV) en

donde R' es preferentemente H.

Tabla I

Ia

—N(CHa), Ia, Ia);» Tays

—N(CH;CH3), Ia; Iais Tays4

— O Ias a4 Tays
— ) Ias Iass Taze

—N/\:/\O Ias Iaje Tazy
—NCN—CHE, Ias Ia); Tazs
—N/\:/\N—02H5 Ia; Iais Tazs
—N/\:/\N%] Iag Taio Tazo
——N/\:/\N—Ph Tao Tax Ias,
—N/\:/\N—Bn Iao Iaz; Ias>
—N/\:/\N—Bz Tan Tax Ias;
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Tabla 11

Ib

—N(CHa), Ib, Ibiz Ibas
—N(CH,CH3), Ib, Ibis Ibys
) Ibs Tbus Tbas
— /\:> Ibs Ibis Ibas
—NCO Ibs Ibis Tbyy
—NCN—CH3 Ibs Iby; Ibyg
——N/D —C,Hs Ib; Ib;s Iby
—N/DNﬂ Ibsg Ibio Ib3o
—N/\__—/\N—Ph Tbg Tbyg Ibs;
———N/\:/\N—Bn Ibo Ibxn Ibs,
—N©N~Bz Ib. Tbo Ibss

10
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Tabla II1

Ie

—N(CHa), Ic; Iern Ieos

—N(CH;CHa), Ic, Icia Icos

— O IC3 IC]4 ICzs
- ) Ics Icis Icos

—-N\—_/O Ics Icie Ic2y
—N/\—__\/N—CHg Ics Ieir Ieas
——NCN—CZH5 Icy Icis Icoo
—N\-/—\_/N% Ics Icio Icso
—NDN—Ph Ico Icoo Ics
—N\/:/\N—Bn Icio Iea Icas
—NC/\N—BZ Icn I | (ZE

1"
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Tabla IV

N—N

CHs R
_ l
S N
o / \“/ g
/ Id ®
R

~—N(CHa), Id; Idi> Ids

—N(CH,CHj3), Id, Idis Idas

— O Id; Idi4 Idas
— > Ids Idis Id»s

—~_» Ids Tdis Id
—NCN— CHs Ids Id;; Id»s
—NC/\N—Csz Id, Id:s Ida
—NCN—<] Ids Idi Idso
—NCN—Ph Ido Id2o Ids
—NCN—Bn Id,o Id2 Ids,
—NC —Bz Id; Id,, Ids;

Se trata de derivados de piridazin-3(2H)-ona que presentan fragmentos de
ditiocarbamato enlazados a la posicién 5 a través de una cadena alquilica de longitud

variable y de formula general I1.

12
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En donde,
n es un nimero entero seleccionado de 1,2, 3,4, 5,6, 7, §;
R es un grupo seleccionado de: un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo C;-C, un
grupo carboxialquilo Ci-Cs, un grupo haloalquilo C;-Cs, un grupo arilo Ce¢-Ci2, un
grupo aralquilo Cs-Ci2, un grupo heteroarilo Cs-Ci2;
R! es un grupo seleccionado de: un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo C;-Cs, un
atomo de hal6geno,
R? es un grupo seleccionado de: un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo C;-Ce, un
atomo de hal6geno,
R3, R* idénticos o diferentes se seleccionan de: un atomo de hidrégeno, un grupo
alquilo C;-Cs, grupo heterocicloalquilo saturado Ci-Ce, un grupo arilo Ce-Ci2, un
grupo aralquilo Cs-Ci2, un grupo heteroarilo Cs-Ci2,
O bien R® y R* forman un ciclo seleccionado de: un cicloalquilo Cs-Cs, un
heterocicloalquilo Cs-Cs, un heterocicloalquilo Cs-Cs N-alquilo sustituido, un
heterocicloalquilo Cs-Cs N-arilo sustituido, un heterocicloalquilo Cs-Cg N-
cicloalquilo sustituido, un heterocicloalquilo Cs-Cs N-aralquilo sustituido, un
heterocicloalquilo Cs-Cg N-acilo sustituido.
Y preferentemente
R es CHs, fenilo (Ph) o bencilo (Bn).
R! es H, halogeno (Cl, Br, I) o una cadena alquilica
R? es hidrégeno (H).
n es opcionalmente 1,2 0 3.
R? y R* pueden ser hidrégeno, grupos alquilo idénticos o distintos como metilo (CH3) o
etilo (CH2CH3) o junto con el atomo de nitrogeno (N) pueden constituir un anillo
heterociclico de 5 o 6 miembros, que es alifatico o que incorpora un atomo de oxigeno
(O) o un segundo atomo de N. Este segundo atomo de N puede estar sustituido con un
grupo alquilo lineal (CH3, CH2CH3) o ciclico (ciclopropilo), o con un grupo arilo (Ph),

aralquilo (Bn) o aroilo (benzoilo, Bz).

13
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En un aspecto particular los compuestos de férmula general II estan representados por
las formulas Ilas-ass (tabla V), IIbi-bss (tabla VI), Ilci-c33 (tabla VII) en donde R! y R?

son preferentemente H.

Tabla V

—N(CHa); IIa, Ila), MMax
—N(CH,CHg), Ila; JIETES ITax
— O Ila; a4 Ilass
— C> |EN Ila;s I1az
—N/DO Ilas a6 ay;
—N/DN—CH3 ITag ITa;; Ilasg
—NCN—Csz ITa; Ila;g Ilaxg
—NDN{] Ilas ayo Maso
—N/DN—Ph ITag ITaz IIas,
——NCN—Bn ao ay; [as;
—NCN—BZ Tay, Tax, as;

14
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Tabla VI
S
)I\ <
n>s N
- R
(0] / ¢
/N—N
Ph IIb
—N(CHa), IIb; IIbi2 IIby3
—N(CH,CHa), IIb: IIb;3 IIbz4
— O ITbs IIbi4 IIbos
— ) by IIb;s by
—N\_/O IIbs IIbis IIby,
—N\_/N—CH3 IIbe ITby7 IIbas
_N\_/ —C>Hs IIb7 IIbI8 b2
— I

N\_/N% Hbs Hb|9 Ib30
—N\_/N—Ph 1Ibe IIbao IIbs;
—N\_/N—Bn IIbig ITby; IIb;2
—N\_/N—Bz IIby, 1Iba Hb33

15



10

15

20

25

Tabla VII

ES 2 544 869 A1l

—N(CHa), IIc, Ilcy, Ilcys
—N(CH,CHa), 15} Ilcis Ilcos
— O HC3 HC]4 HCzs
— > Ilca HC]S Ilcos
—N © Ilcs Ilcis IIcyy
—N  N—CH 11 II II
3 Co C17 C28
—N —CoHs Ilcy Ilcis e
N N% Ilcs IIcyy Ilc3o
—N N—Ph Ilco Iy Ilcs;
—N N—Bn Iicio IIcy, Ilcs,
—N N—Bz Ici; Ilco Ilcss

Se trata de derivados de piridazin-3(2H)-ona que presentan fragmentos de
ditiocarbamato enlazados a la posicion 4 a través de una cadena alquilica de longitud

variable y de formula general IlI.

16
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En donde,
n es un nimero entero seleccionado de 1,2, 3,4, 5,6, 7, §;
R es un grupo seleccionado de: un atomo de hidrgeno, un grupo alquilo Ci-Cg, un
grupo carboxialquilo Ci-Cs, un grupo haloalquilo Ci-Cs, un grupo arilo Cs-Ci2, un
grupo aralquilo Cs-Cj2, un grupo heteroarilo C4-Ci2;
R! es un grupo seleccionado de: un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo Ci-Cs, un
atomo de halogeno,
R? es un grupo seleccionado de: un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo C;-Cs, un
atomo de haldgeno,
R3, R* idénticos o diferentes se seleccionan de: un atomo de hidrégeno, un grupo
alquilo C;-Cs, grupo heterocicloalquilo saturado C;-Cs, un grupo arilo Ce-Ci2, un
grupo aralquilo Cs-C12, un grupo heteroarilo Cs-Ci2,
O bien R® y R* forman un ciclo seleccionado de: un cicloalquilo Cs-Cg, un
heterocicloalquilo Cs-Cs, un heterocicloalquilo Cs-Cs N-alquilo sustituido, un
heterocicloalquilo Cs-Cs N-arilo sustituido, un heterocicloalquilo Cs-Cs N-
cicloalquilo sustituido, un heterocicloalquilo Cs-Cg N-aralquilo sustituido, un
heterocicloalquilo Cs-Cg N-acilo sustituido.

Y preferentemente

R es CHj3, fenilo (Ph) o bencilo (Bn).

R! es H, halogeno (Cl, Br, I) o una cadena alquilica

R? es hidrogeno (H).

n es opcionalmente 1, 2 o0 3.

R? y R* pueden ser hidrogeno, grupos alquilo idénticos o distintos como metilo (CH3) o

etilo (CH2CH3) o junto con el atomo de nitrégeno (N) pueden constituir un anillo

heterociclico de 5 0o 6 miembros, que es alifatico o que incorpora un atomo de oxigeno

(O) o un segundo atomo de N. Este segundo atomo de N puede estar sustituido con un
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grupo alquilo lineal (CH3, CH2CH3) o ciclico (ciclopropilo), o con un grupo arilo (Ph),
aralquilo (Bn) o aroilo (benzoilo, Bz).

En un aspecto particular los compuestos de formula general I estan representados por
las férmulas ITTai-as3 (tabla VIII), ITIbi-b3s (tabla IX), ITIci-c33 (tabla X) en donde R' y
R? son preferentemente H.

Tabla VIII

—N(CHs), IIla, IIIa;» IIla;;
—N(CH,CH3), Ila; IIla;3 ITTaz4
— O IIIas Ila;4 Iaxs
— <:> ITTa4 Ila;s IITazs
_NDO II1as a6 IITay;
——N/\:/\N—CH3 ITas IIla;; Iazs
—NC/\ —C,Hs I11a; IIIa;g IIa9
—NCN—<] TMlas 1layo Mlaso
—NCN—Ph IIag 1IIazo ITa3,
—NDN—Bn IIIa;o IIIa;, a3
—NCN—BZ Mlay, II1a;; IHas;
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R o
—-N{CHg}, 1Ib, {IIby> b2
—N(CHzCH3); b, 1Ib; 1IIbyy
—_) i, Iy Ibas
— D TTbs Tlibs TiTbae
—~N©o TiIbs TiIbye iy,
MNC/\MHS TiIbs Mlby, TlIbs
WNC e Tilb, by TiIbas
~N®N~Q TiIbs by Tbs,
-——NCN——Ph TiTbs b IIbs,
MNCN—Bn [y TiIb, Iiibs,
»_NCN—BZ by, 1IIbs TlIbs:
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~N{CHa}z Hic; e, Itlcys
—N(CH;CH3), Hic; 1lcs cas
— O Hlc; Iilc4 IHcss
— D Tilc, Tlc)s Tl
WNCO Tics ey Hicy
WNCN—CHa TiTcs Iile:s Mz
—-—N@ —CyHs Hic, IHes ey
~N®N~<1 lcs Tco Icso
—-N©N~—Ph e Hlcw IHcs;
~N©N~Bn Ilcyo ey Hlcs
_,NCMZ Tl ey Ilcss

En otro aspecto la invencion se refiere a un medicamento que comprende una molécula

de formula (I), (II) o (1II), como se ha descrito anteriormente, o una sal de ésta en un
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soporte farmacéuticamente aceptable, con uno o mas excipientes farmacéuticos
aceptables.
En una realizacion particular, dicho medicamento comprende ademas uno o mas agentes

terap€uticos adicionales.

Sintesis

Los compuestos Ia-d, Ila-c y IIla-c se podrian obtener mediante cualquier proceso
quimico conocido aplicable a compuestos similares.

En otro aspecto la invencion se refiere a un método para la sintesis de una molécula de
formula (I), (II) o (III), como se han descrito anteriormente, caracterizado por que
comprende al menos una etapa, en donde la 6(5)(4)-bromoalquil-3(2H)-piridazinona de
formula (IV), (IX) o (XIII), una amina secundaria de formula V y disulfuro de carbono
(CS>) reaccionan en presencia de base en un disolvente a temperatura ambiente.

Los compuestos Ia-d de formula general 1 se obtuvieron mediante una reaccion
multicomponente entre las 6-bromoalquil-3(2H)-piridazinonas de formula IV, una
amina secundaria de formula V y disulfuro de carbono (CSz) en presencia de fosfato
potasico anhidro (K3POs) como ejemplo de base, en dimetilformamida (DMF) como

ejemplo de disolvente y a temperatura ambiente (t.a.), tal y como se muestra en el

esquema 1.
Esquema 1
R! R? R! R?
R3
Br R? s e
/ K3PO4 AN
0 P SR R vl Y
N—N R¢ N—N s
v v |
R R

En donde R, R!, R% R>? R* y n son como se han descrito anteriormente para los
compuestos de formula L.

El CS; y las aminas de formula V son compuestos comerciales, mientras que las 6-
bromoalquil-3(2H)-piridazinonas de formula IV se pueden obtener a partir de las 6-
hidroxialquil-3(2H)-piridazinonas de formula VI, en donde R, R', R* y n son como se
han descrito anteriormente, por bromacién con tetrabromuro de carbono (CBrs) y
trifenilfosfina (PPhs) o con N-bromosuccinimida (NBS) y PPhs, adecuando
procedimientos estandar (J. Heterocyclic Chem. 36, 985-990, 1999; Tetrahedron 50,
13575-13682, 1994).
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Los precursores de estructura VI se pueden preparar en dos etapas (esquema 2) a partir
de las 5-(terc-butildifenilsililoxialquil)-5-hidroxi(metoxi)-5H-furan-2-onas de estructura
VII, en donde R!, R? y n son como se han descrito anteriormente, y de manera similar a
la descrita en la bibliografia (Bioorg. Med. Chem. Lett. 20, 6624-6627, 2010; Magn.
Reson. Chem., 49, 437-442, 2011). Una primera reaccion de las furanonas VII con
metilhidrazina (CH3NHNH>), fenilhidrazina (PhNHNH:) o bencilhidrazina (BnNHNH>)
en etanol (EtOH), proporciona las 6-(terc-butildifenilsililoxialquil)-3(2H)-piridazinonas
de estructura VIII, en donde R, R!, R? y n son como se han descrito anteriormente, que
se transforman en las 6-hidroxialquil-3(2H)-piridazinonas VI por reaccion con fluoruro

de tetrabutilamonio (TBAF) en tetrahidrofurano (THF).

Esquema 2
R! R? R! R? R R2
/OTBDPS
RNHNH OTBDPS OH
H. 2
(e EtOH ° / CHZ)? o ° CH;’:
o o THF, t. a. /
OH (OCHa) N—N N—~N
vil / Vil \Y |

Las furanonas de estructura VII se pueden preparar a partir de los correspondientes 2-
alquilfuranos por oxidacion con oxigeno singlete, de manera analoga a la descrita en la
bibliografia (Tetrahedron Lett. 45,5207-5209, 2004; Bioorg. Med. Chem. Lett. 20,
6624-6627, 2010; Magn. Reson. Chem., 49, 437442, 2011).

Los compuestos Ila-¢ de formula general II se obtuvieron mediante una reaccion
multicomponente entre las 5-bromoalquil-3(2H)-piridazinonas de férmula IX, una
amina secundaria de formula V y disulfuro de carbono (CS2) en presencia de fosfato
potasico anhidro (K3PQOs), en dimetilformamida (DMF) y a temperatura ambiente (t.a.),

tal y como se muestra en el esquema 3.

Esquema 3

En donde R, R!, R% R} R* y n son como se han descrito anteriormente para los

compuestos de formula II.
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El CS; y las aminas de férmula V son compuestos comerciales, mientras que las 5-
bromoalquil-3(2H)-piridazinonas de formula IX se pueden obtener a partir de las 5-
hidroxialquil-3(2H)-piridazinonas de formula X, en donde R, R!, R? y n son como se
han descrito anteriormente, por bromacién con tetrabromuro de carbono (CBri) y
trifenilfosfina (PPh3) o con N-bromosuccinimida (NBS) y PPh;, adecuando
procedimientos estandar (J. Heterocyclic Chem. 36, 985-990, 1999; Tetrahedron 50,
13575-13682, 1994).

Los precursores de estructura X se pueden preparar en dos etapas (esquema 4) a partir
de las 4-(terc-butildifenilsililoxialquil)-5-hidroxi-5SH-furan-2-onas de estructura XI, en
donde R!, R? y n son como se han descrito anteriormente, y de manera similar a la
descrita en la bibliografia (Bioorg. Med. Chem. Lett. 20, 6624-6627, 2010; Magn.
Reson. Chem., 49, 437-442, 2011). Una primera reaccion de las furanonas XI con
metilhidrazina (CH3sNHNH>), fenilhidrazina (PhNHNH3) o bencilhidrazina (BnNHNH>)
en etanol (EtOH), proporciona las 5-(terc-butildifenilsililoxialquil)-3(2H)-piridazinonas
de estructura XII, en donde R, R!, R? y n son como se han descrito anteriormente, que
se transforman en las 5-hidroxialquil-3(2H)-piridazinonas X por reaccion con fluoruro

de tetrabutilamonio (TBAF) en tetrahidrofurano (THF).

Esquema 4

RNHNH,
—_—
EtOH, reflujo.

N—N

] XI £ X

Las furanonas de estructura XI se pueden preparar a partir de los correspondientes 3-
alquilfuranos por oxidacién con oxigeno singlete, de manera analoga a la descrita en la
bibliografia (Tetrahedron Lett. 45, 5207-5209, 2004; Bioorg. Med. Chem. Lett. 20,
6624-6627, 2010; Magn. Reson. Chem., 49, 437442, 2011).

Los compuestos ITIa-¢ de formula general III se obtuvieron mediante una reaccion
multicomponente entre las 4-bromoalquil-3(2H)-piridazinonas de férmula XIII, una
amina secundaria de formula V y disulfuro de carbono (CS2) en presencia de fosfato
potasico anhidro (K3POs), en dimetilformamida (DMF) y a temperatura ambiente (t.a.),

tal y como se muestra en el esquema 5.

23



10

15

20

25

ES 2 544 869 A1l

N S R!
n

3 —

K;3PO
R+ CS, + HN/ — - o R?
\\  DMFta /
R N—-N
/ Xui v / m
R R

En donde R, R, RZ, R?} R* y n son como se han descrito anteriormente para los
compuestos de formula III.

El CS, y las aminas de formula V son compuestos comerciales, mientras que las 4-
bromoalquil-3(2H)-piridazinonas de formula XIII se pueden obtener a partir de las 4-
hidroxialquil-3(2H)-piridazinonas de formula XIV, en donde R, R!, R? y n son como se
han descrito anteriormente, por bromacion con tetrabromuro de carbono (CBri) y
trifenilfosfina (PPhs) o con N-bromosuccinimida (NBS) y PPhs, adecuando
procedimientos estandar (J. Heterocyclic Chem. 36, 985-990, 1999; Tetrahedron 50,
13575-13682, 1994).

Los precursores de estructura XIV se pueden preparar en dos etapas (esquema 6) a partir
de las 3-(terc-butildifenilsililoxialquil)-5-hidroxi-5SH-furan-2-onas de estructura XV, en
donde R!, R? y n son como se han descrito anteriormente, y de manera similar a la
descrita en la bibliografia (Bioorg. Med. Chem. Lett. 20, 6624-6627, 2010, Magn.
Reson. Chem., 49, 437-442, 2011). Una primera reaccion de las furanonas XV con
metilhidrazina (CHsNHNH2>), fenilhidrazina (PhNHNH2) o bencilhidrazina (BnNHNH2)
en etanol (EtOH), proporciona las 5-(terc-butildifenilsililoxialquil)-3(2H)-piridazinonas
de estructura XV, en donde R, R}, R? y n son como se han descrito anteriormente, que
se transforman en las 5-hidroxialquil-3(2H)-piridazinonas XIV por reaccion con

fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF) en tetrahidrofurano (THF).

Esquema 6

RNHNH, o _TBAF o

THF, t. a.

N—N

R/ XIV
Las furanonas de estructura XV se pueden preparar a partir de los correspondientes 3-

alquilfuranos por oxidacién con oxigeno singlete, de manera analoga a la descrita en la
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bibliografia (Tetrahedron Lett. 45,5207-5209, 2004; Bioorg. Med. Chem. Lett. 20,
6624-6627, 2010; Magn. Reson. Chem., 49, 437442, 2011).

Los compuestos de formula Ia-d, Ila-c y IIIa-c inhiben selectivamente la isoforma B

de la MAO vy pueden ser utilizados para preparar medicamentos destinados a tratar

trastornos derivados de la hiperactividad de la MAO-B, como trastornos degenerativos

del sistema nervioso central (SNC), como la enfermedad de Pakinson (EP), la

enfermedad de Alzheimer (EA) y otras demencias.

Algunos compuestos representativos de formula Ia-d, IIa-c y IIla-c a los que se refiere

la presente invencion son los siguientes,

a)

b)

<)

d)

g)

h)

i)

k)

D

N,N-dietilditiocarbamato de 1,4-dimetil-6-oxo0-1,6-dihidropiridazin-3-ilmetilo
(Id2).

Pirrolidin-1-ilcarboditioato de 1,4-dimetil-6-0xo0-1,6-dihidropiridazin-3-ilmetilo
(Ids).

Piperidin-1-ilcarboditioato de 1,4-dimetil-6-o0xo-1,6-dihidropiridazin-3-ilmetilo
(Id4).

Morfolin-4-ilcarboditioato de 1,4-dimetil-6-0x0-1,6-dihidropiridazin-3-ilmetilo
(Ids).

4-benzoilpiperazin-1-ilcarboditioato de 1,4-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridazin-
3-ilmetilo (Idn).

Piperidin-1-ilcarboditioato de 2-(1-metil-6-0x0-1,6-dihidropiridazin-3-il)etilo
(TIais).

Pirrolidin-1-ilcarboditioato de 3-(1-metil-6-0x0-1,6-dihidropiridazin-3-il)propilo
(Iazs).

N,N-dietilditiocarbamato  de  1-bencil-6-0x0-1,6-dihidropiridazin-4-ilmetilo
(Ilc2).

Pirrolidin-1-ilcarboditioato de 1-bencil-6-0x0-1,6-dihidropiridazin-4-ilmetilo
(Ic3).

Piperidin-1-ilcarboditioato de 1-bencil-6-ox0-1,6-dihidropiridazin-4-ilmetilo
(I1cs).

Morfolin-4-ilcarboditioato de  1-bencil-6-0x0-1,6-dihidropiridazin-4-ilmetilo
(IIcs).

4-benzoilpiperazin-1-ilcarboditioato de 1-bencil-6-oxo-1,6-dihidropiridazin-4-

ilmetilo (Ilen).
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m) Pirrolidin-1-ilcarboditioato de 1-bencil-6-oxo0-1,6-dihidropiridazin-5-ilmetilo
(ITIc3).

n) Morfolin-4-ilcarboditioato de 1-bencil-6-0xo0-1,6-dihidropiridazin-5-ilmetilo
(I1Ics).

0) 4-benzoilpiperazin-1-ilcarboditioato de 1-bencil-6-0x0-1,6-dihidropiridazin-5-

ilmetilo (IIlcn1).

Ejemplos

Los ejemplos que se aportan a continuacion deberdn ser considerados para una
mejor comprension de la presente invencion sin que supongan una limitacion de la
misma.

Procedimientos generales

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (‘"H RMN) son acordes en
todos los casos con las estructuras propuestas. Los 'H RMN se registraron en los
espectrofotémetros Bruker 400 DPX y Bruker ARX 400, utilizando como disolvente
cloroformo deuterado (CDCIl3) o metanol deuterado (CD30D). Los desplazamientos
quimicos se expresan en unidades &, en partes por millon (ppm), relativas al
tetrametilsilano (TMS), las constantes de acoplamiento (J) se indican en Hertzios
(Hz), y la multiplicidad como sigue: s, singlete; d, doblete; t, triplete; m, multiplete.
Los espectros de masas de alta resolucion (EMAR) se realizaron en un
espectrémetro Bruker Microtof Focus, utilizando ionizacién mediante electrospray
(ESI) o ionizacién por impacto electrénico (EI).

Las reacciones que tienen lugar en atmosfera inerte se llevaron a cabo en atmosfera
de argén (Ar). Todos los reactivos comerciales se cogieron directamente de los
frascos proporcionados por el proveedor y se utilizaron sin purificar. Los
disolventes orgéanicos se secaron mediante procedimientos estandar (Vogel’s
Textbook of Practical Organic Chemistry  5th ed. Longman Scientific and
Technical: London 1989; Perrin, D. D., Armarego, W. L. F. Purification of
Laboratory Chemicals, 6th ed. Butterworth-Heineman Ltd.: Oxford 2008) y se
destilaron inmediatamente antes de su uso. Se sigui6 la evolucion de las reacciones
mediante cromatografia en capa fina, utilizando para ello placas de gel de silice
(Merck 60F»s4), que se visualizaron mediante luz UV y se revelaron mediante una
disolucién que contenia 3 g de permanganato potasico (KMnOs), 20 g de carbonato

potasico (K2COs), 5 mL de una disolucién de hidréxido sodico 5% (NaOH 5%) y
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300 mL de agua (H20). Los productos se purificaron mediante cromatografia en

columna a presion sobre gel de silice Merck (230-400 mesh).

Ejemplo 1

Preparacion de N,N-dietilditiocarbamato de 1,4-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridazin-
3-ilmetilo (1d2).

A una disolucion de 5-(terc-butildifenilsililoximetil)-5-hidroxi-4-metil-5H-furan-2-
ona VIId (212 mg, 0,554 mmol) en EtOH absoluto (4 mL) se le adicion6 a
temperatura ambiente (t.a.) una disolucion de CH3NHNH; (0,06 mL, 1,108 mmol)
en EtOH absoluto (1 mL). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a reflujo
durante 18 horas. Finalizada la reaccion, y una vez fria la disolucion resultante, se
eliminé el disolvente a vacio y el residuo obtenido se purifico por cromatografia en
columna sobre gel de silice, utilizando como eluyente hexano/acetato de etilo (3:1),
obteniéndose la  6-(terc-butildifenilsililoximetil)-2,5-dimetil-3(2H)-piridazinona
VIIIdi (313 mg, 52%). EMAR (ESI): m/z calculado para C23H20N202Si [M+H]",
393,19983; encontrado 393,19928.

'H RMN (CDCl3) & 7,68 (m, 4H,), 7,67 (m, 6H,), 6,70 (d, 1H, J=1,1 Hz), 4,64 (s,
2H), 3,62 (s, 3H,), 2,34 (d, 3H, J=1.1 Hz), 1,01 (s,9H).

A una disolucién del compuesto VIIIdi (74 mg, 0,188 mmol) en THF (4 mL) se le
adiciond, a t.a. y bajo atmosfera de argdn (Ar), una disolucion 1M de TBAF en THF
(0,2 mL, 0,188 mmol). La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion, a t.a. y bajo
atmosfera de Ar, durante 15 minutos. Finalizada la reaccion, se le afiadieron unas
gotas de una disolucion saturada de NaHCOs, se mantuvo la agitacion durante 15
minutos mas y a continuacion se secd con NaxSO4 anhidro. La suspension resultante
se filtré y el filtrado se concentré a sequedad a vacio. El residuo obtenido se purifico
por cromatografia en columna sobre gel de silice, utilizando como eluyente acetato
de etilo/metanol (9,5:0,5), obteniéndose la 6-hidroximetil-2,5-dimetil-3(2H)-
piridazinona VIdi (26 mg, 86%). EMAR (EI): m/z calculado para C7HioN202 [M]",
154,0742, encontrado 154,0735.

'"H RMN (CDCl3) 9: 6,70 (d, 1H, J=1,1 Hz), 4,58 (s, 2H), 3,73 (s, 3H), 2,21 (d, 3H,
J=1,1 Hz).

A una disoluciéon del compuesto VIdi (48 mg, 0,311 mmol) en CH2Clz (8 mL) se le
adiciond sucesivamente CBr4 (207 mg, 0,623 mmol) y PPh; (163 mg 0,623 mmol).
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La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion a reflujo bajo atmoésfera de Ar
durante 6 horas. Finalizada la reaccién, y una vez fria la disolucion resultante, se
traté con una disolucion saturada de NaHCO;3 (2 mL), se extrajo con CH2Cl2 (3x5
mL) y el extracto organico se sec6 con NaSO4 anhidro. La suspension resultante se
filtr6 y el filtrado se concentré a vacio. El residuo obtenido se purifico por
cromatografia en columna sobre gel de silice, utilizando como eluyente acetato de
etilo/metanol  (8,5:1,5), obteniéndose la  6-bromometil-2,5-dimetil-3(2H)-
piridazinona IVdi (65 mg, 96%). EMAR (ESI): m/z calculado para C7HioBrN-O,
216,99710 [M+H]", encontrado 216,99627.

'"H RMN (CDCl3) é: 6,73 (m, 1H), 4,37 (s, 2H), 3,74 (s, 3H), 2,32 (d, 3H, J = 1,1
Hz).

A una disolucion de dietilamina (8 pL, 0,077 mmol) en DMF (1 mL) se le adicion6
CS2 (9 puL, 0,141 mmol) y K3PO4 (16 mg, 0,077 mmol). La mezcla asi obtenida se
agitd a t.a. y bajo atmosfera de Ar durante 30 minutos. A continuacion se le
adiciono una disolucion del compuesto IVdi (11 mg, 0,051 mmol) en DMF (1 mL)
y se mantuvo la agitacion en las mismas condiciones durante 22 horas. A
continuacion, la mezcla de reacciéon se trato con H2O (0,5 mL) y se concentrd a
sequedad a vacio. El residuo obtenido se purifico por cromatografia en columna
sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato de etilo 3:1 y 1:3) obteniéndose el
compuesto Id2 (14 mg, 97%). EMAR (ESI): m/z [M+H]" calculado para
Ci12H20N;308,, 286,10423, encontrado 286,10546.

'"H RMN (CDCl») 8: 6,69 (s, 1H), 4,52 (s, 2H), 4,03 (c, 2H, J = 7,0 Hz), 3,72 (s,
3H), 3,65 (¢, 2H, J = 7,0 Hz), 2,26 (s, 3H), 1,28 (m, 6H).

Ejemplo 2

Preparacion  de  pirrolidin-1-ilcarboditioato  de  1,4-dimetil-6-oxo-1,6-
dihidropiridazin-3-ilmetilo (1d3).

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Idz, se
traté una disolucion de pirrolidina (8 pL, 0,096 mmol), CS; (11 pL, 0,175 mmol) y
K3PO4 (20 mg, 0,096 mmol) en DMF (1 mL) con una disolucién del compuesto
IVdi (10 mg, 0,046 mmol) en DMF (1 mL). El residuo obtenido se purificé por

cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato de etilo 3:1 y
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hexano/acetato de etilo 1:3) obteniéndose el compuesto Id3 (13 mg, 100%). EMAR
(ESI): m/z calculado para Ci2H sN30S>, 284,08858 [M+H]", encontrado 284,08856.
'"H RMN (CDCls) é: 6,69 (m, 1H), 4,55 (s, 2H), 3,94 (t, 2H, J = 6,9 Hz), 3,72 (s,
3H), 3,65 (t, 2H, J= 6,9 Hz), 2,26 (d, 3H, J= 1,1 Hz), 2,08 (m, 2H), 1,99 (m, 2H).

Ejemplo 3

Preparacion  de  piperidin-1-ilcarboditioato  de 1,4-dimetil-6-oxo-1,6-
dihidropiridazin-3-ilmetilo (I1d4).

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Idz, se
tratd una disolucion de piperidina (8 pL, 0,081 mmol), CSz (9 pL, 0,147 mmol) y
K3PO4 (17 mg, 0,081 mmol) en DMF (1 mL) con una disolucion del compuesto
IVdi (15 mg, 0,069 mmol) en DMF (1 mL). El residuo obtenido se purifico por
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato de etilo 3:1,
1:1, 1:3 y 1:4) obteniéndose el compuesto Ids (19 mg, 95%). EMAR (ESI): m/z
calculado para C13H20N308S, 298,10423 [M+H]", encontrado 298,10379.

'H RMN (CDCls) d: 6,69 (m, 1H), 4,53 (s, 2H), 4,28 (m, 2H), 3,88 (m, 2H), 3,72 (s,
3H), 2,26 (d, 3H, J=1.0 Hz), 1,70 (m, 6H).

Ejemplo 4

Preparacion de morfolin-4-ilcarboditioato de 1,4-dimetil-6-oxo-1,6-
dihidropiridazin-3-ilmetilo (1ds).

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Idz, se
traté una disolucion de morfolina (8 pL, 0,091 mmol), CS; (10 pL, 0,165 mmol) y
K3PO4 (19 mg, 0,091 mmol) en DMF (1 mL) con una disolucién del compuesto
IVdi (10 mg, 0,046 mmol) en DMF (1 mL). El residuo obtenido se purificé por
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato de etilo 3:1,
1:2, y 1:4) obteniéndose el compuesto Ids (13 mg, 94%). EMAR (ESI): m/
calculado para C12HisN30:2S2, 300,08349 [M+H]", encontrado 300,08357.

'"H RMN (CDCls) 8: 6,70 (m, 1H), 4,54 (s, 2H), 4,33 (m, 2H), 3,96 (m, 2H), 3,77
(m, 4H), 3,72 (s, 3H), 2,27 (d, 3H, J= 1,0 Hz).

Ejemplo 5
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Preparacion de 4-benzoilpiperazin-I-ilcarboditioato de 1,4-dimetil-6-oxo-1,6-
dihidropiridazin-3-ilmetilo (1dn).

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Id2, se
traté una disolucion de 1-benzoilpiperazina (13 mg, 0,068 mmol), CS; (8 pL, 0,132
mmol) y K3;PO4 (14 mg, 0,068 mmol) en DMF (1 mL) con una disolucion del
compuesto IVdr (10 mg, 0,046 mmol) en DMF (1 mL). El residuo obtenido se
purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato
de etilo 1:1, 1:2 y 1:4) obteniéndose el compuesto Idi1 (18 mg, 97%). EMAR (ESI):
m/z calculado para C19H23N402S2, 403,12569 [M+H]", encontrado 403,12569.

'"H RMN (CDCls) é: 7,43 (m, 5H), 6,71 (s, 1H), 4,53 (s, 2H), 4,18 (m, 4H), 3,84 (m,
2H), 3,72 (s, 3H), 3,65 (m, 2H), 2,26 (s, 3H).

Ejemplo 6

Preparacion de  piperidin-1-ilcarboditioato de 2-(1-metil-6-oxo-1,6-
dihidropiridazin-3-il)etilo (1a1s).

De acuerdo con el procedimiento descrito para IVda, se traté una disolucién de 6-(2-
hidroxietil)-2-metil-3(2H)-piridazinona VIan (6 mg, 0,039 mmol) en CH>Cl, (6 mL)
con CBr4 (26 mg, 0,078 mmol) y PPhs (20 mg 0,078 mmol). El residuo obtenido se
purifico por cromatografia en columna sobre gel de silice utilizando como eluyente
cloruro de metileno/metanol (88:2) obteniéndose la 6-(2-bromoetil)-2-metil-3(2H)-
piridazinona I'Van (7 mg, 83%).

'H RMN (CDCl3) é: 7,14 (4, 1H, J = 9,4 Hz), 6,90 (d, 1H, J = 9,4 Hz), 3,76 (s, 3H),
3.64 (t, 2H, J= 7,0 Hz), 3,14 (t, 2H, J = 7,0 Hz).

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Idz, se
tratd una disolucion de piperidina (8 pL, 0,081 mmol), CS> (9 pL, 0,147 mmol) y
K3PO4 (17 mg, 0,081 mmol) en DMF (1 mL) con una disolucion del compuesto
IVau (10 mg, 0,046 mmol) en DMF (1 mL). El residuo obtenido se purifico por
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato de etilo 3:1,
1:1 y 1:3) obteniéndose el compuesto Iais (8,5 mg, 89%). EMAR (ESI): m/z
calculado para C13H20N30S2, 298,10423 [M+H]", encontrado 298,10432.

'"H RMN (CDCl3) ¢: 7,25 (d, 1H, J = 9,5 Hz), 6,89 (d, 1H, J = 9,5 Hz), 4,29 (m,
2H), 3,86 (m, 2H), 3,75 (s, 3H), 3.59 (t, 2H, J = 7,4 Hz), 3,00 (t, 2H, J = 7,4 H2),
1.70 (m, 6H).
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Ejemplo 7

Preparacion de  pirrolidin-1-ilcarboditioato  de  2-(1-metil-6-oxo-1,6-
dihidropiridazin-3-il)propilo (1a2s).

De acuerdo con el procedimiento descrito para IVdi, se trat6 una disolucion de 6-(2-
hidroxipropil)-2-metil-3(2H)-piridazinona VIam (6 mg, 0,036 mmol) en CH2Cl, (6
mL) con CBrs (30 mg, 0,096 mmol) y PPh; (30 mg 0,114 mmol). El residuo
obtenido se purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice utilizando
como eluyente cloruro de metileno/metanol (88:2) obteniéndose la 6-(2-
bromopropil)-2-metil-3(2H)-piridazinona IVam (7 mg, 84%). EMAR (El): m/z
calculado para CsH,1BrN2O, 230,0055 [M]"; encontrado 230,0057.

'"H RMN (CDCls) ¢: 7,11 (d, 1H, J = 9,6 Hz), 6,89 (d, 1H, J= 9,6 Hz), 3,75 (s, 3H),
3,47 (t, 2H, J= 6,4 Hz), 2,76 (t, 2H, J = 7,4 Hz), 2,22 (m, 2H).

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtenciéon del compuesto Idz, se
traté una disolucion de pirrolidina (8 pL, 0,096 mmol), CS; (9 pL, 0,147 mmol) y
K3PO4 (17 mg, 0,081 mmol) en DMF (1 mL) con una disoluciéon del compuesto
IVam (9 mg, 0,039 mmol) en DMF (1 mL). El residuo obtenido se purificé por
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato de etilo 1:1,
1:2) obteniéndose el compuesto Iazs (11 mg, 95%). EMAR (ESI): m/z calculado
para C13H20N30Sz, 298,10478 [M+H]"; encontrado 298,10432.

'"H RMN (CDCl) ¢: 7,13 (d, 1H, J= 9,5 Hz), 6,89 (d, 1H, J=9,5 Hz), 3,93 (t, 2H, ]
=6,9 Hz), 3,75 (s, 3H), 3,64 (t, 2H, ] = 6,8 Hz), 3,36 (t, 2H, J= 7,3 Hz), 2,71 (t, 2H,
J=17,6 Hz), 2,07 (m, 4H), 1,98 (m, 2H).

Ejemplo 8
Preparacion de N,N-dietilditiocarbamato de 1-bencil-6-0xo0-1,6-dihidropiridazin-4-

ilmetilo (11c2).

A una disolucién de 3-(terc-butildifenilsililoximetil)furano (3,00 g, 8,92 mmol) en
MeOH seco (40 mL) se le afiadio diisopropiletilamina (7 mL, 40,20 mmol) y rosa de
bengala (15 mg) y se purgd a t.a. con O durante 1 h. La mezcla de reaccion se
enfrié a -78 °C y se irradié con una lampara de 200 W bajo atmosfera de O, durante
5 h. A continuacion se dejé que alcanzara la t.a. y se elimind el disolvente a vacio.
El residuo obtenido se disolvié en CH2Cl, (40 mL) y se le afiadié una disolucion
0,12 M de acido oxalico (350 mL) agitandose durante 30 min. La mezcla resultante

se extrajo con CH>Cl, (3x100 mL) y las fases organicas combinadas se secaron, se
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filtraron y se concentraron a vacio. El residuo obtenido se purifico por
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente acetato de etilo/hexano 1:2),
aislandose una mezcla en proporcion 4:1 de la 4-(terc-butildifenilsililoximetil)-5-
hidroxi-5H-furan-2-ona XI1 y de la 3-(ferc-butildifenilsililoximetil)-5-hidroxi-5H-
furan-2-ona XV1 (3,29 g, 100%). EMAR (ESI): m/z calculado para C21H2504S1,
369,15166 [M+1]; encontrado 369,15162.

A una disolucion de la mezcla de los compuestos XI1 y XVi (531 mg, 1,44 mmol,
proporcion 4:1) en etanol absoluto (15 mL) se le adicioné dihidrocloruro de
bencilhidrazina (BnNHNH».2HCI1, 562 mg, 2,88 mmol) y EtsN (0,6 mL, 4,30
mmol). La mezcla de reaccion se agitd a reflujo durante 7 h. A continuacion se
eliminé el disolvente a vacio, y el residuo obtenido se purifico por cromatografia en
columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato de etilo 9:1), aislandose la 2-
bencil-4-(terc-butildifenilsililoximetil)piridazin-3(2H)-ona XVlIec1 (43 mg, 32%) y a
continuacion la 2-bencil-5-(terc-butildifenilsililoximetil )piridazin-3(2H)-ona XIIe
(277 mg, 53%).

2-Bencil-4-(terc-butildifenilsililoximetil)piridazin-3(2H)-ona XVIe1 EMAR (ESI):
m/z calculado para C2sH31N20,Si, 455,21493 [M+1]; encontrado 455,21371.
'H-RMN (CDCls, 8): 7,85 (d, 1H, J=4,0 Hz), 7,63 (m, 4H), 7,51 (m, 1H), 7,36 (m,
11H), 5,29 (s, 2H), 4,73 (d, 2H, J=1,5 Hz), 1,12 (s, 9H).
2-Bencil-5-(terc-butildifenilsililoximetil)piridazin-3(2H)-ona XIIe1 EMAR (ESI):
m/z calculado para C2sH31N202Si, 455,21493 [M+1]; encontrado 455,21473.
'H-RMN (CDCls, d): 7,64 (m, 5H, H6), 7,37 (m, 11H), 6.96 (m, 1H), 5,32 (s, 2H),
4,55 (d, 2H, J=1,5 Hz), 1,09 (s, 9H).

De acuerdo con el procedimiento descrito para VId, se trat6 una disolucion de la 2-
bencil-5-(terc-butildifenilsililoximetil)piridazin-3(2H)-ona XIlc1 (247 mg, 0,54
mmol) en THF (5 mL) con una disoluciéon 1M de TBAF en THF (0,8 mL, 0,81
mmol). El residuo obtenido se purific por cromatografia en columna sobre gel de
silice (eluyente acetato de etilo/metanol 98:2), obteniéndose la 2-bencil-5-
hidroximetilpiridazin-3(2H)-ona Xer (102 mg, 87%). EMAR (ESI): m/z calculado
para C12H13N202, 217,09715 [M+1]; encontrado 217,09782.

De acuerdo con el procedimiento descrito para IVdi, se traté una disolucion de 2-
bencil-5-hidroximetilpiridazin-3(2H)-ona Xe1 (83 mg, 0,39 mmol) en CH2CL (5
mL) con CBrs (256 mg, 0,77 mmol) y PPhs (202 mg, 0,77 mmol). El residuo

obtenido se purifico por cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente
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diclorometano/metanol 99,5:0,5) obteniéndose la 2-bencil-5-bromometilpiridazin-
3(2H)-ona IXer (62 mg, 58%). EMAR (ESI): m/z calculado para Ci2H12BrN2O,
279,01275 [M+1]; encontrado 279,01210.

'H-RMN (CDCl3, é): 7,77 (d, 1H, J=1,9 Hz), 7.40 (m, 2H), 7,29 (m, 3H), 6,85 (d,
1H, J=1,9 Hz), 5.30 (s, 2H), 4,17 (s, 2H).

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Idz2, se
trato una disolucion de dietilamina (3,9 pL, 0,037 mmol), CS: (4,1 pL, 0,068 mmol)
y K3POs (8 mg, 0,037 mmol) en DMF (2 mL) con una disolucion del compuesto
IXer (9,5 mg, 0,034 mmol) en DMF (2 mL). El residuo obtenido se purifico por
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato de etilo 4:1,
3:1, 2:1) obteniéndose el compuesto Ilc2 (10,2 mg, 86%). EMAR (ESI): m/z
calculado para C17H22N3082, 348,12043 [M+H]; encontrado 348,11976

'"H RMN (CDCl) d: 7,84 (m, 1H), 7,43 (m, 2H), 7,32 (m, 3H), 6,91 (m, 1H), 5,30
(s, 2H), 4,45 (s, 2H), 4,03 (c, 2H, J = 6,5 Hz), 3,76 (c, 2H, J = 6,5 Hz), 1,30 (m,
6H).

Ejemplo 9

Preparacion de pirrolidin-1-ilcarboditioato de 1-bencil-6-oxo-1,6-dihidropiridazin-
4-ilmetilo (11c3).

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Idz2, se
traté una disolucién de pirrolidina (3,2 pL, 0,038 mmol), CS2 (4,1 pL, 0,068 mmol)
y K3PO4 (8 mg, 0,037 mmol) en DMF (2 mL) con una disolucién del compuesto
IXcr (10 mg, 0,035 mmol) en DMF (2 mL). El residuo obtenido se purificé por
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato de etilo 3:1,
2:1) obteniéndose el compuesto Iles (11,7 mg, 97%). EMAR (ESI): m/z calculado
para C17H20N308S2, 346,10478 [M+H]"; encontrado 346,19423.

'H RMN (CDCl) d: 7,83 (d, 1H, J = 2,1 Hz), 7,40 (m, 2H), 7,29 (m, 3H), 6,89 (m,
1H), 5,28 (s, 2H), 4,43 (s, 2H), 3,91 (t, 2H, J = 6,9 HZ), 3,65 (t, 2H, J = 6,9 Hz),
2,09 (q, 2H, J = 6,9 Hz), 2,00 (q, 2H, /= 6,9 Hz).

Ejemplo 10
Preparacion de piperidin-1-ilcarboditioato de 1-bencil-6-oxo-1,6-dihidropiridazin-

4-ilmetilo (11ca).

33



10

15

20

25

30

ES 2 544 869 A1l

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Idz, se
tratd una disolucion de piperidina (3,1 puL, 0,031 mmol), CS2 (3,5 pL, 0,057 mmol)
y K3POs (8 mg, 0,037 mmol) en DMF (2 mL) con una disolucién del compuesto
IXcr (10 mg, 0,035 mmol) en DMF (2 mL). El residuo obtenido se purificé por
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato de etilo 4:1,
3:1, 2:1) obteniéndose el compuesto Iles (9,4 mg, 90%). EMAR (ESI): m/z
calculado para CisH22N308S;, 360,12043 [M+H]"; encontrado 360,11968.

'H RMN (CDCl) é: 7,82 (d, 1H, J = 2,3 Hz), 7,41 (m, 2H), 7,29 (m, 3H), 6,88 (m,
1H), 5,28 (s, 2H), 4,44 (s, 2H), 4,26 (m, 2H), 3,87 (m, 2H), 1,71 (m, 6H).

Ejemplo 11

Preparacion de morfolin-4-ilcarboditioato de 1-bencil-6-oxo-1,6-dihidropiridazin-
4-ilmetilo (Ilcs).

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Id2, se
tratd una disolucion de morfolina (3,4 puL, 0,039 mmol), CS2 (4,4 pL, 0,072 mmol)
y K3POs (8 mg, 0,037 mmol) en DMF (2 mL) con una disolucién del compuesto
IXer (10 mg, 0,035 mmol) en DMF (2 mL). El residuo obtenido se purificé por
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato de etilo 4:1,
3:1, 2:1) obteniéndose €l compuesto Iles (12 mg, 92%). EMAR (ESI): m/z calculado
para Ci17H20N30,S2, 362,09969 [M+H]"; encontrado 362,09914.

'H RMN (CDCls) o: 7,80 (d, 1H, J = 2 Hz), 7,41 (m, 2H), 7,30 (m, 3H), 6,89 (m,
1H), 5,28 (s, 2H), 4,45 (s, 2H), 4,30 (m, 2H), 3,93 (m, 2H), 3,77 (m, 4H).

Ejemplo 12

Preparacion de 4-benzoilpiperazin-1-ilcarboditioato de I-bencil-6-oxo-1,6-
dihidropiridazin-4-ilmetilo (Ilc11).

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Idz, se
tratd una disolucion de benzoilpiperazina (7 mg, 0,038 mmol), CSz (4,1 pL, 0,068
mmol) y KsPOs (8 mg, 0,037 mmol) en DMF (2 mL) con una disolucién del
compuesto IXer (10 mg, 0,035 mmol) en DMF (2 mL). El residuo obtenido se
purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato
de etilo 2:1, 1:1) obteniéndose el compuesto Ilenn (12 mg, 74%). EMAR (ESI): m/z
calculado para C24H25N40232, 465,14189 [M+H]"; encontrado 465,14134.

'H RMN (CDCl3) d: 7,89 (d, 1H, J = 2,3 Hz), 7,43 (m, 7H), 7,30 (m, 3H), 6,89 (m,
1H), 5,28 (s, 2H), 4,44 (s, 2H), 4,39-3,54 (m, 8H).
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Ejemplo 13

Preparacion de pirrolidin-1-ilcarboditioato de 1-bencil-6-oxo-1,6-dihidropiridazin-
S-ilmetilo (Illc3).

De acuerdo con el procedimiento descrito para VIdi, se traté una disolucion de la 2-
bencil-4-(terc-butildifenilsililoximetil)piridazin-3(2H)-ona XVIer (70 mg, 0,15
mmol) en THF (5 mL) con una disoluciéon 1M de TBAF en THF (0,2 mL, 0,23
mmol). El residuo obtenido se purificéd por cromatografia en columna sobre gel de
silice (eluyente acetato de etilo/metanol 98:2), obteniéndose la 2-bencil-4-
hidroximetilpiridazin-3(2H)-ona XIVer (25 mg, 75%). EMAR (ESI): m/z calculado
para C12H13N202, 217,09715 [M+1]; encontrado 217,09651.

De acuerdo con el procedimiento descrito para IVdi, se tratdé una disolucién de 2-
bencil-4-hidroximetilpiridazin-3(2H)-ona XIVer (29 mg, 0,13 mmol) en CH2CL (5
mL) con CBrs (90 mg, 0,27 mmol) y PPh; (70 mg, 0,27 mmol). El residuo obtenido
se purific6 por cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente
hexano/acetato de etilo 6:1) obteniéndose la 2-bencil-4-bromometilpiridazin-3(2H)-
ona XIIIcr (31 mg, 84%).

'"H RMN (CDCl3) d: 7,77 (d, 1H, J = 4 Hz), 7,46-7,41 (m, 2H), 7,36-7,27 (m, 4H),
5,35 (s, 2H), 4,39 (s, 2H).

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Idz, se
tratd una disolucion de pirrolidina (3,9 pL, 0,046 mmol), CS2 (4,4 pL, 0,072 mmol)
y K3PO4 (8 mg, 0,037 mmol) en DMF (2 mL) con una disolucion del compuesto
XIIIcr (10 mg, 0,035 mmol) en DMF (2 mL). El residuo obtenido se purificé por
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente diclorometano,
diclorometano/metanol 98:2) obteniéndose el compuesto IIlc3 (6,6 mg, 55%).
EMAR (ESI): m/z calculado para C;7H20N30S2, 346,10478 [M+H]"; encontrado
346,10451.

'H RMN (CDCl) é: 7,70 (d, 1H, J = 4,1 Hz), 7,51 (d, 1H, J = 4,1 Hz) 7,41-4,43 (m,
2H), 7,33-7,26 (m, 3H), 5,32 (s, 2H), 4,54 (s, 2H), 3,90 (t, 2H, J = 6,7 HZ), 3,63 (t,
2H, J=6,7 Hz), 2,05 (q, 2H, J= 6,7 Hz), 1,95 (q, 2H, J = 6,7 Hz).

Ejemplo 14
Preparacion de morfolin-4-ilcarboditioato de I-bencil-6-oxo-1,6-dihidropiridazin-

S-ilmetilo (Illcs).

35



10

15

20

25

30

ES 2 544 869 A1l

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Idz, se
traté una disolucién de morfolina (7 pL, 0,080 mmol), CSz (10 pL, 0,160 mmol) y
K3POs (17 mg, 0,079 mmol) en DMF (2 mL) con una disolucién del compuesto
XIIIcr (11 mg, 0,040 mmol) en DMF (2 mL). El residuo obtenido se purifico por
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente hexano/acetato de etilo 3:1)
obteniéndose el compuesto Illes (14 mg, 97%).

EMAR (ESI): m/z calculado para Ci17H20N30,S2, 362,09969 [M+H]"; encontrado
362,09914.

'H RMN (CDCl3) é: 7,71 (d, 1H, J = 4,1 Hz), 7,47 (d, 1H, J =4,1 Hz), 7,42 (d, 2H, J
= 6,8 Hz), 7,34-7,26 (m, 3H), 5,31 (s, 2H), 4,55 (s, 2H), 4,38-4,23 (m, 2H), 4,11-
3,98 (m, 2H), 3,81-3,73 (m, 4H).

Ejemplo 15

Preparacion de 4-benzoilpiperazin-1-ilcarboditioato de  I-bencil-6-oxo-1,6-
dihidropiridazin-4-ilmetilo (I11c11).

De acuerdo con el procedimiento descrito para la obtencion del compuesto Idz, se
tratd una disolucion de benzoilpiperazina (11,4 mg, 0,060 mmol), CSz (7 pL, 0,112
mmol) y KsPOs (13 mg, 0,060 mmol) en DMF (2 mL) con una disolucion del
compuesto XIIIer (9 mg, 0,030 mmol) en DMF (2 mL). El residuo obtenido se
purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente diclorometano,
diclorometano/metanol 99:1) obteniéndose €l compuesto IlIci1 (14 mg, 100%).
EMAR (ESI): m/z calculado para C24H2sN4O2S,, 465,14189 [M+H]"; encontrado
465,14071.

'H RMN (CDCl3) 6: 7,73 (d, 1H, J = 4,0 Hz), 7,48 (d, 1H, ] = 4,0 Hz), 7,42 (m, 7H),
7,31 (m, 3H), 5,33 (s, 2H), 4,56 (s, 2H), 4,18 (m, 4H), 3,83 (m, 2H), 3,62 (m, 2H).

Inhibicion de las MAO

Determinacion de la actividad de las isoformas de la MAO

Se determinaron los efectos de los compuestos de formulas I, II y III sobre la
actividad de la monoaminooxidasa midiendo la produccion de peroxido de
hidrogeno (H.02), y por consiguiente la produccion de resorrufina a partir de p-
tiramina, un sustrato comun a las dos isoenzimas (MAO-A y MAO-B). Para ello se
utilizo el reactivo Amplex® Red (Molecular Probes, Eugene, Oregon, EE.UU.) y las

isoformas de la MAO presentes en la fraccion microsomal, preparada a partir de
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células de insectos (BTI-TN-5B1-4) infectadas con baculovirus recombinantes, que
contienen insertos de ADNc de MAO-A o MAO-B humana (Sigma-Aldrich
Quimica S.A., Alcobendas, Espafia).

La produccion de H2O» catalizada por las 2 isoformas de la MAO se puede detectar
al utilizar el reactivo Amplex® Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina), una
sustancia no fluorescente, altamente sensible, que reacciona con el H>O: en
presencia de la peroxidasa del rabano picante para producir un producto
fluorescente, la resorrufina.

En nuestros experimentos, la actividad de la MAO fue evaluada con el método
mencionado anteriormente, adaptando el procedimiento general previamente
descrito (Biochem. Biophys. Res. Comm. 344, 688-695, 2006).

En primer lugar, se incubaron 0,1 ml de tampdn fosfato sédico (0,05 M, pH 7,4),
conteniendo distintas concentraciones de los nuevos compuestos en estudio (o los
inhibidores de referencia) y la cantidad de MAO-A o MAOB recombinante humana
requerida para obtener en nuestras condiciones experimentales la misma velocidad
de reaccion en presencia de ambas isoenzimas; es decir, para oxidar en ausencia de
farmacos (grupo control) 165 pmoles de p-tiramina por minuto (MAO-A: 1,1 pg;
actividad  especifica: 150 nmoles de p-tiramina oxidados a p-
hidroxifenilacetaldehido por minuto por mg de proteina; MAO-B: 7,5 pg; actividad
especifica: 22 nmoles de p-tiramina transformados por minuto por mg de proteina).
Dicha incubacién se realizé durante 15 minutos a 37°C en placas de 96 pocillos de
fondo negro y plano (MicrotestTM plate, BD, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.), ya
colocadas en la cAmara oscura del lector de fluorescencia (ver el modelo mas abajo).
Después del periodo de incubacion, la reaccion se inici6 afiadiendo (concentraciones
finales) 200 pM de reactivo Amplex® Red, 1 unidad (U)/ml de peroxidasa de
rabano picante y 1 mM de p-tiramina como sustrato, tanto para los estudios
realizados con la MAO-A como para los realizados con la MAO-B.

La produccién de H2O» y, por consiguiente, de resorrufina fue cuantificada a 37°C
en un lector de fluorescencia de placa (FLX800TM, Bio-Tek® Instruments, Inc.,
Winooski, VT, EE.UU.), determinando la fluorescencia generada (excitacion 545
nm, emisién 590 nm) durante 15 minutos, un periodo en el cual el incremento de la
fluorescencia fue lineal desde el principio.

Simultaneamente se realizaron experimentos control sustituyendo los farmacos

(compuestos de formulas 1, II y III o los inhibidores de referencia) por las diluciones
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apropiadas de los vehiculos. Ademas, se determind la posible capacidad de los
farmacos para modificar la fluorescencia generada en la mezcla de reaccion por una
inhibicién no enzimatica (por ejemplo, por reaccion directa con el reactivo
Amplex® Red), y para ello los farmacos se afiadieron a soluciones que contenian
solamente el reactivo Amplex® Red en tampdn fosfato sodico.

Se calcul6 la emision de fluorescencia especifica (utilizada para obtener los
resultados finales) después de sustraer la actividad de fondo, que se determin6 en
viales, en los que las soluciones con las isoformas de la MAO se sustituyeron por

solucion de tampodn fosfato soédico.

Presentacion de los datos y andlisis estadistico

Salvo indicacién contraria, los resultados mostrados en el texto y en las tablas estan
expresados como la media + error estindar de la media (e.em.) de cinco
experimentos. La diferencia estadisticamente significativa entre dos medias (P <
0,05 o P < 0,01) fue determinada por analisis de varianza de una via (ANOVA),
seguida del test de comparacion multiple de Dunnett.

Para estudiar los posibles efectos de los compuestos de formulas I, 1T y III, y de los
inhibidores de referencia, sobre la actividad enzimatica de las isoformas de la MAO,
se evaluo la variacion de fluorescencia por unidad de tiempo (cuantificada como
unidades arbitrarias de fluorescencia/minuto) e indirectamente la produccion de
H,0; y por consiguiente, los pmoles/min de resorrufina producidos en la reaccion
entre el HxO2 y el reactivo Amplex® Red. Para ello, se utilizaron varias
concentraciones de resorrufina con la finalidad de hacer una curva estandar, stendo
X = pmoles de resorrufina e Y = unidades arbitrarias de fluorescencia. Los pmoles
de resorrufina producidos son equivalentes a los pmoles de p-tiramina oxidados,
puesto que la estequiometria de la reaccion es 1:1.

En estos experimentos, la actividad IMAO de los compuestos de formula I, II y Il y
la de los inhibidores de referencia se expresé6 como Clso, es decir, como la
concentracion de cada compuesto necesaria para producir una disminucion del valor
control de la actividad enzimatica de las isoformas de la MAO de un 50%. Para
determinar la Clso de cada compuesto se utilizé el programa informatico OriginTM
5.0 (Microcal Software, Inc., Northampton, MA, EE.UU.). Los valores de Clso se
calcularon a partir de las ecuaciones de las rectas obtenidas por regresion lineal

(método de los minimos cuadrados) de los puntos resultantes de representar el log
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de la concentracién molar del compuesto estudiado (eje de abscisas) frente al
porcentaje de inhibicién de la actividlad MAO control conseguido con dicha
concentracion (eje de ordenadas). Esta regresion lineal se realizo utilizando para
cada compuesto los datos obtenidos con entre 4 y 6 concentraciones capaces de
inhibir entre el 20% y el 80% la actividad enzimatica control de las isoenzimas de la
MAO. Ademas, se calculé el cociente [Clso (MAO-A)]/[Clso (MAO-B)] como

indicador de la selectividad en la inhibicidn mostrada sobre ambas isoformas.

Farmacos y compuestos quimicos

Los farmacos y sustancias quimicas utilizadas en los experimentos fueron los
compuestos de formulas I, II y III, la moclobemida (gentilmente suministrada por
los laboratorios Hoffman-La Roche, Basilea, Suiza), la selegilina y el fosfato de
iproniacida (adquiridos en Sigma-Aldrich, Espafia), la sal sédica de resorrufina, el
hidrocloruro de clorgilina, el hidrocloruro de p-tiramina, el fostato sédico y la
peroxidasa de rabano picante (suministrados en el kit para el ensayo de la MAO
Amplex® Red de Molecular Probes).

Las diluciones apropiadas de los compuestos mencionados anteriormente se
prepararon en agua Milli-Q® (Millipore Ibérica S.A., Madrid, Espafia) todos los
dias antes de su uso, a partir de las siguientes soluciones stock concentradas
mantenidas a -20°C: los compuestos de formulas I, II y III (0,1 M) en
dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich); la selegilina, la moclobemida, la
iproniacida, la resorrufina, la clorgilina, la p-tiramina y la peroxidasa de rabano
picante (0,1 M) en agua Milli-Q®.

Debido a la fotosensibilidad de algunas sustancias utilizadas (por ejemplo, el
reactivo Amplex® Red), todos los experimentos fueron realizados en la oscuridad.
En ninguno de los ensayos, ni el agua Milli-Q® ni el vehiculo utilizado (DMSO)

tuvieron un efecto farmacoldgico significativo.

Resultados

Los compuestos usados para la presente invencion de formula general I, 11 y III son
inhibidores selectivos de la MAO-B. En la tabla XI se muestran los valores de Clso
en micromoles/L (uM) de los compuestos detallados anteriormente (Id2, Ids, Ida,

1ds, Idi1, Iais, Iazs, Ilcz, Tlcs, Ileq, les, Hlen, Hlcs, Hlcs, Ilcn).
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Tabla XI.

Valores de Clso de los compuestos estudiados (incluyendo inhibidores de referencia) sobre la actividad
enzimatica de las isoformas de la MAO recombinante humana y relacion de selectividad para la MAO-B ([Clso

(MAO-A)]/[Clso (MAO-B))).

Compuesto Clso AMAO-A Clso hMAO-B LS.
(M) M)
Id2 kkok kkok -
Ids * % * -
1ds sokok 7,48+0,34 13,4
Ids sokok 38,57+1,74 2,6
Idn Kook 44 534200 2,2
lais *k 11,88+0,53 >8,4°
Tas *k 66,49+4.43 >1,5°
lc2 ok 44,25+2 95 >2,3°
s Kok 9,68+0,65 10,3
llcs *k 6,71+0,45 >15°
Tlcs skk KKk _—
ey *%k k3% _—
IMics *% 33,96+2,26 >2,9°
lles *% 24,05+1,60 >42°
Ilcn *%k k3% _—
Clorgilina 0,0052+0,00092? 63,41£1,20 0,000082
Selegilina 68,73+4,212 0,017+0,0019 4.043
iproniacida 6,56+0,76 7,54+0,36 0,87
Moclobemida 361,38+19,37 * <0,36°

Cada valor de Clso es la media + la desviacion estandar media de 5 experimentos (n=5).

a P < 0,01 con respecto al valor correspondiente de CIS0 obtenido frente a la MAO-B,
determinado por el test ANOV A/Dunnett.

b Valor calculado considerando como CI50 frente a la MAO-A o ala MAO-B la
concentracion mas alta estudiada (100 uM o 1 mM).

*Inactivo a 1 mM (mayor concentracién estudiada)

**Inactivo a 100 pM (la mayor concentracion ensayada). A concentraciones superiores el
compuesto precipita.

**% A 100 pM inhibe la actividad enzimatica en un 45-50%. A concentraciones superiores

el compuesto precipita.

IS: Indice de selectividad hMAO-B = Cls, (h(MAO-A)/Cls, ((MAO-B)
La mayoria de los compuestos de formula general I, I1 y III detallados en la tabla

resultan inactivos frente a MAO-A e inhiben la MAO-B con valores de Clso en el

rango micromolar.
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Los valores Clso de los compuestos de formula general 1, 11 y III frente a MAO-B
resultan comparables a los presentados por algunos de los inhibidores de referencia
utilizados en el estudio como por ejemplo la iproniacida (inhibidor dual MAO-
A/MAO-B) pero con indices de selectividad MAO-B superiores.

Los resultados obtenidos indican que la actividad y selectividlad MAO-B de los
compuestos de formula general I, 11 y III estd mas influenciada por el tipo de amina
presente en el fragmento ditiocarbamato que por la posicion y magnitud cadena
alquilica y que por la naturaleza del sustituyente en el N de anillo piridazindnico.
Por consiguiente, la incorporaciéon al anillo de piridazinona de fragmentos de
ditiocarbamato enlazados a la posicion 4, 5 o 6 a través de una cadena alquilica de
longitud variable, que da lugar a los compuestos de formula general 1, 11 y III
proporciona inhibidores selectivos de MAO-B cuya estructura resulta muy novedosa
para este tipo de actividad, ya que no se conocen derivados de piridazinona que

actlien como inhibidores selectivos de la isoforma B de la MAO.
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REIVINDICACIONES

1. Moléculas de formula (1) (IT) y (I1D):

— R
N )j\ s
O / S N\
N—N |
/

R4
R
S
)j\ R
Re—N" 787 N
/
R4 o / R,
N-—N
/
R
En donde:

n es un numero entero seleccionado de 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8;

R es un grupo seleccionado de: un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo C;-Cs, un
grupo carboxialquilo Ci-Cs, un grupo haloalquilo C;-C¢, un grupo arilo Cs-Ci2, un
grupo aralquilo Cs-Ci2, un grupo heteroarilo C4-Ci2;

- R! es un grupo seleccionado de: un 4tomo de hidrégeno, un grupo alquilo Ci-Cs, un

atomo de halégeno,

R? es un grupo seleccionado de: un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo C;-Cs, un
atomo de hal6geno,

R3, R* idénticos o diferentes se seleccionan de: un atomo de hidrégeno, un grupo
alquilo Ci-Cg, grupo heterocicloalquilo saturado C;-Cg, un grupo arilo Cs-Ci2, un
grupo aralquilo Cs-Ci2, un grupo heteroarilo C4-Ci2,

O bien R® y R* forman un ciclo seleccionado de: un cicloalquilo Cs-Cs, un
heterocicloalquilo C5-Cs,‘ un heterocicloalquilo Cs-Cg N-alquilo sustituido, un
heterocicloalquilo Cs-Cs N-arilo sustituido, un heterocicloalquilo Cs-Cs N-
cicloalquilo sustituido, un heterocicloalquilo Cs-Cs N-aralquilo sustituido, un

heterocicloalquilo Cs-Cg N-acilo sustituido;
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y sus sales farmacéuticamente aceptables.
2. Una molécula segin la reivindicacién 1, donde n es un namero entero
seleccionado de 1, 2, 3.
3. Una molécula segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, donde R es un
grupo seleccionado de: metilo, fenilo o bencilo.
4. Una molécula segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde R! es un
atomo de hidrégeno. ‘
5. Una molécula segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde R? es un
4tomo de hidrégeno o un grupo metilo. ’
6. Una molécula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde R® y R*

forman un grupo seleccionado de la siguiente lista:

<3101

é/—\_f‘\ /—\J
\_/

N——CHg

7. Una molécula segin la reivindicacion 1, la cual se incluye en la siguiente lista:
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S /— S
S
(0]
N——N Ilc, Hey
< < S
Ph > / \
Q O
(0]

N——N

< Ilc, . N "——N s

Ph

N—N

@]
PN
X

Ph

) )k”u”‘\@

8. Un medicamento que comprende una molécula de férmula (I), (II) o (III) segun

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o una sal de ésta en un soporte

farmacéuticamente aceptable, con uno o mas excipientes farmacéuticos aceptables.

9. Un medicamento que comprende una molécula de férmula (I), (I) o (IIT) segun la
reivindicaciéon 8 que incluya uno o mds agentes teraf;éuticos adicionales.

10. Uso de una molécula de féormula (I), (I) o (III) segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 7, para la preparaciéon de un medicamento para prevenir y/o
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tratar trasfomos derivados de la hiperactividad de la MAO-B, en particular
trastornos degenerativos del sistema nervioso central.

11. Uso segin la reivindicacion 10, para el prevencion y/o tratamiento de trastornos
degenerativos preferentemente Parkinson, Alzheimer, demencia senil o ataxia.

12. Un método para la sintesis de una molécula de formula (I), (II) o (III) segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizado por que comprende al menos
una etapa como se describe en el esquema 1, en donde la 6(5)(4)-bromoalquil-
3(2H)-piridazinona de formula (IV), (IX) o (XIII), una amina secundaria de formula
V y disulfuro de carbono (CS>) reaccionan en presencia de base en un disolvente a

temperatura ambiente.

R’ R2 . R1 R2
. R3
B /R3 Condiciones bési s N/
r JLondiciones basicas
o CH{}/ + CSy; + uNT > 0 CHi)/ \R4
/ n AN disolvente / n
N—N R* N—N 8
v A% I
R R
Esquema 1

13. Un método segin la reivindicacion 12, en donde el disolvente es

dimetilformamida (DMF) y la base K3POs.
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Reivindicaciones

Reivindicaciones
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-13

1-13
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NO

Sl
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201400162

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2001040230 A1 07.06.2001
D02 EP 0810218 A1 22.05.1997
D03 US 20120028951 Al 07.05.2013

2. Declaraciéon motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

El objeto de la invencion son las moléculas de formula (1), (I1) y (Ill), que poseen un anillo de piridazinona sustituido con un
grupo alquilo que a su vez presenta un derivado de acido tiocarbamico; un medicamento que comprende una molécula de
férmula (1), (11) o (111); el uso de una molécula de formula (1), (1) o (Ill) para la preparacién de un medicamento para prevenir
ylo tratar trastornos derivados de la hiperactividad de la MAO-B, en patrticular, trastornos degenerativos del sistema nervioso
central; y un método para la sintesis de las moléculas de formula (1), (I1) o (Ill).

El documento DO1 divulga una serie de compuestos de formula (1) que presentan un anillo de 3(2H)-piridazinona (ver pagina
3; reivindicacion 1) y las composiciones farmacéuticas que los comprenden (ver pagina 1, lineas 12-24), que son Utiles como
antagonistas de adenosina y tienen aplicacion para la prevencion y el tratamiento de diversas enfermedades, entre las que
se encuentran las enfermedades de Alzheimer, de Parkinson y algunos tipos de demencia (ver pagina 16, lineas 12-31;
reivindicacion 16).

El documento D02 divulga una serie de compuestos de férmula (1), con actividad antiinflamatoria y analgésica, que poseen
un anillo de 3(2H)-piridazinona, las composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos (ver pagina 3; lineas 1-
50) y su posible utilidad para la prevencion y el tratamiento de diversos trastornos, entre ellos la enfermedad de Alzheimer
(ver pagina 17, lineas 22-23).

El documento D03 divulga una serie de compuestos derivados de piridazinona (ver parrafo [0001]) de férmula (1) (ver
parrafos [0015]-[0026]), asi como los profarmacos y medicamentos que los comprenden (ver péarrafos [0331]-[0333]), que
presentan actividad inhibitoria de fosfodiesterasa 10A (PDE10A) y que son (tiles para el tratamiento de numerosas
enfermedades y sintomas en mamiferos, particularmente humanos, como son la enfermedad de Alzheimer y diversas formas
de demencia (ver parrafos [1331]-[1389]).

Aunque los compuestos recogidos en los documentos D01-D03, al igual que los compuestos de la invencién, presentan un
grupo piridazinona y ademds tienen aplicacién farmacologica para el tratamiento de las mismas enfermedades, se
diferencian de éstos en los sustituyentes de dicho anillo de piridazinona, ya que no poseen un grupo derivado de &cido
tiocarbamico.

Por consiguiente, los documentos citados muestran solo el estado de la técnica del campo al que pertenece la invencion.
Ninguno de ellos tomado solo o en combinacion con los otros divulga ni contiene sugerencia alguna que pudiera dirigir al
experto en la materia hacia los compuestos de formula (1), (I1) y (lll), que poseen un anillo de piridazinona sustituido, en
alguno de los atomos de carbono, con un grupo alquilo que a su vez presenta un derivado de acido tiocarbamico
(reivindicacion independiente 1); y, por tanto, tampoco hacia un medicamento que comprende una molécula de férmula (l),
(1) o (1Ml (reivindicacién independiente 8); el uso de dicha molécula para la preparacion de un medicamento para prevenir y/o
tratar trastornos derivados de la hiperactividad de la MAO-B, en particular, trastornos degenerativos del sistema nervioso
central (reivindicacion independiente 10); ni hacia un método para la sintesis de las moléculas de formula (1), (1) o (Ill)
(reivindicacion independiente 12).

En conclusién, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-13 relne, respecto al estado de la técnica, los requisitos
de novedad y actividad inventiva recogidos en los Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986.
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