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DESCRIPCION
3-Fenil-7-hidroxi-isocumarinas como inhibidores del factor inhibidor de la migracion de macroéfagos (MIF)

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al desarrollo de inhibidores del factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF)
y la utilidad de dichos inhibidores en el tratamiento del cancer.

Antecedentes de la invencion

La citoquina huérfana, factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF), es un medidor proinflamatorio
pleyotropico, liberado por numerosos tipos de células, incluyendo células endoteliales, eosindfilos, macrofagos,
linfocitos y neutréfilos. MIF ejerce numerosos efectos bioldgicos y juega un papel clave en los procesos inflamatorios
y autoinmunitarios mediante la induccién de TNF-a, IL-1, IL-8, ciclooxigenasa y la liberacion de o6xido nitrico por
macrofagos. Ademas, MIF esta implicado en la regulacion por defecto de la proteina oncogénica p53 y puede
contrarrestar la produccion de glucocorticoides. En consecuencia, MIF se ha implicado en la patogénesis de
numerosas patologias inflamatorias incluyendo septicemia, ateroesclerosis, lupus, artritis reumatoide, asma,
glomerulonefritis y sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA). Su papel en la biologia del cancer se ha
resaltado recientemente. De forma poco usual para una citoquina, MIF contiene un sitio enzimatico bien definido,
que actia como una ceto-enol tautomerasa. Se cree que este sitio de la tautomerasa tiene un papel en los
numerosos efectos biolégicos presentados por MIF.

MIF existe como un trimero simétrico que consiste en 3 subunidades repetitivas de 12,5 KDa y 114 restos, cada una
con una homologia B-a-B. De forma inusual, ademas de su papel como citoquina, MIF muestra también dos
actividades cataliticas distintas: una ceto-enol tautomerasa y una oxidorreductasa mediada por tiol. El trimero MIF
consiste en tres sitios activos de ceto-enol tautomerasa hidréfobos que ser dividen cada uno en dos subunidades. El
resto de prolina del extremo N de cada subunidad se encuentra dentro del sitio activo y muestra un bajo pKa de
aproximadamente 5,6-6. El caracter nucleofilico de este resto le permite catalizar la isomerizacién de numerosos
sustratos incluyendo 4-hidroxi fenil piruvato (HPP), acido fenil pirivico y D-Dopacromo.

MIF se expresa en exceso en numerosos canceres incluyendo el cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer de
mama, cancer hepatocelular, cancer de células escamosas de esofago, cancer de vejiga, cancer de células
escamosas de cuello de utero, cancer de pancreas, glioblastomas, cancer de préstata, osteosarcoma, cancer
colorrectal, cancer de cabeza y cuello y melanoma maligno, cancer gastrico, glioma, cancer nasofaringeo.

Como actor clave en varios tipos de canceres, de forma evidente, el desarrollo de novedosos inhibidores de MIF,
que podrian servir potencialmente como agentes quimioterapéuticos en el tratamiento de las patologias
anteriormente mencionadas es muy deseable.

En el documento W02012142498, Gaweco describe compuestos de quinolinona que demuestran la actividad
inhibidora de MIF.

De forma similar, en el documento US2007270395, Jagadish describe compuestos de quinolinona y compuestos de
quinolina que demuestran la actividad inhibidora de MIF. Se dice que dichos compuestos tienen utilidad en el
tratamiento de la enfermedad inflamatoria del intestino.

Rose et al. (J. Chem. Soc. 1965, 6100) describen la sintesis de 3-hidroxiisocumarinas sustituidas mediante la
condensacion de acido y anhidrido homoftalico. Se evalué la actividad estrogénica de 7-hidroxi-3-p-
hidroxifenilisocumarina y 7-hidroxil-3(2,4-dihidroxifenil)-isocumarina, se descubri6 que ambos compuestos eran
inactivos.

De Angelis et al. (Bio-org. Med. Chem, 2005, 13, 6539) describen la sintesis de compuestos de isocumarina y la
evaluacion de dichos compuestos en ensayos de union a estrégeno. Se identificaron algunos ligandos del receptor
de estrégenos beta selectivos.

Cho et al. (Bio-org. Med. Chem. 1998, 6, 2449) describen la sintesis de derivados de 3-arilisoquinolina y la
evaluacion de la citotoxicidad de dichos derivados contra las células tumorales de melanoma humano.

Sumario de la invenciéon

En un aspecto, la presente invencién proporciona compuestos que se definen en las reivindicaciones. En otro
aspecto, la presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas que se definen en las reivindicaciones. En
un aspecto mas adicional, la presente invencién proporciona compuestos para su uso en el tratamiento del cancer,
como se define en las reivindicaciones.

Descripcion

Se divulga en el presente documento un compuesto que tiene la férmula
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enlaquenes0a3;mes0a3;

R'y R* son iguales o diferentes y se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno,
un alifatico de C4-Cq2, C3z-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqo alifatico, Ce-Cyo aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico;

en el que R" y R* pueden estar independientemente no sustituidos o sustituidos con al menos uno de haldgeno,
un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C+-Csg, un alcoxi C4-Ce,
un éter C4-Cg, un tioéter C4-Cg, un éster C4-Cg, una cetona C4-Ce, una cetimina C4-Cs, una sulfona C4-Cg, un
sulféxido C4-Ce, una amida C4-Cg primaria, una amida C4-Cs secundaria, un haloalquilo C4-Cs, un grupo
carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -
OC(O)NR'R', -N(R")C(O)NR'R', -N(R")C(0O)O-alquilo C+4-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-Cs, heteroarilo
C2-Cs y arilo Cs-Cqo; en la que cada R' se selecciona independientemente, entre el grupo que consiste en
hidrégeno y alquilo C4-Ceg;

R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-Cq2, Csz-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqo alifatico, Ce-Co aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico, alcoxi C1-C12;

R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-Cq2, C3-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqp alifatico, Ce-Czo aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico; en la que, independientemente, cualquiera de R? o R® puede estar no sustituido, o sustituido
con al menos uno de halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un
alquilo C1-Cs, un alcoxi C1-Csg, un éter C4-Cs, un tioéter C1-Cg, un éster C41-Cs, una cetona C+-Cg, una cetimina C+-
Cs, una sulfona C+-Cs, un sulféxido C+-Cs, una amida C+-Cs primaria, una amida C+-Ces secundaria, un haloalquilo
C1-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)O-
alquilo C4-Cg, -OC(O)NR'R', -N(R")C(O)NR'R’, -N(R")C(O)O-alquilo C1-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-
Cs, heteroarilo C,-Cs y arilo Cs-Cry;

en la que R' se selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en hidrégeno
y alquilo C4-Cs; en la que R' y R* no son simultaneamente hidrogeno;

y sales farmacéuticamente aceptables e hidratos de las mismas.

R' puede ser un alifatico de C+-C+2; que puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un
hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un alcoxi C4-Cs, un éter
C1-Ce, un tioéter C4-Cg, un éster C4-Cg, una cetona C4-Cg, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Csg, un sulféxido C1-Ce,
una amida C4-Cg primaria, una amida C4-Cs secundaria, un haloalquilo C4-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un
grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(0O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R', -N(R")C(O)NR'R', -
N(R")C(O)O-alquilo C+4-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo C3-Cs, heteroarilo C-Cs y arilo Ce-C1o; en la que cada
R' se selecciona independientemente, entre el grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C+-Cs; y R* es hidrogeno.

R* puede ser un alifatico de C+-C+2; que puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un
hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C+-Cs, un alcoxi C4-Cs, un éter
C1-Ce, un tioéter C4-Cg, un éster C4-Cg, una cetona C4-Cg, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Csg, un sulféoxido C1-Ce,
una amida C+-Cg primaria, una amida C4-Cs secundaria, un haloalquilo C4-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un
grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(0O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R', -N(R")C(O)NR'R', -
N(R")C(O)0O-alquilo C+4-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo C3-Cs, heteroarilo C-Cs y arilo Ce-C1o; en la que cada
R' se selecciona independientemente, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C+-Cs; y R es hidrogeno.

R' puede ser alquilo C1.12; en la que alquilo C1.12 puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un
halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C+-Csg, un alcoxi
C1-Ce, un éter C4-Cg, un tioéter C1-Cs, un éster C1-Cg, una cetona C4-Ce, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Cg, un
sulféxido C+-Cs, una amida C+-Cg primaria, una amida C4-Cs secundaria, un haloalquilo C1-Csg, un grupo carboxilo, un
grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R', -
N(R")C(O)NR'R’, -N(R")C(O)O-alquilo C+-Cg, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-Cg, heteroarilo C»-Cs y arilo Ce-
Ci0; en la que R' se selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en
hidrogeno y alquilo C+-Cs; y R* es hidrégeno.

R* puede ser alquilo C1.12; en la que alquilo C1.12 puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un
halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Csg, un alcoxi
C1-Ce, un éter C4-Cg, un tioéter C4-Cs, un éster C1-Cg, una cetona C4-Cs, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Cg, un
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sulféxido C+-Cs, una amida C+-Cg primaria, una amida C4-Cs secundaria, un haloalquilo C1-Csg, un grupo carboxilo, un
grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R', -
N(R")C(O)NR'R’, -N(R")C(O)O-alquilo C+-Cg, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-Cg, heteroarilo C»-Cs y arilo Ce-
Ci0; en la que R' se selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en
hidrogeno y alquilo C+-Cs; y R es hidrégeno.

R' y R* pueden ser independientemente alquilo C+.12; en la que alquilo C+.12 puede estar no sustituido o sustituido
con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un
alquilo C4-Cs, un alcoxi C4-Cs, un éter C4-Cg, un tioéter C4-Cs, un éster C4-Cg, una cetona C4-Cs, una cetimina C4-Ce,
una sulfona C1-Cs, un sulféxido C+-Cs, una amida C+-Cg primaria, una amida C4-Cs secundaria, un haloalquilo C+-Cs,
un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -
OC(O)NR'R', -N(R")C(O)NR'R', -N(R")C(O)O-alquilo C+-Cs, oxo, cicloalquilo C3-Ce, heterociclilo C3-Cg, heteroarilo Cy-
Cs y arilo Ce-C1o; en la que R' se selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre el grupo que consiste
en hidrégeno y alquilo C4-Ce.

R' se puede seleccionar entre el grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo,
pentilo, hexilo, heptilo y octilo.

R' se puede seleccionar entre el grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo,
pentilo, hexilo, heptilo y octilo y R* es hidrégeno.

R* se puede seleccionar entre el grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo,
pentilo, hexilo, heptilo y octilo.

R* se puede seleccionar entre el grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo,
pentilo, hexilo, heptilo y octilo y R es hidrégeno.

R' y R* se pueden seleccionar independientemente entre el grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo,
butilo, isobutilo, sec-butilo, pentilo, hexilo, heptilo y octilo.

R® se puede seleccionar entre el grupo que consiste en hidrégeno o hidroxilo.

R® se puede seleccionar entre el grupo que consiste en hidrogeno o hidroxilo; R! se selecciona entre el grupo que
consiste en alquilo C1.12; en la que alquilo C1.12 puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un
halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C+-Csg, un alcoxi
C1-Ce, un éter C4-Cg, un tioéter C41-Cs, un éster C41-Cg, una cetona C4-Ce, una cetimina C4-Cs, una sulfona C4-Cg, un
sulféxido C+-Cs, una amida C+-Cg primaria, una amida C4-Cs secundaria, un haloalquilo C1-Cg, un grupo carboxilo, un
grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R', -
N(R")C(O)NR'R’, -N(R")C(O)O-alquilo C+-Cg, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-Cg, heteroarilo C»-Cs y arilo Ce-
Ci0; en la que R' se selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en
hidrogeno y alquilo C+-Cs; y R* es hidrégeno.

R® se puede seleccionar entre el grupo que consiste en hidrogeno o hidroxilo; R* se puede seleccionar entre el grupo
que consiste en un alquilo C1.12; en la que alquilo C+.12 puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un
halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un alcoxi
C1-Ce, un éter C4-Cg, un tioéter C1-Cs, un éster C1-Cg, una cetona C4-Ce, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Cg, un
sulféxido C4-Cs, una amida C+-Cg primaria, una amida C4-Cs secundaria, un haloalquilo C1-Csg, un grupo carboxilo, un
grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R', -
N(R")C(O)NR'R’, -N(R")C(O)O-alquilo C+-Cg, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-Cg, heteroarilo C»-Cs y arilo Ce-
Ci0; en la que R' se selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en
hidrogeno y alquilo C+-Cs; y R es hidrégeno.

R® se puede seleccionar entre el grupo que consiste en hidrégeno o hidroxilo; y R' y R* se pueden seleccionar
independientemente entre el grupo que consiste en alquilo C1.12; en la que alquilo C+.12 puede estar no sustituido o
sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida,
un tiol, un alquilo C+-Cs, un alcoxi C1-Cg, un éter C1-Cs, un tioéter C4-Cs, un éster C¢-Cs, una cetona C+-Cs, una
cetimina C4-Ceg, una sulfona C+-Cg, un sulféxido C4-Cg, una amida C4-Cs primaria, una amida C4-Cs secundaria, un
haloalquilo C1-Cg, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Ce, -
OC(0)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R', -N(R')C(O)NR'R', -N(R')C(O)O-alquilo C4-Cs, oxo, cicloalquilo Cs-Cs,
heterociclilo C3-Cs, heteroarilo C2-Cs y arilo Cs-C1o; en la que R' se selecciona independientemente, cada vez que
aparece, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C1-Ce.

R® se puede seleccionar entre el grupo que consiste en hidrogeno o hidroxilo; R! se selecciona entre el grupo que
consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, pentilo, hexilo, heptilo y octilo; y R* es
hidrégeno.

R® se puede seleccionar entre el grupo que consiste en hidrogeno o hidroxilo; R* se selecciona del grupo que
consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, pentilo, hexilo, heptilo y octilo; y R! es
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hidrégeno.

R® se puede seleccionar entre el grupo que consiste en hidrégeno o hidroxilo; R' y R* se seleccionan
independientemente entre el grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo,
pentilo, hexilo, heptilo y octilo.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona compuestos que tienen la féormula:

enlaquenes0a3;mes0a3;

R' se selecciona entre el grupo que consiste en un alifatico de C+4-C1, C3-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cz-Cio
alifatico, Ce-Co aromatico y C,-Cyo heteroaromatico;

en el que R' puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo
amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un alcoxi C4-Cs, un éter C4-Cs, un
tioéter C4-Cs, un éster C1-Cg, una cetona C4-Cs, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Cs, un sulféxido C4-Cg, una
amida C4-Cs primaria, una amida C4-Cg secundaria, un haloalquilo C1-Cg, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un
grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)NR'R", -N(R")C(O)NR'R', -
N(R")C(O)O-alquilo C+-Cs, oxo, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo C3-Cs, heteroarilo C,-Cs y arilo Ce-C1g; en la que
cada R’ se selecciona independientemente, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C+-Ceg;

R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-Cq2, Csz-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqo alifatico, Ce-Czo aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico, alcoxi C1-C12;

R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-Cq2, Csz-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqo alifatico, Ce-Czo aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico; en la que, independientemente, cualquiera de R? o R® puede estar no sustituido, o sustituido
con al menos uno de halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un
alquilo C+-Cs, un alcoxi C1-Csg, un éter C4-Cs, un tioéter C1-Cg, un éster C41-Cs, una cetona C+-Cg, una cetimina C+-
Cs, una sulfona C+-Cs, un sulféxido C+-Cs, una amida C+-Cs primaria, una amida C+-Ces secundaria, un haloalquilo
C1-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)O-
alquilo C4-Cg, -OC(O)NR'R’, -N(R")C(O)NR'R’, -N(R")C(O)O-alquilo C1-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-
Cs, heteroarilo C-Cs y arilo Ce-C1o; en la que R' se selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre
el grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C+-Cg;

y sales farmacéuticamente aceptables e hidratos de las mismas.

La presente divulgacion proporciona un compuesto que tiene la formula:

en la que, R' se selecciona entre el grupo que consiste en alquilo C1.12; en la que alquilo Cy.12 puede estar no
sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo
sulfonamida, un tiol, un alquilo C1-Cs, un alcoxi C+1-Cs, un éter C1-Cs, un tioéter C4-Cs, un éster C4-Cg, una cetona Cs-
Cs, una cetimina C4-Cs, una sulfona C4-Cgs, un sulféxido C4-Cs, una amida C¢-Cs primaria, una amida C1-Cs
secundaria, un haloalquilo C+-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo
C1-Cs, -OC(0O)0O-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R’, -N(R")C(O)NR'R', -N(R")C(0O)O-alquilo C+-Cg, 0ox0, cicloalquilo Cs-Cs,
heterociclilo C3-Cs, heteroarilo C2-Cs y arilo Cs-C1o; en la que R' se selecciona independientemente, cada vez que
aparece, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C+4-Cs; y sales farmacéuticamente aceptables e hidratos
de las mismas.

R puede ser alquilo C1.12; que puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un fltor, cloro, bromo,
yodo

De forma adecuada, R' se puede seleccionar entre el grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo,
hexilo, isopropilo, -CFH, -CF;H, -CF3, -CH2CFs.
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De forma adecuada, los compuestos divulgados en el presente documento se pueden seleccionar entre el grupo que
consiste en:

5 y sales farmacéuticamente aceptables e hidratos de las mismas.
De forma adecuada, el compuesto se puede seleccionar entre el grupo que consiste en:

0O O

HO HO
9@ 9@
Z Z

OO
Q
w

10 y sales farmacéuticamente aceptables e hidratos de las mismas.

Como alternativa, el compuesto se puede seleccionar entre el grupo que consiste en:

O O




10

15

20

25

ES 2735101 T3

O O
HO HO
o o
“C “C
O O

HO HO
9@ 9@
HO Z /

y sales farmacéuticamente aceptables e hidratos de las mismas.

En una realizacién preferida el compuesto de la invencion tiene la férmula:

y sales farmacéuticamente aceptables e hidratos de las mismas.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona compuestos que tienen la formula

(@)
HO
(0]
=
X
)
=
m
enlaquemes0ag3;

cualquier R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, un alifatico de C4-C12, alcoxi C1-Cyy;

en el que R? puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo
amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un alcoxi C4-Cs, un éter C4-Cs, un
tioéter C4-Cs, un éster C1-Cg, una cetona C4-Cg, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Cg, un sulféxido C4-Cg, una
amida C4-Cs primaria, una amida C4-Cg secundaria, un haloalquilo C1-Cg, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un
grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R’, -N(R')C(O)NR'R’, -
N(R’)C(O)0O-alquilo C1-Cg, 0x0; en el que cualquier R' se selecciona independientemente, cada vez que aparece,
entre el grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C+-Cs;

o una sal farmacéuticamente aceptable o un hidrato del mismo.

R? puede seleccionarse independientemente entre el grupo que consiste en un halégeno, un grupo amino, alquilo
C+-Cs y alcoxi C1-Cg; y R? puede estar no sustituido o sustituido con un halégeno, por ejemplo fluor.

Por ejemplo, R? puede ser un haldgeno seleccionado entre el grupo que consiste en flor, cloro, bromo y yodo. R?
puede ser un alquilo C4-Cg sustituido con un halégeno seleccionado entre el grupo que consiste en fldor, cloro,
bromo y yodo. Por ejemplo Rz puede ser un grupo CF3, un grupo CHzF, un grupo CHF, o un grupo CF2CFs. R? se
puede seleccionar entre el grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, isopropilo, terc-butilo,
sec-butilo e isobutilo. R? puede ser un grupo alcoxi C+-Cs sustituido con un halégeno seleccionado entre el grupo que
consiste en fltor, cloro, bromo y yodo. R? puede ser un grupo metoxi, un grupo etoxi, un grupo propiloxi, un grupo
butiloxi, un grupo pentiloxi o un grupo hexiloxi.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un compuesto que tiene la férmula
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nes0a3;

en la que cualquier R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo,
un grupo amino, un halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, un alifatico de C4-C1z;

en el que cualquiera de cualquiera de R® puede estar no sustituido, o sustituido con al menos uno de halégeno,
un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C+-Csg, un alcoxi C4-Ce,
un éter C4-Cg, un tioéter C4-Cg, un éster C4-Cg, una cetona C4-Ce, una cetimina C4-Cs, una sulfona C4-Cg, un
sulféxido C4-Ce, una amida C4-Cg primaria, una amida C4-Cs secundaria, un haloalquilo C4-Cs, un grupo
carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C+4-Cs, -
OC(O)NR'R', -N(R")C(O)NR'R', -N(R")C(0O)O-alquilo C+-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-Cs, heteroarilo
C,-Cs y arilo Cs-Cio; en la que R' se selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre el grupo que
consiste en hidrégeno y alquilo C4-Cg;

y sales farmacéuticamente aceptables e hidratos de las mismas.

Cualquiera de R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrogeno, un halégeno, un
hidroxilo, un grupo amino y alquilo C1-Cg; y R® puede estar no sustituido o sustituido con un halégeno, por ejemplo
fldor.

R® puede ser un hidroxilo, R es alquilo C1-C12 y R* es hidrogeno.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona compuestos que tienen la formula

enlaquenes0a3;mes0a3;

R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-Cq2, C3z-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqo alifatico, Ce-Czo aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico, alcoxi C1-C12;

R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrogeno, un hidroxilo, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-Cq2, Csz-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqo alifatico, Ce-Co aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico; en la que, independientemente, cualquiera de R? o R® puede estar no sustituido, o sustituido
con al menos uno de halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un
alquilo C1-Cs, un alcoxi C1-Csg, un éter C4-Cs, un tioéter C1-Cg, un éster C41-Cs, una cetona C4-Cg, una cetimina C+-
Cs, una sulfona C4-Cs, un sulféxido C+-Cs, una amida C+-Cs primaria, una amida C+-Ce secundaria, un haloalquilo
C1-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)O-
alquilo C4-Cg, -OC(O)NR'R’, -N(R")C(O)NR'R’, -N(R")C(O)O-alquilo C1-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-
Cs, heteroarilo C-Cs y arilo Cs-C1o; en la que R' se selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre
el grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C+-Cg;

R* se selecciona entre el grupo que consiste en un alifatico de C+4-C12, C3-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cz-Cio
alifatico, Ce-Co aromatico y C,-Cy heteroaromatico;

en el que R* puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo
amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un alcoxi C4-Cs, un éter C4-Cs, un
tioéter C4-Cs, un éster C41-Cg, una cetona C4-Cg, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Cs, un sulféxido C4-Cg, una
amida C4-Cs primaria, una amida C4-Cg secundaria, un haloalquilo C1-Cg, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un
grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cgs, -OC(O)NR'R", -N(R")C(O)NR'R', -
N(R")C(O)O-alquilo C+-Cs, oxo, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo C3-Cs, heteroarilo C,-Cs y arilo Ce-C1g; en la que
cada R’ se selecciona independientemente, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C1-Ceg;

y sales farmacéuticamente aceptables e hidratos de las mismas.
R3 puede ser hidroxilo.

R3 puede ser un hidroxilo, R* puede ser alquilo C+-C12 y R puede ser hidrogeno.
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R3 puede ser un hidroxilo en la posicion 6 del anillo de isocumarina.
n puede ser0, 1,2 0 3.

n puede ser 0. n puede ser 1020 3.

m puede ser 0, 1,2 0 3.

m puede ser 0. m puede ser 1 02 0 3.

n y m pueden ser 0.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un compuesto que tiene la férmula

enlaquepes0a4;zes0a4;

R' se selecciona entre el grupo que consiste en un alifatico de C+4-C1, C3-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cz-Cio
alifatico, Cs-Co aromatico y C,-Cy heteroaromatico;

en el que R' puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo
amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un alcoxi C4-Cs, un éter C4-Cs, un
tioéter C4-Cs, un éster C1-Cg, una cetona C4-Cg, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Cs, un sulféxido C4-Cg, una
amida C4-Cs primaria, una amida C4-Cg secundaria, un haloalquilo C1-Cg, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un
grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)NR'R", -N(R")C(O)NR'R’, -
N(R")C(O)0O-alquilo C4-Cs, oxo, cicloalquilo Cs-Cg, heterociclilo C3-Cs, heteroarilo C,-Cs y arilo Cs-C1o; en la que R'
se selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C+-
Ce;

R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-Cq2, Csz-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqo alifatico, Ce-Czo aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico, alcoxi C1-C12;

R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-Cq2, Csz-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqo alifatico, Ce-Co aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico; en el que independientemente, cualquiera de R? o R® puede estar no sustituido o sustituido con
al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un
alquilo C+-Cs, un alcoxi C1-Csg, un éter C4-Cs, un tioéter C1-Cg, un éster C41-Cs, una cetona C+-Cg, una cetimina C+-
Cs, una sulfona C+-Cs, un sulféxido C+-Cs, una amida C4-Cs primaria, una amida C+-Cgs secundaria, un haloalquilo
C1-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)O-
alquilo C4-Cg, -OC(O)NR'R’, -N(R")C(O)NR'R’, -N(R")C(O)O-alquilo C1-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-
Cs, heteroarilo C,-Cs y arilo Cs-C1o; en la que cada R' se selecciona independientemente, entre el grupo que
consiste en hidrégeno y alquilo C4-Cg;

para su uso en el tratamiento de cancer.
p puede ser0,1,2,304.zpuedeser0, 1,2, 304.
p puede ser 0. p puede ser 1, 2, 30 4.

p puede ser 0 y R' se puede seleccionar entre el grupo que consiste en alquilo C1.12; en la que alquilo C1.12 puede
estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo,
un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un alcoxi C1-Cs, un éter C4-Cs, un tioéter C4-Cg, un éster C4-Cg, una
cetona C4-Cs, una cetimina C+-Cg, una sulfona C¢-Cs, un sulféxido C1-Cg, una amida C+-Ce primaria, una amida C+-Cg
secundaria, un haloalquilo C+-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo
C1-Cg, -OC(0O)0-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R’, -N(R")C(O)NR'R', -N(R")C(0O)O-alquilo C+-Cg, ox0, cicloalquilo Cs-Cs,
heterociclilo C3-Cs, heteroarilo C2-Cs y arilo Cs-C1o; en el que R' se selecciona independientemente, cada vez que
aparece, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C1-Ce.

p puede ser 0 y R' se puede seleccionar entre el grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo,
isobutilo, sec-butilo, pentilo, hexilo, heptilo y octilo.

p puede ser 0 y R" puede ser metilo.
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MIF se expresa en exceso en numerosos canceres incluyendo el cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer de
mama, cancer hepatocelular, cancer de células escamosas de esofago, cancer de vejiga, cancer de células
escamosas de cuello de utero, cancer de pancreas, glioblastomas, cancer de prdstata, osteosarcoma, cancer
colorrectal, cancer de cabeza y cuello y melanoma maligno, cancer gastrico, glioma, cancer nasofaringeo.

De forma adecuada, los compuestos de la invencion pueden utilizarse en el tratamiento de un cancer seleccionado
entre el grupo que consiste: cancer broncopulmonar, cancer de ovario, cancer de mama, cancer hepatocelular,
cancer de células escamosas de eséfago, cancer de vejiga, cancer de células escamosas de cuello de utero, cancer
de pancreas, glioblastomas, cancer de préstata, osteosarcoma, cancer colorrectal, cancer de cabeza y cuello y
melanoma maligno, cancer gastrico, glioma, cancer nasofaringeo.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona compuestos que tienen la féormula:

enlaquepes0a4;zes0a4;

R' se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, un alifatico de C4-C+2, C3-C1o cicloalifatico, heterociclo
C,-Cyp alifatico, Cs-Coo aromatico y C,-Cy heteroaromatico;

en el que R' puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo
amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un alcoxi C4-Cs, un éter C4-Cs, un
tioéter C4-Cs, un éster C41-Cg, una cetona C4-Cg, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Cs, un sulféxido C4-Cg, una
amida C4-Cs primaria, una amida C4-Cg secundaria, un haloalquilo C1-Cg, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un
grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R’, -N(R')C(O)NR'R’, -
N(R’)C(O)0O-alquilo C4-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo C3-Cs, heteroarilo C,-Cs y arilo Cs-Cio; en el que R'
se selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C+-
Ce;

R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-Cq2, C3z-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqo alifatico, Ce-Cyo aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico, alcoxi C1-C12;

R® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-Cq2, C3z-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqo alifatico, Ce-Czo aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico; en el que independientemente, cualquiera de R? o R® puede estar no sustituido o sustituido con
al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un
alquilo C+-Cs, un alcoxi C1-Csg, un éter C4-Cs, un tioéter C1-Cg, un éster C1-Cs, una cetona C+-Cg, una cetimina C+-
Cs, una sulfona C+-Cs, un sulféxido C+-Cs, una amida C4-Cs primaria, una amida C+-Ces secundaria, un haloalquilo
C1-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)O-
alquilo C1-Cg, -OC(O)NR'R’, -N(R’)C(O)NR'R’, -N(R’)C(O)O-alquilo C4-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-
Cs, heteroarilo C,-Cs y arilo Cs-C1o; en el que cada R' se selecciona independientemente, entre el grupo que
consiste en hidrégeno y alquilo C4-Cg;

en el que p es 0, R" no es hidrégeno;

para su uso en el tratamiento de un cancer seleccionado entre el grupo que consiste en: cancer broncopulmonar,
cancer de ovario, cancer de mama, cancer hepatocelular, cancer de células escamosas de esofago, cancer de
vejiga, cancer de células escamosas de cuello de utero, cancer de pancreas, glioblastomas, cancer de prostata,
osteosarcoma, cancer colorrectal, cancer de cabeza y cuello y melanoma maligno, cancer gastrico, glioma, cancer
nasofaringeo.

De forma adecuada, los compuestos de la invencién se utilizan en el tratamiento del cancer de pulmoén.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un compuesto que tiene la formula:

enlaquenes0a3;mes0a3;

10
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R'y R* son iguales o diferentes y se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno,
un alifatico de C4-Cq2, Csz-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqo alifatico, Ce-Co aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico;

en el que R" y R* pueden estar independientemente no sustituidos o sustituidos con al menos uno de haldgeno,
un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C+-Csg, un alcoxi C4-Ce,
un éter C4-Cg, un tioéter C4-Cg, un éster C4-Cg, una cetona C4-Ce, una cetimina C4-Cs, una sulfona C4-Cg, un
sulféxido C4-Ce, una amida C4-Cg primaria, una amida C4-Cs secundaria, un haloalquilo C4-Cs, un grupo
carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -
OC(O)NR'R', -N(R")C(O)NR'R', -N(R")C(O)O-alquilo C+4-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-Cs, heteroarilo
C,-Cs y arilo Cs-Cqo; en la que cada R' se selecciona independientemente, entre el grupo que consiste en
hidrégeno y alquilo C4-Ceg;

R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-Cq2, C3z-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqp alifatico, Ce-Cyo aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico, alcoxi C1-C12;

R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un
halégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-Cq2, C3z-Cqo cicloalifatico, heterociclo Cy-Cqp alifatico, Ce-Czo aromatico y Cu-Cyo
heteroaromatico; en la que, independientemente, cualquiera de R? o R® puede estar no sustituido, o sustituido
con al menos uno de halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un
alquilo C1-Cs, un alcoxi C1-Csg, un éter C4-Cs, un tioéter C1-Cg, un éster C41-Cs, una cetona C+-Cg, una cetimina C+-
Cs, una sulfona C+-Cs, un sulféxido C+-Cs, una amida C4-Cs primaria, una amida C+-Cgs secundaria, un haloalquilo
C1-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)O-
alquilo C4-Cg, -OC(O)NR'R’, -N(R")C(O)NR'R’, -N(R")C(O)O-alquilo C1-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo Cs-
Cs, heteroarilo C-Cs y arilo Cs-C1o; en la que R' se selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre
el grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C+-Cg;

en la que R' y R* no son simultaneamente hidrogeno;

y las sales farmacéuticamente aceptables e hidratos de los mismos;
para su uso en el tratamiento del cancer de pulmon.

De forma adecuada, la presente invencidon proporciona compuestos que tienen la férmula:

en la que, R' se selecciona entre el grupo que consiste en alquilo C1.12; en la que alquilo Cy.12 puede estar no
sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo
sulfonamida, un tiol, un alquilo C1-Cs, un alcoxi C1-Cs, un éter C1-Cs, un tioéter C4-Cs, un éster C4-Cg, una cetona Cq-
Cs, una cetimina C4-Cs, una sulfona C4-Cs, un sulféxido C4-Cs, una amida C4-Cg primaria, una amida C1-Cs
secundaria, un haloalquilo C+-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo
C1-Cg, -OC(0O)0-alquilo C4-Cg, -OC(O)NR'R’, -N(R")C(O)NR'R', -N(R")C(O)O-alquilo C+-Cs, 0x0; en la que R' se
selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C+-Cs;
para su uso en el tratamiento del cancer de pulmon.

En otro aspecto mas adicional, la presente divulgacion proporciona compuestos seleccionados entre el grupo que
consiste en:
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O

para su uso en el tratamiento de cancer.

El cancer se puede seleccionar entre el grupo que consiste en: cancer broncopulmonar, cancer de ovario, cancer de
mama, cancer hepatocelular, cancer de células escamosas de esofago, cancer de vejiga, cancer de células
escamosas de cuello de utero, cancer de pancreas, glioblastomas, cancer de prostata, osteosarcoma, cancer
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colorrectal, cancer de cabeza y cuello y melanoma maligno, cancer gastrico, glioma, cancer nasofaringeo.
De forma adecuada, el compuesto de la invencion se usa en el tratamiento del cancer de pulmon.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona un método para tratar una enfermedad asociada con un
elevada expresion y/o actividad de MIF, comprendiendo el método administrar al sujeto que lo necesita, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la divulgacion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la inhibicién de la actividad enzimatica de la tautomerasa de MIF con 25 inhibidores
potenciales de MIF y un inhibidor de MIF conocido, iso-1. Se calculd la inhibicién como la reduccion de la tasa de
cambio de la reaccién de la tautomerasa con la adicién del inhibidor promediada durante cinco minutos.

La Figura 2 muestra que la inhibicion de LPS indujo la produccion de TNF-a con 25inhibidores potenciales de
MIF y un inhibidor de MIF conocido, iso-1. (A) Células RAW macréfagas se sembraron en placas a 1 X 10° por
pocillo y se pretrataron con los inhibidores a 100 yM durante 30 minutos antes de la estimulaciéon con 100 ng/ml
de LPS. Tras 16 horas, se recogieron los sobrenadantes y se evaluaron para determinar los niveles de TNF-a
usando un kit ELISA de TNF-a. (B) Las células Raw se pretrataron con 50 uM de cada inhibidor 30 minutos antes
de la estimulacion con LPS y los sobrenadantes se evaluaron tras 16 horas para el nivel de TNF-a. (C) Las
células RAW se pretrataron con 10 uM de inhibidores de la tautomerasa 30 minutos antes de la estimulacién con
LPS. Los datos se presentan como media y SEM (n=6).

La Figura 3 muestra la inhibicion de la actividad enzimatica de la tautomerasa de MIF de 5 compuestos
seleccionados a partir de los 25 inhibidores potenciales de MIF seleccionados. La inhibiciéon observada con 100
ng/ml de MIF con su sustrato L-dopacromo incubado con cada uno de los inhibidores a 100 yM se midié con un
espectrofotémetro durante 20 minutos.

La Figura 4 muestra la inhibicién de MIF inducida por PGE-2. Las células RAW macréfagas se sembraron en
placas a una densidad celular de 1 x 10° por pocillo y se pretrataron con I1SO-1 y Tl 19, y a continuacién se
trataron con 100 ng/ml de LPS durante la noche a 37 °C en una estufa incubadora con CO; al 5 %. Las células
RAW se trataron con 100 uM de inhibidores como se ha indicado. Los sobrenadantes se evaluaron usando el kit
ELISA PGE-2. (p< 0,05, p> 0,01, Los datos se presentan como media y SEM (n=6)).

La Figura 5 muestra que la inhibicion de la actividad enzimatica de MIF reduce la proliferacion celular. 100 ng/ml
de rMIF promueve significativamente la proliferacion de LLC en comparacion con las células LLC sin tratar. La
proliferacion se inhibe significativamente en presencia de 100 uM de Tl 19, pero menos que en presencia de
ISO-1. (***p <0,001, Los datos se presentan como media + SEM, n=6)

La Figura 6 muestra que el volumen tumoral de células de Lewis pulmonares es significativamente menor en
ratones MIF-KO y MIF-P1G en comparacioén con los silvestres. Se inyectaron células de Lewis de carcinoma de
pulmén (5x10°) por via subcutanea en el flanco izquierdo de ratones C57BL/6 WT, ratones P1G y MIF KO. Las
mediciones de calibre se tomaron dos veces semanalmente y el volumen tumoral (mm?3) se calculé como 0,5 X L
X W2 (n=4).

La Figura 7 muestra la apariencia gruesa de tumores subcutaneos en el dia 24 del modelo. La Figura 7A
muestra un tumor en un ratén no tratado, La Figura 7b es un control y muestra un tumor en el que el ratén se
tratd con DMSO al 5% y la Figura 7C muestra un tumor en el que el raton se traté con Tl 19.

La Figura 8 muestra que la inhibicién de la actividad de la tautomerasa de MIF atenuda el crecimiento tumoral. Se
inyectaron células de Lewis de carcinoma de pulmon (5x10°) por via subcutanea en el flanco izquierdo de
ratones C57BL/6. Se inyectaron los animales por via intraperitoneal 30 min antes de la inoculacion del tumor y
dos veces a la semana posteriormente, con 35 mg/kg de Tl (inhibidor de la tautomerasa solubilizado en DMSO) o
como se ha indicado. Se tomaron mediciones con el calibre dos veces a la semana y se calculd el volumen
tumoral (mm?) como 0,5 X L X W2, (**p < 0,01, n=4).

La Figura 9 muestra que la inhibicién de la actividad de la tautomerasa de MIF atenua el crecimiento tumoral. Se
inyectaron células de Lewis de carcinoma de pulmon (5x10°) por via subcutanea en el flanco izquierdo de
ratones C57BL/6. Una vez que el tumor ha llegado a ser palpable en el flanco del raton (7-8 dias después de la
inoculacion), se inyectaron los animales por via intraperitoneal y dos veces a la semana posteriormente, con
35 mg/kg de TI (inhibidor de la tautomerasa solubilizado en DMSO) o como se ha indicado. Se tomaron
mediciones con el calibre dos veces a la semana y se calculd el volumen tumoral (mm3) como 0,5 X L X W2, (**p
< 0,01, n=4).

La Figura 10 muestra el efecto inhibidor de los analogos de TI 19 sobre la actividad enzimatica de la
tautomerasa de MIF. Se calculd la inhibicion como la reduccion de la tasa de cambio de la reaccion de la
tautomerasa con la adicion del inhibidor promediada durante cinco minutos.

La Figura 11 muestra que el efecto inhibidor de los analogos de Tl 19 sobre LPS indujo la produccién de TNF-a.
(A) Células RAW macrofagas se sembraron en placas a 1 X 10° por pocillo y se pretrataron con los inhibidores a
100 pM durante 30 minutos antes de la estimulacion con 100 ng/ml de LPS. Tras 16 horas, se recogieron los
sobrenadantes y se evaluaron para los niveles de TNF-a usando un kit ELISA de TNF-a.

DESCRIPCION DETALLADA

La divulgacién se basa, en parte, en el descubrimiento que determinados compuestos divulgados en el presente
documento tienen la capacidad de modular la actividad de MIF.
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Antes de la descripcion adicional, se recopilan aqui determinados términos empleados en la memoria descriptiva,
ejemplos y reivindicaciones adjuntas. Estas definiciones deben leerse a la luz del resto de la divulgacion y
entenderse por una persona experta en la materia. A menos que se defina de otra manera, todos los términos
técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el mismo significado que entiende comidnmente una
persona normalmente experta en la materia.

La expresion "transportador farmacéuticamente aceptable” o "excipiente farmacéuticamente aceptable”, como se
usa en el presente documento, se refiere a cualquiera de lo siguiente: disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes isotonicos y retardantes de la absorcion, con la condicién de que sean compatibles con la
administracion farmacéutica. El uso de transportadores y excipientes para las sustancias farmacéuticamente activas
es bien conocido por los expertos en la materia. Ademas, las composiciones pueden comprender ademas otros
compuestos activos que proporcionan funciones terapéuticas suplementarias, adicionales, o potenciadas.

La expresion "composicion farmacéutica" como se usa en el presente documento se refiere a una composicién que
comprende al menos un compuesto como se divulga en el presente documento formulado junto con uno o mas
transportadores farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos contemplados en el presente documento pueden administrarse a un mamifero, tal como un ser
humano, pero pueden también administrarse a otros mamiferos tales como un animal, por ejemplo, animales
domésticos, animales de granja y animales de laboratorio, en necesidad de tratamiento veterinario. EI mamifero
tratado en los métodos contemplados en el presente documento es, de forma adecuada un mamifero con cancer.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad del
compuesto en cuestion que estimulara la respuesta biolégica o médica deseada en un tejido, sistema o animal (por
ejemplo, mamifero o ser humano). Los compuestos contemplados en el presente documento se administran al
"sujeto”, "individuo" o "paciente", (que puede ser un mamifero como se ha descrito anteriormente), en cantidades
terapéuticamente eficaces para tratar una enfermedad o trastorno. Como alternativa, una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto es la cantidad requerida para conseguir un efecto terapéutico y/o profilactico deseado.

La expresion "sal o sales farmacéuticamente aceptables" como se usa en esta memoria descriptiva se refiere a las
sales de grupos acidos o basicos que pueden estar presentes en los compuestos utilizados en las composiciones.
Los compuestos basicos que se contemplan en el presente documento son capaces de formar una plétora de sales
con diversos acidos inorganicos y organicos. Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables de dichos
compuestos basicos son aquellas que forman sales de adicién de acido no téxicas, es decir, sales que contienen
aniones farmacoldgicamente aceptables, incluyendo, aunque no de forma limitativa, cualquiera de los siguientes:
cloruro, bromuro, yoduro, nitrato, sulfato, bisulfato, metanosulfonato, etanosulfonato, bencenosulfonato, p-
toluenosulfonato, fosfato, fosfato de acido, malato, oxalato, nicotinato, isonicotinato, acetato, lactato, salicilato,
citrato, tartrato, oleato, tanato, pantotenato, sacarato, formiato, benzoato, bitartrato, ascorbato, succinato, maleato,
gentisinato, fumarato, gluconato, glucaronato, glutamato, y pamoato (es decir, sales de 1,1’-metileno-bis-(2-hidroxi-3-
naftoato)).

Los compuestos acidos contemplados en el presente documento son capaces de formar una plétora de sales
farmacéuticamente aceptables con diversas sustancias basicas. Por ejemplo, las sales farmacéuticamente
aceptables pueden incluir sales de metales alcalinos o de metales alcalinotérreos y, particularmente, sales de calcio,
magnesio, sodio, litio, cinc, potasio y hierro. Los compuestos que comprenden un resto basico o acido pueden
formar también sales farmacéuticamente aceptables con aminoacidos. Los compuestos de la divulgacién pueden
contener grupos acidos y basicos; por ejemplo, un grupo amino y un grupo de acido carboxilico. En ese caso, €l
compuesto puede existir como una sal de adicién de acido, un ion hibrido, o una sal basica.

El término "estereoisémeros”, cuando se usa en el presente documento, consiste en todos los enantiGmeros o
diasteredmeros. Estos compuestos pueden designarse por los simbolos "(+)", "(-)", "R" o "S", dependiendo de la
configuracion de los sustituyentes alrededor del atomo de carbono estereogénico en cuestion. La persona
normalmente experta en la materia reconocera que una estructura puede denotar implicitamente un centro quiral.

Los compuestos divulgados en el presente documento pueden existir en formas solvatadas asi como en formas no
solvatadas, por ejemplo, como hidratos o con otros disolventes farmacéuticamente aceptables tales como etanol, y
similares. Los compuestos divulgados en el presente documento abarcan las formas solvatadas y no solvatadas. El
compuesto de la invenciéon puede ser amorfo. El compuesto de la invencion puede existir como un Unico polimorfo o
como una mezcla de polimorfos. En algunas realizaciones, el compuesto de la invencion esta en forma cristalina.

La divulgacion abarca también los compuestos marcados isotopicamente de la divulgacion, en el que dichos
compuestos marcados isotdpicamente son idénticos a los compuestos de la invenciéon excepto que uno o mas atomo
estan sustituidos por una variante isotopica. Los is6topos que se pueden incorporar en los compuestos de la
invencion incluyen is6topos de hidrogeno, carbono, nitrégeno, oxigeno, fésforo, azufre, flior y cloro, tales como 2H,
3H, 3C, '“C, N, "0, 70, 3'P, 32P, 353, 18F y 36C|, respectivamente. Por ejemplo, un compuesto de la divulgacion
puede tener uno o mas atomos de hidrégeno sustituidos con deuterio.

El término "profarmaco”, como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos que se transforman in vivo
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para dar como resultado un compuesto divulgado o una sal, hidrato o solvato farmacéuticamente aceptable del
compuesto. El profarmaco puede transformarse in vivo mediante varios mecanismos, por ejemplo, mediante la
accion de las enzimas esterasa, amidasa o fosfatasa, o mediante metabolismo oxidativo y o reductivo. Dicha
transformacion que libera el farmaco a partir del profarmaco podria producirse en diversas localizaciones, por
ejemplo, en la luz intestinal o tras el transito del intestino, sangre o higado. La transformacién puede ser también, o
de forma alternativa mediante, una hidrdlisis quimica o un ataque enzimatico. Los profarmacos son bien conocidos
por los expertos en la materia. Por ejemplo, si un compuesto de la divulgacion o una sal, hidrato o solvato
farmacéuticamente aceptable del compuesto contiene un grupo de acido carboxilico, un profarmaco puede
comprender un éster formado por la sustitucién del atomo de hidrégeno del grupo acido con un grupo tal como
alquilo (C4-Cs), alcanoiloximetilo (C2-C+2), 1-(alcanoiloxi)etilo que tiene de 4 a 9 atomos de carbono, 1-metil-1-
(alcanoiloxi)-etilo que tiene de 5 a 10 atomos de carbono, alcoxicarboniloximetilo que tiene de 3 a 6 atomos de
carbono, 1-(alcoxicarboniloxi) etilo que tiene de 4 a 7 atomos de carbono, 1-metil-1-(alcoxicarboniloxi)etilo que tiene
de 5 a 8 atomos de carbono, N-(alcoxicarbonil)aminometilo que tiene de 3 a 9 atomos de carbono, 1-(N-
(alcoxicarbonilo)amino)etilo que tiene de 4 a 10 atomos de carbono, 3-ftalidilo, 4-crotonolactonilo, gamma-
butirolacton-4-ilo, di- N,N-alquilamino (C+-2)alquilo (C2.3) (tal como B-dimetilaminoetilo), carbamoil-alquilo (C1.2), N,N-
dialquilcarbamoilo (C1.2)-alquilo (C1-2)y piperidino-, pirrolidino- o morfolinoalquilo (Cz-3).

De forma similar, si un compuesto divulgado en el presente documento contiene un grupo funcional alcohol, un
profarmaco puede formarse mediante la sustitucion del atomo de hidrégeno del grupo alcohol con un grupo tal como
alcanoiloximetilo (C1.), 1-(alcanoiloxi(C1.¢))etilo, 1-metil-1-(alcanoiloxi (C+s))etilo, alcoxi (Ci.s)carboniloximetilo, N-
alcoxi (C1-6)carbonilaminometilo, succinoilo, alcanoilo (C1.s), a-aminoalcanoilo (C1.4), arilacilo y a-aminoacilo, o a-
aminoacil-a-aminoacilo, donde cada grupo a-aminoacilo se selecciona independientemente entre los L-aminoacidos
que se producen naturalmente, -P(O)(OH),, -P(O)(O alquilo(C1.))2 0 glicosilo (el radical resultante procedente de la
eliminacion de un grupo hidroxilo de la forma hemiacetal de un carbohidrato).

Si un compuesto divulgado en el presente documento incorpora un grupo funcional amina, se puede formar un
profarmaco, por ejemplo, mediante la creacion de una amida o un carbamato, un derivado de N-aciloxialquilo, un
derivado de (oxodioxolenil)metilo, una base de N-Mannich, imina o enamina.

INHIBIDORES DE MIF

Estudios de acoplamiento

Para identificar inhibidores potenciales de MIF, se llevd a cabo un cribado informatico de una biblioteca virtual de
compuestos, en el que los compuestos se acoplaron al sitio activo de la tautomerasa de MIF.

La estructura cristalina de MIF cristalizado simultaneamente con el sustrato p-hidroxifenilpiruvato (HPP) se descargo
del Banco de datos de proteinas (PDB codigo 1CA7). La proteina se prepard usando el protocolo automatico de
preparacion de proteinas con el programa informatico Molecular Operating Environment (MOE) (Chemical
Computing Group).

Debido a su velocidad y precision, se selecciond el programa de acoplamiento Fast Rigid Exhaustive Docking
(FRED) para llevar a cabo una campafia de cribado virtual. FRED (OpenEye Scientific Software) es un programa de
acoplamiento de proteina-ligando, que tiene una biblioteca/base de datos de multiconférmeros y un archivo receptor
como moléculas de entrada y salidas de la base de datos de entrada con mas probabilidad de unirse al receptor.

Chemgauss es una funcion de puntuacion desarrollada por OpenEye, que utiliza funciones gausianas para describir
la féormula y la quimica de las moléculas. La estrategia de acoplamiento FRED es puntuar exhaustivamente todas las
posibles posiciones de cada ligando en el sitio activo. La busqueda exhaustiva se basa en rotaciones y traslaciones
rigidas de cada conférmero. Esta novedosa estrategia evita completamente los problemas de muestreo asociados
con los métodos estocasticos usados por muchos otros programas de acoplamiento.

A fin de validar el modelo de los inventores, se evalué la capacidad de FRED para reproducir la conformacion
bioactiva de numerosos ligandos. 50, 100 y 500 conférmeros del ligando HPP asi como el inhibidor ISO-1 de MIF
prototipico se generaron usando OMEGA (OpenEye) y se acoplaron en el sitio MIF activo. Una evaluacion de las
diversas funciones de puntuacion proporcionadas por FRED mostré que la funcién de puntuacion Chemgauss3 fue
de forma consistente la mas precisa y clasifico la conformacion bioactiva fuera del conjunto de datos de
conformacion clasificados. Por lo tanto, Chemgauss3 se convirtio en la funciéon de puntuacion preferida a lo largo del
resto de la campafia de cribado virtual.

A continuacion se llevé a cabo una validacion adicional del modelo usando un pajar virtual seguido por el analisis de
una curva caracteristica de funcionamiento del receptor (curva ROC). Un conjunto de datos consistente es 40
inhibidores de MIF activos conocidos descargados de BindingDB (www.BindingBD.org) se combinaron con un
conjunto que contenia 960 'presuntos' compuestos inactivos obtenidos de la base de datos Maybridge hit finder. Se
generaron 50, 100 y 500 conférmeros de este conjunto de datos utilizando OMEGA para observar si el nimero de
conférmeros tenia un efecto sobre la tasa de enriquecimiento.

A continuacion se acopl6 el pajar virtual utilizando la funciéon de puntuacion Chemgauss3 de FRED. A continuacion
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se generaron las curvas caracteristicas de funcionamiento del receptor (ROC) para establecer la capacidad del
modelo de distinguir entre los compuestos activos y los compuestos inactivos o sefiuelos. En este caso, la ABC (el
area bajo la curva) era de 0,87 (el valor maximo es de 1,0, por tanto 0,87 se considera una curva ROC muy buena
sugiriendo que el modelo tiene una precisién capaz de distinguir entre compuestos activos e inactivos) para el
conjunto de datos de 50 conformeros (no se observaron diferencias en este nuimero para los 100 y 500
conférmeros).

Se descargdé un conjunto de datos de un proveedor consistente de aproximadamente 205000 moléculas de
www.SPECS.net. El conjunto se limpidé y prepard utilizando el protocolo de preparar ligandos en Pipeline Pilot. El
conjunto de datos se racionalizé adicionalmente mediante un protocolo de filtracion, que filtré los compuestos por
sus propiedades ‘fisicoquimicas analogas a un inhibidor de MIF conocido’. A continuacion se generaron 50
conférmeros de este conjunto de datos usando OMEGA y se acoplaron en el sitio activo de MIF con FRED. A
continuaciéon se agruparon los resultados en 25 agrupaciones, A continuaciéon se inspeccionaron los compuestos
manualmente y se seleccioné un subconjunto para el ensayo. Se seleccionaron 25 potenciales inhibidores de MIF
para la evaluacion biolégica.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular
RAW 264.7

Se obtuvo la linea de células RAW 264.7 obtenida a partir de la ECACC, numero de catalogo 85062803. Se
mantuvieron las células RAW en medio DMEM (Gibco- n.° de cat. 41965-039) suplementado con FCS al 10 %
(Gibco- n.° de cat. 10270-106), 100 U/ml de penicilina y estreptomicina (Gibco- n.° de cat. 15070-063) y 2 mM de L-
Glutamina (Gibco - n.° de cat. 25030-081). Se mantuvieron las células en una atmdsfera humidificada que contenia
CO;, al 5% a 37 °C. Las células se pasaron cada 2-3 dias cuando alcanzaron una confluencia del 80-90 %. Se
retiraron las células de la parte inferior de los matraces utilizando raspadores celulares y se centrifugaron durante 5
minutos a temperatura ambiente a 400 g en una centrifuga de sobremesa. Se descarté el medio y las células se
volvieron a suspender en medio DMEM reciente.

Carcinoma de Lewis de pulmén (LLC1)

Se obtuvo la linea de células LLC1 del Prof. Tariq Sethi (Kings College London). LLC1 son una linea de células
Lewis de carcinoma de pulmén que expresa la luciferasa de Gaussia transformada de manera estable. Se
mantuvieron las células LLC1 en DMEM suplementado con FCS al 10 %, 2 mM de L-glutamina y 100 U/ml de
penicilina/estreptomicina. Se subcultivaron las células retirando el medio y afiadiendo 5 ml de Tripsina-EDTA al
0,05 % (Gibco- n.° de cat. 25200-056) durante 1 minuto a 37 °C. Se neutralizd la tripsina afiadiendo medio. Se
recogieron las células y se centrifugaron durante 5 minutos en una centrifuga de sobremesa y se volvieron a
suspender en medio nuevo. Se pasaron las células cada 2-3 dias.

Condiciones celulares

Todas las células se mantuvieron en un entorno estérii a 37 °C en una atmdsfera humidificada y con una
concentracion de CO; (5 %). Se subcultivaron todas las células cuando alcanzaron un 80-90 % de confluencia.

Generacion de MIF recombinante

Se purific6 MIF recombinante humano segun Bernhagen et al. (Biochemistry, 1994. 33(47): pag. 14144-55). En
resumen, células BL21 de E. coli que expresaban la construccion pET11b-MIF se hicieron crecer con una
absorbancia a 600 nm (DO) de 0,6-0,08. Isopropil 1-tio-P-D-galactopirandésido (IPTG) (Sigma - n.° de cat. 16758) se
afadié a una concentracion final de 1 mM para inducir la expresion del gen de MIF y se incubé durante 3 horas mas.
A continuacion se recogieron las bacterias mediante centrifugacion y después se congelaron los aglomerados
celulares. La purificacion de la proteina posteriormente se subcontratd a Scottish Biomedical, donde los aglomerados
bacterianos se descongelaron y se volvieron a suspender en 3 ml de solucion salina tamponada con Tris. A
continuacion se lisaron las bacterias afiadiendo un nimero equivalente de perlas de vidrio y sometiéndolas a una
vortizacion fuerte durante 10 minutos. Se retiraron las perlas de vidrio mediante centrifugacion a 1000 g durante 10
minutos y se centrifugd el extracto bacteriano a 1000 g durante 30 minutos mas. A continuacion, el sobrenadante se
esterilizo por filtraciéon con un filtro de membrana de 45 ppm y a continuacién con un filtro de membrana de 22 ppm y
pasaron por una columna de cromatografia de intercambio aniénico MONO Q. MIF se eluyé usando solucion salina
tamponada con Tris en las primeras fracciones de flujo pistén y se combind y se colocé en hielo. Estas fracciones
combinadas se aplicaron a continuacion a una columna de fase inversa C8-SepPak. El material no unido se eluyd
lavando con agua y acetonitrilo/agua al 20 %. A continuacién se eluyd MIF usando 6 volimenes de columna de
acetonitrilo/agua al 60 %. A continuacion esta muestra se renaturalizé disolviendo MIF a una concentracion de 200-
400pg/ml en tampdn fosfato de sodio 20 mM que contenia urea 8 My DTT 5 mM y se dializé frente a un tampon de
fosfato de sodio 20 mM.

Regulacion MIF de TNF-a
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Se sembraron en placas las células RAW 264.7 macréfagas a 1 x 105ml en 450 yl de medio en una placa de 48
pocillos. 16 horas después, las células se trataron con ISO-1 o inhibidores de la tautomerasa a una concentracién
final de 10, 50 o 100 uM durante 30 minutos antes de la estimulacion con 100 ng/ml de LPS. Se recogieron los
sobrenadantes tras 20 horas para la determinaciéon de los niveles de TNF-a. Se determinaron los niveles de TNF-a
usando un ELISA especifico de TNF- a (n.° de CAT DY410 R&D Syst).

ELISA de TNF-a

Se revistieron placas de 96 pocillos con 50 pl de anticuerpo de captura (0,8 ug/ml) en PBS y se precintaron y se
incubaron durante la noche a 4 °C. A continuacion se lavaron las placas tres veces en PBS Tween al 0,05 % y se
secaron las placas. Se bloquearon las placas afiadiendo 150 ml de BSA al 1 % en PBS (Gibco - n.° de cat. 14190-
094) a cada pocillo y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. Se lavaron las placas de nuevo como se
ha descrito anteriormente. 50 pl de muestra o patrén se afiadieron a cada pocillo y se incubaron durante la noche a
4 °C. A continuacién se lavaron las placas de nuevo como se ha descrito. Se afiadieron 50 ul de anticuerpo de
deteccién (200ng/ml) en BSA al 1 % en PBS a cada pocillo y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente.
A continuacion se lavaron las placas de nuevo como se ha descrito. Se afiadieron 50 ul de concentracion de trabajo
de Estreptavidina - HRP a cada pocillo y se cubrieron las placas y se incubaron durante 20 minutos a temperatura
ambiente. 50 pl de solucion sustrato (un comprimido de OPD y un comprimido de tampdn/perdxido de hidrégeno
urea se disolvieron en 20 ml de agua para dar como resultado una solucién tamponada lista para el uso, Sigma - n.°
de cat. 9187-50) se afiadié a cada pocillo y se incubdé durante 20 minutos a temperatura ambiente. 25 pl de 2N
H,SO,4 se afnadieron a cada pocillo para detener la reaccién. A continuacién se midio la densidad 6ptica de cada
pocillo con un espectrofotdmetro a 450 nm.

ELISA DE PEG-2

Las células Raw macrofagas de murino se sembraron en placas a una densidad celular de 1 x 10° y se pretrataron
con 100 uM de cada uno de los inhibidores a una concentracion de 100, 50 o 10 uM durante 30 minutos a 37 °C en
una estufa incubadora humidificada con CO; al 5 %. Las células Raw macrofagas se trataron a continuacion con 100
ng/ml de LPS y se recogieron los sobrenadantes tras 16 horas a 37 °C en una estufa incubadora humidificada con
COz al 5 % y se analizaron para la produccion de PGE-2. Se midieron los niveles de PGE-2 mediante ELISA. (n.° de
CAT KGE004 R&D Syst).

Ensayos de proliferacion de LLC-GLuc con rMIF

Se sembraron en placas células LLC-Gluc en una placa de 6 pocillos a una densidad de 5 X 10* células/ml en
DMEM suplementado con P/S, FCS al 10 % y L-Glu. Tras la adherencia durante la noche, se afiadieron 100 ng/ml
de MIF junto con los inhibidores o DMSO a un total de 1 ml de medio exento de suero. Se recogieron las células
después de 48 horas mediante tripsinizacion y se contaron en un hemocitémetro.

Modelo de LLC1 subcutaneo

Se recogieron los cultivos en fase log de células LLC-1 mediante tripsinizacion y se lavaron tres veces con solucion
salina tamponada estéril (PBS) y se volvieron a suspender a una densidad celular de 5 x 10%/ml en PBS. Los
animales se afeitaron con una afeitadora eléctrica 24 horas antes de la inyeccion subcutanea. Se inyectaron 5x10°
células Lewis de pulmon en el flanco izquierdo de ratones C57BL/6 de 6-8 semanas. Los animales se controlaron
durante la duracion del experimento y se registraron las mediciones del tumor dos veces a la semana con calibres
digitales. Se calcul6 el volumen tumoral (mm?3) como 0,5 x L x W2, donde la longitud es representativa del diametro
mas grande del tumor y la anchura representa el diametro mas pequefio del tumor. Se sacrificaron los animales
cuando los tumores alcanzaron un diametro de 15 mm o si los tumores se ulceraron. A continuacion se extrajeron los
tumores junto con los pulmones, el bazo y el higado.

Se inyectaron células de carcinoma de pulmon (5x10°%) por via subcutanea en el flanco izquierdo de ratones C57BL/6
WT, ratones C57BL/6 MIF KO o ratones C57BL/6 P1G. Se tomaron mediciones con el calibre dos veces a la semana
y se calcul6 el volumen tumoral (mm?3) como 0,5 X L X W2

Tratamiento con el inhibidor de la tautomerasa In vivo

30 minutos antes de la inoculaciéon de LLC-1, se administraron los inhibidores (Tl 19/ ISO-1) a una concentracion de
35 mg/kg en un volumen de 100 pl de DMSO al 5 % en PBS estéril. Se proporcionaron inyecciones a los grupos de
control de vehiculo DMSO al 5 % en PBS estéril o PBS estéril solo. Los animales se trataron dos veces a la semana
durante cuatro semanas.

ENSAYOS BIOLOGICOS
Ensayos para la evaluacion de inhibidores de molécula pequeiia de MIF
Ensayo de inhibicion de la tautomerasa

MIF ha mostrado poseer una actividad enzimatica Unica, cataliza la conversiéon de L-dopacromo en su derivado de
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indol, acido dihidroxiindol carboxilico. La capacidad de los compuestos candidatos para inhibir la actividad
tautomerasa de MIF se cuantificé utilizando acido hidroxifenil piravico (HPP) como sustrato.

Se preparé el metil éster de L-dopacromo a 2,4 mM mediante la oxidacion del éster metilico de L-3,4-
dihidroxifenilalanina con peryodato de sodio. La solucién se mezclé bien y se puso a temperatura ambiente durante 5
minutos antes de ponerse sobre hielo en la oscuridad. Se afiadieron 100 ng de rMIF a cada uno de los inhibidores de
la tautomerasa o ISO-1 a varias concentraciones (1, 50 y 100 pM) con sustrato. Se midié la disminucién en la
absorbancia con un espectrofotometro a 475 nm cada 10 segundos durante 10 minutos.

Se midi6 la velocidad de reaccion de rMIF y el sustrato solo con el tiempo a 475 nm. Esta se compar6 con la
velocidad de esta reaccion con la adiciéon de 100 uM de cada uno de los inhibidores. Se calculé la inhibicién como
porcentaje en la reduccion de la tasa de cambio con la adicion del inhibidor promediado durante cinco minutos.

Cada uno de los 25 inhibidores de la tautomerasa potenciales se analizaron en este ensayo de la tautomerasa. Esto
permitié a los inventores determinar lo eficaz que era cada uno de los inhibidores para reducir especificamente la
actividad enzimatica de MIF. La Figura 1 muestra cada uno de los compuestos en este ensayo de la tautomerasa.

De los compuestos ensayados Tl 1, 2, 4, 7, 8, 11, 14, 19, 20, 21 y 23 redujeron la actividad de la tautomerasa en
aproximadamente un 70 %. Como se puede observar en la Figura 1, 18 inhibidores potenciales de MIF del panel
fueron mas eficaces que el inhibidor de la tautomerasa ISO-1 comercialmente disponible. Se observé que Tl 19, uno
de los compuestos mas pequefios del panel, tenia una de las mejores reducciones de la actividad enzimatica de
MIF, con una reduccion del 74 % en el cambio de color observado.

La Figura 3 muestra la inhibicion de la actividad enzimatica de la tautomerasa de MIF para 5 compuestos
ilustrativos. Tl 19 demostré el mayor porcentaje de inhibicion de la actividad enzimatica de MIF.

Efecto de los compuestos sobre la producciéon de TNF-a

Se pensaba originalmente que el factor inhibidor de la migracion de macréfagos dirigia la migracion de los
macrofagos, dandole por tanto su nombre; sin embargo, se ha descubierto frecuentemente que los macréfagos son
una de las principales fuentes de MIF liberado tras el choque téxico. Se ha notificado que MIF es un importante
regulador de las respuestas a las bacterias Gram-negativas in-vitro e in vivo.

Ademas, se sabe que monocitos/macroéfagos y linfocitos T activados que tienen un papel clave en la respuesta
inflamatoria en la patogénesis de varias patologias incluyendo enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias
secretan MIF. Ademas, la produccion de mediadores proinflamatorios tales como el factor-a de necrosis tumoral
(TNF-a), interleuquina (IL)- 1B, IL-6 e IL-8, cada una las cuales actda en la induccion de la respuesta proinflamatoria,
ha demostrado estimularse mediante MIF.

Los macrofagos son una fuente esencial de MIF. RAW 264.7 es una linea de células macréfaga de monocitos
leucémicos. La proteina MIF preformada, asi como el ARNm de MIF, se encuentran en células RAW 264.7 no
estimuladas. MIF se secreta tras la estimulacion de estas células con concentraciones muy bajas de LPS.

El inhibidor de MIF ISO-1 tiene la capacidad de reducir los niveles en circulacion de TNF-a en un modelo inducido
por LPS de septicemia de murino. El papel de MIF en esta respuesta celular puede aprovecharse para cribar
inhibidores de la actividad enzimatica de MIF. Usando la linea de células RAW 264.7, ISO-1 ha mostrado inhibir la
produccién de TNF-a inducida por la adicién de LPS.

Inicialmente, el panel de 25 novedosos inhibidores potenciales de la tautomerasa se cribé en un sistema in-vitro.
Para hacer esto, los inventores aprovecharon el hecho de que MIF era necesario para un produccién 6ptima de TNF-
a inducida por LPS. Los inventores razonaron por tanto que sus potenciales Tl deberian poder inhibir TNF-a inducida
por LPS en células RAW macréfagas de murino. Las células RAW macrofagas de murino se sembraron en placas a
37 °C en una estufa incubadora humidificada con CO; al 5 %. 16 horas después, las células se pretrataron con cada
uno de los inhibidores a una concentracién de 100, 50 o 10 yuM durante 30 minutos, a continuacién se afadieron 100
ng/ml de LPS a las células y se recogieron los sobrenadantes tras 16 horas y se analizaron para la produccion de
TNF- a mediante ELISA.

Como se puede observar en la Figura 2A, 21 de los 25 inhibidores del panel pudieron reducir la producciéon de TNF-
a. A 100 uM, 18 de estos inhibidores fueron mas eficaces que el inhibidor de la tautomerasa de MIF comercialmente
disponible, ISO-1. Tl 17 fue mas eficaz a 100 pM, reduciendo la producciéon de TNF-a en aproximadamente un 70 %.
Se descubrié que el inhibidor de MIF comercialmente disponible, ISO-1, reducia TNF-a en un promedio del 20 %.

Los inventores repitieron también este ensayo utilizando 50 uM y 10 uM de cada uno del panel de los inventores de
novedosos inhibidores y también ISO-1. La Figura 2B muestra que a 50 uM, aproximadamente 13 compuestos
fueron mas eficaces que el patrén comercial ISO-1 (Tl 17, 18, 13, 23, 12, 21, 22, 19, 8, 11, 16, 2, 7). De nuevo Tl 17
es el mas eficaz a 50 uM y TI 18 fue muy eficaz sin reducir totalmente TNF-a por completo. Con el pretratamiento del
panel de inhibidores e ISO-1 a 10 uM, como se puede observar en la Figura 2C, la reduccion en TNF-a disminuyo,
sin embargo, habia 13 compuestos (Tl - 18, 23, 22, 21, 13, 12, 17, 11, 1, 20, 19, 25, 2) que seguian siendo mas
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eficaces que ISO-1.

Como se ha indicado anteriormente, de los 5 compuestos ilustrativos que se muestran en la Figura 3, Tl 19
demostré el mayor porcentaje de inhibicion de la actividad enzimatica de MIF. Los resultados del ensayo de TNF-a
muestran también que Tl 19 es mas eficaz en la reduccion de TNF-a que el ISO-1 comercialmente disponible. Tl 19
es uno de los 25 compuestos mas pequefios, lo que le proporciona una mayor posibilidad de poder introducirse en la
célula. Su estructura tiene numerosas conformaciones diferentes que puede adoptar para encajar correctamente
dentro del sitio activo.

Efectos de los compuestos sobre la producciéon de PGE-2 en células tratadas con LPS

Se ha mostrado que MIF regula en exceso COX-2 y a la vez la produccién de PGE,. Un estudio sobre la artritis
reumatoide mostré que el tratamiento de sinoviocitos analogos a fibroblastos (FLS) con MIF recombinante aumento
significativamente la cantidad de actividad de COX-2 y, a su vez, la cantidad de produccién de PGE: en las células.
Otro estudio prestd atencion a la expresion de COX-2 inducida por LPS y también a la liberacion de PGE; en
macrofagos deficientes en MIF; en este sentido, se notificd una reduccion significativa en la liberacion de PGE; en
macrofagos deficientes en MIF en comparacion con la produccion de PGE; procedente de los macrofagos naturales.

Se ha mostrado también que MIF tiene un papel en la regulacion de los glucocorticoides en los monocitos activados.
Se muestra que los macréfagos que se trataron con LPS tienen un aumento en la expresion de COX-2 y la
produccion de PGE:. Esto puede sustituirse con la adicién de la dexametasona antiinflamatoria. Esto se contrarresté
por la adicion de MIF recombinante a este ensayo que se observd que restauraba la produccion de PGE:; al nivel
observado por el tratamiento de LPS solo. Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que inhibir MIF disminuira sus
efectos antiinflamatorios y también sus efectos antitumorales. Se habia mostrado anteriormente que los inhibidores
especificos de MIF inhibian la produccion de COX-2 inducida vy la liberacién de PGE;. Lubetsky et al (J Biol Chem,
2002. 277(28): pag. 24976-82) mostraron que concentraciones crecientes de ISO-1 tenian la capacidad de reducir la
producciéon de PGE-2 de una manera dependiente de la dosis.

Se ha mostrado anteriormente que el nivel de liberacién de PGE-2 mediada por LPS es 10 veces menor en
macrofagos deficientes en MIF en comparacion con el de los macréfagos naturales, y que la adicion de MIF
recombinante a estos macrofagos deficientes en MIF puede ayudar a restaurar la liberacion de PGE-2 mediada por
LPS. Inhibir por tanto la actividad enzimatica de MIF con los posibles inhibidores de los inventores deberia disminuir
el nivel de PGE-2 liberado de las células tratadas con LPS.

La adicion de LPS aplicado exégenamente aumenta significativamente la produccién de PGE-2 en comparacion con
las células sin tratar como puede observarse a partir de la Figura 4.

La capacidad de Tl 19 de disminuir el nivel de PGE-2 liberado de las células tratadas con LPS se analizé mediante
ELISA. El pretratamiento con Tl 19 e ISO-1 reduce significativamente este aumento en la produccion de PGE-2
mediada por LPS. El tratamiento con T1 19 produjo una mayor reduccion en PGE-2 que ISO-1 a esta concentracion.
A una concentraciéon de 100 uM, Tl 19 redujo los niveles de PGE-2 a niveles comparables en células sin tratar.

MIF Y CANCER DE PULMON

Efecto de la actividad de la tautomerasa de MIF sobre la proliferacion en células tumorales de Lewis en
cancer de pulmén

Se sabe también que MIF tiene un papel en la proliferacién celular. Los estudios han mostrado que MIF tiene un
papel en la diferenciacion celular en el desarrollo de la lente ocular de los pollos. Otros estudios encontraron que MIF
se encuentra en las células basales de la epidermis humana, que son muy proliferativas.

Se ha investigado también el papel de MIF en la proliferacion de linfocitos T. Tras la activacion, los linfocitos T que
producen MIF y neutralizan MIF con anticuerpos especificos de MIF pueden inhibir la proliferacion de linfocitos T.
Este estudio también descubrié que MIF se liberaba en respuesta a la estimulacidon con glucocorticoides donde se
descubrié que anulaba la inhibiciéon por los glucocorticoides de la proliferacion de linfocitos T que indican el papel
antagonista de MIF y de los glucocorticoides en la proliferacion (Bacher et al. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 1996. 93:
pags. 7849-7854).

Meyer-Siegler et al descubrieron una expresion potenciada de MIF en células de cancer de prostata primarias y
metastasicas (Urology, 1996. 48(3): pags. 448-52). Tras este hallazgo, Takahashi et al continuaron observando la
implicacion de MIF en el mecanismo del crecimiento tumoral. Descubrieron que MIF se localizaba principalmente en
el citoplasma de las células tumorales y que transfectando las células con un plasmido de MIF de sentido contrario,
pudieron inhibir significativamente la proliferacion celular (Mol. Med., 1998. 4(11): pags. 707-14).

rMIF afadido a los fibroblastos induce una proliferacion significativa mientras que la adicion de un anticuerpo
monoclonal dirigido contra MIF reduce esta proliferacion (J Biol Chem, 1999. 274(25):. pags. 18100-6). A
continuacion se llevaron a cabo investigaciones para determinar si la actividad enzimatica de MIF estaba implicada
en este proceso. Meyer- Siegler et al utilizaron el inhibidor de MIF, ISO-1 para mostrar que la inhibicién de la
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actividad enzimatica de MIF daba como resultado una disminucion en la proliferacion celular en células de cancer de
prostata (J Immunol, 2006. 177(12): pags. 8730-9).

Los inventores deseaban investigar el papel de la actividad enzimatica de MIF en la proliferacion de una linea de
células tumorales. Los inventores observaron células de Lewis de carcinoma de pulmoén (LLC) que se utilizaran en
su estudio del modelo tumoral. Se ha mostrado en numerosos estudios que MIF tiene la capacidad de inhibir la
apoptosis. Se ha mostrado también que los anticuerpos dirigidos contra MIF tienen la capacidad de inhibir la
proliferacién de células tumorales. Los inventores teorizaron que la inhibiciéon de la actividad enzimatica de MIF
reduciria significativamente la proliferacion de estas células tumorales LLC-1.

MIF-KO y MIF-P1G muestran un tamaio reducido del tumor en comparacion con ratones WT

A fin de establecer si la actividad enzimatica de MIF tuvo un papel en este modelo de cancer de pulmén concreto, los
inventores observaron la comparacion del crecimiento tumoral en ratones que expresan niveles normales de MIF
(WT) con los que expresan una actividad enzimatica que carece de MIF mutante (P1G) y ratones MIF inactivados
genéticamente que carecen completamente de MIF (MIF KO). Esto permitié una comparacion directa del crecimiento
tumoral en un entorno que tiene actividad enzimatica de MIF y un entorno sin actividad enzimatica de MIF.

La Figura 7 muestra que se descubrié que el grupo MIF WT tenia un marcado aumento en el tamafio del tumor
desde el dia 16 al 24 como se esperaba. El tamafio promedio del tumor del grupo MIF KO fue un 60 % menor en el
dia 24 en comparacion con el grupo MIF WT. El grupo MIF P1G con la tautomerasa nula tuvo un tamafo tumoral
promedio el dia 24 que era un 45 % menor que el del grupo MIF WT. La presencia del MIF con la tautomerasa nula
en el modelo P1G muestra una marcada reduccién en el tamafio tumoral en comparacién con los animales MIF-WT.
Este resultado es similar a la reduccion observada en ratones MIF-KO completos, lo que sugiere que la actividad
enzimatica tiene un papel sustancial en el crecimiento del tumor en este modelo.

Efecto de los compuestos sobre la proliferacion celular

Se examind también la capacidad de los compuestos candidatos para reducir la proliferacion celular. Para este
ensayo, se sembraron en placas células LLC a una densidad celular de 5 x 10* células/ml. A continuacion se
pretrataron las células con Tl 19 o ISO-1 a una concentracion de 100 uM. A continuacién se trataron las células con
100 ng/ml de MIF recombinante. Se incubaron las células a 37 °C en una estufa incubadora con CO> al 5% vy
después de 48 horas, las células se recogieron y contaron. Con respecto a la Figura 5 puede observarse que MIF
promueve la proliferacion de células de Lewis de carcinoma de pulmon significativamente en relacion con las células
sin tratar. ISO-1 redujo la proliferacion inducida por MIF, pero Tl 19 redujo la proliferacion a niveles comparables con
las células sin tratar.

Efecto de los compuestos sobre el crecimiento de tumores subcutaneos en el modelo de cancer de pulmén

MIF se ha implicado en la patogénesis de muchos tipos de canceres y se sabe que se expresa en exceso en
tumores. Se ha sugerido que muchas funciones biolégicas Unicas de MIF contribuyen probablemente a un entorno in
vivo que favorece el crecimiento y la capacidad de invasion de los tumores. Kamimura et al observaron los modelos
de tincion de la proteina MIF en tejido normal de pulmén en comparacion con adenocarcinoma de pulmon. Mostraron
que hubo un aumento de la proteina MIF en el adenocarcinoma de pulmén en comparacion con el tejido pulmonar
normal (Cancer, 2000. 89(2): pags. 334-41). Ademas, niveles crecientes de MIF en pacientes con cancer de pulmoén
se asocian con un prondéstico peor en pacientes con cancer de pulmén.

A fin de evaluar la eficacia de los inhibidores de MIF en el cancer de pulmén, los inventores seleccionaron la linea de
células de Lewis de carcinoma de pulmédn (LLC) en el modelo in vivo. Estas células se establecieron procedentes del
pulmén de un ratén C57BL que tenia un tumor a partir del implante de un carcinoma primario de Lewis de pulmén.
Esta linea de células se utiliza habitualmente en el estudio de la metastasis y para estudiar potenciales compuestos
terapéuticos contra el cancer. Numerosos estudios han utilizado células LLC a fin de caracterizar el comportamiento
del cancer de pulmoén in vivo.

A fin de evaluar la actividad antitumoral de los novedosos inhibidores de la tautomerasa in vivo, se configuré un
modelo de células LLC-1 subcutaneo. El modelo subcutaneo se configuré para que los tumores pudieran
visualizarse y medirse faciimente durante el experimento y para permitir la evaluacion del crecimiento del tumor en
tiempo real. Se inyectaron células de Lewis de carcinoma de pulmén (5x10°%) por via subcutanea en el flanco
izquierdo de ratones C57BL/6. Se tomaron mediciones con el calibre dos veces a la semana y se calcul6 el volumen
tumoral (mm?®) como 0,5 X L X W2. Se descubrié que el volumen del tumor aumentaba con el tiempo, con un
crecimiento exponencial después del dia 22. El punto de corte de este modelo fue cuando el tumor media 15 mm de
diametro. Este modelo proporcioné a los inventores una indicacién del crecimiento normal del tumor en este modelo
subcutaneo. Se puede observar a partir de este modelo que desde el dia 22 al dia 28 el tamafio del tumor crece
considerablemente.

Efecto de los compuestos candidatos sobre el tamaino del tumor en el modelo LLC-1

Una vez que se determino que la actividad enzimatica jugaba un papel en el crecimiento de los tumores, el modelo
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LLC subcutaneo se usé a continuacion para evaluar la eficacia de los inhibidores de peso molecular pequefio.
Ratones C57/B16 recibieron por via intraperitoneal 35 mg/kg de cada uno de los inhibidores 30 minutos antes de la
inoculacion subcutanea del tumor y de nuevo dos veces a la semana durante 4 semanas. Los animales se
controlaron diariamente y se tomaron mediciones del tumor hasta que el tumor midié 15 mm de diametro.

Como se puede observar en la Figura 8 se observo una reduccion significativa en el tamafio del tumor con el
novedoso inhibidor de la tautomerasa (Tl 19) en comparacién con el grupo sin tratar o el grupo tratado con vehiculo
(DMSO). Tl 19 redujo el crecimiento del tumor en casi el 90 % (116,1 + 30,41) en comparacién con los ratones
silvestres (1145 + 115,7). Estos novedosos hallazgos resaltan la importancia de la actividad de la tautomerasa en
este modelo.

De los dos compuestos ensayados, los inventores pueden observar que Tl 19 es mas eficaz, con aproximadamente
un 90 % de reduccién en el crecimiento del tumor en el dia 28, con ISO-1 (un inhibidor de MIF bien conocido) dando
como resultado una reducciéon aproximada del 50 % en el tamafio del tumor. El novedoso compuesto de los
inventores fue aproximadamente dos veces mas eficaz en la reducciéon del tamafio tumoral que 1ISO-1 en el modelo a
28 dias.

Se observé una tendencia similar en el modelo de tratamiento de 7 dias (Figura 9). En este modelo, se dejo
progresar el tumor hasta que llego a ser palpable sobre el flanco del raton antes de que se iniciara el tratamiento. De
nuevo, se muestra una reduccién significativa en el volumen del tumor después del dia 28 del estudio en
comparacion con ISO-1.

ESTUDIOS DE RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD Y LA ESTRUCTURA

Con un potente inhibidor de la tautomerasa de MIF en la mano, los inventores llevaron a cabo estudios de relacién
entre la actividad y la estructura a fin de discernir la actividad subyacente de esta clase de compuesto y para
investigar también si podrian sintetizarse compuestos con actividad potenciada.

A continuacion se muestra la estructura de Tl 19:

TI-19

Se representa a continuacion la numeracion del sistema del anillo:

TI-19 5

Basandose en los resultados de los estudios de modelizacion molecular llevados a cabo inicialmente, al inicio de los
estudios SAR de los inventores, el interés se puso en la sustitucion del anillo aromatico en la posiciéon 7 del anillo A.

Se sintetizaron los siguientes analogos de Tl 19
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SDG-25 SDG-39 SDe-41

Cuando se examind la eficacia de los compuestos anteriores en el ensayo de inhibicion de la tautomerasa, SDG-22
demostré que era un inhibidor muy eficaz de la tautomerasa de MIF.

SDG-22 difiere de Tl 19 en que tiene un grupo hidroxilo en la posicion 7. Sin embargo, la presencia de otros
sustituyentes en la posicion 7 demostré ser menos eficaz que el compuesto Tl 19 para inhibir la actividad de la
tautomerasa de MIF.

Se investigd la importancia del oxigeno en la posicion 2, sintetizando el analogo de amino de Tl 19, el compuesto
SDG-42.

0]

NH
T
SDG-42

La presencia del oxigeno demostro ser critica para la actividad de inhibicién de la tautomerasa ya que el compuesto
SDG-42 demostro ser ineficaz como inhibidor de la tautomerasa.

De forma similar, se investigd la importancia de la presencia del anillo C aromatico sintetizando SDG-40 a
continuacion

O
O
4
SDG-40
La eliminacién del anillo C aromatico dio como resultado una pérdida drastica de actividad inhibidora.

Demostrando el compuesto SDG-22 ser el inhibidor de la tautomerasa mas eficaz identificado hasta la fecha, se
sintetizaron algunos analogos de SDG-22.

Se sintetizaron los siguientes compuestos:

O O

HO HO
@ I
O T

SDG-47 SDG-54 SDG-53
(0] (0]
MeO HO
(0] (0]
“C “C
SDG-51 SDG-52

Mientras que SDG-52 presentaba alguna actividad inhibidora, SDG-47 y SDG-54 demostraron una inhibicion casi
completa de la actividad tautomerasa de MIF. Por el contrario, SDG-51, 53 y 23, que comprenden un grupo metoxi
en la posicién 7 no inhibieron significativamente la tautomerasa de MIF.
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SDG-50, un analogo de Tl 19 a continuacion demuestra el efecto de sustituir el grupo alquilo en la posiciéon 2' del
anillo C con un grupo hidroxilo. Se observo una pérdida drastica en la actividad de inhibicién de la tautomerasa.

SDG-50

Como es evidente en referencia a la actividad inhibidora de la tautomerasa de SDG-22 y SDG 47, la presencia de un
grupo alquilo tanto en la posicién 2' como en la posicién 3' del anillo C es importante para la actividad inhibidora de la
tautomerasa. La sustitucion del metilo en 2' con un grupo hidroxilo y la eliminacién del grupo 7-hidroxilo dio como
resultado una pérdida completa en la actividad inhibidora.

Como se puede observar con respecto a la inactividad de SDG-46, la eliminacion de un sustituyente alquilo de las
posiciones 2'y 3' del anillo C produce una clase de compuesto que no inhibe la actividad de la tautomerasa de MIF.

CONCLUSION

En el presente documento, los inventores divulgan una nueva clase de inhibidor de MIF. Tras una bateria de cribado
informatico y estudios de acoplamiento, y la evaluacion bioldgica de los compuestos principales en dichos estudios
de acoplamiento, el compuesto de isocumarina Tl 19 se identific6 como un potente inhibidor de la tautomerasa de
MIF que demostré ser significativamente mas potente que el inhibidor de molécula pequefia de MIF, I1ISO-1,
comercialmente disponible.

Se mostré que TI 19 inhibia la actividad tautomerasa de MIF en un 74 % y conducia a una reduccion en la
produccion de TNF-a en las células estimuladas por LPS. Tl 19 redujo la proliferacion celular en una linea de células
de cancer de pulmén y condujo a una significativa reduccion en el volumen tumoral cuando se evalué en un modelo
de murino para el cancer de pulmén. Estudios posteriores de relaciones de actividad de la estructura identificaron el
compuesto SDG-22, un compuesto significativamente mas potente que TI 19, que inhibidé la actividad de la
tautomerasa de MIF en >90 % y produjo una significativa reduccién en la produccion de TNF-a en células RAW
macrofagas de murino estimuladas con LPS. En un analisis comparativo SDG-22 redujo la produccion de TNF-a en
células RAW macréfagas de murino estimuladas con LPS en un 97 %, que demostré ser un 80 % mas eficaz que el
inhibidor de MIF ISO-1 conocido y un 10 % mas eficaz que Tl 19 en el mismo ensayo.

Los estudios de relacion entre actividad y estructura identificaron el grupo 7-hidroxilo de SDG-22 como esencial para
su actividad potenciada. La mera sustitucion de dicho grupo 7-hidroxilo con un grupo metoxi en la misma posicion
conduce a una pérdida casi completa en la actividad inhibidora de la tautomerasa.

La presencia de un grupo 6-hidroxilo demostré también ser tolerable y SDG-54 demostré inhibir la tautomerasa de
MIF en un 86 %.

La investigacion dada la importancia de la sustitucion alrededor del anillo C de la estructura de la isocumarina,
desvel6 la importancia de la presencia de un grupo alquilo en la posicion 2' o 3' ademas en el grupo hidroxilo en la
posiciéon 7. La sustitucién de dicho grupo alquilo en 2', con un grupo hidroxilo, en ausencia de un sustituyente 3/,
conduce a una pérdida casi completa en la actividad. Cuando el 2' y el 3' son hidrégeno, Se observd una pérdida
drastica en la actividad.

SINTESIS DE COMPUESTOS DE ISOCUMARINA REPRESENTATIVOS

Ruta del acido homoftalico:
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OH

o) C' o)
0 o CI oa \Ci; M AOH o\©i/LLOH

H2504 Reflulo |
Clg c cl

R (o}
0 @LCI
_— - OH —_— -
H,50, COOH 200°C

Ruta del acido o-halobenzoico:

O O
o)
OH
—_——
Rg Br

Cul
KaPO., DMF, 90-100°C

Se sintetizaron las isocumarinas ya sea mediante la ruta descrita por Cai et al. (JOC, 2012,77, 2331-2336) o bien a
través de la reaccion directa de los acidos homoftalicos en el derivado de cloruro de acilo correspondiente. La 7-
metoxiisocumarina se sintetizé6 mediante la ruta descrita por Cornaggia et al. (Org Lett, 2012, 14, 1850-1853, véase
anteriormente)

Procedimiento general para la sintesis de isocumarinas:
Método A:

Acido homoftalico (0,5 mmol, 1 equiv.) y cloruro de acilo (2 mmol, 4 equiv.) se agitaron a 200 °C durante 6 h. La
reaccion se dejo enfriar y se diluyé con CH2Cl, y agua. Se separaron las capas y la capa acuosa se extrajo en
CHClI,. Las capas organicas combinadas se lavaron con NaHCOs (sat.), salmuera y se secaron con MgSOQ,. Los
disolventes se eliminaron a presion reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida (Hex:
EtOAc, 9:1) para dar el compuesto deseado.

Método B: (JOC, 2012, 77, 2331-2336)

Un vial de microondas se cargd con la mezcla de acido o-halobenzoico (0,5 mmol), 1,3-dicetona 2 (0,5 mmol), Cul
(0,05 mmol), y KsPO4 (1,0 mmol), y a continuacion se agitd la mezcla en DMF (1 ml) El tubo se precintd y la mezcla
se calentd en un microondas durante 1-2 horas. Después de que se completara, la mezcla se enfrié a temperatura
ambiente. A continuacion se afiadioé agua, y se extrajo la mezcla con EtOAc, se secoé con MgSO, y se concentr6 a
presion reducida. La primera purificacion del residuo proporciono el compuesto de isocumarina deseado.

3-(2’-metilfenil)-7-metoxiisocumarina (SDG-21) sintetizada mediante el método B (46 mg, rendimiento del 35 %);
RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 7,72 (s, 1H), 7,48 (d, J 7,2 Hz, 1H), 7,39 (d, J 8,3 Hz, 1H), 7,30 (d, J 7,3 Hz, 1H), 7,25
(d, J 7,3 Hz, 1H), 6,55 (s, 1H), 3,90 (s, 3H), 2,48 (s, 3H); RMN "*C (101 MHz, CDCl3) & 158,17, 136,43, 132,82,
131,06, 130,97, 129,44, 129,09, 127,66, 125,92, 119,29, 107,75, 105,68, 55,84, 20,53; IEP-EMAR calculado para
C17H1503 267,1021, encontrado m/z 267,1012 [M+H]".
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3-(2’-metilfenil)-6,7-dimetoxiisocumarina (SDG-53) Sintetizada mediante el método B (29 mg, rendimiento del
20 %); RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 7.68 (s, 1H), 7,49 (d, J 7,7 Hz, 1H), 7,35 - 7,29 (m, 1H), 7,28 - 7,21 (m, 3H), 6,84
(s, 1H), 6,53 (s, 1H), 4,00 (s, 3H), 3,99 (s, 4H), 2,49 (s, 3H); RMN '*C (101 MHz, CDCls) d 162,4, 155,1, 149,7,
136,6, 132,7, 130,9, 129,5, 129,1, 125,9, 113,4, 109,4, 106,3, 105,6, 56,3, 56,2, 20,7; IEP-EMAR calculado para
C1sH1704 297,1126, encontrado m/z 297,1124 [M+H]+.

3-(2’-metilfenil)-6-metil-7-metoxiisocumarina (SDG-51) Sintetizada mediante el método B (35 mg, rendimiento del
25 %) RMN 'H (400 MHz, CDCl3) 5 7,64 (s, 1H), 7,49 (d, J 7,5 Hz, 1H), 7,32 (m, 1H), 7,24 (m, 3H), 6,52 (s, 1H), 3,94
(s, 3H), 2,48 (s, 3H), 2,34 (s, 3H); RMN *C (101 MHz, CDCl3) & 158,1, 136,4, 132,8, 131,0, 130,9, 129,4, 129,0,
127,6, 125,8, 119,2, 107,7, 105,6, 55,8, 20,5, 16,8; IEP-EMAR calculado para C1sH1703 281,1177 encontrado m/z
281,1170 [M+H]".

3-(3’-metilfenil)-7-metoxiisocumarina (SDG-43) Sintetizada mediante el método A (66 mg, rendimiento del 50 %);
RMN 'H (400 MHz, CDCls) 6 8,28 (s, 1H), 7,67 (m, 2H), 7,48 (m, 2H), 7,33 (t, J 7,7 Hz, 1H), 7,27 - 7,18 (m, 1H), 6,92
(s, 1H), 3,94 (s, 3H), 2,41 (s, 3H); RMN '3C (101 MHz, CDCl3) & 162.3, 153.7, 138.5, 137.5, 134.8, 131.8, 130.7,
129.6, 128.6, 128.0, 125.8, 122.3, 120.4, 101.6, 55.7, 21.4; IEP-EMAR calculado para Ci7H1s03 267,1021,
encontrado m/z 267,1018 [M+H]*.

Procedimiento general para la escision del metil éter: Se afiadié una solucién de tribromuro de boro (0,6 mmol,
1M in CH2Clz) a un derivado de isocumarina (0,1 mmol) en CH2Cl> (2,5ml) a 0°C. La reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante 16 h. Se afiadié Na;COs3 (sat.) y la reaccion se diluyd con EtOAc. Se separaron las
fases y se acidifico la fase acuosa con HCI 1M, se extrajo en EtOAc. Las fases organicas combinadas se secaron
con MgSO; y los disolventes se eliminaron a presion reducida. La purificacion ultrarrapida del residuo (Hex:EtOAc
6:1) proporciond los compuestos deseados.

3-(2’-metilfenil)-7-hidroxisocumarina (SDG-22) (20 mg, rendimiento del 85 %) RMN 'H (400 MHz, CDClz) & 7,95
(s, 1H), 7,48 (d, J 7,4 Hz, 1H), 7,41 - 7,28 (m, 4H), 7,24 (s, 2H), 6,60 (s, 1H), 2,48 (s, 3H); RMN "*C (101 MHz,
CDCls) 6 158,1, 136,4, 132,8, 131,1, 130,9, 129,4, 129,09, 127,6, 126,0, 119,3, 107,7, 105,6, 20,5; IEP-EMAR
calculado para C16H1303 253,0864, encontrado m/z 253,0872 [M+H]*.
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3-(2’-metilfenil)-6,7-hidroxiisocumarina (SDG-54) (2 mg, rendimiento del 83 %); RMN 'H (400 MHz, CDs;OD) &
7,58 (s, 1H), 7,49 (d, J 7,5 Hz, 1H), 7,32 (tt, J 14,3, 7,4 Hz, 3H), 6,96 (s, 1H), 6,67 (s, 1H), 2,47 (s, 3H); IEP-EMAR
calculado para C1gH1304 269,0813, encontrado m/z 269,0824 [M+H]".

3-(2’-metilfenil)-6-metil-7-hidroxiisocumarina (SDG-52) (6 mg, rendimiento del 80 %); RMN 'H (400 MHz, CDCls)
07,55 (s, 1H), 7,48 (s, 1H), 7,39 (d, J 7,6 Hz, 1H), 7,26 - 7,14 (m, 5H), 6,55 (s, 1H), 2,38 (s, 3H), 2,28 (s, 3H); IEP-
EMAR calculado para C17H1503 267,1021, encontrado nvz 267,1028 [M+H]*.

3-(3’-metilfenil)-7-hidroxiisocumarina (SDG-47) (15 mg, rendimiento del 84 %); RMN 'H (400 MHz, CDCls) & 7,90
(s, 1H), 7,49 - 7,26 (m, 5H), 7,24 (s, 2H), 6,60 (s, 1H), 2,45 (s, 3H); RMN '3C (101 MHz, CDCl3) & 158,2, 136,3,
132,5, 131,3, 130,7, 129,2, 129,0, 127,2, 126,1, 120, 107,2, 105,3, 20,65; |IEP-EMAR calculado para CisH1303
253,0864, encontrado m/z 253,0866 [M+H]*.

Las palabras "comprende/que comprende” y las palabras "que tiene/que incluye", cuando se usan en el presente
documento con referencia a la presente invencién, se usan para especificar la presencia de caracteristicas
indicadas, numeros enteros, etapas o componentes, pero no excluyen la presencia o adicion de una o mas de otras
caracteristicas, nimeros enteros, etapas, componentes o grupos de los mismos.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la férmula

enlaquenesO;mes0a 3;

R'y R* son iguales o diferentes y se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno,
un alifatico de C+-C2;

en la que R" y R* pueden estar independientemente no sustituidos o sustituidos con al menos uno de haldgeno,
un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Csg, un alcoxi C4-Ce,
un éter C4-Cg, un tioéter C4-Cs, un éster C4-Cg, una cetona C4-Ce, una cetimina C4-Cs, una sulfona C4-Cg, un
sulféxido C4-Ce, una amida C4-Cg primaria, una amida C4-Cs secundaria, un haloalquilo C4-Cs, un grupo
carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C+4-Cs, -
OC(O)NR'R', -N(R)C(O)NR'R', -N(R')C(O)O-alquilo C4-Ces, ox0; en la que cada R' se selecciona
independientemente, entre el grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C4-Cs; R? se selecciona
independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un grupo amino, un halégeno, un grupo ciano, un
grupo nitro, un grupo nitroso, un alifatico de C4-C1;

en la que, independientemente, cualquier R? puede estar no sustituido, o sustituido con al menos uno de un
halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un
alcoxi C1-Cs, un éter C4-Cg, un tioéter C4-Cg, un éster C4-Cg, una cetona C4-Cg, una cetimina C4-Cg, una sulfona
C1-Cs, un sulfoxido C4-Cs, una amida C4-Cs primaria, una amida C4-Cg secundaria, un haloalquilo C+4-Cs, un grupo
carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -
OC(O)NR'R', -N(R")C(O)NR'R', -N(R")C(O)O-alquilo C+-Cs, oxo; en la que R' se selecciona independientemente,
cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C4-Cg;

en la que R' y R* no son simultaneamente hidrogeno;

o una sal farmacéuticamente aceptable o un hidrato del mismo.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R' es un alifatico de C4-C12; que puede estar no
sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo
sulfonamida, un tiol, un alquilo C41-Cs, un alcoxi C1-Cs, un éter C1-Cs, un tioéter C4-Cs, un éster C4-Cg, una cetona Cq-
Cs, una cetimina C4-Cs, una sulfona C4-Cs, un sulféxido C4-Cs, una amida C4-Cs primaria, una amida C1-Cs
secundaria, un haloalquilo C+-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo
C1-Cs, -OC(0)0O-alquilo C+4-Cs, -OC(O)NR'R’, -N(R’)C(O)NR'R’, -N(R’)C(O)O-alquilo C1-Cs, ox0; en el que cada R' se
selecciona independientemente, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C1-Cs; y R* es hidrégeno.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R* es un alifatico de C1-C12; que puede estar no
sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo
sulfonamida, un tiol, un alquilo C41-Cs, un alcoxi C1-Cs, un éter C1-Cs, un tioéter C4-Cs, un éster C4-Cg, una cetona Cq-
Cs, una cetimina C4-Cs, una sulfona C4-Cgs, un sulféxido C4-Cs, una amida C¢-Cs primaria, una amida C1-Cs
secundaria, un haloalquilo C+-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo
C1-Csg, -OC(0)0-alquilo C+4-Cs, -OC(O)NR'R’, -N(R’)C(O)NR'R’, -N(R’)C(O)O-alquilo C+-Cs, oxo; en el que cada R' se
selecciona independientemente, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C1-Cs; y R' es hidrégeno.

4. Un compuesto de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que R' y R* son independientemente alquilo
C1.12; en el que alquilo C1.12 puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un
grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Ce, un alcoxi C1-Cg, un éter C4-Cs, un
tioéter C4-Cs, un éster C1-Cg, una cetona C4-Cs, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Cg, un sulféxido C1-Cs, una
amida C4-Cg primaria, una amida C4-Cg secundaria, un haloalquilo C-Cg, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un
grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R’, -N(R')C(O)NR'R’, -
N(R’)C(O)0-alquilo C+-Cs, 0x0, cicloalquilo C3-Cs, heterociclilo C3-Cs, heteroarilo C,-Cs y arilo Ce-C1o; en el que R' se
selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C+-Ce.

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R' se selecciona entre el grupo que consiste en
metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, pentilo, hexilo, heptilo y octilo y R* es hidrégeno.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R* se selecciona entre el grupo que consiste en
metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, pentilo, hexilo, heptilo y octilo y R es hidrégeno.

7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, que tiene la formula:
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enlaquenesO;mes0a3;

R' se selecciona entre el grupo que consiste en un alifatico de C1-Ciz;

en la que R' puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo
amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un alcoxi C4-Cs, un éter C4-Cs, un
tioéter C4-Cs, un éster C1-Cg, una cetona C4-Cg, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Cs, un sulféxido C4-Cg, una
amida C4-Cs primaria, una amida C4-Cg secundaria, un haloalquilo C1-Cg, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un
grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -OC(O)NR'R’, -N(R')C(O)NR'R’, -
N(R’)C(O)0O-alquilo C4-Cs, 0x0;

en la que cada R' se selecciona independientemente, entre el grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C1-Ceg;
R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un grupo amino, un halégeno,
un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-C2;

en la que, independientemente, cualquier R? puede estar no sustituido, o sustituido con al menos uno de un
halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un
alcoxi C1-Cs, un éter C4-Cg, un tioéter C4-Cg, un éster C4-Cg, una cetona C4-Cg, una cetimina C4-Cg, una sulfona
C1-Cs, un sulfoxido C+-Cs, una amida C4-Cs primaria, una amida C1-Cg secundaria, un haloalquilo C4-Cs, un grupo
carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -
OC(O)NR'R', -N(R")C(O)NR'R', -N(R")C(O)O-alquilo C+-Cs, ox0; en la que R' se selecciona independientemente,
cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C4-Cg;

y sales farmacéuticamente aceptables e hidratos del mismo.

8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 7, que tiene la férmula:

en la que, R' se selecciona entre el grupo que consiste en alquilo C1.12; en la que alquilo Cy.12 puede estar no
sustituido o sustituido con al menos uno de un halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo
sulfonamida, un tiol, un alquilo C+1-Cs, un alcoxi C+1-Cs, un éter C1-Cs, un tioéter C4-Cs, un éster C4-Cg, una cetona Cq-
Cs, una cetimina C4-Cs, una sulfona C4-Cgs, un sulféxido C4-Cs, una amida C4-Cg primaria, una amida C1-Cs
secundaria, un haloalquilo C+-Cs, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo
C1-Cg, -OC(0O)0-alquilo C4-Cg, -OC(O)NR'R’, -N(R")C(O)NR'R', -N(R")C(O)O-alquilo C+-Cs, 0x0; en la que R' se
selecciona independientemente, cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C+-Ce.

9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene la férmula

(0]
HO 0
4
AN
i)
=
m

en la que cualquier R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un grupo
amino, un haldégeno, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, un alifatico de C4-C12, alcoxi C4-C1z;

en la que Rbe puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de halégeno, un hidroxilo, un grupo
amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un alcoxi C4-Cs, un éter C4-Cs, un
tioéter C4-Cs, un éster C41-Cg, una cetona C4-Cg, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Cs, un sulféxido C4-Cg, una
amida C4-Cs primaria, una amida C4-Cg secundaria, un haloalquilo C1-Cg, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un
grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cgs, -OC(O)NR'R’, -N(R")C(O)NR'R', -
N(R")C(O)O-alquilo C4-Cs, 0x0; en la que cualquier R' se selecciona independientemente, cada vez que aparece,
entre el grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C+-Cs.

10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, que tiene la férmula:
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R? se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidrégeno, un grupo amino, un halégeno,
un grupo ciano,

un grupo nitro, un grupo nitroso,

un alifatico de C4-C15, alcoxi C1-C2;

en la que, independientemente, cualquier R? puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un
halégeno, un hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un
alcoxi C1-Cs, un éter C¢-Cg, un tioéter C4-Cg, un éster C4-Cg, una cetona C4-Cg, una cetimina C4-Cg, una sulfona
C1-Cs, un sulfoxido C+-Cs, una amida C4-Cs primaria, una amida C1-Cg secundaria, un haloalquilo C+4-Cs, un grupo
carboxilo, un grupo ciano, un grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C4-Cs, -
OC(O)NR'R', -N(R")C(O)NR'R', -N(R")C(O)O-alquilo C+-Cs, oxo; en la que R' se selecciona independientemente,
cada vez que aparece, entre el grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C4-Cg;

R* se selecciona entre el grupo que consiste en un alifatico de C1-Ciz;

en la que R* puede estar no sustituido o sustituido con al menos uno de un haldégeno, un hidroxilo, un grupo
amino, un grupo sulfonilo, un grupo sulfonamida, un tiol, un alquilo C4-Cs, un alcoxi C4-Cs, un éter C4-Cs, un
tioéter C4-Cs, un éster C41-Cg, una cetona C4-Cg, una cetimina C4-Cg, una sulfona C4-Cs, un sulfoxido C4-Cg, una
amida C4-Cs primaria, una amida C4-Cg secundaria, un haloalquilo C1-Cg, un grupo carboxilo, un grupo ciano, un
grupo nitro, un grupo nitroso, -C(O)O-alquilo C4-Cg, -OC(O)O-alquilo C+-Cg, -OC(O)NR'R', -N(R")C(O)NR'R’, -
N(R")C(O)0O-alquilo C+-Cs, 0x0; en la que cada R' se selecciona independientemente, entre el grupo que consiste
en hidrégeno y alquilo C+-Cg;

en la que R" y R* no son simultaneamente hidrogeno.

11. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, que tiene la férmula:

o una sal farmacéuticamente aceptable o un hidrato del mismo.
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12. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 11, que tiene la férmula:
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o una sal farmacéuticamente aceptable o un hidrato del mismo.

13. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior y
al menos un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

14. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para su uso en el tratamiento del
cancer.

15. Un compuesto para su uso en el tratamiento del cancer de acuerdo con la reivindicacién 14, en el que el cancer
se selecciona entre el grupo que consiste en: cancer pulmonar, cancer de ovario, cancer de mama, cancer
hepatocelular, cancer de células ecamosas de eséfago, cancer de vejiga, cancer de cuello de utero de células
escamosas, cancer de pancreas, glioblastomas, cancer de préstata, osteosarcoma, cancer colorrectal, cancer de
cabeza y cuello y melanoma maligno, cancer gastrico, glioma y cancer nasofaringeo.
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Figura 1: Inhibicidn de la actividad enzimatica de la tautomerasa de MIF

Se calculo la inhibicion como la reduccion de la tasa de cambio de la reaccion de la tautomerasa
con la adician del inhibidor promediada durante cinco minutos.
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Figura 2: La inhibicidn de LPS indujo la produccién de THF-o

A Células RAW macrdfagas se sembraron en placas a 1 X 10% por pocillo y se pretrataron con los
inhibidores a 100 uM durante 30 minutos antes de |la estimulacién con 100 ng/ml de LPS.Tras 16
horas, se recogieron los sobrenadantes y se evaluaron para determinar los niveles de TNF-a
usando un kit ELISA de THMF-a. B Las células Raw se pretrataron con 50 pM de cada inhibidor 30
minutos antes de la estimulacidn con LPS y los sobrenadantes se evaluaron tras 16 horas para
determinar el nivel de TNF-a. C Las células RAV se pretrataron con 10 pM de inhibidores de la
tautomerasa 30 minutos antes de la estimulacidn con LPS. Los datos se presentan como media y
SEM (n=6).
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Figura 3: Inhibicidn de la actividad enzimatica de la tautomerasa de MIF de 5 compuestos
ilustrativos

La inhibician observada con 100 ng/ml de MIF con su sustrato L-dopacroma incubado con
cada uno de los inhibidores a 100 uM se midid con un espectrofotdmetro durante 20 minutos.
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Figura 4: Inhibicion de MIF inducida por PGE-2.

L.as células RAW macrdfagas se sembraron en placas a una densidad celularde 1 x 10% por
pociiio v se prefrataron con cuatro de los inhibidores de la tautomerasa v a continuacion se
trataron con 100 ng/mi de LPS durante la noche a 37 °C en una estufa incubadora con COZ al
& %. Las células RAW se trataron con 100 uM de inhibidores como se ha indicado.

Los sobrenadantes se evaluaron usando el kit ELISA PGE-2. También se incluyd 1S0-1, ¢
inhibidor de MIF comercialmente disponible. (p< 0,05, p> 0,01, Los dalos se presentan como
media vy SEM (n=6}).
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Tratamiento

Figura 5: La inhibicidn de |a actividad enzimatica de MIF reduce la proliferacidn celular.

100 ng/ml de rMIF promueve significativamente |a proliferacion de LLC en comparacidn con
las células LLC sintratar. La proliferacidn se inhibe significativamente en presencia de 100 uM
de TI 19, pero menos que en presencia de 1ISO-1. (**

p <0001, Los datos se presentan como
media + SEM, n=6)
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Figura 6: Elvolumen tumoral de células de Lewis pulmonares es significativamente menor
en ratones MIF-KO y MIF-P1G en comparacion con los silvestres.

Se inyectaron células de Lewis de carcinoma de pulmdn (5x10%) por via subcutanea en el
flanco izquierdo de ratones C5TBL/G WT, ratones P1G y MIF KO. Las mediciones de calibre
se tomaron dos veces semanalmente v el volumen tumoral (mm?) se calculd como 05 X L X
W2 (n=4).
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Figura 7 muestra la apariencia gruesa de tumores subcutaneos. Apariencia de los tumores
subcutaneos en el dia 24 del modelo. (A) Mo tratado (B) vehiculo DMSO al 5%; y (C) tratamiento
con T1 19 (35 mg/kg).
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Figura 8: La inhibicidn de la actividad de la tautomerasa de MIF atenida el crecimiento tumoral.

Se inyectaron células de Lewis de carcinoma de pulman (5x10%) por via subcutanea en el
flanco izquierdo de ratones C57BL/6. Se inyectaron los animales porvia intraperitoneal 30 min
antes de la inoculacidn del tumor y dos veces a la semana posteriormente, con 35 mg/kg de Tl
(inhibidor de la tautomerasa solubilizado en DMSO) o como se ha indicado. Se tomaron
mediciones con el calibre dos veces a la semana y se calculd el volumen tumoral (mm?) como
06X LX W [™p =001 n=4).
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Figura 9: La inhibicidn de |a actividad de la tautomerasa de MIF atenda el crecimiento
tumoral.

Se inyectaron células de Lewis de carcinoma de pulmdn (5x10%) por via subcutdanea en el
flanco izquierdo de ratones C57BL/G. Una vez que el tumor ha llegado a ser palpable en el
flanco del ratan (7-8 dias después de la inoculacian), se inyectaron los animales por via
intraperitoneal y dos veces a la semana posteriormente, con 35 mg/kg de Tl ({inhibidor de la
tautomerasa solubilizado en DMSO) o como se ha indicado. Se tomaron mediciones con el
calibre dos veces ala semana y se calculd el volumen tumoral (mm?) como 0.5 X L X W2
(**p < 0,01, n=4).
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Figura 10: Inhibicidn de la actividad enzimatica de la tautomerasa de MIF.

Se calculd la inhibicidn como la reduccion de |a tasa de cambio de la reaccion de la
tautomerasa con la adicidn del inhibidor promediada durante cinco minutos.
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Figura 11: La inhibicién de LPS indujo la produccidn de TMNF-a.
Células RAW macrdfagas se sembraron en placas a 1 X 10% por pocillo y se pretrataron con los
inhibidores a 100 uM durante 30 minutos antes de la estimulacién con 100 ng/ml de LPS.

Tras 16 horas. se recogieron los sobrenadantes y se evaluaron para determinar los niveles de
TMF-a usando un kit ELISA de TMNF-a.
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