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Resumen

Las enfermedades causadas por bacterias representan un problema de salud publica a nivel
global, en especial por el incremento de cepas resistentes a los antibioticos. Actualmente
estas infecciones afectan gravemente a personas inmunocomprometidas, sin embargo, poco
a poco comienzan a presentarse en personas completamente sanas y se prevé que en los afios
posteriores se presentes cepas bacterianas mas dificiles de erradicar.

Se han planteados distintas alternativas para solucionar este problema, principalmente desde
el rea de la biologia molecular, sin embargo, la solucién mas segura parece estar en el disefio
de nuevos antibidticos con mecanismo de accion diferente a los ya conocidos.

Uno de los blancos farmacoldgicos més estudiados en los Gltimos afios es la proteina FtsZ,
teniendo un papel fundamental en la division celular y encontrandose altamente conservada
en el genoma bacteriano. Se han identificado derivados del indol, benzotiazol y bencimidazol
como inhibidores de esta proteina, siendo este el punto de partida para los compuestos
propuestos.

Se obtuvieron cinco compuestos derivados del benzimidazol e indazol empleando la sintesis
organica, obteniendo rendimientos globales de 21-94%, los compuestos fueron caracterizado
por su punto de fusién, factor de retencién y espectro RMN, para posteriormente ser
evaluados tanto in silico como in vitro. Los compuestos mostraron actividad que va desde
baja a moderada en el método de difusion en agar, al contrastarlo con los resultados in silico,
se determinaron algunos factores estructurales que parecen no favorecer la actividad
antimicrobiana. Aunque los compuestos no mostraron una alta actividad, los resultados
obtenidos parecen ser un buen punto de partida para continuar derivatizando, siendo
necesario realizar mas estudios para confirmar la inhibicion de FtsZ.
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1. Introduccion

Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias representan un problema de salud publica
debido al incremento de cepas resistentes a los f&rmacos actuales. Aunque las tasas de
mortalidad reportadas no son alarmantes, las tasas de morbilidad crecen afio con afo y
disminuyen la esperanza de vida de las personas al ser infecciones cada vez mas fuertes
y prolongadas. Ademas, las infecciones de bacterias multirresistentes actualmente ya
cuestan la vida de algunas personas, sobre todo aquellas que se encuentran
inmunodeprimidas como son los pacientes con VIH, diabetes y cancer (Mateos-Gil et al,
2018).

Actualmente se buscan alternativas a los antibiéticos ya existentes, para hacer frente a
este problema, se ha planteado el uso de péptidos antimicrobianos, lisinas, bacteriéfagos,
anticuerpos e incluso el uso de CRISPR/Cas9 (Ghosh et al, 2019). Estos tratamientos,
aungue novedosos, resultan ser bastante caros y aun no se encuentran completamente
estudiados.

Desde los afios 90 se ha estudiado el complejo proceso de division bacteriana, siendo de
particular interés la proteina FtsZ, la cual se ha identificado como un posible blanco
farmacoldgico debido a su papel fundamental en division celular, su alta conservacién entre
distintas especies bacterianas y baja resistencia microbiana (Mateos-Gil et al, 2018);
Motivo por el cual este trabajo consiste en la sintesis de heterociclos nitrogenados como
inhibidores de FtsZ.

2. Antecedentes
2.1. Infecciones bacterianas

Las bacterias se encuentran distribuidas en practicamente todos los rincones del planeta,
formando parte de los ecosistemas y jugando un papel importante en la captacion del
nitrégeno; el ser humano no es la excepcidn a esto, las bacterias se encuentran colonizando
principalmente los tejidos epiteliales como el tracto intestinal, desempefiando funciones
inmunoldgicas e incluso proporcionando algunos micronutrientes fundamentales para el ser
humano (Karp, Iwasa, & Marshall, 2014). Sin embargo, muchas bacterias son patdgenas, y
son capaces de adherirse a los tejidos para comenzar a competir por los nutrientes de las
células, liberando toxinas, causando la lisis celular y finalmente desencadenando en
infecciones, que, si rebasan las capacidades del sistema inmunolégico, pueden desencadenar
en la muerte (Madigan et al, 2009).

Durante gran parte de la historia humana las enfermedades infecciosas fueron la principal
causa de morbilidad y mortalidad, situacién que perduré en México hasta 1950 con la
introduccidn de los antibidticos en el sistema de salud (Soto-Estrada et al., 2016; Alds, 2015).
Sin embargo, algunas enfermedades bacterianas atn no se han podido erradicar, como es el
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caso de sindrome linfocutaneo causado por Nocardia brasiliensis, una actinobacteria capaz
de producir una respuesta inmunolégica descontrolada, formando eritemas que se expanden
en todo el cuerpo, y para la cual no existe cura una vez avanzada la enfermedad (Bernal et
al, 2008). Otro ejemplo importante es Helicobacter pylori, un bacilo gramnegativo que habita
en la mucosa gastrica, el cual desde hace afios ha sido asociado como el causante de la
gastritis y recientemente, el principal factor de riesgo del cancer géastrico (Moss, 2017).
Muchas otras bacterias siguen representando un grave problema de salud a lo largo del
mundo y afio con afio se portan casos mas graves de estas enfermedades (Reardon, 2014).

2.2. Bacterias y resistencia a los antibioticos

La resistencia a los antibiéticos es un mecanismo natural en la supervivencia de las bacterias,
presentandose incluso antes de la creacion de los antibioticos (Alds, 2015). Los mecanismos
por los cuales las bacterias generan resistencia a los antibidticos son esencialmente genéticos,
y el hecho de que se utilicen practicamente los mismos tratamientos desde los afios 60, ha
diversificado los genes de resistencia.

La adquisicion de genes de resistencia puede darse por mutaciones aleatorias, conjugacion
entre dos bacterias, transduccion por medio de virus y transformacion por parte de células
sobrevivientes de algun tratamiento farmacoldgico. Estos procesos son especialmente
peligrosos, ya que no solo pueden transmitirse estos genes entre bacterias de un mismo
género 0 especie, sino que puede transmitirse entre distintos géneros; por lo cual, la
existencia de estas bacterias multirresistentes genera un problema de salud critico para la
humanidad (Larson & Flash. 2022).

Dentro de los principales mecanismos de resistencia antimicrobiana destacan:

1. Bombas de eflujo, que son sistemas de transporte activo que expulsan los
antimicrobianos fuera de la célula, reduciendo su concentracion intracelular y su
interaccion con los blancos. Las bombas de eflujo pueden ser especificas para un tipo
de antimicrobiano o tener un amplio espectro de sustratos. Algunas bacterias, como las
Pseudomonas tienen multiples bombas de eflujo que les confieren una alta resistencia
a diversos antimicrobianos (Marchetti, Errecalde & Mestorino, 2011).

2. Formacidn de biopeliculas, comunidades de bacterias se adhieren a una superficie
y se rodean de una matriz extracelular que las protege de los factores ambientales,
incluyendo los antimicrobianos. Las biopeliculas dificultan la penetracién de los
antimicrobianos, favorecen el intercambio genético entre las bacterias y crean un
ambiente propicio para la seleccion de las mas resistentes (Ortega-Pefia, & Hernandez-
Zamora, 2018).



3. Mutaciones en el sitio diana, se suscitan principalmente a través de cambios en el
ADN que codifica la estructura, modificando la estructura y funcion del blanco
farmacologico, como las proteinas, los acidos nucleicos o la pared celular. Estas
mutaciones pueden impedir la union o la inhibicion de los antimicrobianos, asi como
disminuir su afinidad por el blanco (Chambers & Deleo, 2009).

4. Produccién de enzimas inactivantes. Algunos antimicrobianos como la isoniazida
y el &cido p-aminosalicilico acttan generando peroxido de hidrdgeno en el interior de
las bacterias. Sin embargo, bacterias como Mycobacterium tuberculosis tienen enzimas
catalasas, que les permite neutralizar el efecto del peréxido de hidrogeno, y con ello
resistir el tratamiento con isoniazida (Zhang & Yew, 2009).

A lo largo de la historia se han vivido diversas pandemias causadas por bacterias, y
recientemente, el SARS-CoV-2 ha demostrado el peligro que suponen las mutaciones en un
organismo, por lo que es de suma importancia desarrollar medicamentos que puedan ayudar a
erradicar bacterias multirresistentes. Una de las principales estrategias que se han propuesto
para combatir la resistencia es la creacion de nuevos antibidticos con un blanco
terapéutico y mecanismo de accion diferente a los ya conocidos (lwasa & Marshall, 2020).

2.3. La proteina FtsZ

Los antibidticos actuales actian principalmente sobre los siguientes procesos celulares:
replicacion del ADN, transcripcion, traduccion, sintesis de peptidoglicano y la sintesis de
folato; sin embargo, ninguno de ellos se ha dirigido directamente procesos de division celular
(Hurley et al, 2016). Una de las principales proteinas involucradas en la proliferacion
bacteriana es la Filamenting temperature-sensitive mutant Z (FtsZ), la cual es analoga de la
tubulina humana y es considerada un blanco terapéutico prometedor (Bi & Lutkenhaus,
1991).

La FtsZ es la principal proteina del citoesqueleto encargada de dirigir la citocinesis
bacteriana, y en presencia de GTP se autoensambla bidireccionalmente en el centro de la
célula para formar el “anillo Z”, que posteriormente se contrae para iniciar la division celular
(Erickson et al., 2010). La inhibicion total o parcial de esta proteina conduce a la muerte
celular, ya que la incorrecta formacion del anillo Z, produce el alargamiento excesivo de la
célula, lo cual finalmente induce la apoptosis (Figura 1a) (Slayden, 2006). Ademas, FtsZ
presenta algunas ventajas respecto a los blancos terapéuticos conocidos, ya que es una
proteina altamente conservada en procariotas, haciendo posible disefiar inhibidores
especificos y de amplio espectro para el tratamiento de una variedad de infecciones
bacterianas. Asi mismo, dado que es una proteina fundamental y conservada para la division
celular bacteriana, se ha encontrado que son casi nulas las bacterias que pueden generar
resistencia mediante la mutacion de esta proteina (Awasthi et al., 2011).
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Figura 1. a) Efecto de los inhibidores de FtsZ sobre la morfologia bacteriana; b) Estructura de la proteina
FtsZ en presencia de GDP. Figuras adaptadas de Matsui et al (2012) y Hurley et al (2016).

FtsZ consta de dos dominios principales (Figura 1b) unidos por una hélice alfa conocida
como H7. Por un lado, se encuentra la region del amino terminal que consta de una lamina 3
de seis hebras con cadenas alfa intercaladas entre cada hebra y esta region contiene el
dominio GTPasa (Matsui et al, 2012). Por el otro lado, se encuentra la region C-terminal que
consiste en una lamina B de cuatro hebras, ademas de dos pequefias hélices alfa, que dejan
expuesta la [amina B, y es en esta region donde FtsZ se une a otras proteinas para iniciar la
formacion del anillo Z, por lo cual es un sitio alostérico de gran relevancia (Hurley et al,
2016).

2.4. Compuestos inhibidores de FtsZ

Actualmente se han identificado una amplia variedad de familias de compuestos que pueden
funcionar como inhibidores de FtsZ, como lo son los 2-carbamoilpteridinas, taxanos,
flavanonas, derivados del OTBA y bencimidazoles (Awasthi et al., 2011). De manera
particular, el nacleo de bencimidazol es un heterociclo nitrogenado ampliamente estudiado y
de gran relevancia por su presencia en varios farmacos como antihistaminicos,
antihipertensivos, antipsicoticos y antihelminticos; en este ultimo caso, teniendo como
blanco molecular a la tubulina (Slayden, 2006).

Se han reportado distintos compuestos como inhibidores de FtsZ y similitud estructural
al bencimidazol (Figura 2), tal es el caso del derivado 9PC (nucleo tiazolo[4,5-
b]piridina). Ademas, se han reposicionado fairmacos ya existentes, como el albendazol
y el tiabendazol, que, aunque presentaron menor potencia en comparacion con 9PC,
parecen ser estructuras base prometedoras. También derivados de 2,4-difenilindazol
mostraron tener una excelente actividad frente a esta proteina (Hurley et al, 2016).



9PC 2,4-difenilindoles Tiabendazol Albendazol
Figura 2. Inhibidores conocidos de FtsZ

La sintesis y evaluacion in silico e in vitro de nuevas moléculas derivadas del bencimidazol
dirigidas a la inhibicion de FtsZ son esenciales para el desarrollo de compuestos lideres en
el disefio de nuevos farmacos; asi mismo, resulta interesante explorar la interaccion de
derivados de indazol (isbmero) con FtsZ. Por lo anteriormente, el presente trabajo comprende
las siguientes moléculas para su sintesis, evaluacién antimicrobiana y acoplamiento
molecular sobre FtsZ.

) ] o— [
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cLe_1 M CLG_2 H cLe_3 CLG_4 cLg_ 5 H
Figura 3. Compuestos propuestos derivados del bencimidazol e indazol.



3. Planteamiento del problema vy justificacion

En los Ultimos afios se ha registrado una disminucion de la efectividad de los farmacos
utilizados como antibacterianos, con lo cual las enfermedades infecciosas vuelven a
posicionarse como una de las principales causas de morbilidad y representan un problema
serio a nivel mundial (Soto-Estrada et al., 2016; Al6s, 2015).

Actualmente, la busqueda de nuevos blancos moleculares para el desarrollo de nuevos
antibioticos es una prioridad, siendo la proteina FtsZ, uno de los blancos mas prometedores
por su importancia en el proceso de division celular en bacterias. Al mismo tiempo, se han
identificado distintos inhibidores de esta enzima destacando los derivados de bencimidazol.
Por ello, se busca el desarrollo de compuestos lideres para el disefio de nuevos farmacos con
actividad antimicrobiana, a partir de la obtencion de nuevos derivados de bencimidazol e
indazol por sintesis quimica, asi como explorar su capacidad antimicrobiana.

4. Obijetivo general

Sintetizar y evaluar compuestos derivados del bencimidazol e indazol con potencial
antibacteriano.

5. Obijetivos especificos

e Sintetizar los compuestos CLG_1-5.

e Caracterizar los compuestos sintetizados.

e Evaluar los compuestos sobre dos cepas bacterianas.

e Evaluar la afinidad de los compuestos sobre FtsZ empleando acoplamiento molecular.



6. Metodologia
6.1. Rutas generales de sintesis
6.1.1. (1H-bencimidazol-2-il)carbamato de metilo (CLG_1)

Se obtuvo por medio de una ciclacion entre la o-fenilendiamina y el 1,3-dimetoxicarbonil-
S-metilisotiourea como reactivos para obtener el carbamato CLG_1, Esquema 1 (Palomares-

Alonso et al., 2009)

O s O 0) /
NH, \O)LN/)\HJLO/ >—O
(X (L
MeOH, AcOH
NH,
cLG_1 H

Esquema 1. Sintesis del carbamato CLG_1.

6.1.2. (1-metil-1H-bencimidazol-2-il)carbamato de metilo (CLG_2)

La ruta de sintesis consta de seis etapas (Esquema 2), partiendo de la acetilacion de la 2-
nitroanilina, seguido de una N-metilacion de la amida A utilizando CHsl en presencia de
NaOH (Peérez-Villanueva, 2013). Posteriormente, se realizé una hidrolisis, seguida de una
reduccion para obtener el precursor D (Palomares-Alonso et al., 2009). Finalmente, se realizd
la reaccion de ciclacion con D y hemisulfato de 2-metil-2-tiopseudourea para obtener el
carbamato CLG_2, bajo las mismas condiciones usadas para CLG_1.

@NOZ Ac,0, H* @NOZ CHsl, NaOH @NOZ
NH DME Ng
B
@)

NH,
AO),\

H,S0, | H,0
N/
>—O \O NH2 N02
CL" e O
MeOH, AcOH - AcOH EtOH N~
cLG_2 \ c H

Esquema 2. Ruta de sintesis del compuesto CLG_2.

6.1.3. N-(1H-bencimidazol-2-il)-3-metoxibenzamida (CLG_3)

Para obtener el compuesto CLG_3 se emplearon dos metodologias (Esquema 3). Una ruta
parte del carbamato CLG 1, al cual se realiz6 una hidrolisis basica para obtener el
intermediario A; en la segunda etapa, el &cido benzoico B se trata con carbonildiimidazol
(CDI) como activador y se hace reaccionar con el intermediario A para obtener el
compuesto CLG_3 (Palomares-Alonso et al., 2009). La ruta alternativa plantea obtener el 2-



aminobencimidazol A, a través de la ciclacion de la o-fenilendiamina con bromuro de
ciandgeno.

Q / HO o~ Q
N (0] NaOH N N
@E S—NH — S>—NH, ——— S—NH
N MeOH N CDI, DMF N
cLg_1 H A 1 cLG_3 H

BrCN
CC
NH,
Esquema 3. Ruta de sintesis del compuesto CLG_3.

6.1.4. 2-(3-metoxifenil)-1H-bencimidazol (CLG_4)

Se obtuvo en una sola etapa de condensacion entre la o-fenilenediamina y el 3-
metoxibenzaldehido (A) utilizando dimetilformamida (DMF) como disolvente, Esquema 4
(Navarrete-Véazquez et al., 2006).

o A
HJ\©/O\
NH, N
X, o C0
NH, DMF H
CLG_4 o—

Esquema 4. Sintesis del compuesto CLG_4.
6.1.5. 3-(3-metoxifenil)-1H-indazol (CLG_5)
El compuesto CLG_5 se obtuvo mediante una reaccion de acoplamiento C-C de Suzuki-
Miyaura (Esquema 5), donde se hizo reaccionar al 3-bromo-1H-indazol con el acido 2-
metoxifenilboronico (A) en presencia de Pd(OAc). como catalizador, empleando radiacion
de microondas como fuente de calentamiento (Rodriguez-Villar et al., 2021).

A

SN

B(OH),

= />>\
=z @

Pd(Ac),, KoCOj3, PPh3
n-Propanol/H20 CLG_5 H

Esquema 5. Sintesis del compuesto CLG_5.
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6.2. Procedimientos experimentales de sintesis
6.2.1. Obtencion de 2-nitroacetanilida

NO,
@NOZ (AC)ZO (:[

o NH
NH, H2S04 o//l\
PM: 138.13 g/mol PM: 180.16 g/mol

Esquema 6. Acetilacion de 2-nitroacetanilida para obtener 2-nitroacetanilida.

En un vaso de precipitados de 50 mL adaptado con un termémetro, se colocaron 6 g (43.43
mmol) de 2-nitroanilina, 7 mL (74.05 mmol, 1.7 eq) de anhidrido acético y se agitd hasta
suspender el compuesto, posteriormente se agregaron 2 gotas de H.SO4 concentrado. La
mezcla se dejo en agitacion por 30 minutos, cuidando que la temperatura no sobrepasara los
70 °C. La reaccion se enfrio a temperatura ambiente y se vertié sobre 100 mL de hielo-agua.
El precipitado formado se filtrd al vacio y se lavd repetidamente con agua fria hasta obtener
un pH neutro. Se obtuvieron 7.461 g (95.34 %) de un solido café/verdoso, el cual se observo
como unico producto en el sistema Hexano:CHCI3:AcOEt (50:35:15) y se utilizd sin ninguna
otra purificacion para la siguiente reaccion, Esquema 6.

6.2.2. Obtencidn de N-metil-2-nitroacetanilida
La N-metil-2-nitroacetanilida se sintetizd por dos metodologias, empleando como agente

alquilante al sulfato de dimetilo (Método A) o yodometano (Método B). Ambas metodologias
se detallan a continuacion, Esquema 7.

NO, NO,
(CH3)2804 o Mel
- N/

NH

NaOH, DME
o)\ ) o)\

PM: 180.16 g/mol PM: 194.19 g/mol

Esquema 7. Sintesis del N-metil-2-nitroacetanilida.

Método A: En un matraz de 3 bocas de 15 mL adaptado con termometro y un embudo de
adicion se colocaron 250 mg (1.38 mmol) de N-metil-2-nitroacetanilida, 280 mg (2.22 mmol,
1.6 eq) de sulfato de dimetilo y 0.1 mL de dimetoxietano (DME). La mezcla se calent6 a 30
°C y se agreg0 gota a gota 0.22 mL de NaOH al 40% (2.22 mmol, 1.6 eq), cuidando que la
temperatura se mantuviera entre 30-35 °C por 1 hora. Al término, se agregaron 10 mL de
agua y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (10 mL x 3), las fases organicas juntas se
secaron con sulfato de sodio anhidro y se elimind el disolvente a presion reducida. Se
obtuvieron 258.3 mg de un aceite amarillo impuro.

Método B: En un matraz de 3 bocas de 25 mL adaptado con termémetro y un embudo de
adicion se colocaron 5.975 g (33.16 mmol) de N-metil-2-nitroacetanilida, 3.5 mL (8 g, 56.37
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mmol, 1.7 eq) de yodo metano y 3 mL de dimetoxietano (DME). La mezcla se calentd a 30
°C y se agreg0 gota a gota 5 mL de NaOH al 40% (49.74 mmol, 1.5 eq), cuidando que la
temperatura se mantuviera en 30-35 °C. Después de 1 hora de reaccion, se agregaron 20 mL
de agua y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (25 mL x 3), las fases orgéanicas juntas se
secaron con sulfato de sodio anhidro y se elimind el disolvente a presion reducida. Se
obtuvieron 6.341 g de un aceite amarillo impuro, el cual se usé sin purificar en la siguiente
reaccion.

6.2.3. Obtencién de N-metil-2-nitroanilina
N02 NOZ
@ ~ H2504 @N/
j‘\ H,0 H
o)

PM: 194.19 g/mol PM: 152.15 g/mol
Esquema 8. Sintesis del N-metil-2-nitroanilina empleando hidro6lisis acida.

En un matraz de 25 mL adaptado con un sistema de reflujo, se colocaron 6.3 g (32.44 mmol)
de N-metil-2-nitroacetanilida, 4.9 mL de H.O y 2.1 mL de H>SOa. La reaccion se calent6 a
120 °C por 5 h. Al término, la mezcla de reaccion se neutralizé con una solucién saturada de
carbonato de sodio y se extrajo con acetato de etilo (20 mL x 3), la fase organica se recupero
y secO con sulfato de sodio anhidro y se eliminé el disolvente por presion reducida. Se
obtuvieron 4.642 g de un liquido aceitoso de color rojo. EI producto se disolvid en
diclorometano y se dejo evaporar el disolvente a temperatura ambiente, formando cristales
de color rojo, Esquema 8.

6.2.4. Obtencién de N-metil-1,2-fenilendiamina.

NO, Zn @NHZ
@N/ HAc, EtOH N~
H H
PM: 152.15 g/mol PM: 122.17 g/mol

Esquema 9. Sintesis del N-metil-1,2-fenilendiamina por medio de una reduccion.

En un matraz de 250 mL se disolvieron 5.0587 g (33.24 mmol) de N-metil-2-nitroanilina en
100 mL de una mezcla de AcOH:EtOH (1:1). Posteriormente se agregaron poco a poco, 1.3
g de Zinc metalico cada 10 minutos, hasta adicionar un total de 13 g (199.5 mmol, 6 eq),
manteniendo agitacion constante por 5 h mas. La mezcla se filtro sobre celita para retirar el
Zinc y se lavo con AcOEt. La solucidn filtrada se llevd a pH basico y se extrajo con AcOEt,
La fase organica se secé con sulfato de sodio anhidro y se evapord el disolverte por presion
reducida. Se obtuvieron 1.5182 g de un aceite rojo oscuro, el cual se usé sin purificar en la
siguiente reaccion.
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6.2.5. Obtencion de 2-aminobencimidazol
Este intermediario se preparo por dos metodologias, la primera consistio en la hidrolisis del

carbamato CLG_1 (Método A) y la segunda por condensacion de la 1,2-fenilendiamina con
bromuro de cianégeno (Método B), los cuales se detallan a continuacion (Esquema 10).

Método A Método B
SN
N o NaOH N BrCN NH>
Crw Crm
N MeOH N H,O, EtOH NH,
H H
PM: 191.19 g/mol PM: 133.15 g/mol PM: 108.14 g/mol

Esquema 10. Sintesis del 2-aminobenzimidazol utilizando hidrdlisis basica (A) y bromuro de cianogeno (B).

Método A: En un vial para microondas de 30 mL se colocaron 500 mg (2.615 mmol) de
(bencimidazol-2-il)carbamato de metilo, 15 mL de metanol y 157 mg (3.925 mmol, 1.5 eq)
de NaOH disueltos en la minima cantidad de agua. El vial sellado se calentd en un reactor
de microondas por 10 min a 140 °C, posteriormente, se sometié a un segundo ciclo de
calentamiento a la misma temperatura por 15 minutos adicionales. Al término, se evaporé el
metanol en un rotavapor, se ajusté el pH a 11 utilizando HCI al 10%. Enseguida se realizaron
extracciones con acetato de etilo (3x20 mL), la fase orgénica se sec6 con sulfato de sodio
anhidro y se evaporo el disolvente con presion reducida. Se obtuvieron 334.2 mg (95.9 %)
de un polvo blanco cristalino con punto de fusion de 215.1 °C, el cual mostré ser un solo
compuesto con en el sistema Hexano:AcOEt (70:30).

Método B: En un matraz de 2 bocas de 25 mL adaptado con un termémetro, bafio de hielo y
agitacion magnética, se colocaron 502.5 mg (4.646 mmol) de 1,2-fenilendiaminay 5 mL de
una mezcla de H20:EtOH (8:2). Se adicionaron 590.5 mg (5.576 mmol, 1.2 eq) de bromuro
de ciandgeno, cuidando que la temperatura no rebasara los 70 °C, después de 10 minutos se
retir6 el bafio de hielo, y se mantuvo la agitacion por 30 minutos mas. Después, se agregd
carbdn activado a la mezcla de reaccidn y se filtro sobre celita, a la solucion recuperada se le
ajusté el pH a 11 con hidroxido de amonio, y se realizaron extracciones sucesivas con AcOEt
(3x25 mL). La fase organica se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se evaporé el disolvente
por presion reducida. Se obtuvieron 610.1 mg (98.6 %) de cristales blancos con punto de
fusion de 214.3 °C, el cual mostro ser un solo compuesto con en el sistema Hexano:AcOEt
(70:30).

6.2.6. Obtencidn de acido 3-metoxibenzoico

O @)
H SN CrO3, H80, g N
Acetona
PM: 136.15 g/mol PM: 152.15 g/mol

Esquema 11. Oxidacion de Jones para la sintesis del &cido 3-metoxibenzoico.
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En un matraz bola de 50 mL adaptado con un embudo de adicién, bafio de hielo y agitacion,
se disolvieron 510.1 mg (3.746 mmol) de 3-metoxibenzaldehido en 10 mL de acetona;
después, se agregaron gota a gota 2.25 mL (5.62 mmol, 1.5 eq) del reactivo de Jones al 25%.
La mezcla de reaccién se mantuvo con agitacion y bafio de hielo por 30 minutos y después
la reaccion se mantuvo a temperatura ambiente por 2 h mas. Al finalizar, se evapord la
acetona usando presion reducida y se agregaron 10 mL de agua. El precipitado formado se
recupero por filtracion con vacio y se lavd repetidas veces con agua. Se obtuvieron 542 mg
(94.0 %) de un precipitado blanco con punto de fusion de 106.2-107.8 °C, el cual mostré ser
un solo compuesto en el sistema Hexano:CHCI3z:AcOEt (50:35:15), Esquema 11.

6.2.7. Obtencién de 3-bromo-1H-indazol

H Br
Br2
N NaOH, H,O N
H H
PM: 118.14 g/mol PM: 197.04 g/mol

Esquema 12. Bromacion de indazol para la sintesis de 3-bromo-1H-indazol.

En un matraz bola de 100 mL provisto con agitacion magnética se colocé 1 g (8.46 mmol)
de indazol y 25 mL de NaOH 2M. Se agreg6 gota a gota 14 mL de una solucion 0.6 M de
Br2 (8.4 mmol, 0.99 eq) en NaOH al 10%. Después de terminar la adicion, se continud la
agitacion por 1 hora mas. Al término, la reaccion se neutralizé con HCI al 10%, para después
filtrar al vacio y lavar repetidas veces con agua. Se obtuvieron 1.547 g (92.8 %) de un
precipitado blanco en forma de granulos, el cual mostré ser un solo compuesto con factor de
retencion igual a la referencia, Esquema 12.

6.3. Sintesis de productos finales CLG_1-5
6.3.1. Sintesis de (bencimidazol-2-il)carbamato de metilo (CLG_1)

o s7 o o) /
N, oty Ao N o
- H—NH
MeOH, AcOH N
NH, H
PM: 108.14 g/mol PM: 191.19 g/mol

Esquema 13. Ciclacidn de fenilendiamina para obtener CLG_1.

En un matraz de 250 mL adaptado con un refrigerante en posicion de reflujo y conectado a
una trampa de cloro, se colocaron 2.5 g (23.12 mmol) de 1,2-fenilendiaminay 5.3 g (27.72
mmol, 1.12 eq) de 1,3-bis(metoxicarbonil)-2-metil-2-tiopseudourea disueltos en 45 mL de
MeOH:H-0 (1:1) y 0.5 mL de AcOH. La mezcla se calent6 a 70 °C por 3 h. Al finalizar, la
reaccion se vertio sobre 50 g de hielo, para después filtrar al vacio y lavar repetidas veces el
solido con agua fria. Se obtuvieron 4.2351 g (93.1 %) de pequefios cristales blancos en forma
de agujas, siendo un solo compuesto en cromatografia de capa fina en el sistema
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CH2Cl2:MeOH (90:10) con una gota de AcOH, con punto de fusion de 319.1-319.8 °C
(descomposicion), Esquema 13.

IH RMN (600 MHz, DMSO-ds): & = 11.68 (s, 2H), 7.39 (m, 2H), 7.07 (m, 2H), 3.75 (s, 3H)
ppm; 3C RMN (151 MHz, DMSO-de): & = 155.65, 148.06, 121.36, 113.89, 52.82 ppm.

6.3.2. Sintesis de (1-metil-bencimidazol-2-il)carbamato de metilo (CLG_2)
- 0

o S o /
N, oo " 5
- L
e MeOH, AcOH N
N \
H
PM: 122.17 g/mol PM: 205.22 g/mol

Esquema 14. Ciclacién de N-metil-1,2-fenilendiamina para obtener CLG_2.

En un matraz de 100 mL adaptado con un refrigerante en posicion de reflujo y conectado a
una trampa de cloro, se colocaron 1.3866 g (11.35 mmol) de N-metil-1,2-fenilendiamina y
2.6 g (12.61 mmol, 1.11 eq) de 1,3-bis(metoxicarbonil)-2-metil-2-tiopseudourea disueltos en
24 mL de MeOH:H20 (1:1) y 0.25 mL de AcOH. La reaccion se calento a 70 °C por 3 h.
Después, se adicionaron 0.25 mL de AcOH y se mantuvo el calentamiento por 2 h mas, hasta
consumir la totalidad de la materia prima. Al finalizar, la reaccion se vertio sobre 25 g de
hielo, formandose un sélido verde-oscuro, que posteriormente se filtrd al vacio y se lavé con
agua fria. El sélido fue purificado por cromatografia en columna, utilizando Hexano: AcOEt
(80:20). Se obtuvieron 1.509 g (62.1 %) de un solido rosa, siendo un solo compuesto en
cromatografia de capa fina en el sistema Hexano:AcOEt (60:40). Una muestra de este
compuesto se recristalizd en etanol, obteniendo cristales blancos en forma de aguja con punto
de fusion de 187.1-188.3 °C.

IH RMN (600 MHz, DMSO-de): & = 12.05 (s, 1H), 7.42 (d, J = 7.44 Hz, 1H), 7.38 (d, J =
7.52 Hz, 1H), 7.18 (m, 2H), 3.61 (s, 3H), 3.50 (s, 3H) ppm; 13C RMN (151 MHz, DMSO-
de): &= 162.97, 153.84, 130.63, 129.41, 122.57, 111.74, 109.50, 52.09, 28.37 ppm.

6.3.3. Sintesis de N-(bencimidazol-2-il)-3-metoxibenzamida (CLG_3)
O_

O 0
0 1. CDI, CH,Cl, N >—< />
~
N N
2. (:[NHHz H
H

PM: 152.15 g/mol PM: 267.29 g/mol
Esquema 15. Sustitucién de grupo acilo para la obtencién de CLG_3.

En un matraz de 50 mL se disolvieron 508.5 mg (3.34 mmol) de acido 3-metoxibenzoico en
20 mL de CHxCl,, posteriormente se agregaron 651 mg (4.01 mmol, 1.2 eq) de CDI, la
mezcla se mantiene en agitacion constante a temperatura ambiente por 40 minutos, momento
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en el cual no se observo materia prima. Después, se adicionaron 467 mg (3.5 mmol, 1.05 eq)
de 2-aminobencimidazol y se hizo reaccionar por 3 h mas. Al finalizar el tiempo de reaccion,
se evaporé el disolvente con presion reducida y el precipitado formado se purificd por
cromatografia en columna (Hexano:AcOEt 50:50). Se obtuvieron 847.2 mg (94.9 %) de un
polvo blanco cristalino, que mostré ser un solo compuesto en el sistema Hexano:AcOEt
(60:40), con punto de fusién de 235.5-235.9 °C (Esquema 15).

'H RMN (600 MHz, DMSO-dg): 8= 12.24 (s, 1H), 7.71 (m, 2H), 7.45 (m, 3H), 7.14 (m, 3H),
3.84 (s, 3H) ppm.

6.3.4. Sintesis de 2-(3-metoxifenil)bencimidazol (CLG_4)
(0]

H o< H
X L
NH» N328205, DMF N

O_

PM: 108.14 g/mol PM: 224.26 g/mol
Esquema 16. Ciclacidn asistida por microondas para la sintesis de CLG_4.

En un vial para microondas de 10 mL se colocaron 250 mg (2.312 mmol) de 1,2-
fenilendiamina, 317.9 mg (2.335 mmol, 1.01 eq) de 3-metoxibenzaldehido, 527.4 mg (2.774
mmol, 1.2 eq) de metabisulfito de sodio y 5 mL de DMF. La mezcla se calent6 a 120°C en
el reactor de microondas por 13 minutos (divididos en dos pulsos) hasta el consumo de la
materia prima. La mezcla de reaccidn se vertio sobre H20 y se filtr6 al vacio, recuperando
un precipitado obscuro. El producto se purificd por cromatografia en columna utilizando
Hexano:AcOEt (70:30), obteniendo 420 mg (81.0 %) de un polvo blanco cristalino, el cual
mostrd ser un Gnico compuesto en el sistema Hexano:AcOEt (60:40), con un punto de fusion
de 211.0-211.5 °C (Esquema 16).

'H RMN (600 MHz, DMSO-ds): 6= 12.90 (s, 1H), 7.77 (m, 2H), 7.67 (d, J = 7.74 Hz, 1H),
7.54 (d,J=7.68 Hz, 1H), 7.46 (t, J = 7.98 Hz, 1H), 7.21 (m, 2H), 7.07 (dd, J1 = 8.16 Hz, J>
=2.16 Hz, 1H), 3.87 (s, 3H) ppm.

6.3.5. Sintesis 3-(3-metoxifenil)-1H-indazol (CLG_5)

]
A\ OH
O
N Pd(AC)z’ N82003, PPh3

H n-Pro/H,O

PM: 197.04 g/mol PM: 224.26 g/mol
Esquema 17. Reaccidn de Suzuki-Miyaura para la sintesis de CLG_5.
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En un vial para microondas se colocaron 250 mg (1.289 mmol) de 3-bromoindazol, 215.3
mg (1.416 mmol, 1.1 eq) de &cido 3-metoxifenilborénico, 163.6 mg (1.544 mmol ,1.2 eq) de
carbonato de sodio, 9.96 mg de trifenilfosfina, 2.85 mg de Pd(OAc)2 y 6.4 mL de agua/n-
propanol (25:75). La reaccion se calent6 a 130°C durante 10 minutos, empleando microondas
como fuente de calentamiento. La mezcla de reaccién se filtré al vacio y se lavd con metanol,
para después recuperar y evaporar las aguas madre por presion reducida. El crudo se purifico
por cromatografia en columna en el sistema Hexano:AcOEt (90:10), obteniendo un liquido
ligeramente amarillento, al cual se le agregaron 7 mL de hexano con trazas de diclorometano
y de dejo en refrigeracion para favorecer su cristalizacion; después, el producto se recuperd
por filtracién, obteniendo 150 mg (51.9 %) de un polvo blanco cristalino con punto de fusion
de 73-74 °C, el cual mostr6 ser un solo compuesto en el sistema Hexano:CHCI3:AcOEt
(50:35:15)(Esquema 17).

IH RMN (600 MHz, CDCla): & =11.38 (s, 1H), 8.04 (d, J = 8.22 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 7.56
Hz, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.45 (t, J = 7.98 Hz, 1H), 7.37 (td, J1 = 7.26 Hz, J, = 0.84 Hz, 1H),
7.33 (d, J =8.34 Hz, 1H), 7.22 (td, J1 = 7.44 Hz, J> = 0.9 Hz, 1H), 7.01 (ddd, J1 = 8.28 Hz,
J2 =2.52 Hz, J3 = 0.65 Hz, 1H), 3.86 (s, 3H) ppm.

6.4. Acoplamiento molecular sobre FtsZ
6.4.1. Preparacion de los ligandos y del receptor

Los compuestos CLG_1-5 fueron construidos en ChemDraw y salvados en formato *sdf. La
estructura de los compuestos se optimizé empleando el campo de fuerza MMFF94 en el
programa DataWarrior. La estructura de la FtsZ se obtuvo de The Protein Data Bank,
seleccionando la proteina 3VOB, la cual fue preparada usando el programa Yasara mediante
los siguientes pasos: 1) remocion de las moléculas de agua y otros residuos ajenos a la
estructura proteica, 2) Asignaciéon de los estados de protonacion para los residuos de
aminoéacidos a pH fisioldgico, 3) Minimizacién de la proteina empleando el campo de fuerza
NOVA.

6.4.2. Acoplamiento molecular

Se definieron dos grids de basqueda: uno centrado en el ligando cocristalizado (sitio
alostérico) y otro sobre el ligando natural GDP (sitio catalitico). En ambos se empleé el grid
de forma cubica y se extendié 5 A mas alla de los limites del ligando. El proceso se valido
construyendo ambos ligandos (9PC y GDP) bajo el mismo protocolo que los compuestos de
prueba, para posteriormente acoplar el ligando correspondiente para cada sitio, empleando
con el campo de fuerza AMBERO03 y 200 corridas en Autodock Vina y Autodock 4.2 desde
la interfaz de Yasara. Finalmente, el ligando obtenido se compard con la estructura
cristalografica original calculando el RMSD (< 2A). Los estudios de acoplamiento
molecular se realizaron para cada compuesto prueba en ambos sitios, empleando la misma
metodologia utilizada en la validacion. Los resultados se expresan como energias de union
en kcal/mol (AG).
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6.1. Evaluacion biologica

El ensayo de actividad antibacteriana se realiz6 siguiendo el método de difusion en disco
descrito en las guias CLSI (The Clinical and Laboratory Standards Institute). Para este
ensayo se utilizaron cepas ATCC de E. coli (EC25922 y EC25404) y S. aureus (SA25923 y
SA6538) incubadas a 35x2 °C en caldo Soya Tripticaseina (MCD Lab) por 24 h. Después,
se prepararon cajas Petri de 120 x 15 mm con 20 mL de una suspension bacteriana de agar
Soya Tripticaseina (MCD Lab) ajustada a 0.5 McFarland (1 x10’—1x 108 CFU/mL). Una vez
solidificado el agar, se colocaron sobre la superficie discos de papel de 6 mm de didmetro
previamente cargados con los compuestos de prueba y las cajas fueron incubadas a 35+2 °C
por 24 h. Finalmente, se midieron los didmetros de los halos de inhibicion en milimetros
(mm) empleando un Vernier.

Los discos con los compuestos de prueba fueron cargados con 1 mg/disco, empleando MeOH
0 DMC como vehiculo, el disolvente se elimino por evaporacidn a temperatura ambiente. El
control positivo fue ampicilina 0.1 pg /disco para e. coli y 0.05 mg/disco para s. aureus, y
como control negativo se uso el vehiculo. Finalmente, los compuestos que mostraron un halo
de inhibicion a 1 mg/disco sobre alguna de las cepas fueron evaluados a distintas
concentraciones (1, 0.75, 0.5 y 0.25 mg/disco) para determinar su concentracion minima
inhibitoria.

7. Resultados y discusion
7.1. Sintesis organica

Se obtuvieron cuatro compuestos derivados de bencimidazol y uno de indazol en cantidad
suficiente, y se caracterizaron por su punto de fusién, factor de retencion y espectro de
resonancia magnética nuclear de proton (RMN H). Las principales caracteristicas
fisicoquimicas de cada compuesto se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de CLG_1 a CLG_5, asi como los rendimientos de reaccion

Compuesto | Punto de fusion Sistema de CCF Rt Apariencia Rendimiento I?er_1d|m|ento
global ultima etapa
CH2Cl2:MeOH Cristales
— ° 0,
CLG 1 319.1-319.8 °C (90:10) 0.63 blancos NA 93.1%
CLG 2 | 187.1-1883°C Hexano:AcOE 025 | Cristales 20.6 %* 62.1%
(60:40) blancos
CLG. 3 235.5-235.9 °C Hexano:AcOE 033 | Cristales 85.5 06* 94.9 %
(60:40) color crema
Hexano:AcOEt Cristales
| ° 0,
CLG 4 211.0-2115°C (60:40) 0.46 blancos NA 81.0%
Hexano:CHCI3:AcOEt Polvo
_ ° 0 0,
CLG 5 73-74°C (50:35:15) 0.24 blanco 48.1 % 51.9%

NA: No aplica; *Se expresan los rendimientos globales utilizando la metodologia B correspondiente.
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La ruta de sintesis para obtener el compuesto CLG_2 presentd muy buenos rendimientos
tanto en la acetilacion como en la N-metilacién utilizando CHsl (Método B), en contraste con
la metodologia que usa sulfato de dimetilo (Método A) que presentd un bajo rendimiento,
esto pudo deberse a la degradacion del reactivo. Por su parte, la reaccion de ciclacion
utilizando 1,3-bis(metoxicarbonil)-2-metil-2-tiopseudourea para obtener el bencimidazol
CLG_2 también presentd bajo rendimiento, y esto puede atribuirse al intermediario diamino,
el cual se utilizo sin purificar y es sabido que las diaminas suelen degradarse facilmente al
exponerse a la luz y oxigeno, por lo cual debe considerarse una etapa previa de purificacion
y mantener el reactivo bajo atmosfera inerte.

Por otro lado, ambas metodologias para la sintesis del intermediario 2-aminobenzimidazol
mostraron tener excelentes rendimientos, siendo de suma importancia ajustar el pH a 11 en
esta etapa de reaccion, ya que en cualquier otro valor el compuesto se extrae pobremente. En
cuanto a la reaccion de amidacion, el CDI mostro ser un excelente reactivo de acoplamiento
nucleofilico para la obtencion del compuesto CLG_3.

Para el compuesto CLG_4, se modificd ligeramente la metodologia para la sintesis de
bencimidazoles a partir de diaminas y benzaldehidos, empleando microondas como fuente
de calentamiento, con lo cual los tiempos de reaccién se redujeron a 15 minutos
aproximadamente, en comparacion de otros métodos que reportan reflujo por varias horas
(Kumar et al, 2006), esto sin comprometer el rendimiento de la reaccion.

7.2. Elucidacién estructural de los compuestos finales

La asignacion de las sefiales de RMNH para cada compuesto se muestran en las Figuras 4—
8 y los espectros completos puede consultarse en la seccion de anexos (Espectro 1-7).

" Para el compuesto CLG_1, la sefial con

< 2 O/ desplazamiento de 11.68 ppm corresponde

57.07 (m) { \>—NH 3 a los hidrogenos del tipo N-H, ya que se
7a N T 53.75(s)  trata de una sefial ancha, cuya integracion

para dos hidrégenos puede explicarse

57.39 (m) 611 68 (s) debido a la tautomerfa que presenta este

b)
compuesto tal como se muestra en la

o) O /
C[N\%N?\jo/ - C[H%N © Figura 4. Las sefiales con desplazamiento
N N de 7.39 y 7.07 ppm, pueden atribuirse a los

Figura 4. a) asignacion de sefiales de RMN para el hidrogenos de la posicion 4, 7.y 5, 6

compuesto CLG_1 b) tautomeria del compuesto. respectivamente, ya que como Pretch et al
(2009) menciona, la alta simetria del

bencimidazol hace que los hidrogenos 4 y 7 se presenten como una sola sefial, ademas de
tener un desplazamiento quimico mayor que las posiciones 5y 6, hidrégenos que también se
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observan como una sola sefial. Finalmente, la sefial con desplazamiento de 3.75 ppm
corresponde a los hidrdgenos del éster metilico.

El compuesto CLG_2 presenta una sefial con 0
desplazamiento igual a 12.05 ppm caracteristica

de un hidrogeno tipo N-H, el metilo en la °7-78(m ‘[
posicién 1 rompe con la simetria de la molécula,

con lo cual las sefiales aromaticas pueden 57494, j-7.44 Hz) [1' 512.05(s)
diferenciarse ligeramente, observando dos ©7.38(d,J=7.52Hz) ©3.50(s)

dobletes con desplazamiento de 7.42y 7.38 ppm  Figura 5. a) asignacion de sefiales de RMN
que corresponden a los hidrégenos de las  Parael compuesto CLG_2.

posiciones 4 y 7. Mientras que la sefial en 7.18 ppm, no logra resolverse completamente pero
integra para 2H que pertenecen a los hidrégenos 5 y 6. Finalmente, los singuletes en 3.61 y
3.50 ppm, corresponden a los metilos de la posicion 4’” y 1° respectivamente.

El compuesto CLG_3 presenta un singulete

57.71- 770(m o o

2 en 12.05 ppm, caracteristico de hidrogenos

a .
) >2_© W N-H, del cual nuevamente su integral de 2H
57.14.7.1z<m;<[ \>_NH 1 ssse puede ser explicada por la tautomeria del
N compuesto, como se muestra en la Figura 6.
57.47-7.45 (m) ‘T—,J 57” 71stm - E] singulete con desplazamiento de 3.84 ppm
01203(8) | B743-742(m) corresponde al metoxilo. Respecto a las

b) 87.73-7.72 (m)

seflales aromaéticas, practicamente ninguna

N O>LQ N °>LQ de ellas se encuentra resuelta, pero es posible
@[ S—NH _— @[ =N h | . . id do |

N ome N ome hacer algunas asignaciones considerando las
constantes de acoplamiento y
desplazamientos tipicos; los multipletes con
desplazamiento en 7.47-7.45 ppm y 7.14-
7.12 ppm son similares a los que presenta el compuesto CLG_1, teniendo constantes de
acoplamiento practicamente iguales (Jcic 1 = 3.08 y Jcie 3 = 3.19) por lo cual podemos
sugerir que estas sefiales corresponden a los hidrégenos de las posiciones 4,7 y 5,6
respectivamente. Por su parte, las sefiales tipicas del patron de sustitucién del benceno fue
posible diferenciarlas, como dobletes que van de 7.73-7.72 ppm y 7.17-7.15 ppm, con
constante de acoplamiento J = 7.71 Hz y J1 = 8.15, J2 = 1.9 Hz, respectivamente, las cuales
pueden pertenecer a los hidrogenos de las posiciones 6’ y 8°. En un desplazamiento de 7.71-
7.70 ppm se presenta un doblete con constante de acoplamiento meta (J = 2.43 Hz) el cual
corresponde al hidrogeno de la posicion 4 y finalmente, el triplete que se observa en 7.45-
7.42 ppm (J = 7.85 Hz) pertenece al hidrogeno de la posicion 7.

Figura 6. a) asignacion de sefiales de RMN para el
compuesto CLG_3 b) tautomeria del compuesto.
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El compuesto CLG_4 presenta un singulete con

. ;o 57.46(t,)=7.98 Hz)
desplazamiento de 12.90 ppm caracteristico de un §7.78-7.78(m)
hidrogeno tipo N-H, las sefiales de los hidrégenos R e avis
de la posicion 4 y 7 pueden asignarse a los ;,., (m,_[ ' |
dobletes con desplazamiento de 7.67 y 7.54 ppm,
debido a que poseen patrones similares con los 5767, =774 Hs)
espectros de otros bencimidazoles, los hidrogenos 7547748 . o
de posicion 5 y 6 al estar lejos del benceno
sustituido sienten menos la atraccion electronica,
con lo cual presentar cierta simetria y es por eso
que se observa como una sefial multiplete en 7.21 ppm que integra para 2H. La sefial que se
encuentra a 3.87 ppm es caracteristica de los hidrdgenos del metoxilo por su intensidad e
integral de 3H. El patrdn de sustitucion del benceno puede resolverse si consideramos que el
multiplete de 7.77 ppm se compone de 2 sefiales no resueltas, un doblete y un singulete
debido a la intensidad de la sefial en 7.77 ppm e integral de 2H, siendo el singulete de 7.767
ppm la sefial del hidrogeno 2’ y el doblete del hidrégeno de la posicion 6°; ademas el triplete
de 7.46 ppm probablemente pertenece al hidrogeno de la posicion 5’ y el doblete dobleteado
de 7.07 ppm al hidrogeno de la posicion 4°.

B3y

57.767 (m) ‘[
53.87 (s)

Figura 7. a) asignacién de sefiales de RMN
para el compuesto CLG_4.

87.01(ddJ1=8.28Hz,  E| compuesto CLG_5 todas las sefales se

prast Jﬂl 12'12'52HZ'J3_0'65HZ) encuentran resueltas, la sefial de 11.38 ppm
orerlGiTISer L & al tener una intensidad tan baja y
58.04(d,)=8.22Hz) E' N 2 desplazamiento alto pertenece al hidrogeno

57220, =74ame —— 1 _ L * [ N-H de la posicién 1. La sefial de 3.86 ppm
57.37(td, 112:7296':.2_’5 \/NZ‘ 52,86 (s) nuevamente es caracteristica para el
J2=084H2) T N 57.57(6) metoxilo. Las sefiales aromaticas del
67.33(d,1=8.3]1Hz) r indazol reportadas en la literatura

61138 (5) concuerdan con el espectro obtenido,

Figura 8. a) asignacion de sefiales de RMN para el

compuesto CLG, 5, siendo que los tripletes de 7.22 y 7.37 ppm

corresponden a los hidrogenos de la
posicion 5y 6 respectivamente, de acuerdo con Pretch et al (2009); asi mismo, los dobletes
de 8.04 y 7.33 ppm pueden pertenecen al mismo sistema debido a su contante de
acoplamiento es similar (J = 8.22 y 8.34 Hz), por lo cual pueden asignarse a los hidrégenos
de la posicién 4 y 7. Las sefiales restantes pertenecen al patrén de sustitucién del benceno,
observando un doblete en 7.61 ppm que pertenece al hidrogeno de la posicion 6, el singulete
en 7.57 ppm es asignado a la posicion 2’ ya que no presenta hidrogenos vecinos con los
cuales acoplarse fuertemente, el triplete en 7.45 ppm pertenece a la posicion 5” debido a sus
dos hidrdégenos vecinos y finalmente el ddd con desplazamiento 7.01 ppm puede asignarse a
la posicion 4’ debido al desplazamiento caracteristico observado tanto en el compuesto
CLG_3yCLG_4.
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7.3. Acoplamiento molecular

El acoplamiento realizado fue del tipo flexible-rigido, siendo estandarizado con 200 ciclos
tanto para Vina y Autodock, asi mismo, el andlisis fue realizado tanto en el sitio alostérico
como con el sitio catalitico de FtsZ, teniendo como ligandos cocristalizados la 3-[(6-
choro[1,3]tiazol[5,4-b]piridin-2-il)metoxi]-2,6-difluorobenzamida (9PC) y el 5'-difosfato de
guanosina (GDP). Como se muestra en la Tabla 2, se obtuvieron valores de RMSD menores
a 1.5 A; ademas se puede observar en las Figuras 9A y 9B que las moléculas reproducen la
pose de unidn y las interacciones con la proteina, por lo cual se puede considerar el método
se desempefia satisfactoriamente. Este mismo resultado se observo con Vina.

Tabla 2. Resultados obtenidos del docking, para 9PC, GDP y los compuestos CLG _1a5

Compuesto Sitio alostérico Sitio catalitico
Autodock* Vina* Autodock™* Vina*
Energia de union -11.58 -10.321

pC ??MSD 0.573 0.586" NA
“ A
CLG_1 -7.030 -7.728 -5.580 -7.209
CLG_2 -6.520 -7.701 -5.710 -6.875
CLG_3 -9.350 -9.771 -7.400 -8.388
CLG_4 -8.350 -8.511 -6.340 -7.530
CLG_5 -8.330 -8.350 -7.180 -7.644

* |_as energias de union se expresan en kcal/mol, * los valores de RMSD se expresan en A.

Figura 9. A) poses de unién en el sitio alostérico de 9PC cocristalizado (azul) y reacoplado con Autodock
(rosa); B) poses de uniodn en el sitio catalitico de GDP cocristalizado (azul) y reacoplado con Autodock (rosa).

Los compuestos propuestos mostraron tener mayor afinidad por el sitio alostérico,
presentando mejores energias de union, sin embargo, estos valores no son mejores que los
obtenidos por la referencia 9PC (Tabla 2). No obstante, el compuesto CLG_3 obtuvo la
mejor puntuacion en ambos programas y podria ser un buen prospecto para crear nuevos
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derivados debido la pose de unién tan similar a 9PC y su gran cantidad de interacciones
(Figura 10). De acuerdo con los resultados obtenidos los compuestos CLG_3, CLG 4y
CLG_5 tienen mayor potencial para presentar actividad antimicrobiana.

o 310 i
A:207 = LEU A:193
Q H A:209
LEU
i A200 0
SER N
VAL, A:204
A:203 (EU e
VAL
T A:200 . A257 A Ai226
C 257 A'T96 D &
Interactions
I conventional Hydrogen Bond [] carbon Hydrogen Bond B Fi-sigma Il Amide-pi Stacked [ Prakyl
] ven der waals [ Halogen (Fluorine) [ Pr-sulfur [ Ayl

Figura 10. Pose de unidn en el sitio alostérico de 9PC reacoplado con Autodock (A) asi como sus interacciones
con FtsZ (C); Pose de unioén en el sitio alostérico de CLG_3 acoplado con Autodock (B) asi como sus
interacciones con FtsZ (D).

En cuanto a la disminucion de la afinidad de los compuestos por FtsZ puede deberse a
distintas cuestiones, por ejemplo, que las moléculas propuestas son sistemas rigidos y planos,
lo cual restringe las poses de unién en comparacion con la referencia 9PC que posee un Csp®
y un Oxigeno como puente entre el heterociclo y el anillo sustituido, incrementando la
flexibilidad de la molécula. Otro motivo, puede atribuirse a la seleccion de los sustituyentes,
ya que se ha demostrado que la presencia de amidas y hal6genos contribuye a mayores
interacciones con FtsZ, ademas, un reciente articulo realizado por Barbier et al. (2023)
demuestra que no es suficiente el grupo amida, sino que existe un efecto exponencial cuando
se adicionan 2 grupos electroatractores vecinos a la amida, por lo que probar estos
sustituyentes en el compuesto CLG_3 podria ser una estrategia para aumentar la afinidad.
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7.4. Evaluacion biologica sobre bacterias

Los cinco compuestos propuestos fueron evaluados a 1mg/disco, de los cuales CLG_1y
CLG_4 no presentaron actividad contra ninguna de las cepas evaluadas y los compuestos
CLG_2, CLG_3 y CLG_5 mostraron una moderada actividad antibacteriana al presentar
halos de inhibicion pequefios (Tabla 3). Estos tres compuestos se evaluaron a
concentraciones menores (0.75, 0.5 y 0.25 mg/disco) con la finalidad de determinar la
cantidad minima donde el efecto inhibitorio se mantiene.

Tabla 3. Resultados obtenidos de la evaluacion biolégica, se muestran las dosis en mg/disco y los halos de
inhibicion en milimetros (mm).

Compuesto | mg/disco SA6538 SA25923 EC25404 EC25922

1 8 14 7 7
0.75 6' 10 6' 6'

LG 2
CLG_ 0.5 - 7 - -
0.25 - 6 - -
1 6' 7 6' -
0.75 - 6' - -

CLG_3
- 0.5 - - - -
0.25 - - - -
1 12 10 8 6'
0.75 9 7 6' -

CLG_5
- 0.5 7 6' - -
0.25 6' - - -
Ampicilina 0.1 21 16* 18 15

(-) no hay inhibicion del crecimiento; * Ampicilina usada a 0.05 mg/disco, * inhibicién de crecimiento
solo en el area bajo el disco.

Los compuestos evaluados presentaron actividad inhibitoria principalmente contra las cepas
de S. aureus y menor actividad contra E. coli, siendo los compuestos CLG_5 (SA6538 a 0.5
mg/disco) y CLG_2 (SA25923 a 0.5 mg/disco) los que presentaron mejor actividad. En el
caso particular de CLG_5, los compuestos derivados de 3-fenilindazol ya han mostrado
actividad sobre algunos microorganismos, aunque principalmente contra levaduras del
género Candida (Pérez-Villanueva et al, 2017), por lo que seria importante identificar el
posible mecanismo de accion y si hay relacion con bacterias. Por su parte, en relacion con
CLG_2, ya que se ha reportado la capacidad de los carbamatos de metilo para inhibir cepas
de S. aureus resistentes a meticilina (Zadrazilova et al, 2015), no obstante, otros mecanismos
pueden estar implicados en la actividad.

Finalmente, el hecho de que los compuestos tengan actividad antibacteriana no garantiza que
su accion sea sobre FtsZ, por lo que seria necesario realizar un ensayo cuantitativo por
fluorescencia (Trusca & Bramhill, 2002), o bien, un método cualitativo evaluando el
alargamiento y deformacion de las bacterias en su division celular (Pereira et al, 2016).
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8. Conclusiones

Se realizo la sintesis de cinco derivados del bencimidazol e indazol, siendo caracterizados
por punto de fusion, factor de retencion y RMN de H. Las rutas de sintesis empleadas
permitieron obtener los compuestos con buenos rendimientos, por lo que se consideran
Optimas para sintetizar mas derivados. Ademas, se logré adaptar un método de condensacion
mas eficaz para obtener bencimidazoles, mediante sintesis asistida por microondas.

La concordancia mostrada entre algunos resultados del docking y la evaluacion bioldgica
refuerzan la importancia de realizar previamente estudios in silico, asi como considerar las
caracteristicas fisicoquimicas, como lo es la solubilidad en el disefio de nuevos compuestos
inhibidores. La restriccién de la rotacion entre los anillos arométicos parece no favorecer la
inhibicion de FtsZ in silico, ademas, esta misma caracteristica no es favorable para la
inhibicion del crecimiento bacteriano in vitro para los compuestos evaluados. Los
compuestos mostraron baja actividad antibacteriana, sin embargo, al ser estructuras pequefias
parece prometedor continuar derivatizando para encontrar los requerimientos estructurales
que favorezcan la inhibicion bacteriana.
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Espectro 2. RMN 3C de (bencimidazol-2-il)carbamato de metilo (CLG_1).
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Espectro 4. RMN 3C de (1-metil-bencimidazol-2-il)carbamato de metilo (CLG_2).
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