=

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

Estudio computacional de la interaccion de dietofencarb
y carbendazim con la B-tubulina de Botrytis cinerea

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA

Efrén Mar Antonio

@i Ciudad Universitaria, CDMX Ano 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Aguayo Ortiz Rodrigo

VOCAL: Gonzalez Méndez Israel
SECRETARIO: Martinez Caballero Carol Siseth
ler. SUPLENTE: Guzman Ocampo Dulce Consuelo
2° SUPLENTE: Mendoza Jasso Maria Eugenia

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

Laboratorio 111, Conjunto E, Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, Universidad Nacional
Autonoma de México

ASESOR DEL TEMA:
Dr. Rodrigo Aguayo Ortiz

SUSTENTANTE:
Efrén Mar Antonio




Agradecimientos

Esta investigacion ha sido realizada gracias al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e
Innovacion Tecnologica (PAPIIT) de la UNAM [A-201022. Agradezco a la DGAPA-UNAM la beca

recibida.

A la Direccion General de Coémputo y Tecnologias de Informacion y Comunicacion (DGTIC) por el

apoyo recibido en el uso de la supercomputadora “Miztli” HP Cluster Platform 3000SL (LANCAD-
UNAM-DGTIC-398).



indice

INDICE GENERAL

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS .....oooviiiieiiecieeee ettt 0
|. INTRODUGCKCION ...ttt ettt e e e e e e e e e bbbt e e e e e e e e e e e annbbbbaeeeeaaeeaeaanns 1
. ANTECEDENTES. ... ..ottt e e e e e e e e e e e r e e e e e e e e e e 2
[1.1. BOTIYEIS CINEIEE ...ttt 2
I1.2. Fungicidas empleados contra B. CINEIea...........cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 3
[1.3. Tubulina y MiCrotlbuloS.............oooviiiiiiiii e 5
[1.4. Mutaciones en [a tubUliNa ... 7
[1.5. SitioS de UNION rePOMtATOS ......ceeiiiiiiiiiiiieee ettt e e eeeeas 9
Il JUSTIFICACION ............................................................................................................... 10
IV HIPOTESIS. ...ttt e e e e e et e e e e e e e e et e e e e e e 10
V. OBJIETIVO GENERAL ..ottt ettt e e e e e e st e e e e e e e e e e nanebee s 11
V.1. ObjetivVOS PArtiCUIAIES.........coooi i 11
VI METODOLOGIA ..ottt ettt ettt 12
VI.1. Construccion de heterodimero de tubulina............cccccoeiiiiiiiiiii e, 12
VI.1.1. ANGIISIS A& SECUBNCIAS ....eeeeiiiiiiiiiieiieee ettt e e e e s eeeaens 12
VI1.1.2. Construccion del MOUEIO.........c.uuuiiiiiiiieeeee e 12
V1.2, Preparacion de ligandOS..........ooiiuiuiiiiiiiiee et e e 13
VI.2.1. Preparacion de CBZ Y DEF..........uuiiiiiiiicee et 13
VI.2.2. Preparacion de analogos de DEF ... 13
V1.3 Acoplamiento MOIECUIAT ... 13
V1.4 DINAMICA MOIECUIAN .......eeeiiiiiiee it e e 14
VI.5 Tiempo de residencia (TRAMD).......cooo i, 14
V1.6 Mutaciones que afectan las interacciones proteina-ligando...............ccccuvvveeeeen... 15
VI.6.1. Efecto de las mutaciones en la estabilidad de los ligandos................ccceeeeee. 15
VI.6.1. Efecto de las mutaciones en la estabilidad de la proteina..............cccvvvveeeenn... 15
VII. RESULTADOS Y DISCUSION ..ot 17
VII. 1. Construccién del heterodimero de a/B-tubulina..............cccoevviiiiiiiiciiiii, 17
VII.1.1. Analisis de secuencias y modelado por homologia...........cccccceeeeiiiiiiiiiiiennnnn. 17
VII.2. Acoplamiento MOIECUIAN ............oooir i, 18
VI1.2.1. Perfil de interaccion de CBZ y DEF en el sitio de los bencimidazoles............. 18
VI1.3. DINAMICA MOIECUIAT ......eeiiiiieee ittt e e eee e es 20
VII.3.2. Caracterizacion dinamica de CBZ y DEF en el sitio de los bencimidazoles.... 23
VII.4. Tiempo de residencia (TRAMD)........coouiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 24
VII.5. Mutaciones que afectan la susceptibilidad a los fungicidas ..........ccccccccevvvveennnen. 27
VII.5.1. Efecto de mutaciones en la afinidad de los ligandos..........cccccccvvvvvviiiiiiiiinnnnnn. 27
VII.5.2. Efecto de mutaciones en la estabilidad de la proteina .........cccccccvvvvviviiiiinnnnn. 29
VILG. Cribado VIFTUAL ........coooiiiiiiiiiiii e 30
VI CONCLUSIONES ..ottt e e e e et e e e e e e e s e e neb et e e e e e e e e e annnnneeees 34
IX. PERSPECTIVAS ..o 35
X APENDICE ...ttt ettt e e e e e e e ettt et e e e e e e e et e e e e e e e e e e bt e e eeaeens 36

XELREFERENCIAS ...t 41



Abreviaturas y acronimos

AA

DEF
CBz
CEso
Z0OX
GDP
GTP
NZO

A
G
T
C

PDB
C-g
MMFF94s
SD

UFF
AMDock
NVT
NPT
RMSD
RMSF
PLIP

HB

HI

TR
TRAMD
BAR

VS
EL
HA

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Aminoacido

Dietofencarb

Carbendazim

Concentracion efectiva 50

Zoxamida

Guanosin difosfato

Guanosin trifosfato

Nocodazol
Adenina

Guanina
Timina

Citosina

Protein Data Bank

Carbono-f3

Merck Molecular Force Field
steepest descent

Universal Force Field
Assisted Molecular Docking
Ensamble candnico

Ensamble isotérmico-isobarico
Desviacion de la raiz cuadratica media
Fluctuacion de la raiz cuadratica media
Protein-Ligand Interaction Profile
Puentes de hidrogeno

Interacciones hidrofébicas
Tiempo de residencia
tau-Random Acceleration Molecular Dynamics
Bennett’s Accpetance Ratio

Doble diferencia de energia de union
Virtual screening

Eficiencia del ligando

Heavy atoms



Introduccion

|. INTRODUCCION

El moho gris, causado por el hongo patégeno Botrytis cinerea, afecta a una gran variedad de
especies de consumo humano y se considera una de las enfermedades més destructivas que
amenaza su produccién. En la actualidad, el uso de fungicidas antitubulina es la forma mas
eficiente de controlar este hongo patégeno, aunque la eficacia de estos ha disminuido por la
aparicion de cepas resistentes.! Dentro de los principales agentes antitubulina encontramos a
los bencimidazoles, los N-fenilcarbamatos y las benzamidas. La tubulina es un dimero de
proteina compuesto de las subunidades a y B, que al polimerizarse forma los llamados
microtubulos, los cuales juegan un papel fundamental en diferentes funciones biolégicas. La
funcion de los microtubulos requiere en muchos casos el ensamblaje reversible de la tubulina,
por lo cual, se ha demostrado que los agentes antitubulina irrumpen este proceso, ya sea al
inhibir el ensamblaje de los microtlibulos o al estabilizarlos.? En la actualidad, se han
identificado diferentes mutaciones que conducen a la pérdida de la sensibilidad a los agentes
antitubulina, siendo las ocurridas en la posicién 198 y 200 las de mayor importancia, por lo que
el desarrollo de nuevos compuestos fungicidas resulta de importancia para el control de este

hongo patégeno.®

En este trabajo, se determiné el perfil de interaccion de los fungicidas DEF y CBZ en el
heterodimero de a/B-tubulina por medio de estudios de acoplamiento molecular, y se evaluaron
los cambios en el tiempo con ayuda de dinamica molecular. Adicionalmente, con ayuda
herramientas alquimicas fue posible estimar los cambios en la afinidad de los ligandos por
medio del calculo de la doble diferencia de energia de union ocasionado por las distintas
mutaciones reportadas que confieren resistencia. De igual manera, a través de servidores en
linea, se pudo determinar el efecto que tienen las mutaciones que no afectan la estabilidad de
los ligandos. Finalmente, se recopilaron diferentes analogos del fungicida DEF para estudiar
su perfil de interaccién y seleccionar algunos candidatos que pudieran ser utilizados como

nuevos agentes fungicidas.

Todo el conocimiento generado en este proyecto aportara informacién valiosa para el disefio
racional de nuevos compuestos con mayor selectividad y actividad contra el hongo patégeno

B. cinerea.



Antecedentes

Il. ANTECEDENTES

[I.1. Botrytis cinerea

Botrytis cinerea, el agente causal del moho gris es un hongo patégeno responsable de la
descomposicion de frutas y verduras. Las infecciones por B. cinerea pueden ocurrir antes de
la cosecha, durante la etapa de campo y permanecer latentes hasta el almacenamiento.* Las
especies de Botrytis generalmente tienen un rango de hospederos estrecho, limitandose a
infectar a una sola especie 0 a un grupo de especies relacionadas. Sin embargo, B. cinerea
puede infectar a mas de 500 especies de cultivos de frutas y verduras, por lo que se considera
de mayor importancia agricola.® La invasion del hongo al hospedero comienza a partir de
tejidos dafiados o aberturas naturales, lo que permite que el hongo establezca la infeccion,

como se observa en la Figura 2.1.

Figura 2.1. Aspecto general de frutas y verduras infectadas por el hongo patégeno B. cinerea.

De manera inicial, se produce un dafio limitado en el tejido, pero la producciéon masiva de
conidios permite su rapida propagacion. Después de la infeccion inicial, el hongo entra en una
fase breve en la que existe como bioétrofo dentro del hospedero. Mas tarde, ingresa en una
fase necrotrofica, donde comienza con la secrecion de factores de virulencia como é&cido
oxdlico, enzimas de degradacién de pared célular y analogos de hormonas vegetales que
alteran el metabolismo del huésped, su sistema inmunitario y estructura celular. El efecto final
de los factores de virulencia es la descomposicion de la fruta, lo que resulta en ablandamiento
de la pulpa y una piel marrén o coriacea.®

B. cinerea tiene un gran impacto en varios cultivos de importancia econémica, como lo son la

uva, la fresa, el tomate y puede estar presente en tallos, hojas, flores, frutos y semillas. Se

2



Antecedentes
estima que las pérdidas econdmicas anuales debidas a este hongo superan facilmente los

10,000 millones de délares en todo el mundo.® La aplicacién de agroquimicos ha sido
considerada como la forma mas eficiente de controlar a B. cinerea, rociandose mas de 500
millones de ddlares en fungicidas. Dentro de los fungicidas més utilizados para la eliminacién
de este hongo patdégeno, se encuentran los bencimidazoles, N-fenilcarbamatos,
dicarboxamidas, anilinopirimidinas, inhibidores externos de quinona, inhibidores del succinato

deshidrogenasa, fenilpirroles y benzamidas.! En la Figura 2.2, se muestra el ciclo de infeccién

pa
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de este hongo.
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& >

o= 1l ﬁwf,.:%

oS [ Conidios

Conidios

&] Micelio

Llegada al ¢
hospedero

Llegada al
hospedero

Invasion e infeccién al
hospedero.

Invasion e infeccion al
hospedero.

Figura 2.2. Ciclo de infeccion de B. cinerea. Se transmite principalmente por aire, ya que los conidios liberados
de los conidi6foros sirven como principal medio de transmisién. Este hongo patégeno cuenta con alto rendimiento
reproductivo, amplia gama de huéspedes y capacidad de sobrevivir durante periodos prolongados como conidios
y/o pequefias masas de micelio endurecido, conocidas como esclerocios, los cuales, en condiciones favorables,
dan pie a la formacion de nuevo micelio.5

Il.2. Fungicidas empleados contra B. cinerea

Los diferentes fungicidas empleados contra B. cinerea pueden clasificarse con base en su
mecanismo de accién en: agentes que afectan la respiracion fangica, osmorregulacion,
biosintesis de metionina o esteroles, y los agentes que alteran la funcion de los microtabulos
o antitubulina, siendo estos ultimos los mas empleados en la actualidad. Dentro de este ultimo
grupo encontramos tres clases estructurales principales: 1) bencimidazoles, 2) N-

fenilcarbamatos y 3) benzamidas.?’Los derivados bencimidazol-2-carbamato de metilo son un
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grupo de compuestos empleados principalmente como fungicidas y antihelminticos, aunque se

sabe que algunos tienen propiedades anticancerigenas.® Los mas utilizados para estos fines
incluyen al albendazol, carbendazim (CBZ), benomil, fuberidazol, tiabendazol, nocodazol,
oxibendazol, entre otros (Figura 2.3). Este grupo de compuestos se introdujeron por primera
vez a finales de la década de los 60’s como fungicidas altamente efectivos para el control de
un amplio espectro de patégenos ascomicetos y basidiomicetos. Asimismo, estos compuestos
han sido utilizados para combatir el moho gris producido por B. cinerea, siendo el CBZ el primer
bencimidazol empleado para esos fines.® En la actualidad, la eficacia de esta clase de
compuestos para el control de distintos patdégenos ha disminuido debido a la aparicion de

cepas resistentes alrededor de todo el mundo.3

Derivados de bencimidazol
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Figura 2.3. Estructura quimica de los principales compuestos derivados de bencimidazol.

La busqueda de nuevos compuestos con actividad fungicida llevo al hallazgo de que ciertos
herbicidas N-fenilcarbamatos eran activos frente a hongos resistentes a CBZ, lo que condujo
al descubrimiento de dietofencarb (DEF). El principal uso comercial de este compuesto es para
el control de las cepas resistentes al tratamiento con bencimidazoles como CBZ.?

Por su parte, el grupo de las benzamidas incluye a la zoxamida (ZOX), la cual se emplea
principalmente para el control de enfermedades ocasionadas por oomicetos. Sin embargo, la
ZOX, al igual que otras benzamidas que contienen a-halocetonas, ha mostrado actividad
contra hongos no superiores como B. cinerea.? Al igual que DEF, ZOX ha sido empleada para

el tratamiento de cepas de B. cinerea resistentes a CBZ.
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Los tres compuestos antes mencionados inhiben el ensamblaje de los microtibulos al unirse

de forma selectiva a la tubulina. En el caso de CBZ, se ha descrito el sitio de unidon de derivados
de bencimidazol en la tubulina, mientras que el sitio de unién para ZOX y DEF aun no ha sido

identificado.

N-fenilcarbamato y benzamida

O
)o S U NS =
N
/\() N)LO § ()/ Cl
H >
oY

Dietofencarb Zoxamida

Figura 2.4. Estructura quimica de agentes fungicidas utilizados como alternativas al tratamiento con derivados
del CBZ.

[I.3. Tubulina y microtubulos

La tubulina es una proteina globular de unién a guanosin trifosfato (GTP) de aproximadamente
55kDa, que se encuentra presente en todas las células eucariotas. Existen 23 genes
funcionales que codifican para tubulina en el genoma humano, y se clasifican en 5 familias: q,
B, y, 0 y €. Mientras que las tubulinas y, ® y € estan presentes en el centrosoma, las tubulinas
de tipo a y B son los principales componentes de los microtibulos.® Los microtibulos juegan
un papel importante en varias funciones biolégicas, que van desde el trafico intracelular y el
posicionamiento de los componentes celulares en la interfase y la formacién de huso mitético
durante la division celular, hasta el establecimiento y mantenimiento de la morfologia y
motilidad celular.®

Lo microtubulos son cilindros largos y huecos con un diametro de 24 nm que por lo general
consisten en 13 protofilamentos que se asocian lateralmente y se forman a partir la
polimerizacién de heterodimeros de a- y B-tubulina. Todas las subunidades de a/B-tubulina
presentes en un protofilamento estan dispuestas de tal manera que la B-tubulina apunta hacia
el llamado extremo positivo y la a-tubulina apunta hacia el llamado extremo negativo.*'* Ambos
extremos estan involucrados en ciclos alternados de alargamiento y acortamiento mediante la
union de nuevos heterodimeros, manteniendo el microtibulo en un estado denominado
“‘inestabilidad dinamica”. Tanto la a como B-tubulina se asocian a GTP en su region N-terminal,

pero solamente el GTP unido a la a-tubulina es estable, mientras que el GTP unido a la 3-

5



Antecedentes
tubulina puede hidrolizarse a guanosin difosfato (GDP). Mientras se mantenga en el extremo

positivo B-tubulina-GTP, la polimerizacion de los microtibulos es continua. Si por el contrario
el microtibulo presenta una molécula de GDP en su extremo, éste es inestable y se

despolimeriza rapidamente!? (Figura 2.5).

GTP

/%

Tubulina-GTP @ ©® Tubulina-GDP

Heterodimeros de
a/B-tubulina

Figura 2.5. Equilibrio de polimerizacion y despolimerizacion de la tubulina.

El papel fundamental de los microtubulos en las diferentes funciones celulares hace que estos
sean blancos importantes para el tratamiento contra parasitos y cancer. Un gran nimero de
compuestos quimicamente diversos pueden unirse a los microtubulos, alterando la dinamica
al inhibir su polimerizacion o estabilizarlos, lo que puede conducir a muerte celular. Esto ultimo
al interferir con la formacién del huso mitético y bloquear la division celular o al afectar el trafico
intracelular de moléculas y organulos importantes.1°

En cuanto a los agentes contra microtubulos, se han descrito diferentes sitios de union en la
tubulina que permiten explicar su mecanismo de accion. En primer lugar, tenemos a los sitios
de unién del taxol y laulimalida, los cuales actlan como agentes estabilizadores de los
microtubulos. Por su parte, la maytansina, colchicina, vinblastina y pironetina actian como
agentes desestabilizadores de los microtubulos. Estudios cristalograficos muestran un sitio
adicional de agentes dirigidos a microttbulos ubicado cerca del sitio de unién de la colchicina,

el cual ha sido clasificado como el sitio del nocodazol o de los bencimidazoles.
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El nocodazol (NZO), que es un derivado bencimidazol-2-carbamato de metilo, se identifico en

este nuevo sitio, permitiendo explicar el mecanismo de accién de este grupo de compuestos.4
El NZO, al igual que otros derivados del CBZ, bloquea la divisién celular al unirse de manera

selectiva a la B-tubulina, previniendo el ensamblaje de los microtubulos (Figura 2.6).

a-Tubulina

S314

V236

B-Tubulina

Figura 2.6. Modo de unién del nocodazol en la B-tubulina de B. cinerea (PDB:5CA1)1%

Desafortunadamente, se han identificado mutaciones en el mondémero de B-tubulina de
parasitos y hongos, como B. cinerea, que confieren resistencia al tratamiento a este grupo de
agentes inhibidores de la polimerizacion. %

Il.4. Mutaciones en la tubulina

Como se menciond anteriormente, el control quimico de B. cinerea se ha visto gravemente
afectado por el desarrollo de resistencia a los fungicidas comerciales como los bencimidazoles.
A la fecha, se han aislado varias cepas resistentes de este hongo patdgeno en cultivos de todo
el mundo. La introduccién de CBZ y mezclas de DEF para el control de esta cepa se utilizo de
manera inicial en respuesta a la aparicion de cepas resistentes a los becimidazoles; sin
embargo, esta mezcla resulté en la aparicion de cepas resistentes a ambos compuestos. Se
han identificado diferentes fenotipos en aislados resistentes a bencimidazoles. En primer lugar,
el fenotipo BenS presenta sensibilidad tanto a CBZ y ZOX, pero resulta insensible a DEF. Por

su parte, BenR1 presenta sensibilidad a ZOX y DEF, pero resistencia a CBZ. Este ultimo
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fenotipo es causado por una mutacién puntual de GAG en aislados susceptibles a GCG en la

posicion 198 de la B-tubulina, lo que conduce a un reemplazo de un acido glutdmico a alanina
(E198A).

Por otro lado, los aislados BenR2, el cual se detecto tras la introduccion de las mezclas de
CBZ-DEF, muestran resistencia a CBZ y ZOX, manteniendo ademas la insensibilidad hacia
DEF. Esta clase de aislados se generan debido a una mutacion puntual de TTC a TAC en la
posicion 200, donde una tirosina reemplaza a una fenilalanina (F200Y). Finalmente, el fenotipo
BenR3 genera resistencia a CBZ y una sensibilidad moderada a DEF. Este fenotipo se origina
por la mutacion puntual de GAG a GTG en la posicion 198, provocando un cambio de acido
glutdmico a valina (E198V). Adicionalmente, se ha identificado una sustitucion de acido
glutdmico a lisina en la posicion 198 (E198K) que genera resistencia a las tres clases de
fungicidas antitubulina mencionados.”'5-18 Finalmente, la mutacién L240F ha sido reportada
como causante de resistencia en diferentes aislados al tratamiento con carbamatos
bencimidazolicos.'® En la Tabla 2.1 se muestran los resultados experimentales de sensibilidad
a los fungicidas CBZ, DEF y ZOX en aislados de B. cinerea en donde se evalla la

concentracion a la que se inhibe el 50% del crecimiento radial del hongo (ECso).

Tabla 2.1. Resultados de sensibilidad a CBZ, DEF y ZOX en aislados de B. cinerea.

Sensibilidad a fungicidas (ug/ml)

Fenotipo  AA sustituido Carbendazim (CBZ) Dietofencarb (DEF) Zoxamida (ZOX)
BenS Silvestre 0.1% >2516 0.101°
BenR1 E198A > 2520 0.1% 0.0121¢
BenR2 F200Y 6.6% > 2520 7.76%
- E198K > 2520 > 2520 > 1521
BenR3 E198V > 2520 0.7%0 0.91%

Con base en la informacién experimental reportada acerca del efecto que tienen las
mutaciones de la tubulina en la actividad de los ligandos, esto puede sugerir que DEF y ZOX

se unen a un sitio en comun junto a los bencimidazoles.
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II.5. Sitios de unién reportados

Como se menciond previamente, nuestro objetivo principal radica en la propuesta del posible
sitio de unién para CBZ y DEF en la B-tubulina de B. cinerea. De manera paralela a este
proyecto, en nuestro grupo de investigacion se trabajé con la ZOX, fungicida perteneciente al
grupo de la benzamidas y que, de igual manera su sitio de union aun no esté definido. La
generacion de nuevo conocimiento acerca de estos tres fungicidas antitubulina, resulta de gran
importancia para la busqueda de nuevas alternativas para el control de este hongo patégeno,
haciendo énfasis en que, el principal interés radica en el estudio de CBZ y DEF.

En cuanto a la informacién experimental previa, en anteriores investigaciones, se ha propuesto
un posible sitio de unién para CBZ y DEF en la B-tubulina de B. cinerea (Figura 2.7). En dicho
trabajo, los autores proponen un sitio de unién formado por los residuos 135-142 y 175-1852%2
en la B-tubulina, sin embargo, esta aproximacion puede no ser correcta, debido a que los
diferentes grados de susceptibilidad a los diferentes fungicidas esta dada por mutaciones en
las posiciones 198 y 200 principalmente, residuos que forman parte del sitio de union de los
bencimidazoles. Es por esto por lo que en nuestro grupo de investigacion proponemos este
sitio de unién para DEF y CBZ, basados en el efecto de las mutaciones en los cambios de
sensibilidad en ambos compuestos, y en el caso de CBZ al tratarse de un derivado de
bencimidazol-2-carbamato de metilo. Esta informacion sera de gran utilidad para el disefio de

nuevos agentes antifungicos.

A
Ser1 y

Figura 2.7. Sitio de unién propuesto por Vela y colaboradores?® para A) CBZ y B) DEF en la B-tubulina de B.
cinerea.



Justificacion | Hipotesis

I1l. JUSTIFICACION

Botrytis cinerea, causante del moho gris, es un hongo patégeno que ocasiona pérdidas
econdmicas considerables que superan los 10 millones de délares anuales en una variedad
de frutas y verduras de consumo humano, tales como fresas, tomates, uvas, entre otros. Los
fungicidas que acttuan sobre los microtubulos como DEF y CBZ se usan ampliamente para el
control de este hongo patdégeno. Dichos compuestos ejercen su accion interrumpiendo el
ensamblaje de los microtubulos o induciendo su despolimerizacion al unirse a la subunidad
del heterodimero de tubulina, lo que puede conducir a la muerte celular. Sin embargo, con la
aparicién de cepas resistentes a estos compuestos, es necesario la basqueda de nuevas
alternativas para el control de este hongo patégeno. Es por ello por lo que en este trabajo se
busca obtener informacion acerca del mecanismo de accién a nivel molecular de los fungicidas
CBZ y DEF y, de esta manera, conocer las interacciones clave para la actividad biolégica, asi
como establecer el efecto de las mutaciones en la B-tubulina que conducen a resistencia. Lo
anterior permitird proponer el posible sitio de union de ambos compuestos para el futuro

desarrollo de nuevos agentes fungicidas mas potentes y efectivos.

IV. HIPOTESIS

Con ayuda de diferentes herramientas y metodologias computacionales, sera posible estudiar
el modo de unién y comportamiento dinamico de los fungicidas comerciales CBZ y DEF en el
heterodimero de a/B-tubulina de B. cinerea, asi como determinar el efecto de ciertas
mutaciones en la actividad de estos compuestos que conducen a la generacion de cepas
resistentes y adquirir conocimiento en cuanto a los procesos cinéticos involucrados en estos

sistemas.
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V. OBJETIVO GENERAL

Emplear herramientas de quimica y bioquimica computacional para proponer el posible sitio

de union de CBZ y DEF en la B-tubulina del hongo patégeno Botrytis cinerea.

V.1. Objetivos particulares

Llevar a cabo un analisis de secuencias y modelado por homologia para la construccion
de un modelo tridimensional del heterodimero de a/B-tubulina de B. cinerea.

Realizar estudios de acoplamiento molecular de DEF y CBZ en los modelos silvestre y
mutante de la B-tubulina de B. cinerea.

Emplear dindmica molecular para describir el comportamiento dinamico de los
complejos proteina-ligando a/B-tubulina-DEF y a/B-tubulina-CBZ.

Estudiar el efecto de las mutaciones sobre la afinidad de los ligandos y la estabilidad de
la proteina a través de métodos de transmutacién atomica y el uso de distintos
servidores en linea.

Aplicar la metodologia de TRAMD para conocer el mecanismo de disociacidn proteina-
ligando, asi como para estimar el tiempo de residencia de DEF y CBZ en la B-tubulina.
Realizar un cribado virtual para la seleccién de diferentes anélogos estructurales de
DEF como punto de partida para el disefio de nuevos compuestos con actividad

antifangica.
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VI. METODOLOGIA

En el presente trabajo, se realiz6 una revision bibliografica de los inhibidores de la
polimerizacién de la tubulina carbendazim (CBZ) y dietofencarb (DEF) con actividad reportada
contra B. cinerea. Para la identificacion del sitio y modo de union, primero se llevo a cabo la
construccion de los modelos tridimensionales del heterodimero a- y B-tubulina de B. cinerea,
tanto la forma silvestre (BCABTwr) como de la mutante (BcABTEeigsa). Posteriormente, se
recolectaron los ligandos de estudio con ayuda de una base de datos publica y se prepararon
empleando diferentes aproximaciones de quimica computacional. Con los modelos anteriores,
se realizaron los estudios de acoplamiento y dinAmica molecular para determinar el modo de
uniéon y comportamiento dinamico de los complejos proteina-ligando, respectivamente.
Adicionalmente, se evalu6 el efecto que tienen diferentes mutaciones en la afinidad de los
ligandos o en la estabilidad de la proteina y se determiné el tiempo de residencia para ambos
compuestos. De manera complementaria, se realizd6 un cribado virtual de una serie de
compuestos con similitud estructural a DEF, de los cuales se seleccionaron los mejores con
ayuda de diferentes funciones de evaluacion. En las siguientes subsecciones, se describe
detalladamente la metodologia seguida para este proceso.

VI.1. Construccion de heterodimero de tubulina

VI.1.1. Andlisis de secuencias

Del servidor en linea UniProt*, se identificaron y obtuvieron las secuencias de aminoacidos de
a- y B-tubulina de B. cinerea en formato FASTA. En el caso de la 3 tubulina, la base de datos
contenia una secuencia revisada (Uniprot ID: P53373), mientras que para la a-tubulina (Uniprot
ID: AOA384J7P6) fue necesario realizar una comparacion entre las secuencias recopiladas en
la base de datos para B. cinerea y una secuencia de a-tubulina de referencia proveniente del
organismo Sus barbatus. Esta secuencia de referencia fue tomada a partir de la estructura
molde seleccionada para llevar a cabo el modelado por homologia. La secuencia seleccionada
para la construccion del modelo fue aquella que presentd mayor porcentaje de identidad
respecto a la secuencia de referencia (Uniprot ID: AOAOR41993).

VI.1.2. Construccion del modelo

Una vez seleccionadas las secuencias a- y B-tubulina, el siguiente paso fue la construccion de
la estructura tridimensional del heterodimero silvestre de tubulina (BcABTwrt) con el servidor
web Swiss-Model.?> Para ello, se emple6 como referencia la cadena C y D del heterotetramero

de tubulina obtenido en formato PDB de la base de datos Protein Data Bank?® (PDB ID:
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5CA1).1> Como se menciono en el punto anterior, la cadena C (subunidad a) proviene del

organismo S. barbatus, mientras que la cadena D (subunidad B) proviene de Gallus gallus.
Adicionalmente, a nuestro modelo se le incorporé una molécula de GTP en la a-tubulina, una
molécula de GDP en la B-tubulina e iones Mg?* coordinados con estos cofactores en cada una
de las subunidades. Las estructuras tridimensionales de los modelos generados para ambas
estructuras se sometieron a una validacion global y local con el servidor SwissModel. A partir
de estos modelos validados, se utilizo el programa PyMol v2.5.4 para generar el heterodimero
silvestre (BCABTwr) y el modelo con la mutacion E198A (BcABTEisa). Finalmente, ambos
modelos fueron sometidos a una minimizacion de energia y optimizacion de la geometria con

ayuda del programa UCSF Chimera v1.16.%’

VI.2. Preparacion de ligandos

VI.2.1. Preparacion de CBZ y DEF

Las estructuras tridimensionales de ambos ligandos se obtuvieron de la base de datos
PubChem?® en formato SDF. Con estas estructuras, se llevd a cabo una primera optimizacion
geomeétrica y minimizacion de la energia empleando el campo de fuerza Merck Molecular Force
Field (MMFF94s)?° y el algoritmo de optimizacién steepest descent (SD)3° con el programa
Avogadro3!. El archivo de salida proveniente de la primera optimizacién se guardd en formato
PDB para posteriormente ser sometido a una optimizacién ab initio con Gaussian163
empleando el método B3LYP con un nivel de teoria 6-31G.

VI.2.2. Preparacion de analogos de DEF

Se recopilaron 635 estructuras tridimensionales de los compuestos con una similitud mayor al
90 % a la estructura de DEF en la base de datos PubChem. Para la preparaciéon de todas las
estructuras, se llevd a cabo una primera minimizacion de energia en el programa OpenBabel
utilizando el campo de fuerza Universal Force Field (UFF)33, seguido de una optimizacion

semiempirica empleando el método PM6.34

VI.3 Acoplamiento molecular

Se llevaron a cabo estudios de acoplamiento molecular (docking) de CBZ y DEF en el sitio de
union de los bencimidazoles de los modelos BCABTwr y BCABTE198a empleando los médulos
de Autodock Vina®® y Autodock43¢ incluidos en el programa AMDock (Assisted Molecular
Docking) v1.6.2.37 Se realizd un acoplamiento de tipo rigido-flexible, definiendo el espacio de

busqueda en el sitio del nocodazol (NZO) con una caja cubica de 15 x 15 x 15 A3. En los
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parametros de Autodock Vina, se establecio un valor exhaustividad de 50 y un nimero maximo

de 20 poses, mientras que para Autodock4 se definid6 un nimero de corridas de 50 y una
energia total de 5 millones de evaluaciones. A partir de los resultados obtenidos de Autodock
Vina y Autodock4, se seleccionaron las poses que presentaron el mejor puntaje.

Para los analogos de DEF, se realiz6 un acoplamiento por grupos (ensemble docking) de las
635 estructuras recopiladas en el modelo BcCABTE19sa empleando Autodock Vina. Para definir
el espacio de busqueda, se calculdé el centro geométrico de seis de los residuos que
constituyen al sitio de unién propuesto (G134, A198, F200, V236, L253 y S314),
estableciéndose una caja cubica de 30 x 30 x 30 A3, asi como un valor de exhaustividad de en

la busqueda local de 100.

VI.4 Dindmica molecular

Se llevaron a cabo simulaciones de 200 ns de dinamica molecular de los complejos DEF-
BCABTE198a, CBZ-BCABTwr y CBZ-BCcABTE1984, Obtenidos de los estudios de acoplamiento
molecular, en el programa GROMACS 20213 y empleando el campo de fuerza AMBER99SB-
ILDN.3° La parametrizacion de los ligandos se llevd a cabo a través del servidor en linea
ACPYPE.* En cada sistema, se incorporaron los parametros del GTP, GDP, iones Mg?* y de
cada ligando a la topologia del sistema. Se solvataron los sistemas con moléculas de agua del
modelo TIP3P en una caja cubica. Para neutralizar el sistema, se reemplazaron moléculas de
solvente con iones Na* y Cl hasta alcanzar una concentracion de 0.15 M. Cada uno de los
sistemas se equilibré y minimizo la energia durante 100 ps bajo el ensamble candnico NVT e
isotérmico-isobarico NPT. La temperatura de cada sistema se fijé en 300 K con el termostato
modificado de Berendsen*' y se estableci6 la presion a 1 bar con el baréstato de Parrinello-
Rahman.*?

Los analisis de la desviacion cuadratica media (RMSD, por sus siglas en inglés) y de la
fluctuacion de la raiz cuadratica media (RMSF, por sus siglas en inglés), asi como el analisis
de grupos (clustering) se realizaron empleando herramientas internas de la version GROMACS
2019.6. GROMACS y PLIP_v2.2.2*3 se usaron para el andlisis de interacciones de puentes de
hidrégeno (HB) e interacciones hidrofébicas (HI), respectivamente.

VI.5 Tiempo de residencia (TRAMD)
Se determind el tiempo de residencia (Tr) de DEF y CBZ en los modelos BCABTwr ¥y
BcABTE198a por medio de la metodologia de dinamica molecular de aceleracion aleatoria
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TRAMD (tau-Random Aceleration Molecular Dynamics)** empleando la version de GROMACS

2020.5%, Del andlisis de grupos o clustering de las simulaciones convencionales de dinamica
molecular realizadas en el punto anterior, se extrajeron las 5 conformaciones o snapshoots
mas representativas de cada sistema y cada una de ellas se sometid a 20 trayectorias de
disociacion con una duracion maxima de 40 ns (total 100 trayectorias de disociacion) aplicando

k . kcal
L_ equivalente a 10 —2

— del centro de masa del
molnm mol A

una fuerza con una magnitud de 420

ligando. Las direcciones aleatorias de la fuerza aplicada al ligando se redefinian cuando éste
se movia menos de 0.0025 nm después de 50 pasos (100 frames). Se determiné el Tr
promedio de las 5 réplicas y su desviacion estandar mediante un analisis estadistico de

distribuciéon normal.

V1.6 Mutaciones gque afectan las interacciones proteina-ligando

V1.6.1. Efecto de las mutaciones en la estabilidad de los ligandos

Se estimaron los cambios en la energia libre de union de DEF y CBZ ocasionados por
mutaciones puntuales en la B-tubulina de B. cinerea con ayuda del programa PMX.*> En el
caso de CBZ, se evaluaron un total de 7 mutaciones: E198A, E198K, E198V, E198E*, E198G,
F200Y y L240F en el modelo BcABTwrt, mientras que para DEF se evaluaron 4 mutaciones
A198E, A198E*, A198G y A198V partiendo del modelo BcABTe19sa. De manera inicial, se
generaron las topologias y estructuras hibridas de las formas apo y holo de los modelos
BCcABTwt y BcABTE19sa Utilizando PMX.48 Los estados A y B de ambas formas se equilibraron
con ensambles canonicos NVT y NPT para después ser sometidas a simulaciones
convencionales de dindmica molecular de 20 ns. De estas Ultimas, se extrajeron un total de
100 conformaciones de los ultimos 10 ns de la simulacién para llevar a cabo simulaciones de
100 ps transmutacién atdbmica independientes. Finalmente, se emple6 el método de Bennett's
Acceptance Ratio (BAR)*’ para calcular el valor de la doble diferencia de la energia libre de
unién (AAG) por medio de la ecuacion: AAGRULACHn = pGMutacion _ A Mutation

V1.6.1. Efecto de las mutaciones en la estabilidad de la proteina

De manera complementaria al punto anterior, se estimé la doble diferencia de energia de
plegamiento del modelo de a/B-tubulina en su forma apo ocasionado por las mutaciones F200Y
y L240F con el servidor en linea DynaMut*®. Este servidor incluye otras aproximaciones como

ENCoM* para un andlisis de modo normal, y mCSM®%°, SDM>! y DUET®? para una prediccion
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basada en la estructura. Adicionalmente, se utilizaron los predictores basados en la estructura

INPS-3D®3, PremPS>*y el servidor MUpro®® basado en la secuencia de aminoacidos. En cada
uno de los servidores se cargo el heterodimero de a/B-tubulina, acompafiado de un archivo de

texto con las mutaciones a evaluar.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VII. 1. Construccion del heterodimero de a/B-tubulina
VII.1.1. Andlisis de secuencias y modelado por homologia

Debido a que no se cuenta con informacion cristalografica del modelo de estudio, la técnica de
modelado por homologia permitiéo obtener el modelo tridimensional del heterodimero de a/B-
tubulina del hongo patégeno B. cinerea (BcCABTwr). La estructura de referencia (PDB: 5CA1)
se eligié debido a que en ella se expone el sitio de los bencimidazoles, y en el cual se encuentra
co-cristalizado el NZO. Para la seleccién de la secuencia de a-tubulina de B. cinerea, se llevo
a cabo un alineamiento de las seis secuencias depositadas en el PDB con la secuencia de
nuestra estructura de referencia. Nuestro analisis de secuencias revelé un porcentaje de
identidad del 77.78% respecto a la referencia en tres de las secuencias obtenidas (Tabla Al
del anexo), las cuales presentaban entre ellas una similitud del 100% (Tabla A2 del Anexo).
Cabe mencionar que el modelo con la mutacion E198A (BcABTE19sa) fue generado debido a
gue, con base en la informacién experimental, DEF presenta actividad Unicamente cuando esta
presente la mutacién en la tubulina.

La evaluacién local y global del modelo nos permite definir si los parametros, tales como
distancia entre &tomos o angulos de enlace, son coherentes respecto a la informacion existente
en diferentes bases de datos. En la Figura A1y A2 del anexo se presentan los resultados de
la validacion para ambos modelos generados, y en donde es posible apreciar que nuestro
modelo es adecuado debido a que los parametros de evaluacion local estdn dentro de los
valores esperados y con un reducido nimero de alertas estructurales. En el diagrama de
Ramachandran se muestra que mas del 95% de los aminoacidos se encuentran en regiones
favorecidas. Por otra parte, el nimero de choques (clashes) obtenidos fue minimo, hubo pocas
desviaciones de carbono-f (CB) y pocos errores en las distancia y angulos de enlace. Por su
parte, la evaluacioén global presenta un valor de Z-score del QMEAN menor a dos, indicando
gue esta dentro de los valores esperados respecto a otras proteinas depositadas en el PDB

con el mismo nimero de residuos.
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VII.2. Acoplamiento molecular

VI1.2.1. Perfil de interacciéon de CBZ y DEF en el sitio de los bencimidazoles

Los estudios de acoplamiento molecular permiten identificar el modo de unién que un ligando
puede adoptar en una proteina y predecir la afinidad o energia de unién del complejo a través
de una funcién de puntuacién o scoring.’® En este proyecto, se realizaron estudios de
acoplamiento molecular dirigidos de CBZ y DEF al sitio de los bencimidazoles en los modelos
de heterodimero de tubulina de B. cinerea BcCABTwry BCcABTE19s. EI CBZ fue acoplado tanto
en BcABTwr como BcABTEe1s, mientras que DEF fue estudiado Unicamente en el modelo
mutante. Como se menciond anteriormente, se eligio el sitio de los bencimidazoles para la
evaluacion debido a que existe informacion cristalografica de la tubulina co-cristalizada con un
derivado de bencimidazol-2-carbamato de metilo (i.e., NZO), mismo grupo al que pertenece
CBZ, y debido a que todos los residuos con mutaciones de resistencia reportadas componen
a este sitio (i.e., E198 y F200). Este sitio esta localizado en la subunidad B-tubulina de los
microtubulos, cerca de la interfase del heterodimero de a/B-tubulina.

Para los tres casos, se seleccionaron los complejos proteina-ligando provenientes de Autodock
Vina, debido a que el modo de unién obtenido para el CBZ en BcCABTwt fue muy similar al que
presenta el NZO en la estructura de referencia (Figura 7.2.1) esto, reflejado en el valor RMSD
obtenido con ayuda del servidor DockRMSD?*’ igual a 0.526 A. Cabe mencionar que el calculo
de este valor se realiz6 considerando Unicamente el nucleo de bencimidazol-2-carbamato de

metilo de ambos compuestos.

E198

Figura 7.2.1. Comparacion entre el modo de union de CBZ en BcABTwr obtenido de Autodock Vinay la

estructura NZO co-cristalizado en la estructura de referencia (5CAL).
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En la Figura 7.2.2, se muestran los resultados de los diferentes acoplamientos realizados con

AMDock v1.6.2.%7. En el caso de CBZ con el modelo BcABTwr, podemos observar la formacion
de interacciones de puente de hidrogeno del nucleo de bencimidazol con los residuos E198 y
V236. Este perfil de interaccion concuerda con la informacion cristalogréfica previa (ver Figura
7.2.1).15%8 Por su parte, los acoplamientos de CBZ y DEF en el modelo BcABTE198a muestran
gue la orientacion de las regiones hidrofébicas, tanto la regién bencenoide de CBZ como los
sustituyentes etiloxi en DEF se orientan hacia el residuo A198, el cual genera un ambiente mas
hidrofébico en comparacion al que existe cuando esta presente el residuo E198. Este modo de
union, en el caso de CBZ, permite la formacion de puentes de hidrogeno con los residuos V236
y S314, mientras que, en DEF se observa la formacion de un unico puente de hidrégeno con
el residuo V236. Cabe mencionar que el acoplamiento de DEF en el modelo BcABTwr forma
una interaccién también con este residuo; sin embargo, la informacion experimental establece
que este ligando no interactua con la forma silvestre de la tubulina, por lo que no puede
continuarse con el estudio de este complejo (Figura A3 del Anexo). En la Figura 7.2.2 se
muestra ademas el puntaje o score obtenidos para cada caso, los cuales sugieren que los tres
compuestos presentan una energia libre de unién similar por este blanco terapéutico. Resulta
interesante observar que la puntuacion predicha para CBZ en BcCABTE19s €s mas favorable que
en el modelo silvestre. La posible inconsistencia con la informacion experimental de esto altimo

se resolvera mas adelante en el trabajo.

BcABTwr BcABTe198a
A B
&}/’E\jgs % A198
3 % 8314 F200 S314

F200 E E

[
)
0
M233 M233

Nz % V236 e\, ﬁo V236

Score: -6.2 kcal/mol Score: -6.6 kcal/mol Score: -6.9 kcal/mol

Figura 7.2.2. Resultados de acoplamiento molecular de A) CBZ en BcABTwry B) BCABTEe198a Y C) DEF en

BcABTE1sa. Se muestra debajo de cada figura el valor de energia libre de unién predicha para cada sistema.
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En general, estos estudios permitieron caracterizar el perfil de interacciones de los complejos

proteina-ligando, pero, como sabemos, estos sistemas no son estaticos, por o que se debe

caracterizar el perfil dinAmico de los complejos proteina-ligando a través del tiempo.

VI1.3. Dindmica molecular

Los estudios de dinamica molecular permiten predecir el movimiento de los 4&tomos de un
sistema en funcién del tiempo mediante ecuaciones de movimiento de Newton,>®%% |o que
permite estudiar la estabilidad de los complejos proteina-ligando y los cambios en su perfil de
interaccion en un tiempo determinado. Por lo anterior, llevamos a cabo simulaciones de
dinamica molecular de 200 ns por triplicado de los sistemas DEF-BCABTEe198a, CBZ-BCABTwt
y CBZ-BcABTEe198a. Para cada réplica, se realizé un analisis de RMSD (root-mean-square
deviation) y RMSF (root-mean-square fluctuation) tomando los 200 ns de la simulacion,
mientras que, para el andlisis de grupos, interacciones de puente de hidrégeno e interacciones
hidrofébicas se analizaron en conjunto los ultimos 100 ns de las tres réplicas.

VI1.3.1. Estabilidad de los complejos proteina-ligando a través del tiempo

Para estudiar la estabilidad de nuestros sistemas durante los 200 ns de simulacion, utilizamos
las medidas de fluctuacion estructural RMSD y RMSF. Estos pardmetros nos permiten evaluar
el desplazamiento promedio de los atomos durante la simulacion en relaciébn con una
estructura de referencia, en este caso, su posicion original en el tiempo cero y la flexibilidad de
los residuos individuales, respectivamente. 562

En la Figura 7.3.1, se muestran los resultados obtenidos para CBZ donde, tanto en la forma
silvestre como en la mutante, se muestra el RMSD de cada subunidad del heterodimero de
tubulina, asi como los valores de RMSF unicamente de la subunidad 3. En el RMSD se aprecia
que la subunidad a es la que presenta mayor movilidad en comparacion con la subunidad (3-
tubulina. Podemos observar fluctuaciones menores a 0.3 nm en ambas subunidades, por lo
gue consideramos a la proteina estable durante la simulacion. En el caso de RMSF, vemos
una mayor movilidad cerca de los residuos 100 y 300. En ambos casos, tratandose de la
proteina, las fluctuaciones que se llegan a apreciar en los sistemas podemos atribuirlas a la
movilidad intrinseca de los aminoacidos mas externos o a aquellos que conforman asas (loops)

y regiones terminales.
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Figura 7.3.1. Andlisis de fluctuacién estructural RMSD y RMSF de CBZ en el heterodimero de a/B-tubulina en la
forma A) silvestre y B) mutante. AT: a-tubulina; BT: B-tubulina.
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En cuanto a la estabilidad del ligando, observamos que el cambio respecto a su posicién

original es inferior a 0.2 nm (2.0 A) en ambos sistemas y, ademas, la fluctuacion de estos
durante la simulacion es minima en las tres replicas realizadas. Esto puede deberse a que
estructuralmente el CBZ tiene baja entropia conformacional debido a que la region del anillo
de bencimidazol restringe el movimiento. Adicionalmente, las interacciones de puente de
hidrogeno, como la que se observa con los residuos E198 y V236 en el sistema CBZ-BCABTwr
y con V236 en el sistema CBZ-BcABTeigsa, asi como las interacciones hidrofdbicas,
contribuyen significativamente a que el ligando se mantenga estable en el sitio. Comparando
ambos sistemas, notamos que existe una pequefia diferencia en las fluctuaciones entre los
modelos silvestre y mutante, observandose que la fluctuacion es mayor en la forma mutante.
Esto ultimo se puede explicar por la pérdida de interaccion de puente de hidrégeno con E198,
lo que reduce significativamente la estabilidad del ligando en el sitio. Ademas, esto explicaria
la importancia de este residuo en la union del ligando y la resistencia al mismo debido a su

sustitucién por alanina.
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Figura 7.3.2. Andlisis de fluctuacion estructural RMSD y RMSF de DEF en el heterodimero de a/B-tubulina en
su forma mutante.
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En el caso de la Figura 7.3.2, correspondiente al DEF en la forma mutante, observamos que

tanto el ligando como las dos subunidades de la tubulina presentan minimas fluctuaciones a lo
largo de la simulacién. En este caso, DEF presenta sustituyentes con mas grados de libertad,
debido a los sustituyentes de etiloxi en el benceno y el grupo isopropilo en la region del
carbamato. A pesar de ello, el ligando se mantuvo bastante estable en el sitio de unién con un
RMSD menor a 0.2 nm. En el caso de la proteina, la subunidad a-tubulina fue la que presento

mayor movilidad.

VII.3.2. Caracterizacion dinAmica de CBZ y DEF en el sitio de los bencimidazoles

Parte importante de los estudios de dinamica molecular es el analisis de los cambios en el
perfil de interaccidn del ligando en el sitio de unién a través del tiempo. En el panel A) de la
Figura 7.3.3, se muestra el modo de unidon mas representativo de cada ligando obtenido a
partir del analisis por grupos de las tres réplicas de simulacion. En el caso de CBZ en el modelo
silvestre, el modo de unién mas representativo del grupo 1 (G1) resulté ser muy similar al
obtenido en el acoplamiento molecular. Es importante mencionar que para el analisis por
grupos se establecié un valor de cutoff de 0.2 nm, que corresponde al movimiento umbral para
gue distintas conformaciones pertenezcan al mismo grupo. EI CBZ mostrd interacciones de
puente de hidrégeno con la cadena lateral de E198 y la cadena principal de V236 a lo largo de
las simulaciones, interacciones de importancia para la actividad biol6gica de este compuesto.
Esto se confirma con el grafico de frecuencia de formacion de puente de hidrégeno, en donde
podemos observar que la interaccion con ambos residuos se presenté durante mas del 80%
de las simulaciones. Cabe aclarar que la formacién de puente de hidrogeno con el residuo
E198 puede corresponder al que se forma entre el grupo carbonilo del residuo y la regién del
carbamato, o al del acido de este mismo con el imidazol del bencimidazol. En cuanto a las
interacciones hidrofébicas, son menos abundantes respecto a los deméas sistemas,
presentandose Unicamente este tipo de interaccion con los residuos L253 y V368 durante la
simulacién. En cuanto al CBZ en el modelo mutante, el andlisis de grupos mostro dos
conformaciones predominantes, a pesar de ello, se muestra aquella que fue mas
representativa. Este modo de union permite la formacion de un puente de hidrogeno con la
cadena principal V236 durante gran parte de las trayectorias. A diferencia del modo de unién
obtenido durante el acoplamiento molecular, en estas simulaciones se observa la pérdida de
interaccion de puente de hidrogeno con el residuo S314. Esto ultimo podria explicar el aumento
en la movilidad del ligando observado en las tres réplicas de la simulacion. Por otra parte, el
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analisis de interacciones hidrof6bicas sugiere el aumento de estas al interactuar A198, F200,

L240, L250 y L253, principalmente. Aunque estas interacciones hidrofébicas contribuyen en la
afinidad del ligando por el sitio, se requiere determinar si la union del ligando podria estar

limitada por un proceso cinético en lugar de termodinamico.

A CBZ-BcABTwr CBZ-BcABTE198a DEF-BcABTE1ssa

N\ A198 A

2
$314
F200
00
M233 Y
=N\ ya36
1.0 1.0
08 T 08
0.6 ] I ; 0.6 ] I
04 G 04 |
M. =l W
S &b ‘7{% "?g% ‘90,7

H (IF)
(===
oM

1
\C}Aj

H (IF)
coooo
O N O

L

\.
&
N)
v
)
~
>
ol

Q%q,'\* 11

X

Figura 7.3.3. Analisis en conjunto de las réplicas de CBZ y DEF en BCABT. En el panel A) se muestra el modo
de union més representativo de cada ligando en su proteina. En B) se muestra el andlisis de grupos, frecuencia
de interacciones de puente de hidrégeno e interacciones hidrofébicas.

Finalmente, en el caso de DEF, el analisis de las simulaciones de dinamica molecular mostré
una predileccion por el modo de unién obtenido durante el acoplamiento molecular. El ligando
mantuvo interaccion de puente de hidrogeno con V236 durante mas del 80% de las
simulaciones. En cuanto a las interacciones hidrofébicas, se observa que predominan los
contactos con F200, V236, L250, L253 e 1316, en conjunto, contribuyendo con la estabilidad

del ligando en el sitio propuesto.

VII.4. Tiempo de residencia (TRAMD)

Los estudios de acoplamiento molecular previos muestran a través de los valores de energia
libre de unién que ambos ligandos presentan afinidad termodinamica por el blanco terapéutico.
Adicionalmente, los estudios de dinamica molecular muestran resultados favorables en cuanto

al perfil de interaccion y la estabilidad de los ligandos en el sitio propuesto. Sin embargo, es
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importante considerar la contribucion cinética debido a que de igual manera tiene importancia

en la eficacia y seguridad de los farmacos. En este proyecto, empleamos la metodologia de
TRAMD, la cual nos permite predecir el tiempo de residencia (Tr) y proporcionar informacion

sobre los mecanismos de disociacion proteina-ligando.4463

. . . kcal .,
Para ello, se aplico una fuerza al centro de masa del ligando de 10 % y se establecio que la

LA

direccion de ésta se reasignaria aleatoriamente cuando el movimiento del ligando en un tiempo
determinado (50 pasos) estuviera por debajo de 0.0025 nm, debido a que los posibles
impedimentos estéricos dentro del sistema pueden afectar su salida del sitio y por consiguiente
los tiempos obtenidos. Adicionalmente, se establecio el termind de la trayectoria después de
40 ns o cuando el ligando se encuentre a 40 nm de su posicién original, asegurando con esto
su extraccion del sitio. En la Figura 7.6 se muestra la representacion esquematica del proceso
de disociacion del CBZ de la tubulina.

a-Tubulina

B-Tubulina

Figura 7.4.1. Representacion del proceso de disociacién de CBZ del sitio de unidn propuesto en el
heterodimero de a/B-tubulina.

Es este trabajo, se determiné el Tr de CBZ en ambos modelos de la proteina, mientras que
para DEF se emple6 el modelo BcABTEigsa. De las 5 réplicas que comprendian 20 trayectorias
de disociacion, se seleccionaron las 3 que presentaban menor variacion entre ellas por medio
de un analisis de T-student, debido a que en algunas de las réplicas los valores obtenidos
presentaban gran fluctuacion, lo que pudo deberse a la interaccion transitoria del ligando en la
interfaz del heterodimero de a/B-tubulina. En este sentido, en la Figura 7.4.2 se presentan los
resultados obtenidos para esta determinacién. En el caso del CBZ, obtuvimos un Trde 834.43
ps en el modelo BCABTwrt, mientras que en el modelo BcCABTEe19sa un tiempo de 107.43 ps. Por
su parte, para DEF, el tiempo obtenido en el modelo BCABTEe19sa fue de 2019.83 ps. Los
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resultados del analisis estadistico Ks test para estos valores se muestra en las Figuras A4y

A5 del anexo. Estos resultados concuerdan con lo esperado, debido a que como se mencioné
en la seccion anterior, estudios experimentales previos muestran una disminucion en la
actividad de CBZ frente a este hongo patdégeno cuando ocurre la mutacion de &cido glutdmico
a alanina en la posicion 198, lo que podria explicarse con la diferencia en la afinidad cinética
de CBZ en ambos sistemas, siendo superior en la forma silvestre. De igual manera, de acuerdo
con el resultado obtenido para DEF, esto sugiere que presenta una mayor afinidad cinética por

su blanco terapéutico que el mismo CBZ en la forma silvestre de la proteina.
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Figura 7.4.2. Resultados de la metodologia de TRAMD. Se muestran los gréaficos asociados a cada réplica y el
valor de Tr obtenido en picosegundos para A) CBZ en BcABTwrB) CBZ y C) DEF en BCABTE19sa.
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VII.5. Mutaciones que afectan la susceptibilidad a los fungicidas

VI1.5.1. Efecto de mutaciones en la afinidad de los ligandos

Como se menciond anteriormente, se han reportado diferentes mutaciones que confieren
diferentes grados de susceptibilidad al tratamiento con fungicidas, principalmente E198A/K/V
y F200Y?2. Para tratar de entender el efecto que tienen dichas mutaciones en la afinidad de
CBZ y DEF por la B-tubulina de B. cinerea, empleamos métodos alquimicos para el calculo de
la doble diferencia de energia libre de unidon (AAGYULAU™ = AGpiutacion — pGMutation
implementados por Aldeghi y colaboradores.’4. En la Figura 7.8 se muestra el ciclo

termodinamico usado para estimar esta doble diferencia de energia de union.

Ligando

S
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— AGuni(xn
9 + —
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Figura 7.5.1. Ciclo termodinamico usado para el calculo de la doble diferencia de energia (AAGM“tacion

En este proyecto, se evaluaron un total de 8 mutaciones para el CBZ partiendo del modelo

Mutacion

silvestre y 4 para el DEF partiendo del modelo mutante. Los valores predichos de AAG,,,;i¢r

Mutacion

para ambos ligandos se muestran en los graficos de la Figura 7.5.2, en donde un AAG,;,ién

positivo indica que la mutacion conlleva a una disminucion de la afinidad del ligando en el sitio
de unién, mientras que un valor negativo sugiere que la mutacion contribuye al aumento de la
afinidad del ligando por dicho sitio. En el caso de CBZ, los valores predichos para las

mutaciones sugieren que la sustitucion de E198%18 disminuye la afinidad de CBZ en el sitio de
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union (AAGM¥tacion 5 2 o keal/mol), esto debido a la perdida de interacciones de puente de
hidrogeno con este residuo. Asi mismo el cambio de E198 por un aminoacido cargado y de
mayor tamafio, como la lisina®, disminuye significativamente la afinidad del ligando
(AAGM#Lacion 5 19 68 kcal/mol). Resulta interesante notar que el cambio en el estado de
protonacion de la forma protonada de E198 por la cargada (E198%*) resulta en una disminucién
de la afinidad. Esto ultimo confirma que la forma protonada de este residuo es indispensable
para que el CBZ y otros derivados bencimidazélicos se unan al sitio de unién®8. Por otra parte,
las mutaciones F200Y y L240F>*8, las cuales alteran la susceptibilidad del hongo al tratamiento
con CBZ, no muestran cambios significativos en la AAGMutacion (< 1,00 kcal/mol). Lo anterior
sugiere que estas mutaciones no tienen un efecto directo la afinidad del ligando, por lo que el
mecanismo a través del cual generan resistencia puede ser por cambios en la estabilidad de
la B-tubulina.

Por otro lado, el cambio de alanina por &cido glutamico en cualquiera de sus estados de
protonacion en la posicion 198 resulta desfavorable en la afinidad de DEF por el sitio de union
(AAGMUtacion > 10,00 kcal/mol), confirmando la preferencia de este compuesto por la forma
mutante E198A de la proteina®. Adicionalmente, las mutaciones en la misma posiciéon por
aminoacidos de caracter no polar, como glicina y valina, no producen cambios significativos en
la afinidad del ligando de acuerdo con la AAGM¥L4¢i6n (= 0.00 kcal/mol) obtenida. Esto Gltimo

unién

también es consistente con informacién experimental previa.?°
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Figura 7.5.2. Resultados obtenidos de AAGM4taci6n nara CBZ y DEF por medio de la metodologia de

union

transmutacion atomica. E* corresponde al residuo E198 en su estado desprotonado.
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VI1.5.2. Efecto de mutaciones en la estabilidad de la proteina

En la seccion anterior, evaluamos los cambios en la afinidad del ligando por el sitio de unién
ocasionados por diferentes mutaciones. Sin embargo, la resistencia a los agentes inhibidores
de la polimerizacion de los microtubulos puede estar dada de igual manera por cambios en la
estabilidad de la estructura.®6’ En este sentido, las mutaciones F200Y y L240F mostraron no
tener efecto en la afinidad de CBZ, por lo que en esta seccion evaluamos el efecto que tienen
en la estabilidad de la proteina por medio de diferentes servidores en linea. Estos servidores
permitieron determinar el AAG%Z@Z%‘%ZMO, lo cual permite determinar si las mutaciones afectan
la estabilidad de la proteina y/o flexibilidad de esta, derivando asi en resistencia al tratamiento

con agentes fungicidas. En la Tabla 7.5.1 se muestran los resultados de AAG%’;E‘(;%‘}ZMO para

cada mutacion. En este sentido, los resultados de DynaMut sugieren que ambas mutaciones
tienen un efecto estabilizante en la proteina, o que puede ocasionar una disminucion de la
flexibilidad e interferir con la apertura del sitio criptico, dificultando asi el ingreso del ligando al
sitio de unién. De manera contraria a lo observado con DynaMut, los valores obtenidos de

AAG%?E%?ZMO en el resto de los servidores empleados sugieren que ambas mutaciones tienen

un efecto desestabilizante en la proteina, esto ocasionaria un incremento en la flexibilidad de
los residuos que componen el sitio de union propuesto. Este aumento del comportamiento
dindmico de la proteina permitiria el ingreso del ligando en el sitio, pero, debido a la alta

movilidad, este no seria estable.

Tabla 7.5.1. Resultados de AAG{,"{Z%%?ZMO obtenidos para las mutaciones F200Y y L240F

AAGMutacion - (kcal/mol)

plegamiento

Mutacion DynaMut ENCoM mCSM SDM DUET INPS-3D MUpro PremPS
F200Y 0.548 -0.009 -0.563 -0.760 -0.344 -0.290 -0.983 0.91
Criterio E D D D D D D D
L240F 0.855 0.457 -1.664 -1.39 -1.92 -0.938 -1.033 1.16
Criterio E E D D D D D D

Notas: Estabilizadora (E), Desestabilizadora (D).

Debido a que predominantemente los resultados nos indican que ambas mutaciones
desestabilizan la estructura, podemos suponer que la resistencia a los inhibidores de la
polimerizacién ocasionada por estas mutaciones sigue el mecanismo de cambios en la

estabilidad de la B-tubulina.
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VII.6. Cribado virtual

Finalmente, y de manera complementaria, realizamos un cribado virtual o virtual screening
(VS) con el objetivo de proponer diferentes estructuras como punto de partida para un posterior
disefio racional de nuevas moléculas con actividad fungicida. Para ello, recopilamos 635
anélogos estructurales de DEF de la base de datos PubChem, para posteriormente llevar a
cabo estudios de acoplamiento molecular convencionales en ambos modelos de la proteina
con AutoDock Vina. Para la seleccion de los candidatos, empleamos la funcion de consenso
Z-score®® para comparar los resultados de las funciones de puntuaciéon AutoDock Vina y
DrugScore.®? De manera inicial, con los valores de energia libre de unién obtenidos de ambas
funciones, se llevo a cabo el célculo eficiencia del ligando (EL), obtenido al dividir cada valor
de energia libre entre la cantidad de &tomos pesados o heavy atomos (HA), esto con el objetivo
de desestimar valores de score superiores asociados al tamafio molecular. Posteriormente,
llevamos a cabo el célculo de Z-score, restando a cada valor individual de EL el valor promedio
de los datos y dividiéndolo entre su desviacion estandar, esto se realiz para todos los valores
de cada una de las funciones utilizadas. Finalmente, para agrupar los datos, obtenemos el
promedio de ambas funciones y realizamos un gréafico de distribucién. En el Esquema 7.6.1,

se resume el proceso antes mencionado.

1.- Funciones
de puntuacién
AutoDock Vina y
DrugScore

5.- Grafico de 2.- Caleculo de la

distribucion y Eficiencia
seleccion de del Ligando (LE)
candidatos (AG/HA)

3.- Calculo
individual de los
valores
Z-score

(%=X )ss]

4.- Obtencién
del valor
promedio
Z-score

Esquema 7.6.1. Secuencia de pasos a seguir para la seleccién de candidato.
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A partir de los valores individuales de Z-score para los analogos en el modelo BcCABTE19sa, Y

los valores promedio de Z-score obtenidos en el modelo BcCABTwr generamos el Grafico de
distribucion de la Figura 7.6.1, en donde la gama de colores se resalta aquellos ligandos que
presentan un valor de energia libre de uniébn mas favorable. En este sentido, se seleccionaron
los 5 compuestos que presentaron mayor afinidad por la proteina en forma mutante y que,
adicionalmente, su unién en la forma silvestre no se ve favorecida, asemejando un
comportamiento similar al que tiene DEF, los cuales corresponden a los puntos en rojo

resaltados dentro del diagrama.

3 3

Z-escalado

Eficiencia del ligando-Drugscore
Energia libre (kcal/mol)

Eficiencia del ligando-Vina
Z-escalado

Figura 7.6.1. Grafico de distribucién de los analogos de DEF. Se grafica en funcion del valor Z escalado de la
eficiencia del ligando de las dos funciones de puntuacién empleadas.
Los 5 compuestos seleccionados corresponden a los analogos 02, 52, 111, 287 y 483, cuya
estructura quimica y modo de union en la proteina mutante se observan en la Figura 7.6.2 y
Figura 7.6.3 respectivamente. En cuanto a los cambios estructurales de los analogos respecto
a DEF, podemos observar una extension de la estructura en la region del carbamato para la
formacion del grupo ter-butilo, observandose esto en todos los analogos, excepto en el 483.
En este ultimo, ocurre una alquilacion en el atomo de nitrégeno del grupo carbamato. Por otra
parte, el grupo carbamato se mantiene en los diferentes analogos, salvo en el analogo 287,
donde se observa una reduccion de la estructura por la remocién del atomo de oxigeno. El

analogo 111, sufre una reduccioén de la estructura, en donde se eliminan dos grupos metileno
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en la region de los éteres, mientras que en el analogo 52 ocurre un cierre de anillo en esa

misma region.

Analogos de DEF

0
P

Dietofencarb

E 0 -9 j‘ o
O DI e JOAx O, 0
P LA A A S AL
H -
Andlogo 02 Andlogo 52 Analogo 111 Analogo 287 Andlogo 483

Figura 7.6.2. Estructura quimica de los diferentes analogos de DEF.

Debido a la alta similitud estructural que presentan los compuestos con DEF, se observa un
modo de unién similar al de este compuesto de referencia, donde la region de las cadenas
alquilicas y el anillo aroméatico se orienta en direccion al residuo A198. Cabe mencionar que,
en este caso, en ninguno de los compuestos se observa la formacién de interacciones de
puente de hidrogeno como con DEF y CBZ. A excepcion del analogo 287, en todos los casos
la orientacion del nitrdgeno donador de puente de hidrogeno no permite la interaccién con la
cadena principal de la V236 debido a que el &ngulo y distancia entre los atomos involucrados
no son los adecuados. Recordemos que para la formacion de puentes de hidrégeno el angulo
de interaccion debe ser mayor a 150°, con una distancia entre donador y aceptor de entre de
2y 4 A. En este caso, las contribuciones energéticas se deben principalmente a interacciones

de tipo hidrofébicas.
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Analogo 02 Analogo 52 Analogo 111

(A198

F200

vzse,@r | ;

Analogo 287

Figura 7.6.3. Resultados de acoplamiento molecular para los 5 analogos seleccionados del cribado virtual.
Como se menciono anteriormente, Gnicamente se proponen estructuras como punto de partida
para un disefio racional, ya que para continuar con estudios de disefio se requeriria un analisis
a mayor profundidad del perfil de interaccién de los analogos propuestos, asi como estudios
de dinamica molecular que permitan un mayor entendimiento del comportamiento de estos

compuestos en la tubulina.
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VIIl. CONCLUSIONES

El presente trabajo proporcioné informacion valiosa con relacion al perfil de interaccion de los

fungicidas CBZ y DEF en la B-tubulina de B. cinerea.

A través del andlisis de secuencias y modelado por homologia, fue posible la
construccion del modelo tridimensional de o/B-tubulina, el cual cumple con los
parametros de evaluacion local y global para su validacion.

Los estudios de acoplamiento molecular permitieron determinar el modo de unién de
CBZ y DEF en la B-tubulina de B. cinerea.

Con los estudios de dinamica molecular fue posible caracterizar el comportamiento
dinamico de los sistemas a través del tiempo, revelando que estos son estables y que,
ademas, las interacciones por parte del CBZ con los residuos E198 y V236 son
importantes para su actividad biologica. Por otro lado, en el caso de DEF, el puente de
hidrogeno con la cadena principal de V236 se presenta a lo largo de la simulacion y la
ausencia de E198 en el modelo evaluado permite una mejor orientacion de las regiones
hidrofobicas en la cavidad hidrofébica.

El estudio cinético con TRAMD revelé una mayor selectividad cinética de CBZ en la
forma silvestre sobre la mutante, por lo que la resistencia provocada por la mutacion
E198A puede deberse a esta diferencia. En el caso de DEF, el tiempo de residencia
obtenido es superior al de CBZ en el mismo modelo.

El calculo de la doble diferencia de energia libre de unién a través de estudios de
transmutacion atomica confirma los resultados experimentales reportados, en donde la
sustitucién del residuo E198 tiene un efecto significativo en la afinidad de CBZ debido a
la pérdida de las interacciones de puente de hidrogeno. Por otro lado, DEF tiene una
mayor preferencia por el sitio de uniéon propuesto cuando esta presente la mutacion
E198A. Adicionalmente, los nuestros resultados sugieren que las mutaciones F200Y y
L240F tienen un efecto en la estabilidad de la estructura, lo que pude conducir a
resistencia hacia los agentes inhibidores la polimerizacion.

Finalmente, por medio de cribado virtual fue posible identificar 5 potenciales analogos
estructurales de DEF con perfil de interaccion similar a este compuesto, los cuales
pueden servir como punto de partida para el futuro disefio de nuevos compuestos

fungicidas.
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Perspectivas

IX. PERSPECTIVAS
Profundizar en el estudio de analogos de DEF para comprender el perfil de interaccion de los
candidatos, asi como de su comportamiento dindmico a través de estudios de dinamica

molecular.
Por medio del conocimiento generado, realizar la propuesta y disefio de nuevos compuestos

con mayor actividad fungicida contra B. cinerea.
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X. APENDICE

Tabla A1. Resultados del alineamiento de secuencias depositadas de B. cinerea respecto a
la de referencia Sus barbatus

Porcentaje de identidad (%)

Botrytis cinerea
Uniprot ID
M7TZPO
AQOA384J8T3
G2Y7B3
AOA384J7P6
G2Y6Z3
M7TU84

Sus barbatus

AOAOR41993
68.93
68.93
68.93
77.78
77.78
77.78

Tabla A2. Resultados del alineamiento entre de secuencias de B. cinerea

AOA384J7P6
G2Y6Z3
M7TU84

AOA384J7P6

100.00%
100.00%
100.00%

G2Y6Z3

100.00%
100.00%
100.00%

M7TU84

100.00%
100.00%
100.00%
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Figura A3. Modo de union obtenido en el acoplamiento molecular de dietofencarb (DEF) en
el modelo silvestre de la tubulina (BCABTwr)
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Figura A4. Resultados del analisis estadistico de la metodologia de TRAMD para CBZ en la
proteina silvestre.
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