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l. INTRODUCCIÓN 

El moho gris, causado por el hongo patógeno Botrytis cinerea, afecta a una gran variedad de 

especies de consumo humano y se considera una de las enfermedades más destructivas que 

amenaza su producción. En la actualidad, el uso de fungicidas antitubulina es la forma más 

eficiente de controlar este hongo patógeno, aunque la eficacia de estos ha disminuido por la 

aparición de cepas resistentes.1 Dentro de los principales agentes antitubulina encontramos a 

los bencimidazoles, los N-fenilcarbamatos y las benzamidas. La tubulina es un dímero de 

proteína compuesto de las subunidades α y β, que al polimerizarse forma los llamados 

microtúbulos, los cuales juegan un papel fundamental en diferentes funciones biológicas. La 

función de los microtúbulos 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 microtúbulos o al estabilizarlos.2 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 posición 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 patógeno.3 

En este trabajo, se determinó el perfil de interacción de los fungicidas DEF y CBZ en el 

heterodímero de α/β-tubulina por medio de estudios de acoplamiento molecular, y se evaluaron 

los cambios en el tiempo con ayuda de dinámica molecular. Adicionalmente, con ayuda 

herramientas alquímicas fue posible estimar los cambios en la afinidad de los ligandos por 

medio del cálculo de la doble diferencia de energía de unión ocasionado por las distintas 

mutaciones reportadas que confieren resistencia. De igual manera, a través de servidores en 

línea, se pudo determinar el efecto que tienen las mutaciones que no afectan la estabilidad de 

los ligandos. Finalmente, se recopilaron diferentes análogos del fungicida DEF para estudiar 

su perfil de interacción y seleccionar algunos candidatos que pudieran ser utilizados como 

nuevos agentes fungicidas. 

Todo el conocimiento generado en este proyecto aportará información valiosa para el diseño 

racional de nuevos compuestos con mayor selectividad y actividad contra el hongo patógeno 

B. cinerea. 
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ll. ANTECEDENTES 

ll.1. Botrytis cinerea 

Botrytis cinerea, el agente causal del moho gris es un hongo patógeno responsable de la 

descomposición 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.4 Las 

especies de Botrytis generalmente tienen un rango de hospederos estrecho, limitándose a 

infectar a una sola especie o a un grupo de especies relacionadas. Sin embargo, B. cinerea 

puede infectar a más de 500 especies de cultivos de frutas y verduras, por lo que se considera 

de mayor importancia agrícola.5 La invasión del hongo al hospedero comienza a partir de 

tejidos dañados o aberturas naturales, lo que permite que el hongo establezca la infección, 

como se observa en la Figura 2.1.  

 

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

De manera inicial, se produce un daño limitado en el tejido, pero la producción masiva de 

conidios permite su rápida propagación. Después de la infección inicial, el hongo entra en una 

fase breve en la que existe como biótrofo dentro del hospedero. Más tarde, ingresa en una 

fase necrotrófica, donde comienza con la secreción de factores de virulencia como ácido 

oxálico, enzimas de degradación de pared célular y análogos 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 descomposición de la fruta, lo que resulta en ablandamiento 

de la pulpa y una piel marrón o coriácea.5  

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

uva, la fresa, el tomate y puede estar presente en tallos, hojas, flores, frutos y semillas. Se 
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estima que las pérdidas económicas anuales debidas a este hongo superan fácilmente los 

10,000 millones de dólares en todo el mundo.6 La aplicación de agroquímicos ha sido 

considerada como la forma más eficiente de controlar a B. cinerea, rociándose más de 500 

millones de dólares en fungicidas. Dentro de los fungicidas más utilizados para la eliminación 

de este hongo patógeno, se encuentran los bencimidazoles, N-fenilcarbamatos, 

dicarboxamidas, anilinopirimidinas, inhibidores externos de quinona, inhibidores del succinato 

deshidrogenasa, fenilpirroles y benzamidas.1 En la Figura 2.2, se muestra el ciclo de infección 

de este hongo. 

 

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

 

II.2. Fungicidas empleados contra B. cinerea 

Los diferentes fungicidas empleados contra B. cinerea pueden clasificarse con base en su 

mecanismo de acción en:  agentes que afectan la respiración fúngica, osmorregulación, 

biosíntesis de metionina o esteroles, y los agentes que alteran la función de los microtúbulos 

o antitubulina, siendo estos últimos los más empleados en la actualidad. Dentro de este último 

grupo encontramos tres clases estructurales principales: 1) bencimidazoles, 2) N-

fenilcarbamatos y 3) benzamidas.2,7Los derivados bencimidazol-2-carbamato de metilo son un 
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grupo de compuestos empleados principalmente como fungicidas y antihelmínticos, aunque se 

sabe que algunos tienen propiedades anticancerígenas.8 Los más 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 patógenos 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.6 En la actualidad, la eficacia de esta clase de 

compuestos para el control de distintos patógenos ha disminuido debido a la aparición de 

cepas resistentes alrededor de todo el mundo.3 

 

 

Figura 2.3. Estructura química de los principales compuestos derivados de bencimidazol. 

 

La búsqueda 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.2 

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 α-halocetonas, ha mostrado actividad 

contra hongos no superiores como B. cinerea.2 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 microtúbulos al unirse 

de forma selectiva a la tubulina. En el caso de CBZ, se ha descrito el sitio de unión de derivados 

de bencimidazol en la tubulina, mientras que el sitio de unión para ZOX y DEF aún no ha sido 

identificado. 

 

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

 

II.3. Tubulina y microtúbulos  

La tubulina es una proteína globular de unión a guanosín 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: α, 

β, γ, δ y ε. Mientras que las tubulinas γ, δ y ε están presentes en el centrosoma, las tubulinas 

de tipo α y β son los principales componentes de los microtúbulos.9 Los microtúbulos juegan 

un papel importante en varias funciones biológicas, que van desde el tráfico intracelular y el 

posicionamiento de los componentes celulares en la interfase y la formación de huso mitótico 

durante la división celular, hasta el establecimiento y mantenimiento de la morfología y 

motilidad celular.10 

Lo microtúbulos son cilindros largos y huecos con un diámetro de 24 nm que por lo general 

consisten en 13 protofilamentos que se asocian lateralmente y se forman a partir la 

polimerización de heterodímeros de α- y β-tubulina. Todas las subunidades de α/β-tubulina 

presentes en un protofilamento están dispuestas de tal manera que la β-tubulina apunta hacia 

el llamado extremo positivo y la α-tubulina apunta hacia el llamado extremo negativo.9,11 Ambos 

extremos están involucrados en ciclos alternados de alargamiento y acortamiento mediante la 

unión de nuevos heterodímeros, manteniendo el microtúbulo en un estado denominado 

“inestabilidad dinámica”. Tanto la α como β-tubulina se asocian a GTP en su región N-terminal, 

pero solamente el GTP unido a la α-tubulina es estable, mientras que el GTP unido a la β-
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tubulina puede hidrolizarse a guanosín difosfato (GDP). Mientras se mantenga en el extremo 

positivo β-tubulina-GTP, la polimerización de los microtúbulos es continua. Si por el contrario 

el microtúbulo presenta una molécula de GDP en su extremo, éste es inestable y se 

despolimeriza rápidamente12 (Figura 2.5). 

 

 

Figura 2.5. Equilibrio de polimerización y despolimerización de la tubulina. 

 

El papel fundamental de los microtúbulos en las diferentes funciones celulares hace que estos 

sean blancos importantes para el tratamiento contra parásitos y cáncer. Un gran número de 

compuestos químicamente diversos pueden unirse a los microtúbulos, alterando la dinámica 

al inhibir su polimerización o estabilizarlos, lo que puede conducir a muerte celular. Esto último 

al interferir con la formación del huso mitótico y bloquear la división celular o al afectar el tráfico 

intracelular de moléculas y orgánulos importantes.10,13 

En cuanto a los agentes contra microtúbulos, se han descrito diferentes sitios de unión en la 

tubulina que permiten explicar su mecanismo de acción. En primer lugar, tenemos a los sitios 

de unión del taxol y laulimalida, los cuales actúan como agentes estabilizadores de los 

microtúbulos. Por su parte, la maytansina, colchicina, vinblastina y pironetina actúan como 

agentes desestabilizadores de los microtúbulos. Estudios cristalográficos muestran un sitio 

adicional de agentes dirigidos a microtúbulos ubicado cerca del sitio de unión 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 identificó en 

este nuevo sitio, permitiendo explicar el mecanismo de acción de este grupo de compuestos.14 

El NZO, al igual que otros derivados del CBZ, bloquea la división celular al unirse de manera 

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

 

Figura 2.6. Modo de unión del nocodazol en la β-tubulina de B. cinerea (PDB:5CA1)15 

 

Desafortunadamente, se han identificado mutaciones en el monómero de β-tubulina de 

parásitos y hongos, como B. cinerea, que confieren resistencia al tratamiento a este grupo de 

agentes inhibidores de la polimerización. 2,10 

 

II.4. Mutaciones en la tubulina 

Como se mencionó anteriormente, el control químico 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 patógeno en cultivos de todo 

el mundo. La introducción de CBZ y mezclas de DEF para el control de esta cepa se utilizó de 

manera inicial en respuesta a la aparición de cepas resistentes a los becimidazoles; sin 

embargo, esta mezcla resultó en la aparición 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 último 
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fenotipo es causado por una mutación puntual de GAG en aislados susceptibles a GCG en la 

posición 198 de la β-tubulina, lo que conduce a un reemplazo de un ácido glutámico a alanina 

(E198A). 

Por otro lado, los aislados BenR2, el cual se detectó tras la introducción de las mezclas de 

CBZ-DEF, muestran resistencia a CBZ y ZOX, manteniendo además la insensibilidad hacia 

DEF. Esta clase de aislados se generan debido a una mutación puntual de TTC a TAC en la 

posición 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 mutación puntual de GAG a GTG en la posición 198, provocando un cambio de ácido 

glutámico a valina (E198V). Adicionalmente, se ha identificado una sustitución de ácido 

glutámico a lisina en la posición 198 (E198K) que genera resistencia a las tres clases de 

fungicidas antitubulina mencionados.7,16–18 Finalmente, la mutación L240F ha sido reportada 

como causante de resistencia en diferentes aislados al tratamiento con carbamatos 

bencimidazolicos.19 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 evalúa la 

concentración a la que se inhibe el 50% del crecimiento radial del hongo (EC50). 

 

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

Sensibilidad a fungicidas (µg/ml) 

Fenotipo AA sustituido Carbendazim (CBZ) Dietofencarb (DEF) Zoxamida (ZOX) 

BenS Silvestre 0.120 >2516 0.1016 

BenR1 E198A > 2520 0.120 0.01216 

BenR2 F200Y 6.620 > 2520 7.761 

- E198K > 2520 > 2520 > 1521 

BenR3 E198V > 2520 0.720 0.9121 

 

Con base en la información 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 común junto a los bencimidazoles. 
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II.5.  Sitios de unión reportados 

Como se mencionó previamente, nuestro objetivo principal radica en la propuesta del posible 

sitio de unión para CBZ y DEF en la β-tubulina de B. cinerea. De manera paralela a este 

proyecto, en nuestro grupo de investigación se trabajó con la ZOX, fungicida perteneciente al 

grupo de la benzamidas y que, de igual manera su sitio de unión aún no está definido. La 

generación de nuevo conocimiento acerca de estos tres fungicidas antitubulina, resulta de gran 

importancia para la búsqueda de nuevas alternativas para el control de este hongo patógeno, 

haciendo énfasis en que, el principal interés radica en el estudio de CBZ y DEF.  

En cuanto a la información experimental previa, en anteriores investigaciones, se ha propuesto 

un posible sitio de unión para CBZ y DEF en la β-tubulina de B. cinerea (Figura 2.7). En dicho 

trabajo, los autores proponen un sitio de unión formado por los residuos 135-142 y 175-18522 

en la β-tubulina, sin embargo, esta aproximación puede no ser correcta, debido a que los 

diferentes grados de susceptibilidad a los diferentes fungicidas está dada por mutaciones en 

las posiciones 198 y 200 principalmente, residuos que forman parte del sitio de unión de los 

bencimidazoles. Es por esto por lo que en nuestro grupo de investigación proponemos este 

sitio de unión 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 información será de gran utilidad para el diseño de 

nuevos agentes antifúngicos.  

 

 
 

Figura 2.7. Sitio de unión propuesto por Vela y colaboradores23 para A) CBZ y B) DEF en la β-tubulina de B. 
cinerea.
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III. JUSTIFICACIÓN 

Botrytis cinerea, causante del moho gris, es un hongo patógeno que ocasiona pérdidas 

económicas considerables que superan los 10 millones de dólares anuales en una variedad 

de frutas y verduras de consumo humano, tales como fresas, tomates, uvas, entre otros. Los 

fungicidas que actúan sobre los microtúbulos como DEF y CBZ se usan ampliamente para el 

control de este hongo patógeno. Dichos compuestos ejercen su acción interrumpiendo el 

ensamblaje de los microtúbulos o induciendo su despolimerización al unirse a la subunidad β 

del heterodímero de tubulina, lo que puede conducir a la muerte celular. Sin embargo, con la 

aparición de cepas resistentes a estos compuestos, es necesario la búsqueda de nuevas 

alternativas para el control de este hongo patógeno. Es por ello por lo que en este trabajo se 

busca obtener información acerca del mecanismo de acción a nivel molecular de los fungicidas 

CBZ y DEF y, de esta manera, conocer las interacciones clave para la actividad biológica, así 

como establecer el efecto de las mutaciones en la β-tubulina que conducen a resistencia. Lo 

anterior permitirá proponer el posible sitio de unión de ambos compuestos para el futuro 

desarrollo de nuevos agentes fungicidas más potentes y efectivos. 

 

 

 

IV. HIPÓTESIS 

Con ayuda de diferentes herramientas y metodologías computacionales, será posible estudiar 

el modo de unión y comportamiento dinámico de los fungicidas comerciales CBZ y DEF en el 

heterodímero de α/β-tubulina de B. cinerea, así como determinar el efecto de ciertas 

mutaciones en la actividad de estos compuestos que conducen a la generación 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 química y bioquímica computacional para proponer el posible sitio 

de unión de CBZ y DEF en la β-tubulina del hongo patógeno Botrytis cinerea.  

 

V.1. Objetivos particulares 

• Llevar a cabo un análisis de secuencias y modelado por homología para la construcción 

de un modelo tridimensional del heterodímero de α/β-tubulina de B. cinerea. 

• Realizar estudios de acoplamiento molecular de DEF y CBZ en los modelos silvestre y 

mutante de la β-tubulina de B. cinerea. 

• Emplear dinámica molecular para describir el comportamiento dinámico de los 

complejos proteína-ligando α/β-tubulina-DEF y α/β-tubulina-CBZ. 

• Estudiar el efecto de las mutaciones sobre la afinidad de los ligandos y la estabilidad de 

la proteína a través de métodos de transmutación atómica y el uso de distintos 

servidores en línea.  

• Aplicar la metodología de τRAMD para conocer el mecanismo de disociación proteína-

ligando, así como para estimar el tiempo de residencia de DEF y CBZ en la β-tubulina.  

• Realizar un cribado virtual para la selección de diferentes análogos estructurales de 

DEF como punto de partida para el diseño de nuevos compuestos con actividad 

antifúngica.  
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VI. METODOLOGÍA 

En el presente trabajo, se realizó una revisión bibliográfica de los inhibidores de la 

polimerización de la tubulina carbendazim (CBZ) y dietofencarb (DEF) con actividad reportada 

contra B. cinerea. Para la identificación del sitio y modo de unión, primero se llevó a cabo la 

construcción de los modelos tridimensionales del heterodímero α- y β-tubulina de B. cinerea, 

tanto la forma silvestre (BcABTWT) como de la mutante (BcABTE198A). Posteriormente, se 

recolectaron los ligandos de estudio con ayuda de una base de datos pública y se prepararon 

empleando diferentes aproximaciones de química computacional. Con los modelos anteriores, 

se realizaron los estudios de acoplamiento y dinámica molecular para determinar el modo de 

unión y comportamiento dinámico de los complejos proteína-ligando, respectivamente. 

Adicionalmente, se evaluó el efecto que tienen diferentes mutaciones en la afinidad de los 

ligandos o en la estabilidad de la proteína y se determinó el tiempo de residencia para ambos 

compuestos. De manera complementaría, se realizó 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 evaluación. En las siguientes subsecciones, se describe 

detalladamente la metodología seguida para este proceso.  

VI.1. Construcción de heterodímero de tubulina 

VI.1.1. Análisis de secuencias 

Del servidor en línea UniProt24, se identificaron y obtuvieron las secuencias de aminoácidos de 

α- y β-tubulina de B. cinerea en formato FASTA. En el caso de la β tubulina, la base de datos 

contenía una secuencia revisada (Uniprot ID: P53373), mientras que para la α-tubulina (Uniprot 

ID: A0A384J7P6) fue necesario realizar una comparación entre las secuencias recopiladas en 

la base de datos para B. cinerea y una secuencia de α-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 homología. La secuencia seleccionada 

para la construcción del modelo fue aquella que presentó mayor porcentaje de identidad 

respecto a la secuencia de referencia (Uniprot ID: A0A0R4I993).  

VI.1.2. Construcción del modelo 

Una vez seleccionadas las secuencias α- y β-tubulina, el siguiente paso fue la construcción de 

la estructura tridimensional del heterodímero silvestre de tubulina (BcABTWT) con el servidor 

web Swiss-Model.25  Para ello, se empleó como referencia la cadena C y D del heterotetrámero 

de tubulina obtenido en formato PDB de la base de datos Protein Data Bank26 (PDB ID: 
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5CA1).15 Como se mencionó en el punto anterior, la cadena C (subunidad α) proviene del 

organismo S. barbatus, mientras que la cadena D (subunidad β) proviene de Gallus gallus. 

Adicionalmente, a nuestro modelo se le incorporó una molécula de GTP en la α-tubulina, una 

molécula de GDP en la β-tubulina e iones Mg2+ coordinados con estos cofactores en cada una 

de las subunidades. Las estructuras tridimensionales de los modelos generados para ambas 

estructuras se sometieron a una validación global y local con el servidor SwissModel. A partir 

de estos modelos validados, se utilizó el programa PyMol v2.5.4 para generar el heterodímero 

silvestre (BcABTWT) y el modelo con la mutación E198A (BcABTE198A). Finalmente, ambos 

modelos fueron sometidos a una minimización de energía y optimización de la geometría con 

ayuda del programa UCSF Chimera v1.16.27   

   

VI.2. Preparación de ligandos 

VI.2.1. Preparación de CBZ y DEF 

Las estructuras tridimensionales de ambos ligandos se obtuvieron de la base de datos 

PubChem28 en formato SDF. Con estas estructuras, se llevó a cabo una primera optimización 

geométrica y minimización de la energía empleando el campo de fuerza Merck Molecular Force 

Field (MMFF94s)29 y el algoritmo de optimización steepest descent (SD)30 con el programa 

Avogadro31. El archivo de salida proveniente de la primera optimización se guardó en formato 

PDB para posteriormente ser sometido a una optimización ab initio con Gaussian1632 

empleando el método B3LYP con un nivel de teoría 6-31G.  

VI.2.2. Preparación de análogos 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 preparación de todas las 

estructuras, se llevó a cabo una primera minimización de energía en el programa OpenBabel 

utilizando el campo de fuerza Universal Force Field (UFF)33, seguido de una optimización 

semiempírica 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 

unión de los bencimidazoles de los modelos BcABTWT y BcABTE198A empleando los módulos 

de Autodock Vina35 y Autodock436 incluidos en el programa AMDock (Assisted Molecular 

Docking) v1.6.2.37 Se realizó un acoplamiento de tipo rígido-flexible, definiendo el espacio de 

búsqueda en el sitio del nocodazol (NZO) con una caja cúbica de 15 x 15 x 15 Å3. En los 
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parámetros de Autodock Vina, se estableció un valor exhaustividad de 50 y un número máximo 

de 20 poses, mientras que para Autodock4 se definió un número de corridas de 50 y una 

energía 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 análogos de DEF, se realizó un acoplamiento por grupos (ensemble docking) de las 

635 estructuras recopiladas en el modelo BcABTE198A empleando Autodock Vina. Para definir 

el espacio de búsqueda, se calculó el centro geométrico de seis de los residuos que 

constituyen al sitio de unión propuesto (G134, A198, F200, V236, L253 y S314), 

estableciéndose una caja cúbica de 30 x 30 x 30 Å3, así como un valor de exhaustividad de en 

la búsqueda local de 100. 

 

VI.4 Dinámica molecular 

Se llevaron a cabo simulaciones de 200 ns de dinámica molecular de los complejos DEF-

BcABTE198A, CBZ-BcABTWT y CBZ-BcABTE198A, obtenidos de los estudios de acoplamiento 

molecular, en el programa GROMACS 202138 y empleando el campo de fuerza AMBER99SB-

ILDN.39 La parametrización de los ligandos se llevó a cabo a través del servidor en línea 

ACPYPE.40 En cada sistema, se incorporaron los parámetros del GTP, GDP, iones Mg2+ y de 

cada ligando a la topología del sistema. Se solvataron los sistemas con moléculas de agua del 

modelo TIP3P en una caja cúbica. Para neutralizar el sistema, se reemplazaron moléculas de 

solvente con iones Na+ y Cl- hasta alcanzar una concentración de 0.15 M. Cada uno de los 

sistemas se equilibró y minimizo la energía durante 100 ps bajo el ensamble canónico NVT e 

isotérmico-isobárico NPT. La temperatura de cada sistema se fijó en 300 K con el termostato 

modificado de Berendsen41 y se estableció la presión a 1 bar con el baróstato de Parrinello-

Rahman.42  

Los análisis de la desviación cuadrática media (RMSD, por sus siglas en inglés) y de la 

fluctuación de la raíz cuadrática media (RMSF, por sus siglas en inglés), así como el análisis 

de grupos (clustering) se realizaron empleando herramientas internas de la versión GROMACS 

2019.6. GROMACS y PLIP_v2.2.243 se usaron para el análisis de interacciones de puentes de 

hidrógeno (HB) e interacciones hidrofóbicas (HI), respectivamente.  

 

VI.5 Tiempo de residencia (τRAMD) 

Se determinó el tiempo de residencia (TR) de DEF y CBZ en los modelos BcABTWT y 

BcABTE198A por medio de la metodología de dinámica molecular de aceleración aleatoria 
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τRAMD (tau-Random Aceleration Molecular Dynamics)44 empleando la versión de GROMACS 

2020.538. Del análisis de grupos o clustering de las simulaciones convencionales de dinámica 

molecular realizadas en el punto anterior, se extrajeron las 5 conformaciones o snapshoots 

más representativas de cada sistema y cada una de ellas se sometió a 20 trayectorias de 

disociación con una duración máxima de 40 ns (total 100 trayectorias de disociación) aplicando 

una fuerza con una magnitud de 420 
𝑘𝐽

𝑚𝑜𝑙 𝑛𝑚
 equivalente a 10 

𝑘𝑐𝑎𝑙

𝑚𝑜𝑙 Å 
 del centro de masa del 

ligando. Las direcciones aleatorias de la fuerza aplicada al ligando se redefinían cuando éste 

se movía menos de 0.0025 nm después de 50 pasos (100 frames). Se determinó el TR 

promedio de las 5 réplicas y su desviación estándar mediante un análisis estadístico de 

distribución normal.  

 

VI.6 Mutaciones que afectan las interacciones proteína-ligando 

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

Se estimaron los cambios en la energía libre de unión de DEF y CBZ ocasionados por 

mutaciones puntuales en la β-tubulina de B. cinerea con ayuda del programa PMX.45 En el 

caso de CBZ, se evaluaron un total de 7 mutaciones: E198A, E198K, E198V, E198E*, E198G, 

F200Y y L240F en el modelo BcABTWT, mientras que para DEF se evaluaron 4 mutaciones 

A198E, A198E*, A198G y A198V partiendo del modelo BcABTE198A. De manera inicial, se 

generaron las topologías y estructuras híbridas de las formas apo y holo de los modelos 

BcABTWT y BcABTE198A utilizando PMX.46 Los estados A y B de ambas formas se equilibraron 

con ensambles canónicos NVT y NPT para después ser sometidas a simulaciones 

convencionales de dinámica molecular de 20 ns. De estas últimas, se extrajeron un total de 

100 conformaciones de los últimos 10 ns de la simulación para llevar a cabo simulaciones de 

100 ps transmutación atómica independientes. Finalmente, se empleó el método de Bennett´s 

Acceptance Ratio (BAR)47 para calcular el valor de la doble diferencia de la energía libre de 

unión (ΔΔG) por medio de la ecuación: ∆∆𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  ∆𝐺ℎ𝑜𝑙𝑜

𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 −  ∆𝐺𝑎𝑝𝑜
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑡𝑖ó𝑛. 

 

VI.6.1. Efecto de las mutaciones en la estabilidad de la proteína 

De manera complementaria al punto anterior, se estimó la doble diferencia de energía de 

plegamiento del modelo de α/β-tubulina en su forma apo ocasionado por las mutaciones F200Y 

y L240F con el servidor en línea DynaMut48. Este servidor incluye otras aproximaciones como 

ENCoM49 para un análisis de modo normal, y mCSM50, SDM51 y DUET52 para una predicción 
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basada en la estructura. Adicionalmente, se utilizaron los predictores basados en la estructura 

INPS-3D53, PremPS54 y el servidor MUpro55 basado en la secuencia de aminoácidos. En cada 

uno de los servidores se cargó el heterodímero de α/β-tubulina, acompañado de un archivo de 

texto con las mutaciones a evaluar. 
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

VII. 1. Construcción del heterodímero de α/β-tubulina 
VII.1.1. Análisis de secuencias y modelado por homología 

Debido a que no se cuenta con información cristalográfica del modelo de estudio, la técnica de 

modelado por homología permitió obtener el modelo tridimensional del heterodímero de α/β-

tubulina del hongo patógeno B. cinerea (BcABTWT). La estructura de referencia (PDB: 5CA1) 

se eligió debido a que en ella se expone el sitio de los bencimidazoles, y en el cual se encuentra 

co-cristalizado el NZO. Para la selección de la secuencia de α-tubulina de B. cinerea, se llevó 

a cabo un alineamiento de las seis secuencias depositadas en el PDB con la secuencia de 

nuestra estructura de referencia. Nuestro análisis de secuencias reveló un porcentaje de 

identidad del 77.78% respecto a la referencia en tres de las secuencias obtenidas (Tabla A1 

del anexo), las cuales presentaban entre ellas una similitud del 100% (Tabla A2 del Anexo).   

Cabe mencionar que el modelo con la mutación E198A (BcABTE198A) fue generado debido a 

que, con base en la información experimental, DEF presenta actividad únicamente cuando está 

presente la mutación en la tubulina.  

La evaluación local y global del modelo nos permite definir si los parámetros, tales como 

distancia entre átomos o ángulos de enlace, son coherentes respecto a la información existente 

en diferentes bases de datos. En la Figura A1 y A2 del anexo se presentan los resultados de 

la validación para ambos modelos generados, y en donde es posible apreciar que nuestro 

modelo es adecuado debido a que los parámetros de evaluación local están dentro de los 

valores esperados y con un reducido número de alertas estructurales. En el diagrama de 

Ramachandran se muestra que más del 95% de los aminoácidos se encuentran en regiones 

favorecidas. Por otra parte, el número de choques (clashes) obtenidos fue mínimo, hubo pocas 

desviaciones de carbono-β (Cβ) y pocos errores en las distancia y ángulos de enlace. Por su 

parte, la evaluación global presenta un valor de Z-score del QMEAN menor a dos, indicando 

que está dentro de los valores esperados respecto a otras proteínas depositadas en el PDB 

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

VII.2.1. Perfil de interacción de CBZ y DEF en el sitio de los bencimidazoles 

Los estudios de acoplamiento molecular permiten identificar el modo de unión que un ligando 

puede adoptar en una proteína y predecir la afinidad o energía de unión del complejo a través 

de una función de puntuación o scoring.56 En este proyecto, se realizaron estudios de 

acoplamiento molecular dirigidos de CBZ y DEF al sitio de los bencimidazoles en los modelos 

de heterodímero de tubulina de B. cinerea BcABTWT y BcABTE198. El CBZ fue acoplado tanto 

en BcABTWT como BcABTE198, mientras que DEF fue estudiado únicamente en el modelo 

mutante. Como se mencionó anteriormente, se eligió el sitio de los bencimidazoles para la 

evaluación debido a que existe información cristalográfica 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 está localizado en la subunidad β-tubulina de los 

microtúbulos, cerca de la interfase del heterodímero de α/β-tubulina.  

Para los tres casos, se seleccionaron los complejos proteína-ligando provenientes de Autodock 

Vina, debido a que el modo de unión obtenido para el CBZ en BcABTWT 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 DockRMSD57 igual a 0.526 Å. Cabe mencionar que el cálculo 

de este valor se realizó considerando únicamente el núcleo de bencimidazol-2-carbamato de 

metilo de ambos compuestos. 

 

 

Figura 7.2.1. Comparación entre el modo de unión de CBZ en BcABTWT obtenido de Autodock Vina y la 

estructura NZO co-cristalizado en la estructura de referencia (5CA1). 
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En la Figura 7.2.2, se muestran los resultados de los diferentes acoplamientos realizados con 

AMDock v1.6.2.37. En el caso de CBZ con el modelo BcABTWT, podemos observar la formación 

de interacciones de puente de hidrogeno del núcleo de bencimidazol con los residuos E198 y 

V236. Este perfil de interacción concuerda con la información cristalográfica previa (ver Figura 

7.2.1).15,58 Por su parte, los acoplamientos de CBZ y DEF en el modelo BcABTE198A muestran 

que la orientación de las regiones hidrofóbicas, tanto la región bencenoide de CBZ como los 

sustituyentes etiloxi en DEF se orientan hacía el residuo A198, el cual genera un ambiente más 

hidrofóbico en comparación al que existe cuando está presente el residuo E198. Este modo de 

unión, en el caso de CBZ, permite la formación de puentes de hidrogeno con los residuos V236 

y S314, mientras que, en DEF se observa la formación de un único puente de hidrógeno con 

el residuo V236. Cabe mencionar que el acoplamiento de DEF en el modelo BcABTWT forma 

una interacción también con este residuo; sin embargo, la información experimental establece 

que este ligando no interactúa 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 además el puntaje o score obtenidos para cada caso, los cuales sugieren que los tres 

compuestos presentan una energía libre de unión similar por este blanco terapéutico. Resulta 

interesante observar que la puntuación predicha para CBZ en BcABTE198 es más favorable que 

en el modelo silvestre. La posible inconsistencia con la información experimental de esto último 

se resolverá más adelante en el trabajo.  

 

 

Figura 7.2.2. Resultados de acoplamiento molecular de A) CBZ en BcABTWT y B) BcABTE198A y C) DEF en 

BcABTE198A. Se muestra debajo de cada figura el valor de energía libre de unión predicha para cada sistema. 
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En general, estos estudios permitieron caracterizar el perfil de interacciones de los complejos 

proteína-ligando, pero, como sabemos, estos sistemas no son estáticos, por lo que se debe 

caracterizar el perfil dinámico de los complejos proteína-ligando a través del tiempo. 

 

VII.3. Dinámica molecular 

Los estudios de dinámica molecular permiten predecir el movimiento de los átomos de un 

sistema en función del tiempo mediante ecuaciones de movimiento de Newton,59,60 lo que 

permite estudiar la estabilidad de los complejos proteína-ligando y los cambios en su perfil de 

interacción en un tiempo determinado. Por lo anterior, llevamos a cabo simulaciones de 

dinámica molecular de 200 ns por triplicado de los sistemas DEF-BcABTE198A, CBZ-BcABTWT 

y CBZ-BcABTE198A. Para cada réplica, se realizó un análisis de RMSD (root-mean-square 

deviation) y RMSF (root-mean-square fluctuation) tomando los 200 ns de la simulación, 

mientras que, para el análisis de grupos, interacciones de puente de hidrógeno e interacciones 

hidrofóbicas se analizaron en conjunto los últimos 100 ns de las tres réplicas. 

VII.3.1. Estabilidad de los complejos proteína-ligando a través del tiempo 

Para estudiar la estabilidad de nuestros sistemas durante los 200 ns de simulación, utilizamos 

las medidas de fluctuación estructural RMSD y RMSF. Estos parámetros nos permiten evaluar 

el desplazamiento promedio de los átomos durante la simulación en relación con una 

estructura de referencia, en este caso, su posición original en el tiempo cero y la flexibilidad de 

los residuos individuales, respectivamente.61,62  

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 heterodímero de 

tubulina, así como los valores de RMSF únicamente de la subunidad β. En el RMSD se aprecia 

que la subunidad α es la que presenta mayor movilidad en comparación con la subunidad β-

tubulina. Podemos observar fluctuaciones menores a 0.3 nm en ambas subunidades, por lo 

que consideramos a la proteína estable durante la simulación. En el caso de RMSF, vemos 

una mayor movilidad cerca de los residuos 100 y 300. En ambos casos, tratándose de la 

proteína, las fluctuaciones que se llegan a apreciar en los sistemas podemos atribuirlas a la 

movilidad intrínseca de los aminoácidos más externos o a aquellos que conforman asas (loops) 

y regiones terminales.  
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Figura 7.3.1. Análisis de fluctuación estructural RMSD y RMSF de CBZ en el heterodímero de α/β-tubulina en la 

forma A) silvestre y B) mutante. AT: α-tubulina; BT: β-tubulina. 
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En cuanto a la estabilidad del ligando, observamos que el cambio respecto a su posición 

original es inferior a 0.2 nm (2.0 Å) en ambos sistemas y, además, la fluctuación de estos 

durante la simulación es mínima en las tres replicas realizadas. Esto puede deberse a que 

estructuralmente el CBZ tiene baja entropía conformacional debido a que la región 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-BcABTWT 

y con V236 en el sistema CBZ-BcABTE198A, así como las interacciones hidrofóbicas, 

contribuyen significativamente a que el ligando se mantenga estable en el sitio. Comparando 

ambos sistemas, notamos que existe una pequeña diferencia en las fluctuaciones entre los 

modelos silvestre y mutante, observándose que la fluctuación es mayor en la forma mutante. 

Esto último se puede explicar por la pérdida de interacción de puente de hidrógeno con E198, 

lo que reduce significativamente la estabilidad del ligando en el sitio. Además, esto explicaría 

la importancia de este residuo en la unión del ligando y la resistencia al mismo debido a su 

sustitución por alanina.  
 

 

Figura 7.3.2. Análisis de fluctuación estructural RMSD y RMSF de DEF en el heterodímero de α/β-tubulina en 

su forma mutante. 

 



Perspectivas 

23 

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 mínimas fluctuaciones a lo 

largo de la simulación. En este caso, DEF presenta sustituyentes con más grados de libertad, 

debido a los sustituyentes de etiloxi en el benceno y el grupo isopropilo en la región del 

carbamato. A pesar de ello, el ligando se mantuvo bastante estable en el sitio de unión con un 

RMSD menor a 0.2 nm. En el caso de la proteína, la subunidad α-tubulina fue la que presentó 

mayor movilidad.  

 

VII.3.2. Caracterización dinámica de CBZ y DEF en el sitio de los bencimidazoles 

Parte importante de los estudios de dinámica molecular es el análisis de los cambios en el 

perfil de interacción del ligando en el sitio de unión a través del tiempo. En el panel A) de la 

Figura 7.3.3, se muestra el modo de unión más representativo de cada ligando obtenido a 

partir del análisis por grupos de las tres réplicas de simulación. En el caso de CBZ en el modelo 

silvestre, el modo de unión más representativo del grupo 1 (G1) resultó ser muy similar al 

obtenido en el acoplamiento molecular. Es importante mencionar que para el análisis por 

grupos se estableció un valor de cutoff de 0.2 nm, que corresponde al movimiento umbral para 

que distintas conformaciones pertenezcan al mismo grupo. El CBZ mostró interacciones de 

puente de hidrógeno con la cadena lateral de E198 y la cadena principal de V236 a lo largo de 

las simulaciones, interacciones de importancia para la actividad biológica de este compuesto. 

Esto se confirma con el gráfico de frecuencia de formación de puente de hidrógeno, en donde 

podemos observar que la interacción con ambos residuos se presentó durante más del 80% 

de las simulaciones. Cabe aclarar que la formación de puente de hidrógeno con el residuo 

E198 puede corresponder al que se forma entre el grupo carbonilo del residuo y la región del 

carbamato, o al del ácido de este mismo con el imidazol del bencimidazol.  En cuanto a las 

interacciones hidrofóbicas, son menos abundantes respecto a los demás sistemas, 

presentándose únicamente este tipo de interacción con los residuos L253 y V368 durante la 

simulación.  En cuanto al CBZ en el modelo mutante, el análisis de grupos mostro dos 

conformaciones predominantes, a pesar de ello, se muestra aquella que fue más 

representativa. Este modo de unión permite la formación de un puente de hidrogeno con la 

cadena principal V236 durante gran parte de las trayectorias. A diferencia del modo de unión 

obtenido durante el acoplamiento molecular, en estas simulaciones se observa la pérdida de 

interacción de puente de hidrógeno con el residuo S314. Esto último podría explicar el aumento 

en la movilidad del ligando observado en las tres réplicas de la simulación. Por otra parte, el 
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análisis de interacciones hidrofóbicas sugiere el aumento de estas al interactuar A198, F200, 

L240, L250 y L253, principalmente. Aunque estas interacciones hidrofóbicas contribuyen en la 

afinidad del ligando por el sitio, se requiere determinar si la unión del ligando podría estar 

limitada por un proceso cinético en lugar de termodinámico.  

 

Figura 7.3.3. Análisis en conjunto de las réplicas de CBZ y DEF en BcABT. En el panel A) se muestra el modo 

de unión más representativo de cada ligando en su proteína. En B) se muestra el análisis de grupos, frecuencia 

de interacciones de puente de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas. 

Finalmente, en el caso de DEF, el análisis de las simulaciones de dinámica molecular mostró 

una predilección por el modo de unión obtenido durante el acoplamiento molecular. El ligando 

mantuvo interacción de puente de hidrógeno con V236 durante más del 80% de las 

simulaciones. En cuanto a las interacciones hidrofóbicas, se observa que predominan los 

contactos con F200, V236, L250, L253 e I316, en conjunto, contribuyendo con la estabilidad 

del ligando en el sitio propuesto. 

 

VII.4. Tiempo de residencia (τRAMD)  

Los estudios de acoplamiento molecular previos muestran a través de los valores de energía 

libre de unión que ambos ligandos presentan afinidad termodinámica por el blanco terapéutico. 

Adicionalmente, los estudios de dinámica molecular muestran resultados favorables en cuanto 

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

en la eficacia y seguridad de los fármacos. En este proyecto, empleamos la metodología de 

τRAMD, la cual nos permite predecir el tiempo de residencia (TR) y proporcionar información 

sobre los mecanismos de disociación proteína-ligando.44,63  

Para ello, se aplicó una fuerza al centro de masa del ligando de 10 
𝑘𝑐𝑎𝑙

𝑚𝑜𝑙 Å 
 y se estableció que la 

dirección de ésta se reasignaría 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 estableció el terminó de la trayectoria después de 

40 ns o cuando el ligando se encuentre a 40 nm de su posición original, asegurando con esto 

su extracción del sitio. En la Figura 7.6 se muestra la representación esquemática del proceso 

de disociación del CBZ de la tubulina. 

 

Figura 7.4.1. Representación del proceso de disociación de CBZ del sitio de unión propuesto en el 

heterodímero de α/β-tubulina. 

 

Es este trabajo, se determinó el TR de CBZ en ambos modelos de la proteína, mientras que 

para DEF se empleó el modelo BcABTE198A. De las 5 réplicas que comprendían 20 trayectorias 

de disociación, se seleccionaron las 3 que presentaban menor variación entre ellas por medio 

de un análisis de T-student, debido a que en algunas de las réplicas los valores obtenidos 

presentaban gran fluctuación, lo que pudo deberse a la interacción transitoria del ligando en la 

interfaz del heterodímero de α/β-tubulina. En este sentido, en la Figura 7.4.2 se presentan los 

resultados obtenidos para esta determinación. En el caso del CBZ, obtuvimos un TR de 834.43 

ps en el modelo BcABTWT, mientras que en el modelo BcABTE198A un tiempo de 107.43 ps. Por 

su parte, para DEF, el tiempo obtenido en el modelo BcABTE198A fue de 2019.83 ps. Los 
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resultados del análisis estadístico Ks test para estos valores se muestra en las Figuras A4 y 

A5 del anexo. Estos resultados concuerdan con lo esperado, debido a que como se mencionó 

en la sección anterior, estudios experimentales previos muestran una disminución en la 

actividad de CBZ frente a este hongo patógeno cuando ocurre la mutación de ácido glutámico 

a alanina en la posición 198, lo que podría 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 proteína.  

 

 

Figura 7.4.2. Resultados de la metodología de τRAMD. Se muestran los gráficos asociados a cada réplica y el 

valor de TR obtenido en picosegundos para A) CBZ en BcABTWT B) CBZ y C) DEF en BcABTE198A. 
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VII.5. Mutaciones que afectan la susceptibilidad a los fungicidas 

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

Como se mencionó anteriormente, se han reportado diferentes mutaciones que confieren 

diferentes grados de susceptibilidad al tratamiento con fungicidas, principalmente E198A/K/V 

y F200Y2. Para tratar de entender el efecto que tienen dichas mutaciones en la afinidad de 

CBZ y DEF por la β-tubulina de B. cinerea, empleamos métodos alquímicos para el cálculo de 

la doble diferencia de energía libre de unión (∆∆𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  ∆𝐺ℎ𝑜𝑙𝑜

𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 −  ∆𝐺𝑎𝑝𝑜
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑡𝑖ó𝑛)  

implementados por Aldeghi y colaboradores.64. En la Figura 7.8 se muestra el ciclo 

termodinámico usado para estimar esta doble diferencia de energía de unión.  

 

Figura 7.5.1. Ciclo termodinámico usado para el cálculo de la doble diferencia de energía (∆∆𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛). 

 

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

silvestre y 4 para el DEF partiendo del modelo mutante. Los valores predichos de ∆∆𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 

para ambos ligandos se muestran en los gráficos de la Figura 7.5.2, en donde un ∆∆𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 

positivo indica que la mutación conlleva a una disminución de la afinidad del ligando en el sitio 

de unión, mientras que un valor negativo sugiere que la mutación 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 sustitución de E1981,18 disminuye la afinidad de CBZ en el sitio de 
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unión (∆∆𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 > 2.0 kcal/mol), esto debido a la perdida de interacciones de puente de 

hidrógeno con este residuo. Así mismo el cambio de E198 por un aminoácido cargado y de 

mayor tamaño, como la lisina65, disminuye significativamente la afinidad del ligando 

(∆∆𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 > 12.68 kcal/mol). Resulta interesante notar que el cambio en el estado de 

protonación de la forma protonada de E198 por la cargada (E198*) resulta en una disminución 

de la afinidad. Esto último confirma que la forma protonada de este residuo es indispensable 

para que el CBZ y otros derivados bencimidazólicos se unan al sitio de unión58. Por otra parte, 

las mutaciones F200Y y L240F2,18, las cuales alteran la susceptibilidad del hongo al tratamiento 

con CBZ, no muestran cambios significativos en la ∆∆𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (< 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 β-tubulina.  

Por otro lado, el cambio de alanina por ácido glutámico en cualquiera de sus estados de 

protonación en la posición 198 resulta desfavorable en la afinidad de DEF por el sitio de unión 

(∆∆𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 > 10.00 kcal/mol), confirmando la preferencia de este compuesto por la forma 

mutante E198A de la proteína16. Adicionalmente, las mutaciones en la misma posición por 

aminoácidos de carácter no polar, como glicina y valina, no producen cambios significativos en 

la afinidad del ligando de acuerdo con la ∆∆𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (≈ 0.00 kcal/mol) obtenida. Esto último 

también es consistente con información experimental previa.20  

 

Figura 7.5.2. Resultados obtenidos de ∆∆𝐺𝑢𝑛𝑖ó𝑛
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 para CBZ y DEF por medio de la metodología de 

transmutación atómica. E* corresponde al residuo E198 en su estado desprotonado. 
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VII.5.2. Efecto de mutaciones en la estabilidad de la proteína 

En la sección anterior, evaluamos los cambios en la afinidad del ligando por el sitio de unión 

ocasionados por diferentes mutaciones. Sin embargo, la resistencia a los agentes inhibidores 

de la polimerización de los microtúbulos puede estar dada de igual manera por cambios en la 

estabilidad de la estructura.66,67 En este sentido, las mutaciones F200Y y L240F mostraron no 

tener efecto en la afinidad de CBZ, por lo que en esta sección evaluamos el efecto que tienen 

en la estabilidad de la proteína por medio de diferentes servidores en línea. Estos servidores 

permitieron determinar el ∆∆𝐺𝑝𝑙𝑒𝑔𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 , lo cual permite determinar si las mutaciones afectan 

la estabilidad de la proteína y/o flexibilidad de esta, derivando así en resistencia al tratamiento 

con agentes fungicidas. En la Tabla 7.5.1 se muestran los resultados de ∆∆𝐺𝑝𝑙𝑒𝑔𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛  para 

cada mutación. En este sentido, los resultados de DynaMut sugieren que ambas mutaciones 

tienen un efecto estabilizante en la proteína, lo que puede ocasionar una disminución de la 

flexibilidad e interferir con la apertura del sitio críptico, dificultando así el ingreso del ligando al 

sitio de unión. De manera contraría a lo observado con DynaMut, los valores obtenidos de 

∆∆𝐺𝑝𝑙𝑒𝑔𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛  en el resto de los servidores empleados sugieren que ambas mutaciones tienen 

un efecto desestabilizante en la proteína, esto ocasionaría un incremento en la flexibilidad de 

los residuos que componen el sitio de unión propuesto. Este aumento del comportamiento 

dinámico de la proteína permitiría el ingreso del ligando en el sitio, pero, debido a la alta 

movilidad, este no sería estable.  

Tabla 7.5.1. Resultados de ∆∆𝐺𝑝𝑙𝑒𝑔𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜
𝑀𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛  obtenidos para las mutaciones F200Y y L240F 

𝜟𝜟𝑮𝒑𝒍𝒆𝒈𝒂𝒎𝒊𝒆𝒏𝒕𝒐
𝑴𝒖𝒕𝒂𝒄𝒊ó𝒏  (kcal/mol) 

Mutación 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 

 

Debido a que predominantemente los resultados nos indican que ambas mutaciones 

desestabilizan la estructura, podemos suponer que la resistencia a los inhibidores de la 

polimerización ocasionada por estas mutaciones sigue el mecanismo de cambios en la 

estabilidad de la β-tubulina. 

Notas: Estabilizadora (E), Desestabilizadora (D). 
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VII.6. Cribado virtual 

Finalmente, y de manera complementaría, realizamos un cribado virtual o virtual screening 

(VS) con el objetivo de proponer diferentes estructuras como punto de partida para un posterior 

diseño racional de nuevas moléculas con actividad fungicida. Para ello, recopilamos 635 

análogos estructurales de DEF de la base de datos PubChem, para posteriormente llevar a 

cabo estudios de acoplamiento molecular convencionales en ambos modelos de la proteína 

con AutoDock Vina. Para la selección de los candidatos, empleamos la función de consenso 

Z-score68 para comparar los resultados de las funciones de puntuación AutoDock Vina y 

DrugScore.69 De manera inicial, con los valores de energía libre de unión obtenidos de ambas 

funciones, se llevó a cabo el cálculo eficiencia del ligando (EL), obtenido al dividir cada valor 

de energía libre entre la cantidad de átomos pesados o heavy átomos (HA), esto con el objetivo 

de desestimar valores de score superiores asociados al tamaño molecular. Posteriormente, 

llevamos a cabo el cálculo de Z-score, restando a cada valor individual de EL el valor promedio 

de los datos y dividiéndolo entre su desviación estándar, esto se realizó 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 gráfico de distribución. En el Esquema 7.6.1, 

se resume el proceso antes mencionado. 

 

Esquema 7.6.1. Secuencia de pasos a seguir para la selección de candidato. 
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A partir de los valores individuales de Z-score para los análogos en el modelo BcABTE198A, y 

los valores promedio de Z-score obtenidos en el modelo BcABTWT generamos el Gráfico de 

distribución de la Figura 7.6.1, en donde la gama de colores se resalta aquellos ligandos que 

presentan un valor de energía libre de unión más favorable. En este sentido, se seleccionaron 

los 5 compuestos que presentaron mayor afinidad por la proteína en forma mutante y que, 

adicionalmente, su unión 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.  

 

Figura 7.6.1. Gráfico de distribución de los análogos de DEF. Se gráfica en función del valor Z escalado de la 

eficiencia del ligando de las dos funciones de puntuación empleadas. 

Los 5 compuestos seleccionados corresponden a los análogos 02, 52, 111, 287 y 483, cuya 

estructura química y modo de unión en la proteína mutante se observan en la Figura 7.6.2 y 

Figura 7.6.3 respectivamente. En cuanto a los cambios estructurales de los análogos respecto 

a DEF, podemos observar una extensión de la estructura en la región del carbamato para la 

formación del grupo ter-butilo, observándose esto en todos los análogos, excepto en el 483. 

En este último, ocurre una alquilación en el átomo de nitrógeno del grupo carbamato. Por otra 

parte, el grupo carbamato se mantiene en los diferentes análogos, salvo en el análogo 287, 

donde se observa una reducción de la estructura por la remoción del átomo de oxígeno. El 

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

misma región.   

 

Figura 7.6.2. Estructura química de los diferentes análogos de DEF. 

 

Debido a la alta similitud estructural que presentan los compuestos con DEF, se observa un 

modo de unión similar al de este compuesto de referencia, donde la región de las cadenas 

alquílicas y el anillo aromático se orienta en dirección al residuo A198. Cabe mencionar que, 

en este caso, en ninguno de los compuestos se observa la formación de interacciones de 

puente de hidrogeno como con DEF y CBZ. A excepción del análogo 287, en todos los casos 

la orientación del nitrógeno donador de puente de hidrógeno no permite la interacción con la 

cadena principal de la V236 debido a que el ángulo y distancia entre los átomos involucrados 

no son los adecuados. Recordemos que para la formación de puentes de hidrógeno el ángulo 

de interacción debe ser mayor a 150°, con una distancia entre donador y aceptor de entre de 

2 y 4 Å. En este caso, las contribuciones energéticas se deben principalmente a interacciones 

de tipo hidrofóbicas.  
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Figura 7.6.3. Resultados de acoplamiento molecular para los 5 análogos seleccionados del cribado virtual. 

Como se mencionó anteriormente, únicamente se proponen estructuras como punto de partida 

para un diseño racional, ya que para continuar con estudios de diseño se requeriría un análisis 

a mayor profundidad del perfil de interacción de los análogos propuestos, así como estudios 

de dinámica molecular que permitan un mayor entendimiento del comportamiento de estos 

compuestos en la tubulina. 
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VIII. CONCLUSIONES 

El presente trabajo proporcionó información valiosa con relación al perfil de interacción de los 

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

• A través del análisis de secuencias y modelado por homología, fue posible la 

construcción del modelo tridimensional de α/β-tubulina, el cual cumple con los 

parámetros de evaluación local y global para su validación.  

• Los estudios de acoplamiento molecular permitieron determinar el modo de unión de 

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

• Con los estudios de dinámica molecular fue posible caracterizar el comportamiento 

dinámico de los sistemas a través del tiempo, revelando que estos son estables y que, 

además, las interacciones por parte del CBZ con los residuos E198 y V236 son 

importantes para su actividad biológica. Por otro lado, en el caso de DEF, el puente de 

hidrógeno con la cadena principal de V236 se presenta a lo largo de la simulación y la 

ausencia de E198 en el modelo evaluado permite una mejor orientación de las regiones 

hidrofóbicas en la cavidad hidrofóbica.  

• El estudio cinético con τRAMD reveló una mayor selectividad cinética de CBZ en la 

forma silvestre sobre la mutante, por lo que la resistencia provocada por la mutación 

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 cálculo de la doble diferencia de energía libre de unión a través de estudios de 

transmutación atómica confirma los resultados experimentales reportados, en donde la 

sustitución 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 unión propuesto cuando está presente la mutación 

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 polimerización.  

• Finalmente, por medio de cribado virtual fue posible identificar 5 potenciales análogos 

estructurales de DEF con perfil de interacción similar a este compuesto, los cuales 

pueden servir como punto de partida para el futuro diseño de nuevos compuestos 

fungicidas. 
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IX. PERSPECTIVAS 

Profundizar en el estudio de análogos de DEF para comprender el perfil de interacción de los 

candidatos, así como de su comportamiento dinámico a través de estudios de dinámica 

molecular.  

Por medio del conocimiento generado, realizar la propuesta y diseño de nuevos compuestos 

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

 

Tabla A1. Resultados del alineamiento de secuencias depositadas de B. cinerea respecto a 

la de referencia Sus barbatus 

 

 

Tabla A2. Resultados del alineamiento entre de secuencias de B. cinerea 
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Figura A1. Evaluación local y global del modelo α-tubulina de B. cinerea obtenido de SwissModel. 

A) Puntaje Q-MEAN; B) Distribución normalizada del puntaje Q-MEAN; C) Calidad local estimada por 

residuo; D) Calidad de los residuos; E) Resultados MolProbity; F) Estructura tridimensional del modelo 

generado; G) Diagrama de Ramachandran.  

Figura A2. Evaluación local y global del modelo β-tubulina de B. cinerea obtenido en SwissModel. 

A) Puntaje Q-MEAN; B) Distribución normalizada del puntaje Q-MEAN; C) Calidad local estimada por 

residuo; D) Calidad de los residuos; E) Resultados MolProbity; F) Estructura tridimensional del modelo 

generado; G) Diagrama de Ramachandran.  
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Figura A3. Modo de unión obtenido en el acoplamiento molecular de dietofencarb (DEF) en 

el modelo silvestre de la tubulina (BcABTWT) 

 

Figura A4. Resultados del análisis estadístico de la metodología de τRAMD para CBZ en la 

proteína silvestre. 
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Figura A4. Resultados del análisis estadístico de la metodología de τRAMD para CBZ en la 

proteína mutante. 

 

 

 

 

 

 

 



Apéndice 

40 

 

Figura A4. Resultados del análisis estadístico de la metodología de τRAMD para DEF en la 

proteína mutante. 
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