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Resumen— La Coccidioidomicosis en una infeccion de
transmisién via inhalatoria cuya area endémica se encuentra en
América del Norte. Solamente en México, de 1988-1994, su tasa de
incidencia promedio nacional fue de 0.8 por cada 100,000
habitantes. Debido a que su tratamiento es prolongado y de baja
potencia, se busco el disefio via computacional de moléculas que
con mayor potencia. Durante el estudio se identifico una molécula
que ademas un potencial inhibidor de la CYP51, mostré alta
afinidad tedrica hacia la quitinasa, lo que la ubica como un
compuesto candidato para el desarrollo de antifungicos duales con
accion sobre ambas enzimas.

I. INTRODUCCION

La coccidioidomicosis es una infeccion fingica exclusiva
del continente americano, descrita por primera vez en un
soldado argentino en 1892, reportandose el caso como micosis
fungoidea, cuya area endémica mas importante abarca el
sudoeste de los EEUU. y el norte de México, asi como los
valles centrales de América Central, en Venezuela, en
Colombia, en el nordeste de Brasil, en el noroeste de Paraguay
y en la Repulblica Argentina. Estas areas se caracterizan por
suelos de pH alcalino, ricos en sales y pobres en nutrientes, asi
mismo, de tener un invierno corto y lluvioso, el verano
prolongado, muy calido y seco, una vegetacion espinosa y
vientos frecuentes e intensos. [1]

Tanto C. immitis y C. posadasii, son genéticamente
similares y fenotipicamente idénticas: una pared celular
gruesa, refringente 'y de doble contorno, tiene
clamidoartroconidios que se inhalan de 3-5 pum y se
transforman dentro del pulmén en una estructura denominada
esférula (fase parasita) que alcanza un diametro de 70 0 mas
micras, donde se observan con un citoplasma heterogéneo,
granular y con inclusiones de lipidos. Conforme crece la
esférula, se generan hifas septadas y conforman una
endoespora; posteriormente, se rompe la esférula, liberando
las endoesporas en los tejidos circundantes, provocando
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nuevas formaciones de esférulas. Los cultivos 6ptimos para su
crecimiento son agar-glucosado de Sabouraud, lactrimel, agar
infusion de cerebro-corazon, incubados a 28°C y 37°C,
produciéndose Coccidioides en colonias de micelio aéreo
algodonoso, blanquecinas o color pardo claro. Debido a que
los artroconidios son muy infectantes en fase micelial, su
manejo solo es permitido en cAmaras con flujo laminar.[2]

Figura 1. Del lado izquierdo, la clamisoartroconidios de C.
Posadasii. Del lado derecho, colonial de C. Posadasii en agar
Sabouraud [1]

La infeccion, al ser por via inhalatoria, penetran hasta el
alvéolo pulmonar, donde generan un tipo de linfocitos T
sensibilizados para destruir los Coccidioides, también
macréfagos capaces de fagocitar Gnicamente la fase tisular de
los Coccidoides; éstas acciones dan como respuesta una
inflamacion. Esta infeccion desarrolla una neumonitis que
posteriormente invade los ganglios linfaticos y llega hasta el
torrente  sanguineo, produciendo fungemia; todo esto
asintomatico, siendo el 60% de los sujetos que se infectan y
5% con secuelas. [1, 3]

El sistema inmunoldgico activa las citoquinas de tipo Thl
con el fin de parar la micosis, dejando granulomas,
epitelioides, fibrosis y calcificaciones con pocas esferas de
Coccidioides. En casos graves, la inmunidad adaptativa
mediada por células falla, porque responde a citoquinas Th2,
estimulando linfocitos B, formando granulomas laxos que
consecutivamente reactivard la infeccion. [1]

Coccidioidomicosis en México [3]

Las publicaciones sobre estudios epidemiolégicos en
México cubren el periodo de 1944 a 2005, en las que de
mayor relevancia son las investigaciones de Gonzéalez Ochoa,
como en la Encuesta Nacional (Figura 2), donde Baja
California, Sonora y Chihuahua tenian las tasas més elevadas
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de inmunorreaccion en pruebas cutaneas con coccidioidina. =

De acuerdo a la Secretaria de Salud, la tasa de incidencia de
la coccidioidomicosis en México entre 1988 y 1994 fue de 0,5
a 1,3 por 100.000 habitantes, con una media nacional de 0,8
Por. 100.'000, habitantes (Figura 4), y con las tasl,as de Figura 4. Tasa de incidencia de Coccidioidomicosis en
incidencia mas elevadas para los estados de Nuevo Leon (2,6 México 1988-1994 [14]
por 100.000 habitantes), Tamaulipas (2,1 por 100.000
habitantes) y Chihuahua (1,8 por 100.000 habitantes). Durante
los afios 1990 a 1994, los grupos de edad mas afectados
fueron los nifios menores de cinco afios y los adultos mayores
de 45 afos, duplicandose la tasa de incidencia tan solo en
cuatro afios y siguiendo un patrén muy similar al registrado en
el sur de California.

Esta, hasta el momento, es la referencia mas importante sobre | ——— ——— s

la distribucion espacial de las principales areas endémicas en _ [ |
México. La situacion actual en México se desconoce ya que , R :
no se tiene informacion desde 1995 debido a que fue excluida 3 - y -
del informe para el registro nacional. Sin embargo, se presume | wi . fe i
que ésta es similar a la de E.E.U.U., por el contraste realizado sl X : [ 1
en el 2005 con la informacidn desde 1988. (Figura 3) I I I }

Clasificacion clinica [1]

e Primoinfeccién pulmonar asintomatica o subclinica.
La més frecuente en 60% de los infectados.

e Primoinfeccion  sintomatica.  Secuelas de la
primoinfeccion pulmonar. Cuadros respiratorios
variables similares a una gripe 0 neumonia. Tiene
una erupcién maculosa cutanea, involuciona y se
generan alteraciones clinicas con hipersensibilidad en
pacientes de tés blanca presentandose en forma de
eritemas nudosos en los miembros inferiores,

: polimorfo en la mitad superior del cuerpo y
) poliartropatia inflamatoria no supurativa.

il X e Neumopatia persistente. Perdura mas de 6 meses y
ataca a personas con antecedentes de alcoholismo,
tabaquismo o VIH. Tanto la fiebre como Ila
eritrosedimentacién son indicativos de la progresion
lesional y la diseminacién, conduciendo a una
insuficiencia respiratoria aguda.

e Coccidioidomicosis pulmonar cronica excavada.
Aparece sélo en pacientes hombres de 40 afios en

— e adelante, presentando un cuadro similar a la
tuberculosis avanzada llegando hasta la muerte.

Figura 2. Areas endémicas principales de Coccidioidomicosis en e Coccidioidomicosis diseminada subaguda o crénica.

Amércia del Norte [14] Presentan un cuadro grave fiebre prolongada, pérdida

de peso, anemia, adenomegalias en diversos
territorios, imagenes pulmonares reticulonodulillares,
cefalea, hipersomnia y manifestaciones de cuadro
g meningoencefalitico solapado. El cuadro meningeo
es mas fuerte: alteraciones de la conciencia,
] convulsiones, rigidez de nuca y paralisis cerebral.
Las mucosas suelen estar indemnes, en tanto que la
o | piel puede mostrar distintos tipos de lesiones:
' papulas pequefias, ulceracion, tubérculos y nédulos.
Las formas diseminadas cronicas se asocian con
mayor frecuencia con compromiso  cutaneo,
ganglionar, 6seo y del sistema nervioso central.

Tratamiento

Figura 3. Comparacion de casos de Coccidioidomicosis en

Estados Unidos de América y México [14] La coccidioidomicosis incluye un espectro de

presentaciones que van desde la primoinfeccion no
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complicada, que es autolimitada y se resuelve sin tratamiento
en la mayoria de los casos, sin embargo, las formas
diseminadas agudas casi siempre son fatales. Por esta razon
las estrategias de tratamiento varian considerablemente de un
paciente a otro.2

Los antimicoticos mas utilizados para contrarrestar ésta
enfermedad son derivados triazolicos y imidazélicos como el
fluconazol (400-800 mg/dia por via oral o intravenosa),
voriconazol (derivado sintético del fluconazol) y el
itraconazol (400 mg/dia por via oral) (Figura 5). [2,5]
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Figura 5. Estructura del Fluconazol

Los azoles actian sobre la membrana celular del hongo,
inhibiendo al citocromo P450 CYP3A4 de la célula fungica, a
través de la inactivacion de la enzima C-14-a-desmetilasa, con
lo cual se interrumpe la sintesis del ergosterol en la membrana
celular. Debido a la falta de ergosterol se comienzan a
acumular  esteroles tdxicos intermedios, aumenta la
permeabilidad de la membrana y se interrumpe el crecimiento
del hongo. Las interacciones en su sitio activo son sobre la
enzima a través de puente de hidrégeno entre el grupo C=0 de
la enzima y el grupo OH del farmaco, interaccion que tiene
una fuerza de unas 5 kcal/mol. [4,5]

La C-14- o-demetilasa o CYP51, es una enzima que forma
parte del grupo de proteinas del citocromo P450 que
metabolizan sustancias orgénicas y biosintetizan esteroides
importantes, lipidos y vitaminas en eucariotes. Esta enzima se
encuentra conformada por 6 regiones que incluyen la hélice
B', loop B' / C, hélice C, hélice 1, loop K / B1-4 y hebra B 1
que son responsables de formar la superficie de la cavidad de
unién al sustrato, sin embargo, ésta superficie migra al sitio
activo a través del canal formado por el alfa hélice A’ y loop
B4, el sitio active contiene un grupo hemo cuyo nucleo ferroso
se ata a un ligando tiolato de un residuo de cisteina
conservado (Figura 6). [6,7]

Particularmente, CYP51 ayuda a la conversion de lanosterol
en 4,4-dimetilcolesta-8(9), 14, 24-trien-3B-ol, al remover el
grupo metilo del carbono 14 a, siendo éste compuesto un
precursor del ergosterol, un importante constituyente de la
membrana flngica. Esta conversion se logra en 3 pasos con la
ayuda de un reductor como NADPH y oxigeno molecular,
obteniendo como intermediarios un carboxialcohol y un
carboxialdehido, concretando el mecanismo en la
desmetilacion (Figura 7). [6,7]
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Figura 6. Enzima CYP51 (superior) y enzima quitinasa (inferior)
[Protein Data Bank]
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Figura 7. Conversion del lanosterol en 4,4-dimetilcolesta-8(9), 14,
24-trien-3p-ol, intermediario en la sintesis del ergosterol

El objetivo de este trabajo consiste en el disefio de una
molécula derivado de azoles debido a su hidrosolubilidad y
sencilla difusién a través de las meninges, como el fluconazol;
ademas, estudios demuestran que se utiliza como un buen
profilactico, por su amplio espectro de accion y derivar pocas
reacciones secundarias, incluyendo efectos endocrinos. [4,5]
Sin embargo, la generacion de resistencia y la falta de apego
al tratamiento prolongado por parte de algunos pacientes, hace
necesario el desarrollo de moléculas mas potentes para el
tratamiento de la coccidiomicosis.

Il. METODOLOGIA

Se realiz6 una busqueda de las enzimas que permiten la
proliferacion de los  microorganismos  de la
Coccidioidomicosis, asi como los tratamientos actuales que se
utilizan para eliminarlo del huésped, encontrandose que el
fluconazol es el farmaco de primera eleccion para el
tratamiento de la misma.
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A partir de la estructura del fluconazol, se disefié una base
de datos empleando estrategias de modificacién estructural
tipicas en la quimica farmacéutica. Estas moléculas fueron
construidas a través de Chem Sketch generandose el codigo
SMILES de cada una y guardando sus coordenadas en formato
*.mol

Para la evaluacién quimioinforméatica se emplearon los
siguientes programas:

actividad
regla de

¢ Molinspiration:
biolégica y el
Lipinski.[10]

e Pass Online: Predice la potencial bioactividad que
tiene la molécula. [11]

e Swiss Target: Predice Ila
bioldgica[12]

o AdmetSAR: Predice toxicidad, caracter cancerigeno y
permeabilidad de la barrera hematoencefalica. [13]

Predice la potencial
cumplimiento de la

potencial  actividad

Para los estudios de acoplamiento molecular (docking) se
emple6 el programa Molegro ver. 6.0.1-La estructura
tridimensional de la proteina se descargé del Protein Data
Bank (codigo PDB: 1EA1). Durante la evaluacién
quimioinformatica, se identific6 que algunas moléculas
podrian ser ligandos de la quitinasa, razén por la cual se
realizaron también estudios de acoplamiento molecular con
esta enzima (codigo PDB: 2A3B). El protocolo que se empled
fue el sugerido por el fabricante, el cual se describe
brevemente: se identificaron las cavidades candidatas a ser un
sitio de unién de ligandos, seleccionandose aquella que
coincidiera con el sitio catalitico de la enzima. Se emple6 el
algoritmo de busqueda de Moldock optimizer el cual es un
algoritmo genético implementado para encontrar el mejor
modo de unién de las moléculas analizadas con el sitio de
busqueda. Como método de puntaje (score) se selecciond
Rerank score, el cual hace una mejor valoraciéon de las
interacciones quimicas en comparacién con otros métodos de
puntaje implementados dentro del programa. Un valor de
Rerank score mas negativo se relaciona con una mejor
interaccion ligando-receptor.

I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro | se muestran los principales resultados
obtenidos con las moléculas 1, 8 y 9, las cuales presentaron
valores de score menores que el fluconazol (Figura 8).
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CUADRO I
PRINCIPALES RESULTADOS OBTENIDOS
. Score Score
Compuesto CL e CYP51 quitinasa
Fluconarel Si Ricsgo 9789 8711
8 S STV 107.72 85.71

aparente

Sin Nesgo

-12885 -88 84

aparente

CL: Cumplimiento de las reglas de Lipinski
PC: Potencial carcinogénico

e Deben cumplir las reglas de Lipinski, cuyo logP debe
tener un valor menor a 5, no mas de 5 donadores de
enlaces por puentes de hidrégeno, no més de 10
aceptores de enlaces de puentes de hidrégeno y un
peso molecular no mayor a 500 uma. Sin embargo,
solo la molécula 9 no cumplia con éstas reglas.

e Otra importante observacién en los resultados de
prediccion segin admetSAR es que el fluconazol
tiene riesgo de carcinogénesis, sin embargo, ambas
moléculas disefiadas por la estrategia de conjuntiva
adquirieron una prediccién fuera de riesgo de
carcinogeénesis.

e Finalmente, al realizar el estudio de acoplamiento
molecular con Molegro de cada molécula en relacion
con la proteina deseada, se logré el mejor score de la
molécula 9 siendo un valor de -128.85 en relacion
con CYP51 y -88.84 con la quitinasa, que en
comparacion con la molécula base, aumento
significativamente en conjunto la potencia.
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Figura 8. Estructuras del Fluconazol (base) y molécula 8 (de arriba
debajo del lado izquierdo), y molécula 9 (lado derecho)

Por éstas razones, aunque no cumpliese con las reglas de Lipinski,
resultd que la molécula 9 se postulé como la mejor estructura por su
alta afinidad con ambas enzimas. La CYP51 o C-14-alfa-desmetilasa
permite la conversion de lanosterol en un compuesto precursor del
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ergoesterol, compuesto de la membrana flngica, por lo que inhibirlo
no permite la proliferacién de la miscosis. Por otro lado, la quitinasa
promueve la ruptura de enlaces glicosidicos de la quitina, molécula
constituyente de la pared celular de hongos y exoesqueletos de
algunos animales, en particular en los hongos ayuda al modelaje de
su pared celular y hay inhibidores de la misma que estan en
desarrollo. [9] Sin embargo, no hay en la clinica inhibidores duales
de CYP51 y quitinasa, lo cual permite posicionar a la molécula 9
como un potencial candidato a estudios de desarrollo de nuevos
antifungicos.

Las ilustraciones 9 y 10 muestran los complejos del fluconazol y
la molécula 10 con los sitios activos de CYP51 y la quitinasa,
respectivamente. Del analisis de estos complejos se desprende que la
molécula 10 es capaz de interactuar en los mismos sitios que el
fluconazol en ambas enzimas, sin embargo, lo hace con diferentes
aminoacidos lo cual es importante a considerar, ya que se han
identificado mutaciones en CYP51 que reducen la afinidad del
fluconazol con el sitio activo de esta enzima.

Figura 9. Interacciones de la molécula 9 (Rosa) y el fluconazol
(verde) para inactivacion de CYP51

Ala 124

Figura 10. Interacciones de la molécula 9 (Rosa) y el fluconazol
(verde) con las quitinasa
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IV. CONCLUSIONES

Se identificd la molécula 9 como un potencial antifingico ya que
presentd mayor afinidad hacia las enzimas CYP51 y quitinasa y con
un mejor perfil ADME-TOX en comparacion con el fluconazol, por
lo que se considera una estructura para iniciar un programa de
desarrollo de antifingicos duales.
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