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C. glabrata

C. krusei

C. parapsilosis

C. tropicalis

H. sapiens isoforma 1

H. sapiens isoforma 2

H. sapiens isoforma 3 !
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Estas interacciones proteina-ligando se desglosan a detalle en la tabla 3, en donde se muestran las
interacciones in silico observadas entre las proteinas seleccionadas y los tres farmacos antifingicos evaluados.
Se incluyen los valores de energia de afinidad, los cuales reflejan la estabilidad del complejo proteina-ligando:
un valor mas negativo, significa que la afinidad es mayor y la probabilidad de una interaccion estable
termodinamicamente'3. Asimismo, se identificaron los residuos aminoacidicos involucrados en cada interaccion,
asi como el tipo de enlace no covalente establecido, entre los que se incluyen puentes de hidrégeno, enlaces

13 Yunta, M. J. R. (2016). Docking and Ligand Binding Affinity: Uses and Pitfalls. American Journal of Modeling and Optimization, 4(3), 74-114.
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carbono-hidrégeno, interacciones del tipo alquilo e interacciones con atomos halégenos como fldor. Datos que
permiten inferir tanto la proximidad espacial como la naturaleza quimica de la unién, lo que contribuye a evaluar
la potencial eficacia del acoplamiento.

Tabla 2. Interacciones moleculares proteina-ligando y energias de afinidad.
Energia de afinidad

Proteina Ligando Especie Aminoacidos Interaccién enlace
(Kcal/mol)
ARG A:206 Puente de Hidrogeno
Anfotericina B -12.3 H. sapiens isoforma 1 VAL A:161 Puente de Hidrogeno
SER A:204 Carbono-Hidrogeno
ARG A:5 Puente de Hidrogeno
Tpi1 Caspofungina -7.6 H. sapiens isoforma 1 LYS A:194 Alquilo
GLN A:203 Puente de Hidrogeno
VAL A:107 Halégeno (Fluor)
Fluconazol -7.3 H. sapiens isoforma 2 GLY A:110 Puente de Hidrogeno
GLU A:115 Carbono-Hidrogeno
Anfotericina B -6.946 C. tropicalis THR A:444 Puente de hidrégeno
Pdci Caspofungina -4.234 C. tropicalis - Sin interacciones favorables
Fluconazol -6.851 C. parapsilosis GLY A:422 Halogeno (Fldor)
: ) VAL A:105 Alquilo
- L HIS A:178 Carbono-Hidrégeno
Anfotericina B -7.574 C. parapsilosis LEU A:326 Alguilo
ALA A:214 Alquilo
GAPDH Caspofungina -5.583 C. glabrata HIS A:289 Puente de hidrégeno
TYR A:316 Carbono-Hidrégeno
ASN A:81 Carbono-Hidrégeno
Fluconazol -6.440 H. sapiens isoforma 2 VAL A:90 Alquilo
GLU A:389 Halégeno
HIS A:186 Puente de hidrégeno
Anfotericina B -7.400 H. sapiens isoforma 1 PRO A:215 Alquilo
GLY A:34 Carbono-Hidrégeno
VAL A:7 Alquilo
Caspofungina -4.219 C. albicans ALA A:181 Carbono-Hidrégeno
Gpm1 ARG A:88 Puente de hidrogeno
ILE A:193 Alquilo
. . ASN A:88 Carbono-Hidrégeno
Fluconazol -7.044 H. sapiens isoforma 2 ARG A10 Puente de hidrégeno
HIS A:11 Halégeno (fluor)

En el caso de la proteina Tpi1 se encontré una alta afinidad con los tres ligandos antifungicos evaluados, sin
embargo, en todos los casos el valor mayor de energia de afinidad se observé con las isoformas humanas de
la enzima y no en las especies de Candida. En particular, la anfotericina B mostré una alta afinidad de -12.3
kcal/mol en la isoforma 1 de H. sapiens, la caspofungina mostr6 un valor de -7.6 kcal/mol en la isoforma 1 de
H. sapiens, y el fluconazol mostré una afinidad de -7.3kcal/mol en isoforma 2 de H. sapiens. Estos resultados
muestran la limitacién de poder considerar a Tpi1 como blanco terapéutico, ya que un blanco ideal debe
presentar una especificidad por el patégeno en este caso para las especies de Candida y no en proteinas
humanas (Figs. 2A, B, C); la Tpi1 es una enzima metabdlica clave en la interconversiéon de dihidroxiacetona
fosfato (DHAP) y D-gliceraldehido-3-fosfato (G3P) en la glucdlisis y la gluconeogénesis; en humanos,
deficiencias congénitas de esta enzima dan lugar a un trastorno autosémico recesivo poco comun, caracterizado
por anemia hemolitica crénica, alteraciones neuroldgicas, debilidad muscular progresiva y miocardiopatia,
condiciones que generalmente resultan fatales en los primeros afios de vida'4. Por lo tanto, a pesar de la alta
afinidad observada, la fuerte interaccion en isoformas humanas sugiere un riesgo elevado. Mientras en el caso
de las enzimas GAPDH y Gpm1 fue en donde se encontraron los valores mas altos de afinidad de union, y
también se registraron en isoformas humanas. En el caso de Gpm1, con las isoformas de H. sapiens, tanto la
anfotericina B como el fluconazol mostraron energias de afinidad de -7.400 y -7.044 kcal/mol, respectivamente,
lo cual sugiere un potencial riesgo de efectos adversos fuera del blanco terapéutico, en caso de que esta enzima
se consideré como diana terapéutica. De manera similar, para GAPDH en la isoforma humana 2, se obtuvo una
energia de afinidad de -6.440 kcal/mol con fluconazol. En ambos casos, la afinidad preferencial hacia las
isoformas humanas en lugar de las proteinas del patdgeno reduce su potencial terapéutico, ya que un blanco
ideal debe mostrar especificidad hacia las proteinas del organismo objetivo para minimizar posibles efectos
adversos en el hospedero.

14 Rodriguez-Almazan, C., Arreola, R., Rodriguez-Larrea, D., Aguirre-Lopez, B., Tuena de Gémez-Puyou, M., Pérez-Montfort, R., Costas, M., Gdmez-Puyou, A.,
& Torres-Larios, A. (2008). Structural basis of human triosephosphate isomerase deficiency: Mutation E104D is related to alterations of a conserved water
network at the dimer interface. Journal of Biological Chemistry, 283(35), 23254-23263.
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No obstante, interesantemente, en el caso de las proteinas Pdc1, GAPDH y Gpm1 también se encontrd una
interaccion de proteina-ligando con las especies de Candida, ya que tuvieron una mayor energia de afinidad
(Fig. 2, Tabla 3). En la Pdc1, la anfotericina B y la caspofungina mostraron una mayor energia de afinidad para
la especie de C. tropicalis y para el fluconazol fue para C. parapsilosis. Sin embargo, en la visualizacion de esta
interaccion de manera tridimensional para la caspofungina no existio, entonces la energia de afinidad dada en
el programa AutoDock solo fue una posible conformacion tridimensional evaluada. En el resto de los modelados
moleculares 3D de las interacciones de los ligandos con las proteinas de las especies de Candida, se muestran
los aminoacidos mas afines con interacciones al farmaco mediante puentes de hidrogeno, halégenos, alquilos
o carbonos (Fig. 2, Tabla 3). Datos que indican en conjunto que las proteinas GAPDH y Pdc1 exceptuando la
interaccion con la caspofungina para la proteina Pdc1, se pueden utilizar como blancos terapéuticos. Resultado
que se encuentra en correlacién con otros trabajos, en donde se ha reportado que la ausencia de estas proteinas
en Candida provoca que este patdgeno sea susceptible al estrés oxidativo's. Se puede plantear que estos
modelados moleculares de proteina-ligando son de gran ayuda, porque al observar estas interacciones
especificas de los aminoacidos que participan, posibilita conocer el sitio de unién y asi un futuro desarrollo de
antifungicos mas especificos que puedan reducir el metabolismo de Candida y asi como su adhesion para un
mejor tratamiento y que tengan una menor probabilidad de resistencia.

De esta manera, aun cuando en el caso de Pdc1 no se ha reportado como posible blanco terapéutico en otras
infecciones, nuestros datos indican que posiblemente pueda ser utilizada como diana terapéutica debido a que
su deficiencia o alteraciones en su actividad pueden llevar a problemas metabdlicos que si se relacionan con la
patogenicidad en ciertas condiciones'. Interesantemente, en el caso de la GAPDH, nuestros datos se
encuentran en concordancia con otros trabajos, en donde se ha mostrado que esta enzima presenta
inmunogenicidad en C. albicans. En otros trabajos se han propuesto a las GAPDH de Schistosoma mansoni'y
Onchocerca volvulus como candidatas para vacunas'/. GAPDH se ha propuesto como posible candidata a
vacuna debido a que ademas de su funcidn en la glucdlisis, participa en la adhesion celular, modulacion
inmunitaria y virulencia. Esta proteina ha mostrado que es capaz de inducir respuestas inmunes frente a
diversos patégenos, como Schistosoma mansoni, Echinococcus multilocularis, Litomosoides sigmodontis y
bacterias como Aeromonas spp., Vibrio spp., Edwardsiella spp., Streptococcus iniae, S. uberis y S. dysgalactiae.
Sin embargo, debido a su alta conservacion entre especies, es necesario identificar epitopos especificos del
patégeno para evitar posibles reacciones autoinmunes'®. En el hongo Aspergillus nidulans se identifico una
nueva isoenzima de la GAPDH, denominada GpdC, la cual utiliza NADP* como cofactor, a diferencia de la
isoforma glucolitica GpdA que utiliza NAD*. Esta isoenzima se expresa en respuesta al estrés por especies
reactivas de nitrégeno, las cuales dafian componentes celulares e inducen desdrdenes metabdlicos. La
interrupcion del gen gpdC redujo la actividad de GAPDH, afecto el crecimiento micelial y limité la fermentacion
de etanol. Bajo estas condiciones, el hongo depende de la glucdlisis y no puede metabolizar otras fuentes de
carbono. Resultados que indican que GpdC contribuye a la adaptacion metabdlica del patogeno, facilitando la
tolerancia al estrés y la conservacion de energia durante la infeccion del huésped'®. Finalmente, la Gpm1 se ha
reportado como factor de virulencia clave en la bacteria fitopatdbgena Acidovorax citrulli, causante del tizon
bacteriano de la fruta en cucurbitaceas, la Gpm dependiente de 2,3-bisfosfoglicerato (BdpmAc) se ha
identificado como un factor de virulencia clave. La eliminacién del gen correspondiente redujo la virulencia,
afectd el metabolismo del carbono, la formacién de biopeliculas, la movilidad y la tolerancia al estrés osmético,
lo que sugiere que BdpmAc cumple funciones pleiotropicas esenciales para la patogenicidad, y podria ser
aprovechada como blanco para estrategias de control biotecnoldgico. En conjunto, estos hallazgos evidencian
que la Gpm1, ademas de su rol metabdlico clasico, tiene funciones adicionales que la convierten en un objetivo
de interés para el desarrollo de vacunas antiparasitarias y métodos de control de enfermedades agricolas?®.
Evidencias en conjunto que se encuentran en concordancia con nuestros resultados obtenidos por medio del
andlisis in silico que se realiz6 en el presente trabajo, en donde Pdc1 y GAPDH muestran un potencial para ser

15 Arribas, V.; Monteoliva, L.; Herndez, M.L.; Gil, C.; Molero, G. (2024). Unravelling the Role of Candida albicans Prn1 in the Oxidative Stress Response
through a Proteomics Approach. Antioxidants, 13, 527.

16 Chaffin W. L. (2008). Candida albicans cell wall proteins. Microbiology and molecular biology reviews: MMBR, 72(3), 495-544.

7 Li, X., Wu, H., Zhang, M., Liang, S., Xiao, J., Wang, Q., Liu, Q., & Zhang, Y. (2012). Secreted glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase as a broad
spectrum vaccine candidate against microbial infection in aquaculture. Letters in applied microbiology, 54(1), 1-9.

18 Perez-Casal, J., & Potter, A. A. (2016). Glyceradehyde-3-phosphate dehydrogenase as a suitable vaccine candidate for protection against bacterial and
parasitic diseases. Vaccine, 34(8), 1012-1017.

19 Kadooka, C., Katsuki, N., Masuo, S., Kojima, S., Amahisa, M., Suzuki, K., Doi, Y., Takeshita, N., & Takaya, N. (2024). Fungal glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase GpdC maintains glycolytic mechanism against reactive nitrogen stress-induced damage. Frontiers in microbiology, 15, 1475567.

20 | ee, J,, Lee, J,, Cho, Y., Choi, J., & Han, S. W. (2022). A putative 2,3-bisphosphoglycerate-dependent phosphoglycerate mutase is involved in the virulence,
carbohydrate metabolism, biofilm formation, twitching halo, and osmotic tolerance in Acidovorax citrulli. Frontiers in plant science, 13, 1039420.
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consideradas como posibles blancos terapéuticos contra las especies patdgenas de Candida. No obstante, es
indispensable llevar a cabo los estudios experimentales, en donde nuestro grupo se encuentra trabajando
actualmente en esta direccion.

Conclusion

Se evalud in silico si las proteinas Triosafosfato isomerasa (Tpi1), Piruvato descarboxilasa (Pdc1),
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y Fosfoglicerato mutasa (Gpm1), presentes en la PPC de
cinco especies de Candida, pueden ser propuestas como blancos terapéuticos mediante su interaccion con los
farmacos antifingicos de uso rutinarios como son el fluconazol, la anfotericina B y la caspofungina. Los
resultados obtenidos sugieren que las interacciones proteina-ligando con Tpi1 y Gpm1 no serian viables para
su uso como blanco terapéutico, debido a su alta similitud con la proteina humana. Por otro lado, las proteinas
Pdc1 y GAPDH presentaron menor similitud con las isoformas humanas y mostraron una mayor especificidad
con los antifungicos, lo que indica su potencial como posibles blancos terapéuticos. Estos hallazgos muestran
que no todas las PPC con funcién y localizaciéon dual evaluadas son dianas adecuadas para el disefio de
terapias antifungicas. No obstante, las interacciones encontradas aportan informacion valiosa que puede
contribuir al desarrollo de farmacos mas especificos, capaces de inhibir la proliferacién de Candida formadora
de biopeliculas.
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