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RESUMEN 

 

Objetivo: Realizar la caracterización in silico de la proteína malato sintasa de Paracoccidioides 
brasiliensis relacionada con su proceso de infección. Materiales y métodos: Se obtuvo la secuencia 

aminoacídica de malato sintasa de P. brasiliensis (código de accesión: AQ75800.3) del GenBank. 

Dicha secuencia fue utilizada para determinar sus principales parámetros bioquímicos, dominios y 

regiones conservadas, predicción de estructuras secundarias y modelamiento tridimensional, 

empleando las herramientas bioinformáticas ProtParam, Clustal Omega, PHD Secondary Structure 

Prediction, SWISSMODEL, Phyre2 y Robetta, respectivamente. La visualización y comparación de 

los modelos tridimensionales se realizó empleando PyMol. Finalmente, se buscó el modelo de 

sustitución aminoacídica con modelgenerator_v_85 y se usó para generar una filogenia de máxima 

verosimilitud en PHYML, la cual se visualizó en FigTree. Resultados: La malato sintasa de P. 

brasiliensis es una proteína básica de 60.9 kDa, la cual presenta 53.1% de hélices α, 6.3% de láminas 

β y 40.6% de loops internos con plegamiento de tipo TIM beta/alpha-barrel. Se observó una estructura 

conservada entre diversos organismos. Conclusión: La malato sintasa de P. brasiliensis es una 

transferasa básica de mediano peso molecular que presenta estructura conservada y que estaría 

relacionada con su proceso de infección y el de otros organismos relacionados. 
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ABSTRACT 

 

Objective: To perform an in silico characterization of the malate synthase protein from 

Paracoccidioides brasiliensis related to its infectious process. Materials and methods: Se obtuvo la 

The aminoacid sequence of the malate synthase from P. brasiliensis was obtained from GenBank 

(accession code: AQ75800.3). This sequence was used to determine its main biochemical parameters, 

conserved domains and regions, prediction of secondary structures and tridimensional modelling, 

using several bioinformatics tools such as ProtParam, Clustal Omega, PHD Secondary Structure 

Prediction, SWISSMODEL, Phyre2 and Robetta, respectively. Visualization and model comparison 

was performed in PyMol. Finally, a model of aminoacid substitution was obtained using 

modelgenerator_v_85, and using to generate a phylogeny of maximum likelihood in PHYML and 

visualized in FigTree. Results: The malate synthase from P. brasiliensis is a basic protein of 60.9 kDa, 

and is composed by 53.1% of α-helix, 6.3% of β-sheet and 40.6% of internal loops, with a folding type 

of TIM beta/alpha-barrel. It was also observed a conserved structure between several related 

organisms. Conclusion: The malate synthase from P. brasiliensis is a basic transferase with medium 

molecular weight with a conserved structure which is related to its infectious process and of the other 

related organisms. 
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INTRODUCCIÓN 
 

La paracoccidiomicosis es una micosis 

sistémica, la cual es una infección con gran 

prevalencia en diferentes países de América 

Latina. Dicha enfermedad se extiende desde el 

sur de México, hasta Argentina y Uruguay. 

Esta condición es causada por el hongo 

dimórfico Paracoccidioides brasiliensis, y se 

adquiere por via inhalatoria. Su hábitat en la 

naturaleza aún no está definido, sin embargo, 

fue descrita por primera vez en 1908, en São 

Paulo-Brasil por Adolfo Lutz [24]. La 

infección se da por la inhalación de esporas en 

la fase filamentosa, y dentro de los pulmones 

se transforma a la fase levaduriforme (forma 

parasitaria), siendo la temperatura el principal 

factor de esta transición morfológica (25-37 

°C). La mayoría de las personas infectadas 

sólo desarrollan una paracoccidioidomicosis 

(PCM) asintomática o subclínica, que puede 

progresar hacia una enfermedad con múltiples 

formas clínicas, que dependen de factores en el 

huésped o ambientales y de la virulencia 

fúngica. En pacientes con inmunidad 

deprimida esta infección suele ser mortal. La 

infección es más frecuente en varones que en 

mujeres, lo que sugiere una relación con las 

condiciones hormonales [16]. 

Respecto a la proteína malato sintasa, esta 

enzima cataliza la condensación aldólica de 

glioxilato con acetil-CoA para formar L-

malato, lo cual corresponde al segundo paso 

del ciclo del glioxilato, una ruta alternativa al 

ciclo del ácido tricarboxílico presente en 

bacterias, hongos y plantas [7]. Da Silva Neto 

et al. [5] han reportado que en este organismo, 

dicha enzima se comporta como una adhesina, 

que participa en la unión de las células 

fúngicas en el tejido del huésped, promoviendo 

así la infección. 

Entre las terapias actuales, se observa la 

importancia de atacar la pared celular para 

prevenir o inhibir una infección; sin embargo, 

lo demostrado por Da silva Neto et al. [5] hace 

que esta enzima se vuelva un interesante 

candidato para el diseño de drogas que puedan 

neutralizarla y resultaría pertinente hacer un 

estudio del estado de conservación de la misma 

en otros organismos. 

Por tal motivo, el presente trabajo se 

proponer realizar una caracterización in silico 

de la proteína malato sintasa de P. brasiliensis 
y profundizar en el conocimiento de su proceso 

de infección. 
 

 

MATERIALES Y METODOS 
 

Obtención de las secuencias aminoacídicas 
La secuencia primaria correspondiente a la 

proteína malato sintasa de Paracoccidioides 

brasiliensis fue obtenida a través de la base de 

datos del GenBank (código de accesión 

AQ75800.3). Dicha secuencia fue utilizada 

para las posteriores predicciones in silico y 

obtención de la información estructural de 

dicha proteína. 

 

Determinación de parámetros bioquímicos y 

dominios conservados 

Para determinar los principales parámetros 

bioquímicos de la proteína en estudio se utilizó 

la herramienta ProtParam del ExPASy 

(http://web.expasy.org/protparam/) [8]. La 

búsqueda de dominios conservados presentes 

en dicha proteína fue realizada mediante la 

herramienta Prosite del ExPASy 

(http://prosite.expasy.org/) [6]. 

 

Alineamiento múltiple de secuencias 
aminoacídicas 

Para realizar el alineamiento múltiple, se 

obtuvieron las secuencias aminoacídicas de 

Bacillus anthracis (código de accesión PDB: 

3CUX_A) y Escherichia coli (código de 

accesió PDB: 3CUZ_A). Dichas secuencias 

fueron alineadas y editadas utilizando la 

herramienta Clustal Omega 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 

[22]. 

 

Predicción de estructuras secundarias y 

alineamiento estructural 
El análisis de predicción de estructuras 

secundarias presentes en la proteína malato 

sintasa de P. brasiliensis fue realizada 

empleando la herramienta PHD Secondary 

Structure Prediction Method (http://npsa-

prabi.ibcp.fr) [20]. Por otro lado, el 

alineamiento estructural se realizó en la 

plataforma Cn3D (versión 4.3.1) utilizando 

como molde a la proteína malato sintasa de B. 

anthracis [14]. 

 

Modelamiento tridimensional de la malato 

sintasa de P. brasiliensis 
El modelo tridimensional por homología de 

la enzima en estudio, se obtuvo empleando la 

herramienta SWISSMODEL 

(http://swissmodel.expasy.org) [15], a partir de 

la información depositada en la base de datos 
del Protein Data Bank (PDB). Por otro lado, se 

empleó la herramienta Phyre2 Protein 
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Homology/analogY Recognition Engine 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/ phyre2/) en 

modo intensivo [11], así como el servidor 

Robetta Full Chain Protein Structure 

Prediction (http://robetta.bakerlab.org/) [13], 

para la predicción de estructuras mediante 

modelamiento por threading y ab initio, 

respectivamente. La visualización de los 

modelos obtenidos se realizó empleando el 

programa PyMol Molecular Graphics System 

(versión 1.3). La evaluación de los modelos 

obtenidos se hizo a través del plot de 

Ramachandran generado por el servidor 

RAMPAGE 

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampa

ge.php) [21]. 

Análisis filogenético de proteínas 

seleccionadas 

Para hacer un análisis filogenético en base 

a las secuencias primarias, se realizó un 

BLASTp [1] en el NCBI y se seleccionaron 28 

secuencias con distinto grado de identidad. Se 

alinearon con Clustal Omega [22] y se editaron 

utilizando el programa Bioedit (versión 7.2.5). 

Se encontró el modelo de sustitución 

aminoacídica con modelgenerator_v_85 y se 

usó para generar una filogenia de máxima 

verosimilitud en PHYML [9], la cual se 

visualizó en el programa FigTree (versión 

1.4.0). 

 

 

 

 
Fig 1. Alineamiento de secuencias aminoacídicas entre las proteínas malato sintasa de E. coli, P. brasiliensis y B. 

anthracis. Identidad completa (*) y residuos con sustituciones conservativas. Nótese las regiones con mayor identidad 

(azul), el dominio conservado de la familia proteinca (rojo) y los residuos del sitio activo (verde) 
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RESULTADOS 
 

La proteína malato sintasa de P. brasiliensis 

consta de 539 aminoácidos, con un peso 

molecular de 60.9 kDa y con un pI de 8.45. 

Esto la define como una proteína básica de 

mediano peso molecular. Por otro lado, se 

determinó la presencia de un dominio 

conservado ubicado entre los residuos 268 y 

283, correspondiente a la familia de proteínas 

malato sintasa. 

El alineamiento múltiple entre las secuencias 

de las malato sintasa de P. brasiliensis, E. coli 

y B. anthracis, muestra que la región central es 

la que presenta mayor identidad, incluyendo el 

dominio conservado antes señalado (Fig. 1). El 

sitio activo ubicado en los residuos 168 y 449, 

con arginina y aspartato respectivamente, se 

mantiene conservado en las tres especies 

analizadas. Los aminoácidos más abundantes 

son la alanina y la leucina, aminoácidos que 

generalmente favorecen la formación de alfa 

hélices. En la región central, los aminoácidos 

más abundantes son alanina y glicina, 

aminoácidos apolares que pueden estar 

formando una región homofóbica central, 

comúnmente evidenciado en proteínas 

citoplasmáticas. 

En la Fig. 2 se puede observar, a través de la 

herramienta PHD, que esta proteína presenta 

una abundancia de 53.1% de hélices α, 

mientras que las láminas β serían escasas 

(6.3%) y habría una gran proporción de la 

secuencia conformando las colas de unión 

(40.6%). Esto la clasifica dentro del grupo de 

proteínas mixtas. Del alineamiento estructural, 

se obtuvo una homología de 94.8% con la 

proteína malato sintasa de Bacillus anthracis, 

compartiendo un total de 15 hélices α y una 

región central de láminas β. Esto demostraría 

un alto nivel de conservación en su estructura 

tridimensional. 

El modelamiento de la proteína por 

homología, threading, y ab initio nos dio como 

resultado varios modelos (Tabla 1). Se puede 

observar en todos los modelos obtenidos una 

proteína de la clase a/b con plegamiento tipo 

TIM beta/alpha-barrel (clasificación SCOP) 

[18], a&b (clasificación CATH) [23], con una 

predominancia de alfa hélices y una zona 

central de láminas β paralelas en forma de 

barril. Esta proteína, además, tiene como 

ligando iones divalentes (Ca+2 o Mg+2). Los 

residuos del sitio activo forman parte de 

láminas β, al igual que los moldes utilizados.  

El modelo T1 obtenido por threading, con 

dimensiones X:57.260, Y:63.123 y Z:64.957 

Å, tiene mayor cantidad de aminoácidos 

ubicados en zonas favorecidas en el plot de 

Ramachandran obtenido en el servidor 

RAMPAGE [21] (Tabla 1), lo que lo convierte 

en el modelo con más probabilidades de 

acercarse al modelo nativo de esta proteína en 

estudio. 

Finalmente, del árbol filogenético obtenido 

(Fig. 5), se observa que la formación de grupos 

parece dependiente solo de la cercanía 

filogenética de las especies analizadas y no 

guarda relación con la capacidad de infección 

de las especies. 

 

 
 
Fig. 2. Predicción de estructura secundarias para la proteína malato sintasa de P. brasiliensis obtenido con la 

herramienta PHD. Se observan las regiones correspondientes a las hélices α (Hh), láminas β (Ee) y loops internos (Cc) 

distribuidos a lo largo de la secuencia de aminoácidos de la proteína. 
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Fig. 3. Modelo tridimensional de la proteína malato sintasa de Paracoccidioides brasiliensis empleando modelamiento 

por homología (izquierda) y threading (derecha). Las α hélices y láminas β se muestran de color rojo y amarillo 

respectivamente, mientras que los loops internos se muestran de color verde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 4. A) Plot de Ramachandran del modelo T1, obtenido con el servidor RAMPAGE. B) Topología del modelo. 

Nótese la distribución de las láminas β paralelas que conforman el “barril” del modelo tridimensional. 

 

Tabla 1. Distribución de aminoácidos en el plot de Ramachandran del 

servidor RAMPAGE.  

Modelo* 

Aminoácidos  Aminoácidos  Aminoácidos  

 Favorecidos 

(%) 

 permitidos 

(%) 

en region atipica 

(%) 

H1 94 4 1.9 

H2 94.6 3.6 1.7 

T1 96.6 2.3 1.1 

T2 95.8 3 1.2 

T3 89.8 6.3 3.9 

A1 90.5 6.3 3.2 

A2 95.3 3 1.7 

A3 90.5 6.3 3.2 

A4 95 3.5 1.5 

A5 95 2.8 2.2 
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Fig. 5. Árbol filogenético construido de secuencias aminoacidicas de la proteína malato sintasa de diferentes 

organismos. Se señala la familia Ajellomycetaceae, a la cual pertenece P. brasiliensis. Visualizado por FigTree (1.4.0). 

 

 

DISCUSIÓN 

 

La paracoccidiomicosis es una micosis 

sistémica, infección con gran prevalencia en 

países de América Latina. El principal factor 

de esta transición morfológica es la 

temperatura. (25°C a 37°C). Su cuadro clínico 

es tan complejo, que incluso se ha reportado 

una confusión con sarcoidosis, llevando a un 

primer tratamiento poco exitoso [19]. 

El presente informe presenta un estudio in 

silico de la proteína malato sintasa de 

Paracoccidioides brasiliensis. Esta enzima 

cataliza la condensación aldólica de glioxilato 

con acetil-CoA para formar L-malato, lo cual 

corresponde al segundo paso del ciclo del 

glioxilato, una ruta alternativa al ciclo del 

ácido tricarboxílico presente en bacterias, 

hongos y plantas [7]. 

Además, Da Silva Neto et al. [5] han 

reportado que esta enzima se comporta como 

una adhesina en este organismo, participando 

en la unión de las células fúngicas al tejido del 

huésped, promoviendo así el proceso de 

infección. 

Este grupo de proteínas presenta entre 530-

570 aa y es altamente conservada entre las 

especies [4], lo cual puede ser confirmado en 

el alineamiento de secuencias. Esto se debe a 

una alta homología con las provenientes de 

otros organismos, especialmente en la región 

central y el sitio activo. Al analizar los 

patrones de plegamiento, también se observó 

grandes regiones conservadas, pudiendo 

predecir la conformación a partir del 

alineamiento estructural, y una riqueza en 

aminoácidos que favorecen la conformación 

de α-hélices. 

A partir de los modelos obtenidos, se pudo 

observar que la proteína se incluye dentro de la 

clasificación a/b con plegamiento tipo TIM 

beta/alpha-barrel (SCOP) [18], a&b (CATH) 

[23], con una predominancia de α-hélices y 

una zona central de láminas β paralelas en 
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forma de barril, característica de la familia de 

proteínas malato sintasa. Estos resultados 

concuerdan con lo descrito por autores como 

Anstrom et al. [2] y Lohman et al. [14] con esta 

enzima en otras especies. Con respecto al sitio 

activo, los residuos R(168) y D(449) forman 

parte de láminas β. Esta enzima, además, tiene 

como ligandos a dos iones, ya sea Ca+2 o Mg+2, 

tal como ocurre con esta enzima en especies 

como E. coli y B. anthracis [14]; sin embargo, 

los modelos obtenidos por homología solo 

conservan uno de los sitios de unión a dichos 

iones. 

Del análisis filogenético mostrado en la 

Fig. 5, se observa que la formación de grupos 

parece dependiente solo de la cercanía 

filogenética de las especies analizadas y no 

guardaría relación con la capacidad de 

infección de las especies. Por ejemplo, C. 
orhopsilosis y C. tropicalis son agentes 

causales conocidos de candidiasis [3] pero no 

forman un grupo separado de C. maltosa, 

especie que no suele ser encontrada en aislados 

clínicos [3] y es considerada solo un patógeno 

potencial [25]. Los géneros Paracoccidioides, 

Blastomyces, Histoplasma y Emmonia 

pertenecen a la familia Ajellomycetaceae [17], 

forman un solo cluster en el árbol y son 

patógenos humanos importantes, a diferencia 

de las especies de Aspergillus, que suelen ser 

oportunistas. Es posible que P. brasiliensis no 

sea la única especie de la familia 

Ajellomycetaceae cuya malato sintasa posee 

función de adhesión [5] sino que regiones 

determinadas de esta proteína estén 

relacionadas con la mayor patogenicidad de la 

familia. En caso de M. tuberculosis, su enzima 

malato sintasa tiene importancia en la adhesión 

a fibronectina/laminina de líneas celulares de 

epitelio pulmonar [12]. Sin embargo, se 

observa en la filogenia que la malato sintasa de 

M. tuberculosis se encuentra bastante alejada 

de la de la familia Ajellomycetaceae por lo que 

la modificación que le otorga capacidad de 

adhesión a la malato sintasa de P. brasiliensis 

podría ser independiente y encontrarse en otra 

región de la proteína. 

 

CONCLUSIONES 

 

La enzima malato sintasa de P. brasiliensis es 

una transferasa básica de mediano peso 

molecular, con un predominio de hélices α en 

su conformación, y una región central con 

láminas β paralelas. Esta proteína presenta una 
secuencia y estructura muy conservada entre 

organismos relacionados y no relacionados. 

Esta conservación resultaría conveniente para 

su rol en la adhesión del microorganismo a un 

hospedero en un proceso de infección. Esto la 

constituye como un posible blanco para el 

desarrollo de drogas inhibidoras. 
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