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La infección causada por el trematodo Fasciola
hepatica es una enfermedad de importancia médico
veterinaria (17). En Cuba, la fasciolosis hepática es
enzoótica en los ganados bovino y ovino. El interés

en esta parasitosis, considerada por varios autores
como emergente, es debido al elevado número de
casos reportados en humanos en algunos países de
zonas tropicales y subtropicales (18).
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RESUMEN: Se aborda la modelación por homología de una proteína que puede ser blanco potencial en
la terapia de la fasiolosis. La catepsina B de Fasciola hepatica es una cisteína proteasa de excreción-
secreción presente en los estadios juveniles del parásito. En una primera fase de este estudio proponemos
un modelo tridimensional por homología de la catepsina B, utilizando como moldes catepsinas B  de
humano y rata (1PBH, 2PBH y 3PBH, 1MIR) del PDB (protein data bank). Se chequeó su calidad por
el WHAT IF y se obtuvo una energía final total de -6750.96  KJ/mol por el campo de fuerza GROMOS96.
Además se identificaron su sitio activo (Cys 104, His 275, Asn 295) y los aminoácidos que lo estabilizan
por puentes de hidrógeno (Val 107, Phe 250, Gly 302), así como se predijo su estructura secundaria. El
modelo tridimensional puede emplearse para realizar tamizaje virtual utilizando programas de docking
y bases de datos de compuestos químicos virtuales del tipo “aceptores de Michael”.
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COMPARATIVE PROTEIN STRUCTURE MODELLING OF CATHEPSIN B FROM
Fasciola hepatica

ABSTRACT: Cathepsin B was selected as a possible new therapeutic target of Fasciola hepatica. This is
a cystein excretion protease present in the early phases of the parasite. First, we propose a three-
dimensional model by homology of the cathepsin B of F.hepatica, by using as templates cathepsins B of
human and rat (1PBH, 2PBH and 3PBH, 1MIR) from PDB (protein data bank).  Its quality was checked
by WHAT IF and a total final energy was -6750.96 KJ/mol as measure by GROMOS96.  The active site
(Cys 104, His 275, Asn 295) and amino acids involved in its stabilization by hydrogen bonds (Val 107,
Phe 250, Gly 302), were identified. Also its secondary structure was predicted. The three-dimensional
model could be employed in order to perform virtual screening by means of docking programs and
data bases of virtual chemical compounds of the type “Michael acceptors”.
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Los efectos secundarios de los fármacos existen-
tes -de precios elevados-, la persistencia en los ali-
mentos, la generación de resistencia por parte del
parásito que ha llevado a la falla terapéutica, y la ne-
cesidad de desarrollar compuestos contra estadios
inmaduros o intrahepáticos de F. hepatica que eviten
la patología asociada a la migración a través del
parénquima o la vía biliar; pone de manifiesto la ur-
gente necesidad de contar con nuevas moléculas para
combatir esta enfermedad.

Entre los principales candidatos antigénicos para la
protección contra Fasciola hepatica están las proteasas
secretadas por este parásito (22, 29); mayoritariamente
de la familia de las cisteíno proteasas (5). En el estado
adulto se producen al menos cinco actividades tipo
catepsina L y dos actividades tipo catepsina B (9), de
las que algunas están codificadas por familias
multigénicas (33).

La catepsina B es una cisteíno proteasa de la fa-
milia de la papaina. Es un candidato potencial para el
desarrollo de fármacos contra la fasciolosis, puesto
que la neutralización de su actividad puede reducir la
capacidad del estadio juvenil de establecer la infec-
ción y por lo tanto, se pudiera eliminar la enfermedad
antes de que se produzcan daños en el hígado del
hospedero por la migración de los parásitos (24).

En los hospederos definitivos del parásito la
catepsina B está ocluida en los lisosomas; y junto a
otras catepsinas está implicada en la degradación de
proteínas, activación de zimógenos, procesamiento
de antígenos, metabolismo y apoptosis. La catepsina
B está relacionada con un gran número de enferme-
dades en humanos como el cáncer, artritis reumatoide,
osteoporosis y Alzheimer (2).

Las funciones de la catepsina B están aun en proce-
sos de investigación y han sido obstaculizados por la ca-
rencia de la proteína para el estudio, a partir de su fuente
natural, puesto que la misma se produce en cantidades
pequeñas por los estadios juveniles (24). Además, no está
disponible su información estructural, así como para la
vasta mayoría de las secuencias de proteínas.

Para el diseño racional de fármacos se necesita in-
formación estructural, que se determina por cristalografía
de rayos X, resonancia magnética nuclear o modelación
por homología. Por consiguiente, constituye una nece-
sidad suplir esta carencia y es por esto que los métodos
computacionales para la predicción de estructuras de
proteínas, como la modelación comparativa, han gana-
do en popularidad desde hace pocos años (27, 31, 32).

El objetivo de este trabajo es la modelación por
homología de la catepsina B, para realizar futuros

ensayos in silico con sustancias tipo aceptores de
Michael; que están reportados como inhibidores irre-
versibles, y forman un enlace covalente estable con el
grupo tiol del sitio activo de las cisteíno proteasas (15).

Como material inicial de trabajo se empleó la se-
cuencia aminoacídica del precursor de la catepsina B
(38070 Da) con número de acceso Q8I7B2 en la base
de datos UNIPROT (14). A partir de esta secuencia
se identificaron las proteínas con mayores por cien-
tos de similitud -homólogas-, de estructuras resuel-
tas en la base de datos PDB (Protein Data Bank),
mediante un BLAST (Basic Local Aligment Tool) (1)
versión 2.0. Los patrones de homología utilizados son
las estructuras de las proteínas catepsinas B de hu-
mano y de rata, en presencia o ausencia de inhibidor:
1PBH (Resolución 3.2 Å) (34), 1MIR_A (Resolución
2.8 Å) (4), 1GMY_Å (Resolución 1.9 Å) (6) y 1THE_A
(Resolución 1.9 Å) (12).

Se identificaron los aminoácidos involucrados en
el sitio activo por el servidor Catalytic Site Atlas (11)
versión 2.1.8 y se predijeron los residuos funcionales
mediante el PSI-BLAST (26) con el empleo de todas
las bases de datos no redundantes.

La alineación múltiple de secuencias se obtuvo por
el CLUSTAL W 1.8 (30) y el modelo de homología fue
construido por el servidor SWISS-MODEL (27). Además
se obtuvo un modelo por defecto en el servidor del
SWISS-MODEL, y empleó como patrones las proteí-
nas 1PBH, 2PBH y 3PBH (Resolución 3.3 Å) (34) y 1MIR
(Cadenas A y B, Resolución 2.8 Å) (4) para un total de 5
patrones. Los ficheros de los modelos fueron almace-
nados y editados como texto en el programa bloc de
notas de Microsoft y desde aquí directamente importa-
das al programa WHAT IF v.19 (36). Fueron optimizados
por el campo de fuerza de GROMOS96 (200 ciclos
“steepest” descendentes y 300 ciclos de gradientes con-
jugados). La asignación de estructura secundaria se
realizó a través del programa DSSP (13). Todas las
manipulaciones gráficas y de estructura fueron hechas
en el programa Swiss PDB Viewer (DeepView) (8).

Se seleccionaron las estructuras patrón con los
siguientes valores de identidad/similitud para las es-
tructuras patrón: 1PBH 50/65 %, 1MIR 49/66 %, 1GMY
57/ 69%, 1THE 55/ 69 %. Estos valores de las estruc-
turas cristalográficas, con homologías mayores al 65%
e identidad superiores o igual al 49%, se consideran
suficientes para realizar un modelo por homología.
Para dos proteínas con una identidad de secuencia
≥50%, la desviación cuadrática media de los átomos
del esqueleto del núcleo es aproximadamente ≤1.0
Å, y no existen diferencias estructurales relevantes
fuera de la región del núcleo.
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Pro-catB      VVVQAAPNEKPQFEPFSDELIHYINEKSGASWKAAPSSRFINIEHFKQHLGLLEETPEER 60 
1PBH_         ------MRSRPSFHPLSDELVNYVN-KRNTTWQAGHNFYNVDMSYLKRLCGTFLGGP--- 50 
2PBH_         ------MRSRPSFHPLSDELVNYVN-KRNTTWQAGHNFYNVDMSYLKRLCGTFLGGP--- 50 
3PBH_         ------MRSRPSFHPLSDELVNYVN-KRNTTWQAGHNFYNVDMSYLKRLCGTFLGGP--- 50 
1MIR_A        -------HDKPSFHPLSDDMINYIN-KQNTTWQAGRNFYNVDISYLKKLCGTVLGGP--- 49 
1MIR_B        -------HDKPSFHPLSDDMINYIN-KQNTTWQAGRNFYNVDISYLKKLCGTVLGGP--- 49 
1GMY_A        ------------------------------------------------------------ 
1THE_A        ------------------------------------------------------------ 
1QDQ_A        ------------------------------------------------------------ 
                                                      
Pro-catB      QTRRPTVRYNVSDNDLPESFDAREKWPLCRSIRQIPDQSSCGSCWAVAGVGAMSDRVCIH 120 
1PBH_         --KPPQRVMFTEDLKLPASFDAREQWPQCPTIKEIRDQGSCGSCWAFGAVEAISDRICIH 108 
2PBH_         --KPPQRVMFTEDLKLPASFDAREQWPQCPTIKEIRDQGSCGSCWAFGAVEAISDRICIH 108 
3PBH_         --KPPQRVMFTEDLKLPASFDAREQWPQCPTIKEIRDQGSCGSCWAFGAVEAISDRICIH 108 
1MIR_A        --KLPERVGFSEDINLPESFDAREQWSNCPTIAQIRDQGSCGSSWAFGAVEAMSDRICIH 107 
1MIR_B        --KLPERVGFSEDINLPESFDAREQWSNCPTIAQIRDQGSCGSSWAFGAVEAMSDRICIH 107 
1GMY_A        --------------KLPASFDAREQWPQCPTIKEIRDQGSCGSCWAFGAVEAISDRICIH 46 
1THE_A        ---------FSEDINLPESFDAREQWSNCPTIAQIRDQGSCGSCWAFGAVEAMSDRICIH 51 
1QDQ_A        ---------------LPESFDAREQWPNCPTIKEIRDQGSCGSCWAFGAVEAISDRICIH 45 
                             ** ******:*. * :* :* **.****.**...* *:***:*** 
 
Pro-catB      SNGMMQPELSAIDLVSCC-SYCGNGCQGGSPPAAWDYWWRNGIVTGGTLENPTGCLPYPF 179 
1PBH_         TNAHVSVEVSAEDLLTCCGSMCGDGCNGGYPAEAWNFWTRKGLVSGGLYESHVGCRPYSI 168 
2PBH_         TNAHVSVEVSAEDLLTCCGSMCGDGCNGGYPAEAWNFWTRKGLVSGGLYESHVGCRPYSI 168 
3PBH_         TNAHVSVEVSAEDLLTCCGSMCGDGCNGGYPAEAWNFWTRKGLVSGGLYESHVGCRPYSI 168 
1MIR_A        TNGRVNVEVSAEDLLTCCGIQCGDGCNGGYPSGAWNFWTRKGLVSGGVYNSHIGCLPYTI 167 
1MIR_B        TNGRVNVEVSAEDLLTCCGIQCGDGCNGGYPSGAWNFWTRKGLVSGGVYNSHIGCLPYTI 167 
1GMY_A        TNAHVSVEVSAEDLLTCCGSMCGDGCNGGYPAEAWNFWTRKGLVSGGLYESHVGCRPYSI 106 
1THE_A        TNGRVNVEVSAEDLLTCCGIQCGDGCNGGYPSGAWNFWTRKGLVSGGVYNSHIGCLPYTI 111 
1QDQ_A        SNGRVNVEVSAEDMLTCCGGECGDGCNGGEPSGAWNFWTKKGLVSGGLYNSHVGCRPYSI 105 
              :*. :. *:** *:::**   **:**:** *. **::* ::*:*:**  :.  ** **.: 
 
Pro-catB      PQCRHPGSRSQLNPCPRYTYPTPSCYPYCQAGYDKTYEKDKVYGKTSYNVDRHEYTIMEE 239 
1PBH_         PPCEHHVNGSRP-PCTGEGD-TPKCSKICEPGYSPTYKQDKHYGYNSYSVSNSEKDIMAE 226 
2PBH_         PPCEHHVNGSRP-PCTGEGD-TPKCSKICEPGYSPTYKQDKHYGYNSYSVSNSEKDIMAE 226 
3PBH_         PPCEHHVNGSRP-PCTGEGD-TPKCSKICEPGYSPTYKQDKHYGYNSYSVSNSEKDIMAE 226 
1MIR_A        PPCEHHVNGARP-PCTGEGD-TPKCNKMCEAGYSTSYKEDKHYGYTSYSVSDSEKEIMAE 225 
1MIR_B        PPCEHHVNGARP-PCTGEGD-TPKCNKMCEAGYSTSYKEDKHYGYTSYSVSDSEKEIMAE 225 
1GMY_A        PPCEHHVNGSRP-PCTGEGD-TPKCSKICEPGYSPTYKQDKHYGYNSYSVSNSEKDIMAE 164 
1THE_A        PPCEHHVNGARP-PCTGEGD-TPKCNKMCEAGYSTSYKEDKHYGYTSYSVSDSEKEIMAE 169 
1QDQ_A        PPCEHHVNGSRP-PCTGEGD-TPKCSKTCEPGYSPSYKEDKHFGCSSYSVANNEKEIMAE 163 
              * *.*  . ::  **.     **.*   *:.**. :*::** :* .**.*   *  ** *                                          
 
Pro-catB      IMKNGPVEAGFIVYTDFAVYKSGIYHHVSGRYAGKHAIRIIGWGVENGVKYWLTANSWNV 299 
1PBH_         IYKNGPVEGAFSVYSDFLLYKSGVYQHVTGEMMGGHAIRILGWGVENGTPYWLVANSWNT 286 
2PBH_         IYKNGPVEGAFSVYSDFLLYKSGVYQHVTGEMMGGHAIRILGWGVENGTPYWLVANSWNT 286 
3PBH_         IYKNGPVEGAFSVYSDFLLYKSGVYQHVTGEMMGGHAIRILGWGVENGTPYWLVANSWNT 286 
1MIR_A        IYKNGPVEGAFTVFSDFLTYKSGVYKHEAGDVMGGHAIRILGWGIENGVPYWLVANSWNA 285 
1MIR_B        IYKNGPVEGAFTVFSDFLTYKSGVYKHEAGDVMGGHAIRILGWGIENGVPYWLVANSWNA 285 
1GMY_A        IYKNGPVEGAFSVYSDFLLYKSGVYQHVTGEMMGGHAIRILGWGVENGTPYWLVANSWNT 224 
1THE_A        IYKNGPVEGAFTVFSDFLTYKSGVYKHEAGDVMGGHAIRILGWGIENGVPYWLVANSWNA 229 
1QDQ_A        IYKNGPVEGAFSVYSDFLLYKSGVYQHVSGEIMGGHAIRILGWGVENGTPYWLVANSWNT 223 
              * ******..* *::**  ****:*:* :*   * *****:***:***. ***.*****. 
 
Pro-catB      GWGENGYFRILRGTDECRIESIVVAGMPRLQKNITNHH 337 
1PBH_         DWGDNGFFKILRGQDHCGIESEVVAGIPRTD------- 317 
2PBH_         DWGDNGFFKILRGQDHCGIESEVVAGIPRTD------- 317 
3PBH_         DWGDNGFFKILRGQDHCGIESEVVAGIPRTD------- 317 
1MIR_A        DWGDNGFFKILRGENHCGIESEIVAGIPRTQQYWGRF- 322 
1MIR_B        DWGDNGFFKILRGENHCGIESEIVAGIPRTQQYWGRF- 322 
1GMY_A        DWGDNGFFKILRGQDHCGIESEVVAGIPRTDQYWEKI- 261 
1THE_A        DWGDNGFFKILRGENHCGIESEIVAGIPRTQ------- 260 
1QDQ_A        DWGDNGFFKILRGQDHCGIESEIVAGMPCT-------- 253 
              .**:**:*:**** :.* *** :***:* 

 FIGURA 1. Alineamiento múltiple de secuencia. / Sequence multiple aligment.
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El alineamiento múltiple de secuencia muestra un
patrón continuo (Figura 1) sin brechas significativas.
Se conservan la cisteína 104, la histidina 275 y la
asparagina 295, entre ellos forman la tríada catalítica.
En el caso de la proteína 1MIR no se conserva la
cisteína porque está mutada por una serina. Estas
proteínas pertenecen a la familia de las peptidasas
C1, que se caracterizan por la díada catalítica Cys e
His, aunque otros  residuos son importantes en la
catálisis; en este caso, la Gln 98 favorece la forma-
ción de la cavidad del oxianión, mientras que la Asn
295 orienta el anillo imidazol de la His catalítica. Tam-
bién como residuos funcionales conservados se en-
cuentran las Cys 89, 101, 104, 137, 138, 141, 145,
174, 182, 194 y 204; Gly 142, 144, 148 y 244; Asp 219
y 255; Trp 86, 105, la Arg 83 y la His 275.

Es de interés para el diseño de un inhibidor selec-
tivo, el entorno de la histidina 275, GKHAIRIIGWG, ya
que a su extremo amino se enlaza una lisina, no con-
servada en las demás secuencias, por su condición
de aminoácido básico; a diferencia de la glicina, con-
servada en esta posición para las restantes secuen-
cias.

La energía final del modelo por defecto, calculada
por GROMOS96 fue de -6527.277 KJ/molkJ/mol, con
lo que es más estable que el primer modelo obtenido,
con una energía final total de -6750.96 KJ/mol.

La calidad del modelo obtenido por defecto se ve-
rificó mediante el uso del mapa de Ramachandran
(Figura 2), donde la mayoría de los aminoácidos se
encontraron en las conformaciones posibles de las
cadenas polipeptídicas. En este mapa se obtuvieron
once aminoácidos fuera de las zonas de plegamiento
permitidas. La Asn 298 pertenece a una lámina beta,
la Leu 329 a una hélice; mientras que Asn 8, Gln 12,
Phe 13, Glu 14, Thr 56, Ser 99, Asn 122, Thr 201, y
Gln330, se encuentran dentro de lazos donde los pro-

pios patrones poseen divergencias, y por lo tanto sus
posiciones presentan desviaciones comprensibles de
los valores normales. A pesar de la amplia flexibilidad
de estas regiones se puede afirmar que el modelo
puede ser considerado como válido, siempre y cuan-
do estas zonas erróneas no intervengan directamen-
te con el objetivo por el que se obtiene. Con relación
a los lazos, la catepsina B se destaca en la familia de
la papaina por la presencia de un lazo de oclusión
sobre el sitio activo; en el que se encuentra conserva-
da una Histidina (His184). En el caso de mamíferos
existe un dímero de histidinas, que intervienen en el
mecanismo de reacción por la formación de puentes
de hidrógenos entre el sustrato y los NH de los gru-
pos imidazol de estos residuos (2).

En la estructura secundaria más probable (Figura
3) es significativo el extremo N-terminal donde predo-
minan las hojas beta, mientras que hacia el extremo
C-terminal son las hélices. Los aminoácidos del sito
activo se encuentran formando lazos.

Los aminoácidos involucrados en el sitio activo,
en el modelo obtenido ocupan las posiciones 104, 275

FIGURA 2. Mapa de Ramachandran./ Ramachandran´s
Map.
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FIGURA 3. Estructura secundaria del modelo por el programa DSSP: E, hoja beta; H hélice./ Model secondary structure
according to DSSP: E, strands; H, helices.
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y 295 (Figura 4); que a su vez están estabilizados por
puentes de hidrógeno con la valina 107, fenilalanina
250 y glicina 302 (Figura 5).

FIGURA 4. Estructura del modelo de la catepsina B./
Cathepsin B model  structure.

La modelación por homología o modelación com-
parativa es un modo en desarrollo paulatino, eficiente
de obtener información acerca de una proteína de in-
terés (16). Una vez obtenido el modelo, puede ser útil
para diseñar mutantes en pruebas de hipótesis sobre
la función proteica (3,38), identificar el sitio activo y
sitios de unión (28), identificar, diseñar y desarrollar
ligandos a un sito de unión determinado (23), mode-

lar la especificidad de un sustrato (39), predecir
epítopes antigénicos (25), simular docking proteína-
proteína (35), inferir función a partir de potenciales
electrostáticos calculados (19), facilitar emplazamien-
tos moleculares en estructuras determinadas por ra-
yos X (10), refinar modelos basados en construccio-
nes por RMN (21), examinar y desarrollar
alineamientos de estructuras y secuencias (37), con-
firmar relaciones estructurales remotas (7,20), y ra-
cionalizar observaciones experimentales conocidas.

Contamos con un modelo de la catepsina B que
evaluará sustancias tipo aceptores de Michael en un
tamizaje virtual con estudios de docking. El hecho de
utilizar como uno de los moldes la catepsina B huma-
na puede tener un doble enfoque, terapéutico sobre
el parásito o inhibitorio sobre la enzima humana -
lisosomal, que se sobre expresa en procesos de me-
tástasis-.
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