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Resumen del Trabajo (máximo 250 palabras): Con la finalidad, contexto de 
aplicación, metodología, resultados i conclusiones del trabajo. 

Actualmente el cáncer de Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) es uno de los más 
comunes con alta tasa de mortalidad en la infancia.  

A lo largo de los años se han ido investigando y desarrollando terapias como la 
radioterapia o la quimioterapia.  

Este trabajo se ha centrado en el fármaco quimioterapéutico metrotrexato (MTX), 
comúnmente usado por su alta eficacia inhibiendo el enzima Dihidrofolato 
reductasa (DHFR). Una proteína relacionada con la síntesis de aminoácidos, 
purinas entre otros elementos. Sin embargo, se han encontrado y estudiado 
casos de resistencia al fármaco por lo que, el objetivo de este proyecto ha sido 
la búsqueda bibliográfica y comprensión de los mecanismos de resistencia, el 
estudio de las interacciones del DHFR-MTX mediante estructuras 
experimentales en fuentes de datos. 

Uno de los retos ha sido buscar otras proteínas experimentales mutadas para 
calcular y analizar las energías de interacción fármaco-proteína, de los cuales 
compararlas para encontrar interacciones comunes en ambos casos. 
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Por consiguiente, se han realizado modelos computacionales de la interacción 
MTX con DHFR agrestes y resistentes, como base para la búsqueda, y estudios 
de nuevas moléculas que puedan tener actividad con las proteínas. Como 
resultado de esta búsqueda y estudio de interacciones se han propuesto 3 
ligandos candidatos, una de ellas el fármaco llamado Leucovorin por su posible 
aplicación en el tratamiento de la ALL.  

Finalmente, una vez analizado todos los resultados se concluye que, dentro de 
los ligandos testeados, el MTX es el que presenta una energía de interacción 
más favorable. Además, coincidiendo con lo esperado las proteínas resistentes 
presentan peor interacción que DHFR agreste.  

 

Abstract (in English, 250 words or less): 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) cancer is one of the most common with a 
high mortality rate in childhood. 

Throughout the years of investigation have been developed therapies such as 
radiotherapy or chemotherapy. 

This work focuses on the chemotherapeutic drug metrotrexate (MTX), commonly 
used for its high efficacy by inhibiting the enzyme Dihydrofolate 
reductase(DHFR): A protein related to the synthesis of amino acids, purines 
among other elements.  
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However, there are cases of resistance to the drug. The objective of this project 
is searching the bibliographic and understanding the mechanisms of resistance 
and the studying of the interactions of DHFR-MTX through structures crystallized 
in data sources.  

One of the challenges has been to find other mutated experimental proteins to 
calculate and analyze the drug-protein interaction energies, from which to 
compare them to find common interactions in both cases. 

Therefore, computational models of the MTX interaction with WT and resistant 
DHFR have been made, as a basis for search, and studies of new molecules that 
may have activity with proteins. Because of this search and study of interactions 
3 candidate ligands have been proposed, one of them the drug called Leucovorin 
for its possible application in the treatment of ALL. 

Finally, once all the results have been analyzed, it is concluded that, within the 
ligands tested, MTX is the one with the most favorable interaction energy. In 
addition, coinciding with expectations, resistant proteins show worse interaction 
than wild-type DHFR. 
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1. Introducción 

1.1 Contexto y justificación del Trabajo 
 

La Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA), es el onceavo cáncer con más 
mortalidad a nivel mundial y el más común de este tipo de tumor en la infancia 
(30% de los casos)1. Se caracteriza por la producción rápida y anormal de 
leucocitos/células blancas defectuosas que, a su vez, no realizan su función 
inmunológica correctamente. 

 

En relación con las terapias del mismo, la radiación craneal fue una de las 
terapias primordiales y más utilizadas hasta que cayó en desuso a causa de su 
alto riesgo de recaída en el sistema nervioso central, por lo que se buscaron 
nuevas terapias entre las que se comenzó a desarrollar con gran éxito distintos 
regímenes quimioterápicos1. 

 
La quimioterapia de la LLA, donde según el riesgo que presenta el paciente, se 
emplea un protocolo distinto, se estructura en tres fases2: 

 
1. Eliminación masiva de las células cancerígenas mediante fármacos 

como Vincristina, corticosteroides, entre otros. 
2. Eliminación de las células dañadas que hayan quedado en la anterior 

fase con asparagina, etc. 
3. Eliminación de cualquier célula leucémica o pre-leucémica residual con 

antimetabolitos. 
 

Para este trabajo nos centraremos en uno de los fármacos empleado en la fase 
3, el Metotrexato (MTX). Su síntesis se remonta al año 1947 donde 
posteriormente2 en el año 1962, se empezó a utilizar como agente 
quimioterapéutico: 
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Tabla 1. Representación cronológica del uso del Metrotrexato y otros fármacos para el cáncer 

de Leucemia Linfoblástica Aguda. 

 
Para comprender la función del MTX en la terapia se muestra el pathway que 
sigue el fármaco: 

 

Figura 1. Representación del pathway del metrotrexato en la célula. 
 

 
El MTX entra dentro de la célula por difusión pasiva, y una vez dentro actúa el 
enzima Poliglutamato Sintasa para añadirle un grupo glutamato y producir el 
metotrexato poliglutamato (MTXpg). De esta forma al ser más largo y más 
hidrófilo no acaba siendo sustrato de otros sistemas de transporte y se va 
acumulando y, en consecuencia, aumenta su eficacia. El MTXpg interactúa con 
el enzima Dihidrofolato Reductasa (DHFR), un enzima que cataliza la producción 
del Tetrahidrofolato (THF) el cual es un donador de grupos metilo esenciales 
para la síntesis de aminoácidos, purinas y timidinas, de esta última 
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deriva a un metabolito esencial para la correcta reparación y síntesis del DNA. 
Por lo tanto, las células no se replican, teniendo una repercusión mayor en 
aquellas poblaciones celulares con un alto grado de división, como son las 
cancerígenas. 

 
A pesar de su efectividad y su gran uso, se han descrito distintos mecanismos 
de resistencia al tratamiento 18: 

 
Tabla 2. Listado de resistencias encontradas y/o estudiadas del tratamiento del LAL con el 

fármaco MTX. 
 

Listado de resistencias estudiadas6,18
 

Deterioro del transporte 

Falta de formación de polyglutamatos 

Incremento de actividad del enzima DHFR 

Mutación del enzima DHFR 

Aumento de concentración del enzima lisozima y ɣ-glutamilo hidrolasa 

 
 

 
Entre ellas, destaca la aparición de mutaciones del propio enzima DHFR19,20. 
Ante esto, la búsqueda de nuevas alternativas al MTX se ve esencial para 
continuar con la mejora del tratamiento y el % de curación. La propuesta del 
trabajo es buscar nuevos fármacos que puedan tener un modo de unión similar 
al MTX, pero que logre salvar también las resistencias al mismo. 

 
1.2 Objetivos del Trabajo 

 

Los objetivos generales de ese proyecto son, por un lado, realizar un estudio 
sobre el mecanismo de interacción del MTX como tratamiento del LLA, 
concretamente, su actividad como inhibidor del Dihidrofolato Reductasa. 

 
Y, en segundo lugar y una vez comprendido el mecanismo del fármaco- proteína, 
obtener otros ligandos que puedan mantener la actividad y que logren mejorar 
las desventajas del MTX. 

 
Para ello, se proponen los siguientes objetivos específicos: 

 
1. Estudio de estructuras 3D de enzima agreste (WT) y enzimas mutantes 

descritas como resistentes. 
2. Estudiar el modo de unión del MTX contra el enzima DHFR y las 

resistencias surgidas. 
3. Hacer una búsqueda de fármacos similares a estructura de MTX. 
4. Realizar un docking para analizar su interacción ligando con las distintas 

dianas enzima WT y enzimas mutadas (resistentes). 
5. Propuesta de candidatos a fármacos para la LLA con potencial de 

mejora de resistencias de la DHFR. 
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1.3 Enfoque y método seguido 
 

Análisis de los mecanismos de resistencia de la enfermedad a la terapia con 
MTX, centrándonos en mutaciones de la DHFR que confieran resistencia. 

 
Realizar un estudio 3D de la interacción química del fármaco MTX con el enzima 
WT y mutadas (resistentes). 

 
Búsqueda de otros ligandos similares al MTX y hacer docking con la proteína 
para un análisis de la interacción ligando-proteína y posteriormente, propuesta 
de nuevas moléculas como candidatos a fármacos que, a raíz de los resultados, 
pudieran tener una actividad similar al MTX frente a la LLA pero solventando los 
problemas de resistencias descritos. 
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1.4 Planificación del Trabajo 
 

A continuación, se describen las tareas a seguir:  
Tabla 3. Tabla de tareas programadas. 
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Tabla 4. Diagrama de Gannt representando las tareas programadas. 
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Puntos y planificación del trabajo: 
 

1. Búsqueda bibliográfica de mecanismos de resistencia del LLA. (3 días) 
o Hito 1: Listado de artículos donde se describe claramente los 

mecanismos de resistencia. 
2. Búsqueda de proteínas mutadas en PDB y/u otras fuentes. (1 día) 

o Hito 2: Obtención de proteínas mutadas 3D. 

3. Estudio de la estructura 3D de la proteína DHFR y mutadas con 
Chimera. (8 días) 

4. Docking del MTX junto la proteína, las proteínas mutadas y otras dianas. 
Estudio de las interacciones proteína fármaco (11 días). 

o Hito 3: Explicación sobre la interacción entre proteína-fármaco. 
5. Búsqueda de otros ligandos similares al MTX y hacer docking (3 días) 
6. Estudio de las interacciones proteína-fármaco. (3 días). 

o Hito 4: Diferenciaciones claras de las interacciones respecto a los 
pasos previos. 

7. Proponer nuevos fármacos. (5 días). 
8. Redactar los resultados (10 días). 
9. Revisión de la memoria (4 días). 
10. Entrega de la memoria (11 días). 
11. Preparación de la defensa (6 días). 

o Hito 5: Preparación del documento. 
12. Defensa (13 días). 

o Hito 6: Defensa pública. 
13. Búsqueda bibliográfica de mecanismos de resistencia del LLA. (3 días) 

o Hito 1: Listado de artículos donde se describe claramente los 
mecanismos de resistencia. 

14. Búsqueda de proteínas mutadas en PDB y/u otras fuentes. (1 día)*0. 
o Hito 2: Obtención de proteínas mutadas 3D. 

 

En la planificación se tiene en cuenta ciertos riesgos que nos puedan ralentizar 
las tareas: 

 
1. Cálculo del docking: ante moléculas pesadas se requiere mucho más 

tiempo de cálculo. 
2. No encontrar las estructuras 3D de las proteínas mutadas del DHFR en 

PDB. Requerirá la búsqueda de otras fuentes y/o alternativas. 
3. No encontrar ligandos que mejoren los resultados de interacción MTX- 

proteínas. 
4. Problemas informáticos con los programas 3D (Chimera) por falta de 

memoria RAM. 

 
1.5 Breve sumario de productos obtenidos 

 
Como resultado del proyecto obtendremos la memoria con la descripción de las 
tareas realizadas junto con todos los datos resultantes, análisis de los resultados 
y una breve conclusión del trabajo realizado. 

 
Además, se incluirá  una presentación  visual para la defensa pública, 
exponiendo el contenido del trabajo de manera breve y visual para el público. 
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1.6 Breve descripción de los otros capítulos de la memoria 
 

En el apartado de Material y Métodos se detallarás las fuentes bibliográficas 
utilizadas como el PubMed27, diferentes bancos de datos como secuencias 
proteicas, proteínas experimentales, la herramienta online para realizar el 
docking de las proteínas-fármacos a testear y finalmente el software de 
visualización Chimera 1.13.126 y análisis de estas estructuras con 

 
En los resultados se presentarán los cálculos de energía de interacción por cada 
proteína-ligando, empezando por el fármaco MTX junto a la proteína DHFR y un 
breve análisis de interacciones. Seguidamente tras una búsqueda de estructuras 
experimentales del DHFR mutado se realiza el docking con el MTX. 

 
Adicionalmente se propondrá 3 tipos de ligandos distintos y se realizarás los 
cálculos de la energía de interacción para la proteína WT y sus variantes 
mutadas. 

 
Finalmente, la conclusión se resumirá el procedimiento realizado y se resumirá 
los resultados de interacciones más comunes a lo largo de las pruebas 
realizadas. 
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2. Resto de capítulos 
2.1. Material y Métodos 

2.1.1 Búsqueda bibliográfica 
 

Para la búsqueda bibliográfica se ha utilizado PubMed, una base datos donde se 
recopila artículos de biomedicina, de revistas de ciencias de la vida y libros 
online. 

 
Otras fuentes bibliográficas utilizadas han sido las herramientas online de la 
biblioteca de la Universidad de Gerona (UdG), la Universidad Abierta de 
Cataluña (UOC) y Google Academy. 

 
2.1.2. Obtención de la estructura 3D de las dianas o complejos ligando- 
diana 

 
La base de datos con el cual se utiliza más a lo largo del trabajo es el Protein 
Data Bank (PDB)22, el cual tiene almacenadas estructuras 3D de más de 
152.000 biomoléculas (proteínas, ácidos nucleicos y complejos de interés en el 
campo de la biomedicina u otros campos) y presenta distintas herramientas de 
visualización, análisis y correspondencias con otras bases de datos. 

 

Figura 2. Entrada del banco de datos Protein Data Bank. 

 
Cada entrada presente en la base de datos tiene un ID de 4 caracteres 
combinando entre números y letras, facilitando así la búsqueda de la muestra 
con interés de estudio. 

 
Dentro de este pdb ID se muestra todo tipo de información: breve resumen de la 
estructura, visión 3D, anotaciones a tener en cuenta, secuencia… 
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Figura 3. Información de la proteína Dihidrofolate reductasa con ID 1RG7. 

 

Las secuencias de las proteínas que se estudia a lo largo de este proyecto son 
extraídas de la base de datos de secuencias genéticas GeneBank23. 

 
2.1.3. Búsqueda y obtención de ligandos 

 
En relación con los ligandos se ha utilizado dos bases de datos: Zinc15 y 
Drugbank. 

 
Zin15 es una base de datos con el objetivo de permitir la accesibilidad de 
fármacos comercializados para realizar estudios computacionales. 

 

Figura 4. Base de datos Zinc15. 

 
A la hora de buscar el fármaco, Zinc15 muestra códigos como SMILES, InChI  e 
InChI Key. Estos son útiles para realizar el estudio con programas 
computaciones y/u otro tipo de base de datos de los cuales aceptan este tipo de 
lenguajes. 
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Figura 5. Información del fármaco Methotrexate con ID ZINC159323. 

 
En el caso de DrugBank, a diferencia de la base de datos anterior, este muestra 
todo tipo de información detallada de un fármaco como los enzimas que 
interactúa dicho fármaco hasta las funciones más detalladas: . 

 

Figura 6. Información del fármaco Methotrexate. La información está distribuida en Targets a 

fín al fármaco, enzimas con que interactúa, portadores del methotrexate y sus 
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transportadores. 

Figura 7. Información de la proteína Dihidrofolato reductasa, el target del methotrexate según 

la base de datos Drugbank. 

 

2.1.4. Búsqueda de posibles zonas de alostéricas de la proteína DHFR 

 
Ante el docking de nuevos ligandos también es importante comprobar la zona de la proteína 

donde el ligando interactúa, escoger así el clúster posicionado al centro activo y si hay que 

tener en cuenta otras zonas. 

 

Para ello se utiliza la herramienta FTMap donde insertando el PDB ID de nuestra proteína 

consigue realizar la simulación: 
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Figura 8. Entrada principal de la herramienta Ftmapp y resultado de un ejemplo de la página. 
 

2.1.5. Cálculo de la energía de interacción y docking de las estructuras 
proteína-ligando 

 
Para la parte experimental básicamente se ha utilizado las herramientas 
Swissdock28, SwissSimilarity29y el programa Chimera 1.13.1. 

 
La herramienta Swissdock tiene como objetivo predecir las interacciones 
moleculares entre una proteína y un ligando concreto (fármacos, péptidos...), 
gracias su software EADock DSS28. 

 

Figura 9. Entrada principal del Swissdock. 

 
En el caso de SwissSimilarity, es una herramienta de búsqueda de fármacos 
similares al nuestro según las propiedades a tener en cuenta (fármacos en 
proceso de investigación, comercialmente viable…). 
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Figura 10. Entrada principal del SwissSimilarity. El códico SMILE del Methotrexato se ha 

introducido como ejemplo para visualizarlo. 

2.1.6. Visualización y análisis de estructuras 3D 
 

Por último, el software Chimera 1.13.1 permite la visualización de los resultados 
del docking y su análisis de la estructura molecular incluyendo así analizar las 
interacciones entre proteína y ligando, alineamientos de diferentes estructuras 
proteicas, análisis de secuencias… 

 
2.2. Resultados 

 
2.2.1 Estudio de DHFR y mutaciones descritas 

Secuencia de proteínas 

Con el objetivo de iniciar el análisis de la estructura del enzima DHFR se 
selecciona como referencia la secuencia descrita en el banco de datos 
GeneBank: 

 
Tabla 5. Secuencia proteica de la estructura DHFR agreste. 

 
 

Secuencia proteína DHFR agreste (WT) (PDB 1RG7) 

1 MISLIAALAVDRVIGMENAMPWNLPADLAWFKRNTLDKPVIMGRHTWESI 

51 GRPLPGRKNIILSSQPGTDDRVTWVKSVDEAIAACGDVPEIMVIGGGRVY 

101 EQFLPKAQKLYLTHIDAEVEGDTHFPDYEPDDWESVFSEFHDADAQNSHS 

151 YCFEILERR 
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Se han descrito diferentes mutaciones que confieren resistencia al MT: 
 

• Por un lado, la variante humana llamada F31R/Q35E33donde se determinó 
que la afinidad al fármaco MTX se reducía a causa del efecto de varias 
sustituciones combinadas a la vez de la proteína. Estas sustituciones son 
los aminoácidos fenilalanina (F) 31 por Arginina (R) 7 y la glutamina (Q) 
35 por el glutámico (E). 

 

• Por otro lado, la variante L22F con sustituciones de la leucina(L) 22 por la 
fenilalanina (F). En este caso34resulta que la afinidad del MTX a la proteína 
se reduzca por una mayor separación del anillo nicotinamida y el anillo 
pteridina del fármaco en comparación a al DHFR WT. 

 
Tabla 6. Secuencia proteica de la estructura DHFR no mutada y de las dos estructuras mutadas 

F31R/Q35E y F31S/F34S. 

 
Secuencia proteína DHFR F31R/Q35E (PDB 3EIG) 

1 VGSLNCIVAVSQNMGIGKNGDLPWPPLRNERRYFERMTTTSSVEGKQNLV 

51 IMGKKTWFSIPEKNRPLKGRINLVLSRELKEPPQGAHFLSRSLDDALKLT 

101 EQPELANKVDMVWIVGGSSVYKEAMNHPGHLKLFVTRIMQDFESDTFFPE 

151 IDLEKYKLLPEYPGVLSDVQEEKGIKYKFEVYEKND 

Secuencia proteína DHFR L22F (PDB 1DLR) 

1 VGSLNCIVAVSQNMGIGKNGDFPWPPLRNEFRYFQRMTTTSSVEGKQNLV 

51 IMGKKTWFSIPEKNRPLKGRINLVLSRELKEPPQGAHFLSRSLDDALKLT 

101 EQPELANKVDMVWIVGGSSVYKEAMNHPGHLKLFVTRIMQDFESDTFFPE 

151 IDLEKYKLLPEYPGVLSDVQEEKGIKYKFEVYEKND 

 
 
 

Para una mejor comprensión de los cambios, alineamos las secuencias de las 
proteínas descritas: 

 

 

Figura 11. Alineamiento de las secuencias del 1RG7, 3EIG y 1DLR. En azul se encuentra 

marcado los aminoácidos mutados de la proteína 3EIG (F31R/Q35E) y en violeta de la proteína 

1DLR (L22F). 
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Centrándonos en la línea de Conservation este nos muestra la secuencia 
coincidente de la proteína agreste respecto a las dos estructuras, viendo así que 
entre estas dos últimas presentan modificaciones en la posición 22, 31 y 35. 

 
Estructura de la proteína WT y las proteínas mutadas 

 
En relación con la estructura de DHFR se ha escogido la proteína experimental 
con código PDB 1RG7. 

 

Figura 12. Representación 3D del PDB ID 1RG7. Los colores representan las estructuras 

secundarias de la cadena y el ligando. 

 

 
Estructuralmente, la enzima dihidrofolato reductasa está compuesta por 1 
cadena de tipo 3-Layer (aba) Sandwich, constituyéndose entre estructuras 
secundarias y primarias. 

 
En el caso de la enzima con presencia de mutaciones, se ha seleccionado las 
proteínas experimentales con los siguientes códigos PDB: 1DLR y 3EIG. Estas 
mutaciones, F31R/Q35E y F22L, se sitúan en el centro activo de la proteína WT: 
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Figura 13. Secuencias coloreadas azul son las posiciones de los aminoácidos mutados 

F31R/Q35E y de color violeta representa el aminoácido mutado F22L. 

 

 
2.2.2. Estudio de interacción del MTX con DHFR agreste y mutadas 

 
Una vez que revisadas las secuencias y estructuras del enzima agreste y 
mutadas (resistentes), se analizan las interacciones del MTX con el enzima: 

 
DHFR agreste 

 

Figura 14. Representación 3D del PDB ID 1RG7 interaccionando con el ligando MTX. 
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Figura 15. Representación de las interacciones del MTX y el enzima DHFR experimental con 

el código PDB 1RG7. 

 

 
Empezando por los carboxilos del final de la estructura del fármaco, se presentan 
enlaces de hidrogeno con aminoácidos con cadena lateral cargada (Arg), polares 
(Asn), interacciones π-staking (Phe), aminoácidos con cadena lateral 
hidrofóbicos en la zona aromática (Tyr, Ile) y finalmente con cadena lateral 
cargada (Asp). 

 
En relación a la zona de interacción, la secuencia seleccionada en verde 
representa aquellos nucleótidos dentro de un rango de 5 Å alrededor del ligando: 

 

Figura 16. Secuencia seleccionada del enzima DHFR WT situada a 5ª de distancia al ligando. 

 
DHFR F31S/Q35E 

 
En el caso de la proteína mutada, el ligando MTX se sitúa en la zona de los 
aminoácidos S 31 A y 35A: 
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Figura 17. Situación del ligando MTX en la proteína mutada. Los colores azules representan la 

posición de los aminoácidos mutados S 31 A y 35 A. 
 

 
Se representa las interacciones del MTX-DHFR mutado: 

Figura 18. Representación de las interacciones del MTX y el enzima DHFR experimental con 

el código PDB 3EIG. 

Empezando por los carboxilos del final de la estructura del fármaco, se presentan 
enlaces de hidrogeno con aminoácidos con cadena lateral cargada (Arg), polares 
(Asn), interacciones hidrofóbicas con el aminoácido mutado (Arg) entre otros, 
interacciones π-staking (Phe), y finalmente enlaces de hidrogeno con un 
aminoácido con la cadena lateral cargada (Glu) y apolares (Val e Ile). 
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Para la proteína DHFR L22F el ligando con que interacciona es un fármaco en 
estado experimental llamado Piritrexim34. 

 

 

Figura 19. Estructura molecular del fármaco Piritrexim con el que interacciona la proteína 
DHFR L22F. 

 
El piritrexim se utiliza en pruebas de estudio relacionado en tratamientos contra 
el cáncer de Uretra y de vejiga donde el target, como en el caso del metotrexato, 
es el enzima DHFR. 

 
En el caso concreto de la estructura experimental 1DLR, no se analizará las 
interacciones que presenta con la proteína al ser un fármaco diferente por lo que 
no es comparable, sin embargo, hay que destacar que el piritrexim se une en el 
mismo sitio activo que el MTX. 

 

Figura 20. Comparación de la proteína 3EIG y 1DLR. El ligando piritrexim se sitúa en la misma 

zona de activación que el MTX. 

 
 

2.2.3. Docking del MTX con DHFR agreste y mutadas 
 

A continuación, se ha analizado las interacciones del enzima DHFR y el MTX 
mediante un docking en swissdock de las tres estructuras descritas. 

http://www.swissdock.ch/docking
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Los resultados siguientes muestran las energías de interacción del cluster de 
menor energía ya que el modelo estructural concuerda con los datos 
experimentales (cristalográficos): 

 
Tabla 7. Energía de interacción generadas en el docking. 

 
 

Estructura Energía (Kcal/mol) 

MTX-DHFR World Type (WT) -15.44 

MTX-DHFR F31R/Q35E -14.31 

MTX-DHFR L22F -11.91 

 

Docking MTX-DHFR WT 
 

 
Figura 21. Representación del docking MTX y el enzima DHFR no mutada. 

 

Las interacciones encontradas en el docking DHFR WT-MTX son enlaces de 
hidrógeno de los grupos amino con aminoácidos hidrofóbicos (Ile) y con cadena 
lateral con carga positiva (Asp), los grupos carboxilos con aminoácidos con 
cadena lateral con carga (Arg) y finalmente interacciones aromáticas con Phe en 
la zona de los anillos del fármaco. 
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Comparación del docking respecto a su referencia experimental 

 
Tabla 8. Interacciones del fármaco MTX en la proteína experimental y el docking. 

 
 

MTX-DHFR experimental Docking MTX-DHFR WT 

  

 
Si comparamos ambos resultados, el MTX del docking se sitúa en una posición 
en la proteína similar al experimental coincidiendo así la mayoría de las 
interacciones con aminoácidos: enlaces de hidrogeno con Arg 57 A, , Ile 5A y 
Asp 27ª, interacciones hidrofóbicas con Ile 50 A, Leu 28A, Arg 31A y finalmente 
π-stacking con Phe 31A. 

 

Docking MTX-DHFR F31R/Q35E 
 
 

Figura 22. Interacciones del MTX y el enzima DHFR mutada. 

 
En este caso, las interacciones se reducen concentrándose en la zona de los 
grupos carboxílicos con el aminoácido Arg y el anillo aromático del centro del 
ligando con Phe. 
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Viendo que la energía calculada es menor que en el docking de la proteína no 
mutada, no es de sorprender la reducción de enlaces y otros tipos de 
interacciones proteína-ligando. 

 

Tabla 9. Interacciones del fármaco MTX en la proteína experimental F31R/Q35E y el docking. 
 
 

MTX-DHFR F31R/Q35E 
(experimental) 

Docking MTX-DHFR F31R/Q35E 
 

 
 

 
En este caso, a pesar de que el ligando en el docking se sitúe en la misma zona 
activa que la proteína experimental apenas, se encuentra pocas coincidencias 
en entre las interacciones de ambas proteínas: Enlace de hidrogeno con el 
aminoácido Arg 70A e interacciones hidrofóbicas con Ile 60A. 
 
Docking MTX-DHFR L22F 

 

Figura 23. Interacciones del MTX y el enzima DHFR L22F. Marcado en color violeta el 

aminoácido mutado. 

 
El ligando MTX se sitúa justamente en la zona del aminoácido mutado, aunque 
tanto las estructuras experimentales como el docking presentan interacciones π- 
stalking en general, el hecho de que haya más anillos aromáticos en la zona de 
activación no es indicio de mejor interacción. De hecho, la energía es menor en 
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comparación a las demás estructuras y presenta menos enlaces de hidrógeno 
(con Asn, Ile, Val y Glu). 

 
Comparación del docking de las tres proteínas DHFR 

 
Una vez analizado por separado comparamos los tres dockings en una misma 
tabla: 

 
Tabla 10. Interacciones del ligando respecto a cada proteína realizada el docking. 

 
Docking MTX-DHFR WT 
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Docking MTX-DHFR F31R/Q35E Docking MTX-DHFR L22F 

  

 
2.2.4. Búsqueda de ligandos 

 
Inicios de búsqueda de posibles ligandos con Swissdock 

 
Una vez analizado las interacciones, el segundo objetivo es encontrar un ligando 
diferente que pueda mantener el patrón de interacción del MTX con la enzima 
agreste y pudiera mejorar el mismo con las enzimas resistentes. 

 
Para tener una idea por donde iniciar la búsqueda y testear la interacción del 
nuevo fármaco se utiliza la herramienta Swisssimilarity, en la que se realiza una 
búsqueda introduciendo los siguientes parámetros: 

 

• Capa electrostática similar al MTX. 

• Fármacos aprobados y comercializándose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.swisssimilarity.ch/
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Ante estas características la herramienta no dos fármacos a escoger: 
 

 

Teniendo en cuenta que cuanto más elevado sea el valor Score más 
coincidencias se presenta en comparación al MTX, se ha escogido el fármaco 
Leucovorin. 

 
En el caso del Pralatrexate ya se utiliza como tratamiento anticancerígeno 
inhibiendo el enzima DHFR, sin embargo, el único cambió estructuralmente es 
la adición de un triple enlace entre los anillos aromáticos. 

 
En el caso del ácido fólico, este se utiliza en los tratamientos quimioterapéuticos 
para reducir los efectos adversos del MTX debido a que es un precursor de la 
síntesis de nuevos aminoácidos y ácidos nucleicos (ante la falta de estos 
precursores por la quimioterapia se genera diferentes efectos en contra del 
paciente). 

El Leucovorin es una forma reducida del ácido fólico, se utiliza también en 
conjunto con otros fármacos para reducir los efectos secundarios por la falta de 
ácido fólico y potenciar la eficacia del MTX. Por tanto, estructuralmente hablando 
la diferencia entre el anterior fármaco y el Leucovorin es que es la forma reducida 
de esta molécula y se ha escogido este fármaco por su función. 

 

Figura 24. Estructura del Leucovorin (izquierda) y del MTX (derecha). La diferencia entre ambas 

se remarca en color azul. 
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Búsqueda de posibles zonas alostéricas 

 
Con el objeto de tener más información para la selección del modelo obtenido 
para los posibles nuevos ligandos, se ha realizado un estudio de posibles sitios 
de unión de la enzima mediante FTMap, por si el Leucovorin no presentara el 
mismo sitio de unión que el MTX. 

 

Figura 25. Mapping de las zonas de activación y/o alostéricas del enzima DHFR. 
 

 

 
Figura 26. Alineamiento de la estructura analizada por FTMAP (izquierda DHFR WT y derecha 

F31R/Q15E) en busca de coincidencias de la zona de activación y el ligando MTX (ligando rojo). 
 

Comparando la estructura experimental del DHFR, el ligando MTX se sitúa en el 
centro de activación de la misma forma que la proteína F31R/Q15E. En la 
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derecha de la figura se visualiza varias zonas alostéricas en el extremo opuesto 
del centro. 

 
Energías de interacción con nuevos ligandos 

 
Se realiza finalmente el docking de las tres proteínas junto con el nuevo ligando, 
leucovorin, el cual se resume en una tabla las energías resultantes: 

 
Tabla 11. Energía de interacción generadas en el docking con el ligando Leucovorin. 

 
 

Estructura Energía (Kcal/mol) 

Leucovorin-DHFR agreste -13.22 

Leucovorin -DHFR 
F31R/Q35E 

-13.34 

Leucovorin -DHFR 
F31S/F34S 

-12.93 

 

 
Viendo que los resultados del Leucovorin se acercan a resultados similares al 
docking con el MTX, se testea dos ligandos distintos derivados del MTX: 

 

 
Figura 27. Dos ligandos diferenciados derivados del metotrexato. 
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Los resultados de las energías de interacción se resumen en la siguiente tabla: 
 

Tabla 12. Energía de interacción generadas en el docking con los ligandos modificado. 
 
 

Estructura Energía (Kcal/mol) 

Fármaco mod 1-DHFR 
agreste 

-9.81 

Fármaco mod 2-DHFR 
agreste 

-9.92 

Fármaco mod 1 -DHFR 
F31R/Q35E 

-9.45 

Fármaco mod 2 -DHFR 
F31R/Q35E 

-9.06 

Fármaco mod 1 -DHFR L22F -9.12 

Fármaco mod 2 -DHFR L22F -8.58 

 
Tanto las modificaciones 1 del fármaco y las modificaciones 2 dan resultados 
similares energéticamente. Esto puede ser ya que hay interacciones donde 
mayormente coinciden en todos los casos como el π-stalking del Phe 31Å y 
enlaces de hidrogeno con aminoácidos con carga en la cadena literal como Arg 
57Å. 

 
En el caso de la modificación 2 con DHFR L22G, la energía baja corresponde a 
la falta de interacción con aminoácidos con cadena lateral aromática como se ha 
ido viendo comúnmente en los anteriores casos. 

 

 
Fármaco mod 1 DHFR L22F 

 

Fármaco mod 2 DHFR L22F 

Figura 28. Interacción de la proteína DHFR L22F con el fármaco modificado nº1 (izquierda) y el 

fármaco modificado nº2 (derecha). 
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2.2.5. Tabla de resultados 
 

Analizado los ligandos propuestos con las proteínas DHFR WT, DHFR 
F31S/Q35E y finalmente F22L, se resume en una tabla todas las interacciones 
comentadas: 

 
Tabla 13. Tabla de resultados de las principales interacciones por proteína y ligando. 

 
 

 
Fármaco 

 
Mutación 

 
PDB 

Interacción 
Swiss 

modeler 

Principales 
interacciones 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
MTX 

 
 
 

 
WT 

 
 
 

 
1RG7 

 
Enlaces de 

hidrogeno: Ile, 
Gly, Asp,Arg), 

π-stalking 
(Phe), Van der 

Waals (Ile, 
Leu) 

Enlaces de 
hidrogeno 

con Arg, Ile y 
Asp, 

interacciones 
hidrofóbicas 
con Ile, Leu, 

Arg y π- 
stacking con 

Phe. 

 
 

F31R/Q35E 

 
 

3EIG 

Enlaces de 
hidrogeno 

(Arg, Asp), π - 
stalking (Phe), 
Van der Waals 

(Ile, Leu) 

Enlace de 
hidrogeno con 
el aminoácido 

Arg 70A e 
interacciones 
hidrofóbicas 
con Ile 60A 

 
F22L 

 
1DLR 

 Enlaces de 
Hidrogeno 

con Asn, Ile, 
Val y Glu 
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Enlaces de 
hidrogeno 
(Arg), π - 

stalking (Phe) 
e         

interacciones 
hidrofóbicas 

con Leu. 

Enlaces de 
hidrogeno con 

Ser, Lys y 
Glu, π- 

stalking con 
Phe e 

interacciones 
hidrofóbicas 

con Tyr. 

Enlaces de 
hidrogeno: 
Thr y Arg 

Interacciones 
π-stalking con 

Phe 31Å, 
interacciones 
hidrofóbicas 

con Leu 54Å y 
enlaces de 

hidrogeno con 
Arg 57 y Asp 

23 

Interacciones 
π-stalking con 

Phe 31Å, 
interacciones 
hidrofóbicas 

con Pro 61Å y 
enlaces de 

hidrogeno con 
Arg 32 y Arg 

28 

Interacciones 
π-stalking con 

Phe 22Å y 
enlaces de 

hidrogeno con 

Arg 32Å. 

Interacciones 
π-stalking con 

Phe 31Å y 
 

WT 

Leocovorin 

F31R/Q35E 

F22L 

WT 

Modelo 
Swiss 

modeler 

MTX 
Modificación 

nº 1 
F31R/Q35E 

F22L 

MTX 
Modificación 

nº 2 
WT 
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No hay 
enlaces de 
hidrogeno. 

Interacciones 
π stalking con 
el aminoácido 
mutado Phe 

22. 

enlaces de 
hidrogeno con 

Arg 57Å. 

Interacciones 
π-stalking con 

Phe 31 e 
interacciones 
hidrofóbicas 
con Leu 28 y 

Asn 23Å 

 

ddd 

dj  
 
 
Viendo los resultados de los ligandos testeados, podemos concluir que 
metrotrexato es el que mejor energía de interacción demuestra. Comparándolo 
con los demás ligandos, las interacciones más comunes es el π-stalking con Phe 
y enlaces de hidrógenos con aminoácidos con su cadena lateral cargada.  
 
En relación a las proteínas DHFR WT y las variantes F31S/Q35E y L22F, 
claramente las mutaciones presentan menor energía de interacción por lo que 
serian explicaciones de la resistencia del fármaco en el tratamiento. 
 
Ante el objetivo de buscar un fármaco afín al tratamiento, la elección a escoger 
seguiría siendo el MTX y como complemento el leucovorin, el segundo fármaco 
con mejor energía de interacción. 
 
 
 
  
 

 

 
 

 
F31R/Q35E 

 
 
 

F31S/F34S 
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3. Conclusiones 
 

A lo largo del proyecto se ha hecho una búsqueda biográfica en relación al cáncer 
de Leucemia Linfoblástica Aguda y los tratamientos que se han desarrollado a lo 
largo de la historia como la radioterapia, y en nuestro caso concreto la 
quimioterapia. 

 
Dentro de los múltiples agentes quimioterapéuticos encontramos el Metotrexato, 
un fármaco el cual su gran utilización se remonta en los años 60, sin embargo, a 
lo largo de los años se han mostrado indicios de resistencia a la terapia. 

 
Dentro los posibles motivos de resistencia se encuentran las mutaciones del 
enzima DHFR que provocan que el fármaco se una con menor afinidad a la 
proteína. 

 
Una vez visto la posibilidad de la resistencia causada por una mutación del propio 
enzima, se encontró dos estructuras variantes experimentales en la bibliografía, 
de las cuales estaban disponibles su estructura 3D en la base de datos PDB.  

 
Analizando las interacciones antes del docking, predominante los enlaces de 
hidrogeno y π-stalking con Phe el cual comparando los resultados de las 
estructuras enzima-ligando a posteriori del cálculo, la situación y las 
interacciones coinciden con los enzimas experimentales. 

 
Una vez analizado las interacciones de las proteínas junto el MTX como ligando, 
se ha testeado con tres ligandos más diferentes: el Leucovorin, un fármaco 
extraído por SwissSimilarity por su similitud en la capa electrónica con el MTX, y 
dos ligandos diferentes derivados del MTX. 

 
Los resultados muestran interacciones menores en comparación con el docking 
de la proteína DHFR WT a causa de la reducción de los enlaces de hidrógenos 
y/u otro tipo de interacción.  

 
Una vez visto los resultados, se puede concluir que no se ha encontrado un 
ligando con mejor interacción al DHFR-MTX original, pero si posibles enlaces a 
tener en cuenta a mayor búsqueda de ligando. 

 
En relación con el seguimiento del proyecto, a lo largo del desarrollo no se ha 
conseguido seguir la planificación hecha al inicio por motivos de falta de 
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organización, herramientas saturadas (ej: SwissSimilarity) o incluso 
herramientas con el servidor caído durante días (ej: Swissdocking). 

 
Además, las dificultades encontradas a lo largo del trabajo se focalizan a la hora 
de utilizar el Software Chimera. Tanto la proteína como el ligando requería 
prepararlos previamente para el docking con Chimera pero, ya sea por un fallo 
de configuración o de guardado, en ciertas ocasiones Swissdock no permitía 
realizar el cálculo o acababa en error ya que la estructura imputada no estaba 
correctamente. 
 
Las mejoras del trabajo a tener en cuenta serían, por ejemplo, un análisis más 
profundo de las estructuras proteína-ligando y no quedarnos en los enlaces de 
hidrógeno y π-stalking, si no ir más allá como estudiar las zonas polares de la 
proteína si influencian la posición del fármaco. 
 
Finalmente, los trabajos futuros a contemplar es el docking del fármaco 
pralatrexate35 ya que es una antimetabolito más afín al DHFR que el MTX y por 
ello también se utiliza en el tratamiento anticancerígeno y estudiar qué puede 
hacer que interactúe más y buscar mejoras. 
 
Otro posible trabajo es investigar el campo de los péptidos como aplicación 
anticancerígena36,37 ya que recientemente se han publicado prometedores del 
campo de la inmunoterapia.  
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