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Resumen

La Leucemia Mieloide Aguda es una neoplasia hematopoyética que representa el 80% de los casos
de leucemia en el mundo. Su caracteristica principal es la hiperproliferaciéon de células mieloides
inmaduras. En células leucémicas la mutacion ITD (duplicacion interna en tandem) en el receptor
FMS-tirosina-cinasa 3 (FLT3) esté relacionada con ventajas proliferativas, de supervivencia, y
confiere malignidad celular, por lo que FLT3 es considerado un blanco terapéutico. Se han
aprobado inhibidores de FLT3 para su uso como monoterapia (Midostaurina, Gilteritinib,
Quizartinib) y otro se encuentra en estudios (Sorafenib). Sin embargo, se desconoce el tipo de
interacciones moleculares entre estos y los receptores FLT3 silvestre (FLT3-WT) o mutado (FLT3-
ITD). En el presente estudio se evaluaron in silico las interacciones entre FLT3-WT y FLT3-ITD
y sus inhibidores. Los modelos se realizaron por Modelado Homoélogo de Proteinas (SWISS
MODEL y Modeller). Posteriormente, las estructuras fueron refinadas con 3Drefine y su calidad
se valido con ERRAT, VERIFY3D, QMEAN y ProSA. Los valores de calidad fueron:
ERRAT:95.6% y Z-score:-7.35 (FLT3-WT) y ERRAT:83.2% y Z-score:-7.6 (FLT3-1TD).
Finalmente, se realiz6 el acoplamiento molecular entre los modelos de FLT3 y sus inhibidores
(Autodock-Vina). Las mejores afinidades fueron entre FLT3-WT y Quizartinib (-10.3Kcal/mol) y
FLT3-WT y Gilteritinib (-9.5Kcal/mol), comparado con Sorafenib (-8.3Kcal/mol) y Midostaurina
(-7.6Kcal/mol). Las afinidades entre FLT3-ITD y Quizartinib (-8.6Kcal/mol) asi como FLT3-ITD
y Gilteritinib (-7.4Kcal/mol) disminuyeron, pero aumentaron con Midostaurina (-9.3Kcal/mol),
mientras que con Sorafenib no hubo cambio aparente (-8.2Kcal/mol). Por lo tanto, la mutacion ITD
en FLT3 modifico la afinidad e interacciones de los complejos inhibidor-receptor.
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In silico evaluation of the interactions between the
I TD-mutated-FMS-tyrosine kinase 3 receptor (FLT3-
ITD) and inhibitors of FLT3 used in the treatment of
Acute Myeloid Leukemia.

Abstract

Acute myeloid leukemia (AML) is a hematopoietic neoplasm, which represents 80% of leukemia
cases worldwide. Its main feature is the hyperproliferation of immature myeloid cells. In leukemic
cells, the ITD (internal tandem duplication) mutation in the FMS-tyrosine kinase 3 (FLT3) receptor
is associated with proliferative and survival advantages, as well as increased cellular malignancy,
therefore, FLT3 is considered a therapeutic target. The use of FLT3 inhibitors such as Midostaurin,
Gilteritinib, and Quizartinib has been approved for monotherapy, and other is still under study
(Sorafenib). However, little is known on the type of molecular interactions between these inhibitors
and the wild type (FLT3-WT) or mutated (FLT3-1TD) FLT3 receptors. In this work we evaluated
in silico the interactions between FLT3-WT, FLT3-ITD and their inhibitors. The models
constructions were performed by Homologous Protein Modeling (SWISS MODEL and Modeller).
The structures were then refined and their quality was validated with ERRAT, VERITY3D,
QMEAN and ProSA. Quality values were: ERRAT:95.6% and Z-score:-7.35 (FLT3-WT) and
ERRAT:83.2% and Z-score:-7.6 (FLT3-ITD). Finally, molecular dockings between the FLT3
structures and their inhibitors were performed (Autodock-Vina). The best affinities were between
WT-FLT3 and Quizartinib (-10.3Kcal/mol), and WT-FLT3 and Gilteritinib (-9.5Kcal/mol),
compared to Sorafenib (-8.3Kcal/mol), and Midostaurin (-7.6Kcal/mol). Compared to FLT3-WT,
the affinities of FLT3-ITD with Quizartinib (-8.6Kcal/mol) and Gilteritinib (-7.4Kcal/mol)
decreased, but increased with Midostaurin (-8.2Kcal/mol), while no apparent changes were
observed for Sorafenib (-9.3Kcal/mol). Therefore, the ITD mutation in FLT3 modified the
affinities and interactions within the inhibitor-receptor complexes.

Keys words: Acute Myeloid Leukemia, in silico, ITD and FLTS3.

Introduccién lleva a cabo de manera normal la

La Leucemia Mieloide Aguda (LMA) es la  hematopoyesis (Gurkan y Akkus 2008). Sin
neoplasia hematopoyética mas frecuente en  embargo, alteraciones en la hematopoyesis de
adultos; representa casi el 80% de los casos de ~ Origen genetico y epigenético, traen como
Leucemia en la poblacién mundial, con una  consecuencia la desregulacion de los procesos
tasa de supervivencia del 10% en personas con ~ de proliferacion, diferenciacion 'y muerte
edades avanzadas (60 afios) (Lagunas-Rangel, ~ celular (Duarte et al. 2018). Lo anterior
2016). conlleva al crecimiento autonomo

El mal pronéstico de la enfermedad se ~ desproporcionado y desregulado de formas
ha relacionado con la heterogeneidad celularen ~ inmaduras  de las células  mieloides,
el sitio de origen: la medula 6sea, donde se  insuficiencia de las células precursoras
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hematopoyéticas y la predominancia de las
células leucémicas respecto a otros tipos
celulares del tejido sanguineo (Ding et al. 2012;
Leyto-Cruz 2018).

Se ha reportado que en mas del 97% de
los casos, la progresion de la LMA se debe a la
presencia de mutaciones que promueven la
generacion de proteinas disfuncionales o con
propiedades funcionales diferentes, como es el
caso del receptor FMS-tirosina cinasa 3 (FLT3)
(Arber et al. 2016; Leyto-Cruz 2018). El
receptor FLT3 se localiza en la superficie de
células precursoras tempranas de tipo
mieloides y linfoides CD34+ (Meshinchi y
Apelbaum 2009). Su activacion depende de la
interaccion con su ligando, lo cual desencadena
la activacion de vias de sefalizacion
intracelulares, como JAK/STAT5, MAPK,
RAS, MEK, AKT/ERK y PI3K (Kazi y
Rénnstrand 2019; Larrdyoz et al. 2019).

En pacientes con LMA el receptor
FLT3 se encuentra sobreexpresado, ademas,
presenta mutaciones en su estructura que
promueven su activacion permanente (Staudt et
al. 2018). La mutacién ITD (duplicacién
interna en tndem) en el gen FLT3 se encuentra
presente en 25-35% de los casos de LMA
(Lagunas-Rangel 2016; Gokhale et al. 2019).
Esta mutacion es considerada de mal
pronostico, debido a que promueve cambios en
la estructura del receptor FLT3, lo que
contribuye a la resistencia a los tratamientos
convencionales, tanto los de induccién (con
antraciclinas, por ejemplo, daunorubicina)
como los de consolidacion (transplante
alogénico de células hematopoyéticas)
(Lagunas-Rangel 2016; Bohl et al. 2019).

Lo anterior, ademés de la alta toxicidad
de los farmacos en personas adultas, conlleva a
mayor incidencia de la enfermedad y a la
disminucion de la supervivencia de los
pacientes. Por tanto, las terapias contra LMA
representan un gran desafio (Lagunas-Rangel
2015; Larrayoz et al. 2019).

Recientemente, se han aprobado
algunos inhibidores de FLT3 los cuales poseen
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mayor efectividad contra la LMA en
comparacion con los tratamientos
convencionales (Fernandez et al. 2019). Estos
inhibidores se clasifican de acuerdo a su
especificidad hacia el sitio de unién al ATP
(tipo 1), crucial para la activacion de la
actividad tirosina cinasa, 0 hacia una region
adyacente al mismo (tipo I1), la cual regula la
activacion de FLT3. Por otro lado, estos
inhibidores también se pueden clasificar en dos
grupos, de primera y segunda generacién, con
base en la afinidad a FLT3 y el tiempo en que
fueron desarrollados; Los inhibidores de FLT3
de primera generacion son: Sunitinib,
Sorafenib y Midostaurina y los de segunda
generacion son Crenolanib, Quizartinib vy
Gilteritinib (Sexauer y Tasian et al. 2017;
Daver et al. 2019).

Entre  estos  inhibidores,  solo
Midostaurina  (primera  generacion) vy
Gilteritinib (segunda generacion) han sido
aprobados para su uso como monoterapia por
la FDA (Food and Drug Administration) en
Estados Unidos y Quizartinib por el Ministerio
de Salud, Trabajo y Bienestar de Japdn
(MHLW Ministry of Health, Labor and
Welfare) (Daver et al. 2019, Antar et al. 2019).
Se han descrito las interacciones moleculares
de ambos farmacos y el receptor FLT3 silvestre
(FLT3-WT), asi como los residuos de
aminoacidos que participan en la formacién de
los complejos receptor-ligando (Mashkani et
al. 2016, Gokhale et al. 2019; Egbuna et al.
2021), sin embargo, se desconoce si la
mutacion ITD del FLT3 (FLT3-1TD) provoca
un cambio en las interacciones entre los
farmacos mencionados y el receptor mutado.

Por lo tanto, el objetivo del presente
estudio fue evaluar in silico las interacciones
moleculares de los inhibidores Midostaurina,
Gilteritinib, Quizartinib y Sorafenib con los
receptores FTL3-WT y FLT3-ITD y comparar
la afinidad de los farmacos para estos
receptores, asi como en los residuos de
aminoacidos involucrados en la formacion de
los complejos ligando-receptor.
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Metodologia

El modelo in silico de las estructuras FLT3-WT
y FLT3-ITD se obtuvo por medio de la técnica
de Modelado Homologo de Proteinas. Para
FLT3-WT se utilizd el servidor SWISS-
MODEL (Waterhouse et al. 2018) y la
informacién estructural disponible del dominio
juxtamembranal (sitio regulador de la actividad
catalitica) y del dominio tirosina cinasa (sitio
activador de la sefializacion intracelular) se
obtuvo de la base de datos Protein Data Bank
(PDB) con codigos: 1RJB y 61L3 (Berman et
al. 2000; Griffith et al. 2004; Thomas 2018), los
cuales corresponden al receptor en sus estados
silvestre autoinhibido (1JRB) e inhibido
(61L3). Una vez obtenida la estructura FLT3-
WT se continu6 con el modelado del receptor
FLT3-ITD; en este caso se usO la estructura
FLT3-WT previamente modelada como base y
se le afadi6 la  secuencia ITD
(H(L)VDFREYEYD/LKWE) en la region
juxtamembranal (Reiter et al. 2018) usando el
programa Modeller 10.1 (Webb y Sali 2016).
Ademas, ambas estructuras se sometieron a un
refinamiento molecular con el servidor
3Drefine (Bhattacharya et al. 2016), el cual
contribuye a la calidad de las estructuras finales
obtenidas.

La validacion de los modelos FLT3-
WT y FLT-ITD (generados y refinados), se
valor6 con los servidores PROCHEK
(Laskowski et al. 1993), ERRAT (Colvos y
Yeates 1993), VERITY 3D (Eisenberg et al.
1997), QMEAN (Benkert et al. 2011) y ProSA,
(Wiederstein y Sippl 2007).

Al contar con los modelos de FLT3-WT
y FLT3-ITD oOptimos, se evaluaron las
interacciones con los inhibidores Midostaurina,
Gilteritinib, Quizartinib y Sorafenib por
acoplamiento molecular. Las estructuras 3D de
estos farmacos se obtuvieron de la base de
datos ZINC15 (http://zinc15.docking.org)
(Irwin y Shoichet 2005). Posteriormente tanto
las estructuras proteicas de los FLT3
modelados como de los inhibidores se
sometieron a adecuaciones, como la adicion de
atomos de hidrogeno, remocion de moléculas
de agua, eliminacion de ligandos extras y
determinacion de cargas. Para el caso de las
estructuras proteicas FLT3-WT y FLT3-ITD,
las cargas seleccionadas fueron AM-BCC y
para los ligandos, las cargas adicionadas fueron
las de Gasteiger, esto con los programas
Autodock Tools (Morris et al. 2009) y Chimera
USFC (Pettersen et al. 2004). Seguido, con
base en estas herramientas, se identificé y
selecciond el sitio de interaccion ligando-
receptor el cual abarcd el sitio de unién al ATP
y zonas adyacentes (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros del sitio de union de los farmacos a los receptores FLT3-WT y FLT3-ITD.

FLT3-WT FLT3-ITD
Centro Tamafio (A) Centro  Tamafio (A)
X 74.64 24 25.0 24
Y 50.01 24 27.5 24
Z 24.46 24 26.8 24

FLT3: FMS-tirosina cinasa 3; WT: silvestre; ITD: mutacion duplicacion interna en tandem.

Finalmente, las interacciones
moleculares entre inhibidores y sus receptores
se evaluaron por medio del célculo de la fuerza
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de afinidad (Kcal/mol) con Autodock-Vina, y
con PyMOL2 se visualizaron los aminoacidos
participantes en la formacién de los complejos
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ligando-receptor (Trott y Olson 2010; estructuras cristalograficas de la proteina de
Schrodinger y DelLano 2020). interés, y la confiabilidad de las estructuras

Se consideraron optimas las uniones  modeladas alcanza el 90 al 95% (Contreras-
con menor fuerza de afinidad, es decir que  Moreira et al. 2002). ElI modelado por
requieren menor fuerza para generar el  homologia nos permitio obtener las estructuras
complejo  ligando-proteina, ademas de de FLT3-WT y FLT3-ITD, esta dltima es
considerar las distancias de contacto entre los  crucial en la activacion constitutiva del
ligandos vy las estructuras de FLT3 menores 0 receptor en pacientes con LMA (Lagunas-

iguales a 5 A (Gallivan y Dougherty, 1999). Rangel 2016).
Los resultados de la evaluacion de la
Resultados y discusion calidad estructural de los modelos in silico de

El Modelado Homélogo de Proteinas es  FLT3, indican que FLT3-WT y FLT3-ITD
ampliamente utilizado cuando se carece de las ~ Presentan buena calidad estructural (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de la evaluacion del modelo in silico de FLT3 por ERRAT, VERIFY3D,
QMEAN y ProSA.

ERRAT Verify 3D QMEAN ProSA
Receptor Factor de Puntaje 3D-ID Puntaje de Z-score
calidad general calidad
FLT3-WT 95.61 93.60 % 0.17 -7.35
FLT3-ITD 83.28 92.28 % -1.56 -7.6

FLT3: FMS-tirosina cinasa 3; WT: silvestre; ITD: mutacion duplicacion interna en tandem.

De forma especifica, el puntaje del Ademas, el puntaje de calidad
factor de calidad general calculado con el ~ QMEAN, fue adecuado para ambas estructuras
servidor ERRAT mostro valores de 95.61 para  del modelo FLT3, con valores de 0.17 y -1.56,
FLT3-WT vy 83.28 para FLT3-ITD. De los  respectivamente; este pardmetro evalla los
parametros de ERRAT, se conoce que los  aspectos geométricos de las estructuras
valores superiores a 80 indican buena calidad  proteicas (angulos de torsion entre los residuos
estructural, la cual se determina por las  de aminoacidos y la compatibilidad atomica),
interacciones entre los atomos C, Ny O de los  donde un puntaje mayor -4.0 se considera de
aminoacidos de las proteinas evaluadas en  buena calidad (Benkert et al. 2011) (Tabla 2).
comparaciéon con estadisticas de estructuras Otro aspecto importante durante la
consideradas con alta calidad (Colvos y Yeates  validacion de los modelos de FLT3-WT vy
1993). Por otro lado, los puntajes 3D-1D  FLT3-ITD, fue la evaluacion de los receptores
(Verify3D) describen que el 93.60% (FLT3-  con base en el puntaje Z con el servidor ProSA,
WT) y el 92.28% (FLT3-1TD) de los residuos el cual calcula la estabilidad de la estructura
de aminoéacidos de los modelos tienen una  con base en la similitud de las estructuras
compatibilidad entre modelo atébmico (3D) y la  obtenidas por cristalografia 0 RMN. Los
secuencia de las estructuras (1D), es decir, que  valores obtenidos del modelo FLT3 indican
las estructuras proteicas coinciden con sus  que las estructuras son estables, ya que el
propias secuencias con puntuaciones altas, puntaje negativo muestra que tanto FLT3-WT
superiores a 80% (Eisenberg etal. 1997) (Tabla  (-7.35) como FLT3-ITD (-7.6) presentan
2). errores minimos o nulos (Wiederstein y Sippl

2007) (Tabla 2).
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La evaluacion de la estereoquimica de
los modelos de las estructuras FLT3-WT vy
FLT3-ITD se obtuvo de un diagrama de
Ramachandran (Procheck), el cual evalla las
regiones permitidas con base en energias
favorables de la conformacion proteica y la

disposicion de los residuos de aminoacidos
(Laskowski et al. 1993). Tanto FLT3-WT
como FLT3-ITD mostraron valores aceptables,
es decir, que la mayoria de los residuos se
encontraban  en regiones  permitidas
estructuralmente (Tabla 3y Fig. 1ay 1b).

Tabla 3. Puntaje de valores del diagrama de Ramachandran del modelo FLT3-WT y FLT3-ITD

modelado por homologia.

Altamente

Receptor g Permitido Aceptable No permitido
permitido

FLT3-WT 91.2% 8.1% 0.7% 0.0 %

FLT3-ITD 89.8 % 8.2 % 1.0 % 1.0 %

FLT3: FMS-tirosina cinasa 3; WT: silvestre; ITD: mutacion duplicacién interna en tandem.

a)

-

. 45
Phu (degrees)

b)

Psi(degrees)

Fig. 1. Gréficos de Ramachandran de las proteinas FLT3 silvestre y mutada modeladas por
homologia. a) FLT3-WT; b) FLT3-ITD. Rojo: region centro altamente favorable; amarillo: region
permitida; amarillo claro: region aceptable; region blanca: region no permitida.

Por otro lado, los resultados del
acoplamiento molecular de los diferentes
ligandos de FLT3, muestran que tanto
Quizartinib como Gilteritinib  presentaron
mayor afinidad hacia FLT3-WT con valores de
-10.3  Kcal/mol 'y  -95 Kcal/mol,
respectivamente, en contraste con Sorafenib y
Midostaurina (-8.3 Kcal/mol y -7.6 Kcal/mol).
Esto puede relacionarse con la naturaleza los
residuos de aminoacidos que participan en la
formacion de los complejos inhibidor-proteina,
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donde Gilteritinib muestra mayor interaccion
con la superficie de FLT3-WT (Tyr 696, Cys
694y Tyr 693) en comparacion con Quizartinib
(Arg 704), Midostaurina (Arg 664) y Sorafenib
(Leu 618). Estas diferencias de afinidad pueden
deberse a que Quizartinib y Giltertinib
(inhibidores de segunda generacién) fueron
disefiados para interaccionar mas
especificamente con FLT3 en comparacion con
Sorafenib 'y  Midostaurina  (inhibidores
multicinasa de primera generacion) los cuales
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pueden interaccionar facilmente con otras y aumentar su toxicidad (Zorn et al. 2015;
cinasas como VEGFR2, VEGFR-2, KIT y  Antar et al. 2017; Loschi et al. 2021) (Tabla 4
PDGFR-£, lo que puede disminuir su eficiencia vy Fig. 2).

Tabla 4. Interacciones moleculares entre los inhibidores de FLT3 y los modelos FLT3 (WT e ITD).

Inhibidor Receptor  Afinidad (Kcal/mol)  Uniones polares (H) Distancia (A)

Leu 618 2.4

Sorafenib
Leu 646 2.3
FLT3-ITD -8.2 Lys 644 25
FLT3-WT -7.6 Arg 664 35
Midostaurina ELT3-1ITD 93 Arg 764 28
Arg 704 2.5
Quizartinib Arg 704 1.9
Arg 704 2.2
FLT3-ITD -8.6 Asp 788 29
Cys 694 2.7
Tyr 696 2.5
e FLT3-WT -9.5 Cys 694 2.1
Gilteritinib Tyr 693 2.4
FLT3-ITD -7.4 Arg 784 2.3

FLT3: FMS-tirosina cinasa 3, WT: Silvestre; ITD: Duplicacion interna en Tandem; H: Hidrogeno;
A: Angstrom.
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Sorafenib

b) _ Midostaurina

m k . " '\‘

AN <

Fig. 2. Interacciones moleculares y afinidad entre ligandos inhibidores de FLT3 y el modelo de
FLT3-WT. a) Interaccion FLT3-WT/Sorafenib; b) Interaccion FLT3-WT/Midostaurina; c)
Interaccion FLT3-WT/Quizartinib; d) Interaccién FLT3-WT/Gilteritinib.

Se observd que la presencia de la
mutacion ITD en FLT3 promueve cambios en
las interacciones inhibidor-proteina, tanto a
nivel energético como de residuos de
aminoacidos que participan en la formacion de
los complejos. De forma especifica en la Figura
3 se observa que tanto para Quizartinib como
para Gilteritinib disminuy6 la fuerza de
afinidad con el receptor de -10.3 a -
8.6Kcal/mol y de -95 a -8.2Kcal/mol,
respectivamente, ademas, los residuos de
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aminoécidos que forman las uniones del
complejo fueron Arg 704, Asp 788 y Cys 694
con Quizartinib y solo Arg 784 con Gilteritinib.

Contrario a lo anterior, Midostaurina
incrementd su fuerza de interaccion a -
9.3Kcal/mol, y Sorafenib se mantuvo estable
en -8.2Kcal/mol y los residuos de aminoacidos
participantes fueron Arg 764 (Tabla 4 y Fig. 3).



Ahtziri Socorro Carranza-Aranda et al. / Ingenieria Vol. 26-2 (2022) 56-68.
9° Congreso de la Facultad de Ingenieria Quimica (CONFIQ - 9)

-8.2 Kcal/mol | Sorafenib

b)

Midostaurina

-9.3 Kcal/mol

Fig. 3. Interacciones moleculares y afinidad entre ligandos inhibidores de FLT3 y el modelo de
FLT3-ITD. a) Interaccion FLT3-1TD/Sorafenib; b) Interaccion FLT3-1TD/Midostaurina; c)
Interaccion FLT3-1TD/Quizartinib; d) Interaccion FLT3-1TD/Gilteritinib.

Por lo tanto, la presencia de la mutacion
ITD en FLT3, podria explicar en parte la baja
eficiencia de los inhibidores de FLT3 en
pacientes con LMA positivos a FLT3-ITD
(Zorn et al. 2015; Reiter et al. 2018; Gokhale et
al. 2019), por lo que se reitera la necesidad de
continuar con la basqueda de ligandos
especificos para este receptor mutado.

Conclusiones

El Modelado Homologo de FLT3 permitio
dilucidar las interacciones moleculares entre
los inhibidores comerciales aprobados para el
tratamiento de la LMA: Midostarina,
Gilteritinib y Quizartinib con los receptores
FLT3-WT y FLT3-ITD, de igual forma
describir por primera vez las posibles
interacciones entre FLT3-WT y FLT3-ITD con
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Sorafenib, farmaco actualmente en estudio
contra LMA.

Aunado a lo anterior, los modelos in
silico de FLT3 (WT y ITD) permitieron
observar los cambios en las fuerzas de afinidad
necesarias para la formacion de los complejos
ligando-receptor, asi como los residuos de
aminodcidos participantes en las uniones
polares en el sitio de union a ATP y adyacente
al mismo. Los cambios mas relevantes se
observaron para Quizartinib y Gilteritinib,
considerados especificos contra FLT3 y por
ende efectivos para los pacientes LMA que
sobreexpresen FLT3. Sin embargo, los anélisis
in silico sugieren que la mutacion ITD en FLT3
disminuye la afinidad de estos farmacos por su
receptor, al reducir la fuerza de interaccion
entre ambos.
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Por lo tanto, las herramientas
bioinforméaticas utilizadas en el presente Agradecimientos
trabajo brindaron aproximaciones utiles para el
entendimiento 'y la evaluacion de las A |a Dra. Maria del Rosario Huizar Lépez, Dr.
interacciones  entre  farmacos y blancos  Jesse Haramati y Dra. Susana del Toro Arreola
especificos, ademas de representar una  por el asesoramiento y a CONACYT México

estrategia eficaz y economica para la urgente  por la Beca Nacional de Doctorado en Ciencias
basqueda de nuevas moléculas bioactivas  Bjomédicas No. CVU: 842471.

contra el receptor FLT3-
ITD asociado con mal pronostico en pacientes
con LMA.
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