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Resumen

Vitrakvi es un tratamiento oncoldgico dirigido a tumores s6lidos que presentan fusiones génicas del gen NTRK. Las
alteraciones en los genes NTRK constituyen efectos genéticos poco comunes que pueden manifestarse en tumores ori-
ginados en diversos 6rganos, incluidos los pulmones, las glandulas tiroideas y el intestino. El objetivo de este estudio
fue identificar el sitio de unién de Vitrakvi a las quinasas del receptor de tropomiosina (TRK), asi como evaluar los
efectos de las mutaciones en TRKC sobre el sitio de fusién. Para obtener la estructura quimica de Vitrakvi se utilizaron
recursos como PubChem, y la estructura tridimensional de las TRK se obtuvo del Protein Data Bank (PDB). El acopla-
miento molecular (docking) se llevé a cabo mediante el programa AutoDock Vina. Las simulaciones de acoplamiento,
visualizacién y reconstruccion de las secuencias se realizaron utilizando los programas PyMol, BIOVIA y PyRx. La
fusién de Vitrakvi con TRKA y TRKB se ve modificada cuando estas quinasas se combinan con sus respectivos es-
timuladores (BDGF y NT-4/5). En el caso de TRKC, la unién con Vitrakvi ocurre en la misma cadena que se acopla
a su estimulador (NT-3); sin embargo, el sitio de fusién se desplaza respecto al sitio de la triple mutacién. Aunque
los ensayos clinicos con inhibidores de TRK se encuentran en fases iniciales, existen fundamentos prometedores pa-
ra la esperanza tanto en pacientes con mutaciones en TRK como en el campo de las terapias dirigidas molecularmente.
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Abstract

Vitrakvi is a cancer treatment that targets solid tumors with NTRK gene fusion. NTRKSs are rare genetic effects that can
arise in tumors from several organs, including the lungs, thyroid glands, and intestines. This study sought to identify
the position at which Vitrakvi binds to tropomyosin receptor kinases (TRKs) as well as the effects of TRKC mutations
on the fusion site. Materials and PubChem were used to obtain the chemical structure of Vitrakvi. The 3D structure of
TRKs was derived from the PDB. Docking was implemented via AutoDock Vina. Docking, visualization, and sequen-
ce reconstruction were completed via the PyMol, BIOVIA, and PyRx programs. The fusion of Vitrakvi with TRKA
and TRKB is altered if they are combined with their respective stimulators (BDGF and NT-4/5). TRKC combines with
Vitrakvi in the same chain in which it is coupled to its stimulator (NT-3), but the fusion site shifts away from the triple
mutation site. Even though clinical trials of TRK inhibitors have just started, there is reason to be hopeful for people
with TRK mutations and the field of molecularly targeted medicines.
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1 Introduccion

Vitrakvi, también conocido como larotrectinib, es
un inhibidor de la tirosina quinasa que puede uti-
lizarse en el tratamiento de adultos y nifios con
tumores sélidos que presenten una o més de las si-
guientes caracteristicas: fusion génica del receptor
tirosina quinasa neurotréfico (NTRK) sin posibili-
dad de reseccién quirtirgica adquirida debido al
riesgo de morbilidad severa, mutacién metastasi-
ca de resistencia, ausencia de terapias alternativas
satisfactorias o progresiéon posterior al tratamiento.
La FDA autorizé Vitrakvi el 26 de noviembre de
2018. La tasa de respuesta total y los datos sobre
la duracién de la respuesta fueron utilizados como
justificacién principal para la aprobacién acelera-
da de larotrectinib (C,;H2»FsNO,) (Loxo Oncology,
2018; US Food and Drug Administration, 2018).

Dado que los carcinomas con fusiéon del gen
de la quinasa del receptor de tropomiosina (TRK)
son poco frecuentes, no existe homeostasis en los
tejidos tumorales donde las terapias estdndar no
estdn disponibles o las terapias recomendadas no
logran proporcionar un beneficio clinico documen-
tado y relevante, y ademads es posible el traslado
del paciente; los ensayos clinicos aleatorizados con-
trolados para demostrar mejorias no son viables ni
apropiados (Wyatt et al., 1999). Existen numerosos
tipos de tumores primarios, cada uno con su histo-
ria natural tinica, lo cual hace inviable la realizacion
de un tnico estudio aleatorizado que los abarque a
todos. Sin embargo, los datos obtenidos en los en-
sayos clinicos de Vitrakvi fueron consolidados para
proporcionar evidencia de su eficacia y seguridad

ante cada solicitud regulatoria (Amatu et al., 2016;
Lange and Lo, 2018).

Se ha demostrado que la tasa de respuesta global
es un indicador positivo de la eficacia de Vitrakvi en
el tratamiento de ciertos grupos tumorales. Es posi-
ble observar diferencias cuantitativas en los efectos,
dependiendo del tipo de céncer y de alteraciones
genéticas adicionales (Burris et al., 2015).

Vitrakvi se distingue de muchos otros farma-
cos oncolégicos, ya que estd disefiado para atacar
tumores con una disposicién genética especifica, in-
dependientemente de su localizacién en el cuerpo.
Los datos preliminares demuestran que logra redu-
cir el tamafio tumoral en los pacientes. Ademas, la
rapidez con la que puede lograrse dicha reduccién
resulta crucial para brindar alivio sintomatico a los
pacientes (Doebele et al., 2015; Laetsch et al., 2018).

Vitrakvi parece ser seguro, y cualquier efecto
adverso potencial se considera minimo. Por ello,
la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) con-
cluyé que los beneficios superan los riesgos, y ha
aprobado su uso en la Unién Europea (Figura 1).

Vitrakvi en comprimidos o en solucién liquida
(20 mg/ml) puede administrarse por via oral en
presentaciones de 25 y 100 mg. Si la malignidad se
mantiene estable y los efectos secundarios son tole-
rables, los adultos deben tomar 100 mg dos veces al
dia. La dosis pediétrica se determina en funcién del
peso corporal (US Food and Drug Administration,
2018).

Figura 1. Estructura quimica del larotrectinib (Vitrakvi).
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El objetivo principal de este estudio es evaluar
las interacciones moleculares entre Vitrakvi (laro-
trectinib) y TRKs (TRKA, TRKB y TRKC), centran-
dose en el impacto de las mutaciones del TRKC en
la unién con el farmaco y su eficacia.

1.1 Mecanismo de accion

Las TRK son proteinas que se encuentran en el te-
jido neural humano. Se activan por accién de las
neurotrofinas, lo que les permite desempefiar un
papel fundamental en los procesos fisiolégicos re-
lacionados con el desarrollo y funcionamiento del
sistema nervioso. Los niveles éptimos de desarrollo,
diferenciacién y supervivencia neuronal estan regu-
lados por las quinasas TRKA, TRKB y TRKC, que
interactian dindmicamente con sus autoligandos
neurotroficos (Yang et al., 2022). Los genes NTRK1,
NTRK2 y NTRK3 codifican respectivamente para
TRKA, TRKB y TRKC.

Se han identificado proteinas de fusién como re-
sultado de reordenamientos cromosémicos, como la
fusién en marco de estos genes con diversos socios,
translocaciones en los dominios TRK, mutaciones
en las regiones de unién del TRK, amplificacién de
NTRK y produccién de variantes de empalme del
gen TRK. Las quimeras TRK activadas, capaces de
inducir tumores, favorecen la proliferacién y super-
vivencia de lineas celulares cancerigenas (Ardini
et al., 2016; Tacconelli et al., 2004).

Las fusiones génicas dan lugar a proteinas TRK
quiméricas, que pueden poseer actividad quinasa
intrinseca o sobre expresar el dominio de la quina-
sa. Este estado alterado, inducido por mutaciones
puntuales, reordenamientos cromosémicos, fusio-
nes génicas o deleciones, provoca la dimerizacién
espontdnea e independiente del ligando, activando
asi la via de transduccién de sefiales (Arevalo et al.,
2000). Hasta la fecha, se ha establecido que todos los
mecanismos conocidos de activacién oncogénica de
TRKA implican la truncacién del dominio extrace-
lular (Bové et al., 2021).

Seguin un estudio, la expresién del gen que co-
difica el receptor TRK correspondiente a una neuro-
trofina esta regulada por los niveles fisiolégicos de
dicha neurotrofina in vivo, aunque este mecanismo
de regulacién sélo se observa en una porcién de las
células que expresan el receptor (Raedler, 2019).
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Vitrakvi ha demostrado efectos antitumorales in
vitro e in vivo en modelos con activacion constitutiva
de las proteinas TRK, ya sea por fusién génica, pér-
dida del dominio regulador proteico o sobreexpre-
sién de la proteina TRK. Sin embargo, ha mostrado
escasa eficacia en lineas celulares con mutaciones
puntuales en el dominio quinasa de TRKA, inclui-
das mutaciones asociadas a resistencia adquirida,
como F617L, G623R y G696A, presentes en el do-
minio de TRKC (Vaishnavi et al., 2013; Hashimoto
et al., 2005).

Al igual que otras quinasas de receptores tirosi-
na, las proteinas TRK se activan cuando un ligando
se une a su dominio extracelular. Inicialmente fue-
ron clasificadas como proteinas que promueven el
crecimiento y la supervivencia de neuronas simpa-
ticas y sensoriales. Las neurotrofinas son proteinas
secretadas que actdan como ligandos de las protei-
nas TRK (Coppola et al., 2004).

Para cada quinasa, los ligandos individuales
estdn representados por las siglas NGF (factor de
crecimiento nervioso). El factor de crecimiento deri-
vado del cerebro (BDGF) es el ligando de TRKA,
mientras que NT-4/5 y NT-3 lo son para TRKB
y TRKC, respectivamente. Cada receptor presenta
una regién de unién al ligando, una regién trans-
membrana y un dominio intracelular que incluye el
dominio quinasa. Este regula etapas avanzadas de
la division celular, el crecimiento y ramificacién de
axones y dendritas, y cumple ademaés funciones no
relacionadas exclusivamente con el sistema nervio-
so (Ferrer et al., 1999; Dwivedi et al., 2003).

La estimulacién de TRKA por NGF se ha relacio-
nado con la modulacién del dolor, picor e inflama-
cién, ademds de su funcién en el desarrollo y man-
tenimiento de neuronas colinérgicas, simpaticas y
sensoriales (Ernst et al., 2009). El TRKB, activado
por BDNF, ha demostrado mejorar la plasticidad
y supervivencia neuronal. La inhibicién terapéuti-
ca de TRKB podria ocasionar efectos secundarios
indeseables como ataxia, letargo, anhedonia y de-
presién (Ivanov et al., 2013).

La unién de NGF al receptor TRKA activa la
via Ras/MAPK, lo que estimula la proliferacién y
el crecimiento celular a través de la via de sefia-
lizacién de quinasa extracelular (ERK). También
se activan otras rutas como fosfolipasa C (PLC)
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y fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K) (Nakagawara,
2001; Boulle et al., 2012).

El Neurotrophin-3 (NT-3) es un factor de cre-
cimiento que acttia sobre ciertas células nerviosas,
promoviendo la creacién y diferenciacién de nue-
vas neuronas y sinapsis, asi como la supervivencia
de neuronas preexistentes (Chaldakov et al., 2004).
El NT-3 estimula la migracién celular a través de
TRKC. Los inhibidores como K252a y Vitrakvi im-
piden este efecto. La enfermedad de Hirschsprung,
caracterizada por problemas gastrointestinales y
ausencia de neuronas en los plexos musculares y
la submucosa, se ha relacionado con mutaciones en
TRKC que generan proteinas inactivas (Keeler et al.,
2017).

Algunas neoplasias con expresiéon de TRKA
pueden tener mejor prondstico que otras. En el caso
del neuroblastoma, la expresiéon de TRKA se asocia
con un pronodstico favorable, ya que la sefializacién
de TRKA y NGF puede ejercer un rol supresor del
tumor al inducir diferenciacién, detencién del creci-
miento y angiogénesis en las células tumorales. Por
el contrario, la expresion y sefializaciéon de TRKC
se vinculan con un fenotipo de neuroblastoma mads
agresivo e invasivo, mientras que una mayor ex-
presion de TRKA se relaciona con caracteristicas
clinicas favorables. Las caracteristicas clinicas aso-
ciadas a TRKC y TRKB son mds agresivas, lo que
sugiere que este prondstico alentador se limita a
TRKA.

El TRKB favorece la angiogénesis y la resistencia
a tratamientos antitumorales al promover sefaliza-
cién autocrina y paracrina en células cancerigenas.
Aunque este fenémeno se ha observado principal-
mente en neuroblastoma, es probable que también
ocurra en otros tipos de cancer. Ademads, la reorde-
nacién del gen NTRK1 en carcinomas papilares de
tiroides se asocia con un pronéstico mas desfavora-
ble en comparacién con los pacientes que no presen-
tan dicha fusién génica. No obstante, la invencién y
perfeccionamiento de fdrmacos inhibidores de qui-
nasas, el desarrollo de terapias dirigidas y la esca-
sez de mecanismos clinicos de resistencia podrian
hacer que los genes NTRK implicados en procesos
malignos sean mads tratables (Lange and Lo, 2018;
Vaishnavi et al., 2015).
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2 Materiales y Métodos

La estructura quimica de Vitrakvi se recuperé de
PubChem y el acoplamiento molecular se realiz6
utilizando AutoDock Vina. Las estructuras tridi-
mensionales de TRKA, TRKB y TRKC se obtuvie-
ron de la base de datos PDB, y las visualizaciones
de acoplamiento se realizaron utilizando el softwa-
re PyMol, PyRx y BIOVIA. Se construyeron los mo-
delos mutagénicos de las mutaciones TRKC (F617L,
G623R y G696A) para analizar los efectos de estas
mutaciones en la eficacia de la unién. La estructura
quimica de Vitrakvi se obtuvo de PubChem me-
diante el identificador CID (46188928).

Se seleccionaron las siguientes estructuras TRK
del PDB: TRKA (4F0I), TRKB (4ASZ) y TRKC
(6KZD). Un aspecto esencial es que estas quinasas
receptoras pueden activarse al combinarse con otros
ligandos. Para el acoplamiento molecular se emple6
Vitrakvi con estas quinasas combinadas. El factor de
crecimiento derivado del cerebro (BDGF) se acopla
con TRKA (ID: IWWW), TRKB con neurotrofina-
4/5 (1HCF) y TRKC con neurotrofina-3 (NT-3) (ID:
1B8K).

El acoplamiento molecular entre Vitrakvi y las
TRKs se realizé utilizando AutoDock Vina. Para es-
tas tareas se emplearon BIOVIA Discovery Studio
2021 Visualizer y el paquete de Python PyRx. Ca-
da molécula fue visualizada en 3D mediante PyMol.
Las tres mutaciones puntuales en TRKC fueron mo-
deladas con el programa molecular PyMol.

3 Resultados

Los resultados del acoplamiento molecular demos-
traron una alta afinidad de unién entre Vitrakvi y
TRKA, TRKB y TRKC de tipo salvaje, con energias
de unién de -9,4, -8,8 y -9,9 kcal/mol, respectiva-
mente. Sin embargo, los mutantes de la TRKC mos-
traron cambios significativos en el sitio de la unién,
especificamente en el mutante F617L, lo que indica
un posible mecanismo de resistencia a los farmacos.
Ademads, cuando los TRK interactuaban con sus
respectivos ligandos (BDGF, NT-4/5 y NT-3), la afi-
nidad de unién de Vitrakvi disminuia, destacando
la dindmica competitiva de la unién. Las TRK estan
compuestas por tres subunidades: TRKA, TRKB y
TRKC.
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Se llev6 a cabo el acoplamiento molecular de es-
tas proteinas con Vitrakvi, y posteriormente se en-
samblaron para formar la estructura completa de
TRK. La Figura 2 muestra los componentes natu-
rales de las TRK que interacttian con Vitrakvi. La
Tabla 1 presenta la energia de interaccién (afinidad
de unioén), asi como la desviacion cuadratica media
(RMSD) de los atomos entre la proteina y el ligan-
do. Cuando la RMSD fue igual a cero, se considerd
como la mejor interaccién con mayor afinidad.

3.1 Poses de interaccion TRKA-Vitrakvi:

Las poses de interacciéon entre TRKA y Vitrakvi se
ilustran en la Figura 3. Los tipos de enlaces y resi-
duos involucrados fueron los siguientes: enlaces de
hidrégeno convencionales (ARG591 y SER671), en-
laces de hidrégeno con carbono (MET591, ARG592
y GLY516), interacciones con flior (ARG653), enla-
ces alquilo y pi-alquilo (LEU515), enlaces pi-sigma
(ILE674) y enlaces pi-azufre (MET670).

3.2 Poses de interaccion TRKB-Vitrakvi:

Las poses de interaccién incluyeron enlaces de hi-
drégeno convencionales (ASP710), enlaces de hi-
drégeno con carbono (GLU604 y GLY709), interac-
ciones con fldor (HIS690), interacciones alquilo y pi-
alquilo (LEU608, PHE633 e ILE616), e interacciones
pi-apilamiento amida (ILE708).

3.3 Poses de interaccion TRKC-Vitrakvi:

Las poses de interaccién incluyeron enlaces de hi-
drégeno convencionales (ASP624 y ARG683), enla-
ces de hidrégeno con carbono (LEU544 y MET620),
interacciones alquilo y pi-alquilo (ALA570 y
LEU686), interacciones pi-sigma (VAL552) y enla-
ces pi—pi en forma de T (PHE698).

La actividad antitumoral de Vitrakvi se ha de-
mostrado tanto en modelos tumorales in vitro como
in vivo, especificamente en células cuyas proteinas
TRK estdn activadas de manera constitutiva como
resultado de una fusién génica o de la eliminacion
de la regién reguladora de la proteina. Las mutacio-
nes puntuales G623R, G696A y F617L en el dominio
de TRKC confieren resistencia a Vitrakvi. Estas al-
teraciones fueron se incorporaron al prototipo de
fusién molecular entre TRKC y Vitrakvi. El analisis
de los datos de fusion revel6 que la regiéon de unién
tiene un efecto determinante y que existe una dife-
rencia considerable entre el modelo de fusién tipo
salvaje y el modelo mutagénico (Figura 4).

El segundo tipo de acoplamiento molecular ocu-
rre cuando las quinasas y Vitrakvi forman comple-
jos con neurotrofinas (NGF). Cuando TRKA se com-
bina con BDGE, se acopla con Vitrakvi en dos resi-
duos: HIS353 y VAL354. En el caso de TRKB, al in-
teractuar con NT-4/5, se forma una fusién con los
residuos ASN325, ILE330, MET354 y ASN355. Co-
mo resultado de estas interacciones, se pueden ob-
servar diversos tipos de enlaces (Figura 5).

Vitrakvi

Figura 2. Acople molecular de Vitrakvi con TRKA, TRKB y TRKC normales.
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Tabla 1. Los mejores modelos de docking con alta afinidad y grado de RMSD.

., Afinidad de RMSD/Enlace RMSD/Enlace
Interaccion . s . . .
union inferior superior
TRKA- Vitrakvi -9.4 0 0
= -9 37,952 40,5
= -8,9 31,582 34,651
= -8,9 38,86 40,942
= -8,8 2,959 4916
= -8,8 20,467 23,779
= -8,8 3,334 6,68
= -8,7 39,125 41,494
= -8,6 34,193 38,61
TRKB- Vitrakvi -8,8 0 0
= -8,3 3,949 5,795
= -8,2 11,7 14,007
= -8,2 3,016 3,988
= -8,2 3,818 6,713
= -8,1 13,205 15,731
= -8 15,184 17,403
= -7,9 2,873 43
= -7,5 14,745 17,109
TRKC- Vitrakvi -9,9 0 0
= -9,8 60,896 62,482
= 9,7 61,139 62,664
= 9.4 59,204 61,71
= 9.4 3,145 5,358
= 9.4 4,198 6,607
= 9,3 2,309 3,632
= 9,3 3,498 6,198
= 9,2 4,166 7,191

La Tabla 2 presenta tanto la afinidad de unién
como la desviacién cuadrética media (RMSD) de
los dtomos entre el ligando y la proteina. El mejor
modelo de interaccién es aquel que presenta mayor
energia de afinidad electrostatica y una RMSD igual
a cero.

Cabe destacar que en el caso de TRKC la situa-
cién es distinta, pues tiene la capacidad de fusio-
narse con un ligando (NT-3). En las dos primeras
quinasas (TRKA y TRKB), la interaccién entre el li-
gando y la quinasa dependia de cadenas con las que
Vitrakvino se conectaba directamente. En el caso de
TRKC, el ligando y Vitrakvi se encuentran fusiona-
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dos en la misma cadena.

NT-3 (1B8K) es considerado un inhibidor de la
actividad actual de TRKC en presencia de otro far-
maco; por tanto, se realiz6 una operacién de acopla-
miento (docking) entre TRKC, NT-3 y Vitrakvi, co-
mo se ilustra en la Figura 6. El sitio de acoplamiento
de TRKC se encuentra en los residuos LYS49, TYR51
y ARGS7.

Los resultados de la triple fusién revelaron cla-
ramente que el sitio de fusién de Vitrakvi se des-
plaz6 respecto a su posicién inicial. Las afinidades
de unién y los valores de RMSD se presentan en la
Tabla 3.
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Figura 3. Interacciones de pose entre TRKSs y Vitrakvi con una variedad de enlaces.

4 Discusion

Este estudio estudia la relacién entre los mecanis-
mos de unién de Vitrakvi y las mutaciones de TRK,
aportando ideas sobre el papel del acoplamiento
molecular en la prediccién de la eficacia y resis-
tencia del formaco. Los cambios observados en la
afinidad y conformacién de la unién de los mu-
tantes del TRKC subrayan la importancia de atacar
mutaciones especificas para aumentar la eficacia
terapéutica de Vitrakvi. El desarrollo de métodos
de diagndstico molecular ha permitido identificar
un buen ntmero de alteraciones neoplasicas, como
activaciones génicas, mutaciones puntuales, inser-
ciones, deleciones en marco de lectura y amplifi-
caciones o reordenamientos, lo que ha tenido un
impacto significativo en el tratamiento de los tu-
mores sdlidos en los tltimos afios. Este avance ha
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provocado un cambio sustancial en el enfoque te-
rapéutico, al permitir utilizar dichas alteraciones
como biomarcadores predictivos dentro de la medi-
cina de precisién, orientada a brindar tratamientos
personalizados (De Braud et al., 2014; Federman
and McDermott, 2019).

Las alteraciones moleculares que dan lugar a
proteinas de fusién constitutivamente activas han
ganado protagonismo como objetivos terapéuticos
en oncologia, siendo las proteinas TRK un ejemplo
para el tratamiento del cdncer. Ademads, los méto-
dos de secuenciacién de nueva generacion resultan
ttiles para identificar fusiones génicas de manera
objetiva, lo que ha contribuido a ampliar la investi-
gacion en este campo (Hong et al., 2020).

113



Articulo cientifico/Scientific paper
BI1OLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

Adel Dawood, A.

GLY623

~

Wild TRKC-Vitrakvi

ARG623

ALA696

Mutated TRKC-Vitrakvi

Figura 4. Acoplamiento molecular entre TRKC y Vitrakvi en la proteina TRKC tipo salvaje y mutada. A: Imagen de acoplamiento

tipo licorice para la proteina tipo salvaje, que muestra las poses de interaccion y los residuos implicados (PHG617, G623 y

G696). B: Imagen de acoplamiento tipo licorice para la proteina mutada, que muestra los residuos mutados (LEU617, ARG623

y ALA696). C: Imagen de acoplamiento tipo esferas para la proteina tipo salvaje, destacando en rojo los residuos de interés. D:
Resultado del acoplamiento tipo esferas en el modelo mutado, con formas distintas de los residuos en rojo.

La tumorigenicidad se produce cuando diver-
sos tejidos neopldsicos comparten un mismo im-
pulsor tumoral. A medida que aumentan los estu-
dios tumor-agndsticos, se hace necesario normalizar
los datos de nuevos medicamentos en comparacion
con tratamientos tradicionales en distintos tipos de
tejidos tumorales. Actualmente, no existe un mé-
todo infalible para medir con precisién la eficacia
clinica de estos tratamientos en tipos tumorales in-
dividuales. Los datos suelen mostrar comparacio-
nes historicas dentro del mismo paciente a lo largo
de distintas lineas terapéuticas, y se espera que va-
rios enfoques metodolégicos desempefien un papel
fundamental en la comprension de estos resultados
(Laetsch and Hong, 2021; Cocco et al., 2019).

Tradicionalmente, el cancer por fusién TRK, se
ha tratado mediante combinaciones de quimiotera-
pia, terapias bioldgicas o inmunoterapia, basadas
en la histologia tumoral. Vitrakvi es el primer y tini-
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co farmaco aprobado en Estados Unidos y Japén
para el tratamiento de tumores sé6lidos en adultos y
nifios mayores de 12 afios con fusién del gen NTRK
(Megan et al., 2021). Fue disefiado especificamente
como un inhibidor selectivo de RTK competitivo
con ATP, con el fin de bloquear la actividad de qui-
nasas fuera del objetivo terapéutico (Drilon et al.,
2022).

Vitrakvi demostré ser eficaz en tres ensayos cli-
nicos con 55 pacientes (adultos y nifios) con tumores
s6lidos y fusién del gen NTRK sin mutaciones de
resistencia. Vitrakvi mostré una respuesta positiva
en el 75% de los casos en pacientes que presentaban
cancer avanzado, sin alternativas terapéuticas efica-
ces. Estas respuestas fueron duraderas: el 73% de
los pacientes respondié durante al menos seis me-
ses y el 39 % durante un afio o més, al momento del
anélisis (Doz et al., 2022).
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Figura 5. Interacciones moleculares entre quinasas y Vitrakvi cuando se combinan sus ligandos favoritos. Izquierda:

TRKA+BDGF (1 WWW). Vitrakvi estd en contacto con TRKA en HIS353 y VAL354, mientras que contacta con BDGF en

TRP21, ILE33, TYR52, y LYS88. Derecha: TRKB+NT-4/5 (1HCF). Vitrakvi estd en contacto con TRKB en ASN325, ILE330,
MET354 y ASN355, mientras que NT-4/5 en LEU33.

En el presente estudio se llevé a cabo la fusién
completa entre las proteinas TRK. Vitrakvi se aco-
plo (docking) a cada una de las quinasas: TRKA,
TRKB y TRKC. Se identificaron los modelos 6pti-
mos con mayores afinidades de unién cuando el
valor de RMSD fue igual a cero: -9,4, -8,8 y -9,9, res-
pectivamente. Las fusiones revelaron varios tipos
de enlaces, siendo los enlaces de hidrégeno conven-
cionales los mas comunes.
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Vitrakvi acttia eficazmente como agente antitu-
moral, ya sea bloqueando la actividad de las qui-
nasas de fusién o eliminando el dominio regulador
proteico en células con sobreexpresién de quinasas,
lo que permite combatir el cAncer desde ambas vias.
Sin embargo, recientes investigaciones han demos-
trado que ciertas mutaciones puntuales especificas
en TRKC (F617L, G623R y G696A) confieren resis-
tencia al farmaco (Vaishnavi et al., 2013).
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Tabla 2. Mejores modelos de acoplamiento molecular con alta afinidad y valores de RMSD entre las estructuras IWWW y 1HCF
en interaccién con Vitrakvi.

.. Afinidad de RMSD/Enlace RMSD/Enlace
Interaccion . s . . .
union inferior superior
IWWW- Vitrakvi -8,9 0 0
= -8,8 5,023 3,039
= -8,4 16,653 14,031
= -83 18,73 16,162
= -8,2 3,112 1,677
= -8 17,109 14,566
= -1,7 16,675 13,961
= -1.7 16,51 13,609
= -7,7 7,245 4,608
1HCF- Vitrakvi -7,4 0 0
= -7,3 14,887 12,102
= -7,3 37,06 34,562
= -7,1 2,325 1,746
= -7,1 29,87 26,509
= -7 36,186 34,368
= -7 15,02 12,533
= -7 22,616 19,816
= -6,9 36,138 32,961

El acoplamiento entre TRKC tipo salvaje y Vi-
trakvi se realizé con éxito. Posteriormente, se re-
construy6 la estructura tridimensional de TRKC
con la triple mutacién, observandose diferencias en
la configuracién del sitio de anclaje entre la qui-
nasa tipo salvaje y la mutante. La alteracién mas
significativa en la forma de la fusién se identific6
en el mutante F617L, especialmente en la visualiza-
cién tipo esfera, donde los residuos presentaron un
cambio conformacional distinto que influy6 en el
resultado de la fusion.

Las quinasas también pueden interactuar con
otros factores de crecimiento, motivo por el cual se
acoplé el receptor no solo con Vitrakvi, sino tam-
bién con su activador. Se sabe que TRKA se asocia
con BDGEF, y TRKB con NT-4/5. Se seleccionaron
los complejos IWWW y THCF para el acoplamiento
con Vitrakvi. Cada acoplamiento generé un con-
junto diferente de enlaces. Cuando TRKA y TRKB
se acoplaron con Vitrakvi, los valores de afinidad
de unién fueron menores que los obtenidos pre-
viamente. La energia de uniéon fue de -89 para
TRKA-BDGF y de -7,4 para TRKB-NT-4/5. Estos
datos demostraron, por primera vez, que el aco-
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plamiento de Vitrakvi con TRKA o TRKB aislados
es superior al acoplamiento con TRKA-BDGF o
TRKB-NT-4/5.

En el presente trabajo, la unién de Vitrakvi a
TRKA o TRKB por separado difirié del sitio de aco-
plamiento observado cuando ambas quinasas se
combinaron con sus respectivos ligandos (BDGF o
NT-4/5).

El caso de TRKC es diferente, ya que el sitio
donde ocurren las mutaciones se encuentra en la
misma regién de fusién con Vitrakvi. A diferencia
de TRKA y TRKB, el activador de TRKC, conoci-
do como NT-3, se combina en la misma cadena. La
Figura 5 muestra que en la asociacién de Vitrakvi
con TRKC, el sitio de fusién se desplazé hacia la
direcciéon de NT-3, alejandose de la zona donde se
localizan las mutaciones. Esto ayuda a explicar el
cambio en la direccién de la intercalacién desde su
sitio original de acoplamiento cuando ocurren mu-
taciones triples. Ademads, la energia de unién entre
TRKC combinado con NT-3 y Vitrakvi fue mayor
que cuando se analizé6 TRKC por separado.
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Figura 6. Cambios en la interaccién molecular respecto a la posicion original de acoplamiento entre TRKC y Vitrakvi (a la

derecha). A la izquierda se muestra la nueva fusién de Vitrakvi con TRKC cuando la quinasa se combina con NT-3 (1B8K). Se

identifican dos enlaces de hidrégeno convencionales en los residuos LYS49 y TYRS51 de TRKC. También se observan enlaces
carbono-hidrégeno en el residuo ARG87 de TRKC.

El Neurotrophin-3 se expresa tanto en humanos
como en roedores, asi como su receptor correspon-
diente TRKC. El nivel de expresién de NT-3 dismi-
nuye con la edad. La expresion de NT-3 se detecta
principalmente en vasos sanguineos encargados de
irrigar tejido adiposo, mientras que TRKC se expre-
sa de forma equivalente en adipocitos aislados y en
tejido completo (Bové et al., 2021).

Vitrakvi estd aprobado para personas con tumo-
res solidos que presentan fusion del gen NTRK, y
no existen tratamientos alternativos adecuados pa-
ra su condicién metastasica en progresion. Este far-
maco representa un avance innovador tanto para la
medicina de precisién como para el desarrollo de
farmacos oncolégicos, ya que se trata de una terapia
independiente del tipo de tejido tumoral, que ha de-
mostrado ser segura y con efectos duraderos en esta
poblacién de pacientes (Vaishnavi et al., 2013).
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Dado que la sobreexpresion de los genes NTRK
contribuye a la carcinogénesis y progresiéon tumo-
ral, los inhibidores de TRK pueden ser beneficiosos
para tratar neoplasias con sefializacién anémala del
sistema NTRK. Las mutaciones en estos genes se
han detectado en diversos tipos de tejidos tumora-
les, por lo que se considera que la investigacién y
desarrollo de inhibidores TRK representa una via
terapéutica prometedora y eficaz para diversos ti-
pos de cancer (Lange and Lo, 2018).

No obstante, el desarrollo y perfeccionamiento
de farmacos inhibidores de quinasas, junto con la
identificacién de objetivos oncogénicos y la relati-
va escasez de mecanismos clinicos de resistencia,
podrian contribuir significativamente a controlar de
manera més efectiva los canceres asociados con al-
teraciones en los genes NTRK.
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Tabla 3. Mejores modelos de acoplamiento molecular con alta afinidad de unién y valores de RMSD entre TRKC + NT-3 y

Vitrakvi.
.. Afinidad de RMSD/Enlace RMSD/Enlace
Interaccion .. . . .
union inferior superior
(TRKC+NT-3)- Vitrakvi 7.3 0 0

= -7 5,217 2,451

= -6,9 5,903 2,368

= -6,8 6,165 3,599

= -6,7 4,974 2,856

= -6,7 5,678 2,898

= -6,7 6,751 3,876

= -6,5 18,278 16,808

= -6,5 1,994 1,759

5 Conclusiones Referencias

Al conectar el objetivo de la investigacién, la me-
todologia y los resultados, este estudio destaca el
potencial de las simulaciones de acoplamiento mo-
lecular para desentrafnar los mecanismos de interac-
cién y resistencia de farmacos, hallando el camino
para terapias mds efectivas en oncologia de preci-
sion. Se ha identificado que multiples tipos de can-
cer estdn relacionados con una sefializacién anor-
mal de las proteinas TRK. La identificacién de ge-
nes NTRK mutados como factores oncogénicos ha
abierto nuevas oportunidades de intervencién tera-
péutica. FArmacos como Vitrakvi, que han demos-
trado resultados clinicos prometedores, podrian ha-
cer que el objetivo molecular tenga més peso que el
6rgano tumoral al decidir un tratamiento.

Los avances técnicos han permitido disponer de
mads informacién sobre reordenamientos génicos, lo
cual favorece una planificacién maés precisa de las
intervenciones terapéuticas dirigidas a factores on-
cogénicos. A pesar de que los ensayos clinicos con
inhibidores TRK estdn en fases iniciales, existe un
fundamento alentador tanto para los pacientes con
mutaciones TRK como para el campo de los medi-
camentos dirigidos molecularmente.
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