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Evaluacion in silico de analogos del Pazopanib

para el tratamiento de Glioblastoma en receptores
VEGF-2
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Resumen-En este trabajo se reportan los resultados de la
evaluacién in silico de analogos del Pazopanib, firmaco
empleado para la enfermedad Glioblastoma Multiforme (GBM)
del tipo primario, empleando softwares quimioinformaticos
(PASS, Osiris, Molinspiration) para predecir sus propiedades y
bioactividad. Mediante el programa Molegro Virtual Docker
(version 6.0.1) se efectuaron corridas de las moléculas analogas
propuestas del farmaco para determinar sus posibles
interacciones con el receptor VEGF-2. Los resultados
computacionales sefialan que la molécula Pazopanib+regora
mod3, muestra mejor afinidad al receptor inclusive que a la del
farmaco original, ademas de que los resultados de filtrado
quimioinformatico permiten proponer a dicha molécula como un
prometedor y potencial farmaco para el tratamiento de la
enfermedad GBM.

Palabras clave: Evaluacion in- silico, Angiogénesis, VEFG-2, Analogos,
Pazopanib, Quimioinformatica.

I. INTRODUCCION
La enfermedad glioblastoma multiforme pertenece a la familia
de enfermedades en las cuales se desencadena la formacion de
gliomas. Estos tumores primarios son los mas frecuentes del
sistema nervioso (SN), ya que representan del 64 al 70% de
los casos, siendo mas comunes en adultos de entre 45 y 65
afios de edad y afectando a mas hombres que mujeres. Los
glioblastomas se forman a partir de tejido cerebral normal y
rara vez se propagan a otras partes del cuerpo [1]. En los
ultimos afios se ha reportado un incremento en la incidencia
de tumores cerebrales primarios malignos, siendo el
pronostico de vida de estos pacientes inferior a 24 meses. Este
incremento se ha observado en los paises industrializados
durante las tultimas tres décadas [2]. Una de las posibles
consecuencias del GBM, es la angiogénesis, la cual implica
una seric de eventos secuenciados que se inician con la
expresion de factores antigénicos con el VEGF con posterior
unién a su receptor afin sobre las células endoteliales,
incrementando la permeabilidad vascular.

AGUILAR LOPEZ ESCALERA GABRIELA, CASTILLA BURGUETE
DIANA, ESCOTTO PUGA EDUARDO, GONZALEZ RUBIO ELSA, LIRA
PULIDO MONTSERRAT, ZAYAS CONTRERAS DANIELA ARIZBE,
pertenecen a la carrera QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO de la
Facultad de Ciencias Quimicas y realizaron el proyecto dentro del curso
FARMACOLOGIA MOLECULAR (Email:lalo_mako_ep@hotmail.com).

El proyecto fue asesorado por MARCO ANTONIO LOZA MEJiA

Las estrategias para el tratamiento estan dirigidas al bloqueo
de la produccion de factores de crecimiento, neutralizacion de
factores de crecimiento circulante, inhibicion y supresion de
cascadas relacionadas con el RTK (receptor de tirosina-
cinasa). Sobre este vértice se han reportado farmacos como el
Pazopanib, inhibidor de la tirosina-cinasa (TKI),
especialmente de los Receptores del Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular 2 (VEGFR-2). Actualmente, el desarrollo
de nuevos medicamentos se enfoca en el descubrimiento de
nuevos quimicos terapéuticos, principalmente a través de la
quimioinformatica [1, 2, 3].

Causas

Este tipo de tumores es causado usualmente por cambios en
la estructura genética (mas de una copia del cromosoma siete)
[4], alta exposicion a la radiacién ionizante, misma que se
utiliza para tratar tumores cerebrales (esta causa se presenta
en raras ocasiones y esta relacionada con el crecimiento de
tumores secundarios) [4,5], la angiogénesis, la cual se
encuentra directamente relacionada con la formacién de
gliomas [5,6].

Fisiopatologias
Las caracteristicas histologicas que distinguen a los
glioblastomas son la presencia de necrosis y el aumento de
vasos sanguineos alrededor del tumor. Los tumores de grado
IV siempre son tumores de crecimiento rapido y con un alto
nivel de malignidad [5,6]. Existe una clasificacion que divide
en dos categorias dicha patologia.

* Primario: se presenta a la edad de 50-60 afios y solo
representa el 1 % de esta neoplastia. Muestra amplificacion,
aumento de la expresion o ambos, del receptor VEGF [6].

* Secundario: se presenta en edades mas tempranas, es
causado por una disminucion en la diferenciacion celular del
astrocitoma de bajo grado. Se caracteriza por anomalias
genéticas [7].

Tratamiento

El tratamiento actual para GBM es una combinacion de
diferentes modalidades, tales como la cirugia, quimioterapia y
radiacion, confirmando el diagndstico mediante una biopsia
[7]. La radioterapia se emplea para destruir las células del
tumor sin dafar las células del cerebro normales alrededor del
tumor [8], sin embargo suelen manifestarse efectos
secundarios.
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La quimioterapia también permitir ayudar a controlar el
crecimiento del tumor, generalmente se utilizan farmacos
como Termozolomida, BCNU (carmustina) y CCNU
(lomustina) y Termozolomida, debido a que tiene poca
repercusion en los efectos secundarios [9]. En este tipo de
farmacos se trata de inhibir la replicacion del DNA,
transcripcion del RNA [10]. Por otro lado la resistencia de las
células cancerosas a farmacos antitumorales es una de las
causas de fracaso en la quimioterapia del cancer [7,11].

Receptores VEGFR-2 como blanco molecular

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y su
receptor (VEGF-R) han demostrado un rol importante en la
mayoria de las patologias relacionadas con angiogénesis,
como lo es el cancer [12,13]. La angiogénesis implica una
serie de eventos secuenciados que se inician con la expresion
de factores antigénicos con el VEGF con posterior unioén a su
receptor afin sobre las células endoteliales. La modulacion de
la actividad del VEGF esta dada por la union a heparina, que
resulta en una mayor eficiencia por uniones de alta afinidad de
los VEGFs con receptores especificos de actividad tirosina-
cinasa (RTKs) [14]. VEGFR-2 es el mayor mediador de los
efectos mitogénicos, angiogénicos y de aumento de la
permeabilidad [15], [16].
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Figura 1. Esquema de los Receptores VEGFR. Unidad de Investigacion
Biomédica. INCAN/UNAM, 2006[17]

Es por ello que en la actualidad las estrategias estan
dirigidas al bloqueo de la produccion de factores de
crecimiento, neutralizacion de factores de crecimiento
circulante, inhibicion y supresion de cascadas relacionadas
con el RTK (receptor de tirosina-cinasa). Sobre este vértice se
han reportado datos en relacion al Bevacizumab, Irinotecan
(CPT-11) y el Pazopanib (figura 2) los cuales han demostrado
tasa de respuestas y supervivencia global. El Pazopanib
(Votrient), pertenece al grupo farmacoterapéutico de agentes
antineoplasicos. Su presentacion es en tabletas de 200 mg o
400 mg [18], siendo la dosis recomendada de 800 mg
administrados una vez al dia por via oral. Presenta una
solubilidad de 0.0433 mg/mL y un logP de 3.27 [19].
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Figura 2. Farmaco Pazopanib [Drugbank]

El Pazopanib, dentro de su mecanismo de accion, se
considera inhibidor de la tirosina cinasa (TKI) de VEGFR 1, 2
y 3. Estos objetivos son parte de la via de la angiogénesis que
facilita la formacion de los vasos sanguineos del tumor para
su crecimiento y supervivencia [15].
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Figura 3. La célula y la transmision de la sefial de crecimiento y duplicacion
celular. Sonpavde G. ExpertOpinInvestingDrugs 2008. [20]

Quimioinformatica

Esta rama de la quimica, nace de la combinacion cientifica
de herramientas informaticas y tecnologicas, explica de
manera concreta como los datos pueden producir informacion;
obteniendo un mejor uso de recursos y tiempo, desarrollo y
optimizacion de nuevos medicamentos (Peniche Trujillo,
2011). Facilita la resolucion de problemas como el calculo de
estructuras y reacciones moleculares, apoyado de
simulaciones de procesos quimicos y reacciones. [21] Cada
uno de los programas quimioinformaticos que se utilizaron
durante el trabajo, proporcionan los factores intrinsecos
necesarios para conocer cada una de las moléculas creadas
para proporcionar distintos usos en los mismos en forma
sencilla y eficiente.

Acoplamiento Molecular o Docking

Para este desarrollo se incorporan dos o mas moléculas en
tercera dimension para conocer sus distintas interacciones
entre ellas, para predecir la estructura intermolecular que se
genera con dichas moléculas. En cuanto a sus algoritmos,
pueden ser capaces de generar un gran nimero de posibles
estructuras gracias a las interacciones que se encuentren en los
analisis complejos de proteina-ligando. [22].

El objetivo de este trabajo es disefiar nuevos derivados
basados en la estructura del pazopanib y evaluarlos en
modelos in silico a través de filtros quimioinformaticos y
estudios de acoplamiento molecular. La seleccion de los
derivados mas prometedores se basara en su afinidad teérica
al receptor VEGF-2 y en sus propiedades farmacoldgicas
predichas  por los  programas  quimioinformaticos.
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antiangiogénesis.
II. METODOLOGIA
Metodologia para el acoplamiento molecular

Todos los ligandos fueron construidos utilizando
Chemsketch y su geometria fue optimizada en 3D
utilizando el mismo programa. Los estudios de
acoplamiento fueron realizadas en la proteina VEGFR-2
dominio de quinasa (codigo de Protein Data Bank: SEW3).
3.Se busca y se seleccioné un firmaco ya utilizado y Antefs de comenzar con e’l acoplamient'o se remorvieron las

aprobado en esta enfermedad, el pazopanib el cual es un moléculas de agua del drea de trabajo. Los calculos de

inhibidor del receptor VEGF. acoplamiento se 're'ahzaron con Molegro Virtual Dock?r
6.0.1. Se trabajo unicamente con la cavidad la cual ya tenia
unida un ligando preestablecido. Una esfera de 15 A de
radio fue establecida para la busqueda en el sitio de union.
La resolucion del sitio de unién se trabajo a 0.30 A y para
evaluar los ligandos se tomaron en cuenta torsiones Sp2-
Sp2, puentes de hidrogeno e interacciones electrostaticas.
El algoritmo de acoplamiento se programd para una

1. Se selecciona la enfermedad de GBM donde se busco en
articulos y revistas, la sintomatologia, epidemiologia y su
tratamiento actual. (ver referencias).

2. Se busca el receptor que se encuentra relacionado con esta
enfermedad, el receptor VEGFR-2 debido a que es el
principal receptor involucrado en la angiogénesis.

4. Se realiza modificaciones estructurales a la molécula de
pazopanib como disyuntiva, conjuntiva, duplicativa y
analogia por homologacion y por isosterismo, obteniendo
un total de 30 moléculas.

5. Las moléculas obtenidas a partir de la modificacion de la
molécula de pazopanib se evaluaron por medio de
simuladores como PASS [23] donde se observd una " S ; .
prediccion de su actividad como inhibidor; OSIRIS [24] poblaleon méxima de 50’, con un NUMEro Mmaximo de 1500
donde se observo el riesgo de toxicidad de las moléculas, 1Ferac1ones y con un minimo ‘?e 25 corridas para cada
su logP, solubilidad, peso molecular y su calificacion ligando. Desp_ues del acoplamiento se ob'tuv1eron (_1?5
final de las moléculas propuestas; Molinspiration [25] Scores de los ligandos los cuales calculan’aﬁmdad de union
que brinda la prediccion de sus propiedades, asi como su (M(,)ldOCk Score y Rerank scqre). ]%l sistema de rerank
logP y el namero de violaciones que corresponde a la utiliza un esquema de puntuacion mas avanzado y por lo

T : . : neral es mas preciso para la evaluacion de las poses. Las
regla de Lipinski, bioactividad y su correspondiente general s mas preciso para : P
puntaje poses con menor puntuacion fueron seleccionadas para el

analisis posterior.

Way2Drug = £
i’
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MR SS Orﬂf]e ™y :

III. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en las bases quimioinformaticas
Molinspiration, PASS, Osiris y Molegro para generar un
analisis in silico de factores intrinsecos para moléculas el

Figura 4. Programa PASS Online.  Figura 5. Programa Molispiration. tratamiento de GBM:
P : CUADRO I
[ ‘ Orgamc RESULTADOS OBTENIDOS DE LAS BASES DE DATOS MOLINSPIRATION Y MOLEGRO
.Y - . Molegro
(" ( '/ Chelnlstry Programa Molinspiration Virtual docker
~_ Portal
D
Molécula Nv R S Rerank
Figura 6. Programa OSIRIS on Figura 7. Programa Molegro Virtual
Organic Chemistry Portal. Docker (version 6.0.1)
Pazopanib 4 Inhibidor de 0.64 122282
6. Mediante el programa Molegro Virtual Docker (version +regora mod3 la Proteasa ) ’
6.0.1) se realizaron estudios de acoplamiento molecular
. ¢ . o
de _todas }as molf:culas propuestas para predecir sus 239Da 3 Inhibidor de 203 126,275
posibles interacciones con el receptor VEGFR-2, la Proteasa
proteina  descargada del Protein Data Bank
(wwva.pdb.org), con e! f:OdlgO de SEW3. , 265Da ) Inhibidor de 087 134421
7. A partir de la recoleccion de datos de las herramientas la Proteasa
quimioinformaticas ya mencionadas, se realizd un . Inhibidor de
analisis para identificar cudles de las moléculas Pazopanib 0 la Quinasa 0.75 -112.755
propuestas resultaba ser mas afines al receptor y que
tuviera una mejor actividad que la molécula del Comparacién de Farmaco propuesto Pazopanib+regora mod3 y farmaco
pazopanib, los criterios que se tomaron a consideracion teorico Pazopanib
fueron que tuvieran un logP elevado para que la Nv: Numero de violaciones de Lipinski
molécula tuviera un Rerank score que mostrara una R: Receptor

S: Score/ Puntuacion

mayor afinidad al sitio de la unidn, ue su actividad . ) . . .
Y v 4 Rerank: Puntaje de afinidad al receptor con unidades adimensionales

fuera ser una molécula antagonista del VEGFR-2 y
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Figura 8. Molécula de pazopanib+regoramod 3 y sus
interacciones estéricas y con puentes de hidrogeno
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Figura 9. Molécula Pazopanib y sus
interacciones estéricas y con puentes de hidrogeno

Figura 11. Representacion del sitio de union con pazopanib

Las moléculas disefiadas presentaron resultados con posible
actividad biolégica de acuerdo a los resultados obtenidos de
los filtros quimioinformaticos utilizados. Algunas de las
actividades bioldgicas pueden ser: inhibidores de VEFGR-2
y VEFGR-1, inhibidores de angiogenesis u otras actividades.
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CUADROII
RESULTADOS OBTENIDOSDE LABASES DE DATOSPASS
Programa PASS
PA PI PA PI
Molécula Inhibidor de Antagonista de
angiogénesis VEFGR-2
Pazopanibite | o g | 0,007 0.662 0.005
gora mod3
232Da 0.612 0.010 0.624 0.004
265Da 0.355 0.049 0.100 0.040
Pazopanib 0.71 0.005 0.74 0.004

Comparacion de Farmaco propuesto Pazopanib+regora mod3 y farmaco

teorico Pazopanib.
PA: Potencial de actividad
PI: Potencial de inactividad

CUADRO 111
RESULTADOS OBTENIDOS LA BASES DE DATOSOSIRIS
Programa Osiris
Molécula
M T I Er | CLogP S D Sc
Pazopanibt 479 | -113 | 42 | 007
regora mod3
232Da 5.15 -8.52 | 0.19 | -0.05
265Da 32 -5.75 | -7.47 | 0.06
Pazopanib 1.79 -592 | 3,52 | 0.19

M: Mutagénico
T: Tumorigenico
I: Irritante

Er: Efecto Reproductivo
C LogP: Lipofilia

S: Solubilidad

D: Afinidad del farmaco

Sc: Score/Puntuacion

Negro: Tiene la actividad
Blanco: No tiene la actividad

IV. ANALISIS DE RESULTADOS
Molinspiration (Cuadro I) muestra el nimero de violaciones
(Nv) donde el Pazopanib presenta menores violaciones que
las moléculas propuestas. Esto nos indica que las moléculas
propuestas no pueden ser administradas por via oral ya que
viola las reglas de Lipinski.

Molegro: Muestra mediante un algoritmo genético se calcula
la afinidad de cada molécula propuesta al blanco (VEGFR-
2) dando el resultado en unidades dimensionales basandose
en el fundamento de energia libre de Gibbs, ya que mientras
mas negativo sea el resultado, mejor afinidad tendra al
receptor.
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Como se puede observar en el cuadro I los ligandos
propuestos presentaron mayor afinidad al receptor VEGFR-2
que el farmaco teodrico (pazopanib).

PASS (Cuadro II) Nos basamos fundamentalmente en el
antagonismo de VEFGR-2 y la inhibicion de Ila
angiogénesis. El antagonismo de la VERGR-2 es
fundamental para esta enfermedad ya que se evitaria el
aumento y proliferacion de los vasos sanguineos en los
glioblastomas. La inhibicion de la angiogénesis evitaria el
desarrollo de nuevos vasos sanguineos a partir de los ya
existentes.

Osisris (Cuadro IIT): Nos muestra por medio de un esquema
de colores (Rojo: tiene efecto, Verde: no tiene efecto y
Amarillo: tiene efecto probable) el efecto que posiblemente
tiene la molécula para desarrollar efectos mutagénicos,
tumorigénicos, irritantes y si presenta efectos sobre la
reproducciéon. Asi como también se muestran datos de
solubilidad, cLogP, druglikeness (D) y la calificacion en
general (Sc) de la molécula tomando en cuenta todos los
valores mostrados por Osiris.

* Las moléculas propuestas presentan en el rubro de riesgos
de toxicidad la misma actividad mutagénica e irritante que
pazopanib.

* Las moléculas propuestas presenta menor solubilidad y
mayor c¢ LogP (liposilubilidad) a comparaciéon del
pazopanib.

* Druglikeness (D) se muestra un favorecimiento hacia la
actividad terapéutica. Pazopanib+regora mod3 muestra
mayor favorecimiento a comparacion que el pazopanib. pa

* Score (Sc) Es la calificacion en general de la molécula y
esto se encuentra en el rango donde el valor maximo es de
1.0

Los resultados obtenidos del acoplamiento molecular
muestran que de los tres mejores ligandos propuestos, se
eligi6 el compuesto 1lamado Pazopanib+regora mod3 (véase
la FIGURA 10), el cual se une al receptor en su mayoria por
interacciones estéricas y por puentes de hidrogeno. La
FIGURA 8 muestra de color rojo las interacciones estéricas
y con color azul los puentes de hidrégeno. Si comparamos
las interacciones de esta molécula con el pazopanib
(FIGURA 9) podemos observar que hay mas interacciones
con aminoacidos y puentes de hidrogeno en la molécula
propuesta, a la vez que se aprovecha mas el espacio
disponible de la cavidad lo que resulté con un rerank score
mas bajo obteniendo una mayor afinidad al sitio de union.
En las FIGURA 11 se puede observar el solapamiento de
dos ligandos, pazopanib+regora mod3 de color rojo y el
pazopanib teodrico de color azul. Aqui ademas de observar
las interacciones con los aminoacidos ubicados en la cavidad
de la proteina, se puede observar que el ligando propuesto
ocupa sitios muy similares al tedrico. Incluso se puede
observar como una parte del ligando propuesto se encuentra
en un espacio no estudiado, lo que podria presentar una
posible justificacion para probar este farmaco en modelos in
vivo y observar si hay algtn efecto.

Las moléculas analogas del farmacoforo de Pazopanib se
realizaron con la técnica disyuntiva con la adicion de las
moléculas de Regorafenil y Bortezomib, y la técnica de
duplicacion disefiadas por docking tuvieron mayor puntaje
negativo en comparacion con Pazopanib (fdrmaco de
referencia), siendo mas selectivos en la inhibicion de la
VEFGR-2 y la inhibicion de la angiogénesis. Por lo tanto, se
podria suponer que tiene mejores efectos para el tratamiento
de GMF.

V. CONCLUSIONES
Las herramientas quimioinformaticas empleadas, permiten la
recopilacion e informacion sobre los factores intrinsecos de un
posible farmaco, ademas como la posible toxicidad, la
similaridad con otros farmacos y la mutagenicidad, que
permiten descartar o seleccionar a una molécula seglin el
efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio buscado.

A partir del disefio de analogos del Pazopanib, se selecciond
la molécula Pazopanib+regora mod3, la cual mostr6 mejor
afinidad in silico en los estudios de docking respecto al
farmaco original, ademas de que los resultados de filtrado
quimioinformatico permiten proponer a la molécula
Pazopanib+regora mod3 como un prometedor y potencial
farmaco para el tratamiento de la enfermedad Glioblastoma
Multiforme.
Perspectivas

Debido a los resultados sobresalientes y prometedores de la
molécula Pazopanib+regora mod3 que demostrd tener en la
evaluacion in silico superando en algunos rubros al farmaco
original, se pretende continuar con la evaluacién in-vitro,
sintetizando organicamente la molécula seleccionada, seguida
de la evaluacion in vivo en un modelo animal.
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APENDICE

Programas de quimioinformatica utilizados
Cada uno de los programas quimioinformaticos que se
utilizaron durante el trabajo, proporcionan los factores
intrinsecos necesarios para conocer cada una de las moléculas
creadas para proporcionar distintos usos en los mismos en
forma sencilla y eficiente.

OSIRIS PROPERTY EXPLORER es una herramienta que
permite calcular los valores de las distintas moléculas
conforme a su estructura y los valores que proporciona
identificandolos por colores, asi como sus propiedades de
mutagénesis, absorcion y su comportamiento. (Organic
Chemistry Portal, 2014).

MIPC - PROPIEDAD CALCULADORA DE
MOLISPIRATION es un programa disefiado para calcular las
propiedades de actividad calculando su actividad bioldgica,
determinar su SMILES, LogP, ligandos, etc, todo esto
basandose en la informacion de moléculas organicas y
organometalicas. (Calcularion of Molecular Physicochemical
Properties. 2009).

PASS (PREDICTION OF ACTIVITY SPECTRA FOS
SUBSTANCES) software conocido que evalta el potencial
biolégico del farmaco, proporcionando predicciones sobre su
actividad bioldgica en base a los perfiles virtuales y ensayos
biologicos. (Way2Drug, 2011).

MOLEGRO VIRTUAL DOCKER ayuda a predecir y
visualizar las interacciones de las moléculas candidatas con
las proteinas especificadas. (Molegro Virtual Datasheet,
2013).



