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Introduccion:

La Glicoproteina-P (P-gp) es una proteina transportadora de membrana dependiente
de ATP que actia como una bomba de expulsién de sustancias intracelulares. Se
encuentra en diversos tejidos, incluyendo el endotelio capilar del cerebro o barrera
hematoencefalica. Se sabe que la P-gp puede expulsar numerosas sustancias y
farmacos estructuralmente no relacionados, siendo una de los responsables del
fendmeno de resistencia multiple a farmacos (MDR) [1].

La publicacion de la estructura cristalografica de la P-gp de ratén [2] ha permitido el
desarrollo de métodos de prediccion de la afinidad de compuestos a partir del
conocimiento de la estructura del receptor [3, 4].

En el presente trabajo se reporta la validacion de un modelo de prediccion de la
afinidad de unién a esta glicoproteina utilizando docking molecular de compuestos con
capacidad de unién conocida. Para ello se construyo la estructura tridimensional de la
P-gp humana, mediante modelado comparativo. EI modelo de prediccién propuesto
puede ser de utilidad en la aplicacion de estudios de tamizado virtual, con el fin de
detectar y descartar rapidamente compuestos que se predigan activos frente a un
blanco molecular pero que interaccionan con P-gp.

Metodologia:

La estructura de la P-gp humana fue generada mediante I-TASSER [5], partiendo de la
secuencia correspondiente (P08183 de UNIPROT) y utilizando la estructura de la P-gp
de ratén (PDB=3G60) como referencia. Posteriormente esta fue minimizada mediante
el programa AMBER11[6] con solvente explicito.

Para el desarrollo del modelo se creé una base de compuestos con afinidad conocida
a la P-gp, estos fueron seleccionados a partir de datos bibliograficos de estudios in-
vitro e in-vivo [7-11], separandose las estructuras en sustratos (26) y no sustratos (13)
de este transportador. Para equilibrar la base de datos se agregaron como no
sustratos 13 compuestos enddégenos tomados de KEGG[12].

El docking molecular se realizo definiendo la ubicacion del sitio activo mediante el
analisis de la posicion del ligando cristalizado conjuntamente con la P-gp de ratdén. Se
realizaron diversos modelos modificando las condiciones de corrida, entre ellas,
residuos flexibles, estados de protonacion de los ligandos, posicion y tamafo de la
grilla y programas de docking a utilizar (AutoDock4.2[13] y AutoDock Vina[14]). El
desempefio de los distintos modelos se analizé tomando como referencia la
conformacion de menor “score” obtenida para cada compuesto en cada modelo y
evaluado estos resultados mediante el uso de curvas ROC (receiver operating
characteristic) [15].

Una vez seleccionado el modelo con las mejores caracteristicas de prediccion para la
base de compuestos inicial, se procedié a evaluar su comportamiento frente a un
conjunto de compuestos mucho mas numeroso obtenido por Broccatelli y col[16] (1275
compuestos, 666 inhibidores y 609 no inhibidores de P-gp). Las estructuras de esta
base de datos fueron analizadas y corregidas tomandose como referencia el nombre
indicado por los autores. Se eliminaron aquellas estructuras que no pudieron
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encontrarse en PUBCHEM[17] ya sea a partir del nombre o mediante su codigo
SMILE.

Resultados:

En el modelado por homologia se obtuvieron 4 estructuras tridimensionales de P-gp
humana, eligiéndose para la aplicacion del docking, aquella con menor valor de RMSD
(2.022 A\) respecto a la de referencia.

En el docking el mejor modelo fue obtenido a partir del programa AutoDock Vina, con
una grilla definida como una caja de 24 x 24 x 24 A, permitiéndose la movilidad de los
residuos del sitio activo Tyr-307, Tyr-953, Phe-343, Phe-978. Los ligandos fueron
protonados a pH 7.4 y se les asigno cargas parciales mediante el método de Marsilli-
Gasteiger. En este modelo el area bajo la curva (AUC) fue de 0.916 (punto de corte =
-7.4, Sensibilidad = 0.85, Especificidad = 0.77)

Del conjunto inicial de Broccatelli y col. se obtuvieron 1206 estructuras correctamente
identificadas. Con este conjunto se realizo el docking utilizando el modelo
anteriormente seleccionado, obteniéndose un area bajo la curva de 0.836 (punto de
corte = -9, Sensibilidad = 0.80, Especificidad = 0.73).

Conclusiones:

El poder predecir la afinidad de un nuevo farmaco a la P-gp en las etapas iniciales de
diseno resulta muy ventajoso, dado que compuestos con alta afinidad a esta proteina
seran excretados facilmente, limitdndose su biodisponibilidad y, por lo tanto, su accion.
El modelo obtenido ha demostrado una gran capacidad de prediccién, por lo que
consideramos puede ser una herramienta util para detectar afinidad de los compuestos
frente a P-gp.
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