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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 expulsion de sustancias intracelulares. Se
expresa en muchos 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 posiblemente responsable 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 de la
estructura del receptor [3, 4].

En este estudio se presenta la validacién de un modelo de prediccion de la afinidad de
union a esta glicoproteina a partir del docking molecular de compuestos con capacidad
de unién conocida sobre la estructura de la P-gp humana obtenida por homologia. El
modelo propuesto puede ser de utilidad en la aplicacién de estudios de screening
virtual.

Metodologia:

Para la validacion de los modelos se creé una base de datos, en la que los
compuestos fueron seleccionados a partir de datos bibliograficos de estudios in-vitro
[5-9], separandose las estructuras en sustratos (34) y no sustratos (18).

La estructura de la P-gp humana fue generada usando I-TASSER [10] y la P-gp de
ratén (PDB=3G60) como referencia. Posteriormente esta fue minimizada mediante el
programa AMBER11[11] con solvente explicito.

Para la realizacion del docking molecular, el sitio activo se baso en la posicion del
ligando de la estructura cristalografica de la P-gp de ratén. La grilla fue definida como
una caja de 24 x 24 x 24 A, y se permitié la movilidad de 2 grupos de residuos: En el
modelo 1 se flexibilizaron Phe-335, Phe-343, Phe-728, Phe-732 y Phe-978; y en el
modelo 2 Tyr-307, Tyr-953, Phe-343, Phe-978. Ambos modelos fueron desarrollados
usando los programas AutoDock4.2[12] y AutoDock Vina[13], cuyas principales
diferencias se basan en las funciones de busqueda local y en la parametrizacion de la
funcion de scoring. Los ligandos fueron considerados neutros y se les asigné cargas
parciales mediante el método de Marsilli-Gasteiger utilizando AutoDockTools1.5.2.

Resultados:

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

En el docking se considerd la conformacion de menor “score” obtenida para cada
compuesto en cada uno de los modelos y se graficaron curvas ROC (receiver
operating characteristic) [14]. En el caso de drogas con isomeria R/S ambos isémeros
fueron evaluados, encontrandose que no hay diferencias significativas en cuanto a los
valores de “score”, usandose para la construccion de las curvas ROC aquella con el
menor valor.
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La tabla 1 muestra los resultados obtenidos en cada modelo, y la figura 1 las curvas
ROC para cada uno de ellos.
En Vina, en el modelo 1, el area bajo la curva (AUC) fue de 0.784, el punto de corte
seleccionado fue de -8.1 (Se=70.59; Sp=83.33). El modelo 2 presenté un AUC de

0.848 y el punto de corte fue de -7.8 (Se=85.29; Sp=72.22).

En el caso de AutoDock4.2 el modelo 1 mostré un AUC de 0.792, mientras que en el 2
fue de 0.783. En el modelo 1 ambos programas presentan predicciones similares, sin
embargo, en el 2 Vina muestra una mayor capacidad de prediccion respecto de

AutoDock4.2.
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El conocimiento de 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, limitandose su concentracion (y por lo tanto su
accion) en el sitio de accioén. A partir del modelo 2 aplicado en Vina se dispone de una
herramienta precisa para la prediccion de la afinidad de los compuestos frente a P-gp.
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