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RESUMEN

Los receptores de estrogenos dependientes de un ligando para la regulacién de varios
procesos fisiolégicos, como la neuro-proteccién en humanos, se pueden asociar al
17beta-estradiol, un derivado del colesterol que disminuye a lo largo del tiempo. Esto
hace necesario el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos para tratar enfermedades
neuro-degenerativas. Teniendo en cuenta lo anterior se realizé un andlisis a partir de
herramientas bioinformaticas para predecir la posible interaccion de la tibolona, un
esteroide sintético que logra remplazar la ausencia del 17beta-estradiol. Los resultados
arrojados en este estudio tedrico han permitido proponer una interaccion del receptor
ER-alfa con diana farmacoldgica, la tibolona. El analisis de esta interaccidon indica la
formacién de un complejo estable unido por puentes de hidrogeno o fuerzas de van der
Waals. Esto puede generar lugar a nuevos estudios para el tratamiento de

enfermedades neuro-degenerativas.
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INTRODUCCION

El receptor de estrogeno alfa es uno de los miembros de la familia de factores de
transcripcién de receptores nucleares, activado por una hormona sexual denominada
estrégeno, y codificado en humanos por el gen ESR1 (Walter, P, 1985); compuesto de
varios dominios implicados en la unién de la hormona, la unién al ADN y la activacion
de la transcripcién. Se han descrito hasta 5 variantes transcripcionales del gen ESR1
obtenidas mediante splicing alternativo, que dan lugar a 5 ARNms diferentes los cuales

se diferencian en las regiones 5' no traducidas.

Adicionalmente, se ha encontrado que Los dos receptores de estrégeno de mamiferos
clonados hasta la fecha, a y B, se expresan en el cerebro. Los receptores de
estrégenos a se expresan abundantemente en muchas areas del cerebro, entre ellas
el hipocampo, hipotalamo, el mesencéfalo, el cuerno dorsal de la médula espinal y los
ganglios de la raiz dorsal; el receptor de estrégeno B también se expresa en estas
regiones y en otras regiones tales como el cerebelo, que es la forma clasica
predominante de este receptor de estrogeno. En algunas regiones, estos dos
receptores de estrégeno se localizan dentro de las mismas células, mientras que en
otros, solo una forma se expresa en una célula dada. Por otra parte, el papel de cada
uno de los receptores de estrégenos en la neuro-protecciéon aparentemente es
dependiente del parametro celular analizado, el tipo de lesion y la localizacién de la
misma. (Lydia L. DonCarlos, 2010).

Actualmente, el 17 beta- estradiol ha tomado gran importancia debido a que este se
encuentra implicado en diferentes vias de sefializacion acompafado por segundos
mensajeros como el Ca2+ intracelular y receptores de estréogeno, asi mismo se ha
reportado que puede inhibir la proteina quinasa glucégeno sintetasa-3 (GSK3) para
permitir la sintesis del glicbgeno, proteinas y activacion de factores de transcripcion
implicados en supervivencia celular, esto conlleva a su uso como neuro-protector.
(Ceperda-Prado, Lopez-Tobon, Garcia-Segura, & Cardona-Gomez, 2008). Sin embargo
a lo largo del tiempo este compuesto se va perdiendo y a su vez se van alterando los

procesos que ayuda a coordinar.

La tibolona es un medicamento de reemplazo hormonal, corresponde a un esteroide

sintético regulador de actividad estrogenica selectiva del tejido. Cominmente se ha

utilizado como una opcién para remplazar el estrogeno. Permitiendo la prevenciéon de
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la osteoporosis y el tratamiento de sintomas climaterios, sin provocar efectos adversos
en el endometrio y la mama (Guzman, et al, 2007). La tibolona por si misma no tiene
ninguna actividad biolégica, por lo que sus efectos son el resultado de la accién de sus
metabolitos en los diferentes tejidos. La accidon selectiva de la tibolona sobre
determinados tejidos se presenta debido a la combinacién de la activaciéon del receptor
ERa y la metabolizacién de los esteroides (Escande, et al, 2009). Los metabolitos de la
tibolona corresponden a 3a-hydroxytibolona (3 8 OH-tibolona), 3 B-OH-tibolona, que
se acoplan al receptor alfa estrogenico (ERa) (compuestos que también se encuentran
inactivos en una forma sulfatada) y en A4 - isémero (A4 - tibolona), con propiedades
progestagenas y androgenas (Sharma, Mahajan, Kumar & Tandon, 2006; Lund, et al,
2003). Investigaciones han demostrado que el efecto estrogenico de la tibolona,
mediado por los metabolitos 30H que estimulan la actividad enddégena mediante un
promotor impulsado por ERE (Elemento de respuesta ERa) en humanos, imitarian los
efectos de 17b - estradiol (E2), el cual ejerce una amplia gama de acciones en el
sistema nervioso central, actuando sobre la plasticidad sinaptica, la morfologia
neuronal y la neuro-proteccién glial (Guzman, et al, 2007). Actividad que al parecer
esta mediada por la inhibicién de los canales de calcio y posiblemente en parte por un
mecanismo dependiente del 6xido nitrico (Lund, et al, 2003). Un aporte importante se
debe a que los metabolitos estrogenicos de la tibolona no presentan actividad
antagonista lo que permitiria mediar sus efectos solo al unirse al sitio activo (Guzman,

et al, 2007).

Un papel importante en la neuro-proteccion inducida por lo estrégenos se ha basado
en la influencia de E2 sobre los oligodendrositos, que modula la activacion de los
atrocitos después de las lesiones cerebrales, ayudando a la proliferaciéon de células
gliales y mejorando la expresion de marcadores especificos para los atrocitos. Adicional
a esto se ha planteado que la neuro-proteccién inducida por E2, corresponde a un
mecanismo de proteccidon indirecta para los atrocitos, estimulando la proteccién de las
neuronas en la muerte celular. Lo que nos llevaria a que la actividad estrogenica de la
tibolona al influenciar la actividad de E2, permitiria una proteccion generalizada la
corteza cerebral e hipocampo a pesar de que ER no se exprese en todas las neuronas
(Guzman, et al, 2007). Debido a la informaciéon recopilada se pretende hacer un
estudio tedrico de la posible interaccién de la Tibolona con el receptor de estrégeno

ERa para mediar una accidén neuro-protectora.



MATERIALES Y METODOS

Preparacion del receptor

Para realizar el docking se tom¢é la estructura del receptor ER a unido al anti-estrégeno
(GW5638) que se obtuvo de la base de datos National Center of Biotechnology
Information (NCBI) y extrajimos manualmente el anti-estrégeno para tener solo la

estructura del receptor.

Preparacioén del ligando
La a-tibolona fue construida mediante el programa ChemSkech basandonos en la
bibliografia encontrada y posteriormente se hizo un mejoramiento para estructuras 3D

para usar en PyMol.

Docking

Para el analisis de unién entre el ligando y el receptor hemos utilizado el programa de
superposicion molecular HEX, donde usamos su servidor para realizar el Docking y se
selecciond la interaccién que tuviera los sitios activos y por lo menos tres uniones al

receptor.

Descripcion de las propiedades quimicas del ligando

La descripcion del ligando (a-tibolona) se hizo una revisién bibliogréafica.

Identificacibn Dominios
Para la identificacion de los dominios conservados se us6 la herramienta de NCBI;
donde se buscé el receptor estrdogeno, y se selecciond estrogeno receptor isoforma 1

[Homo sapiens] (Secuencia: NP_000116.2).

Sitios activos
El servidor de estructuras de proteinas y prediccion de funciones [I-TASSER

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/; para predecir posibles sitios de

unién y encontrar sitios con energia de unién favorable, donde se determinaron como

los sitios de unién mas probables de la molécula.

RESULTADOS Y DISCUSION

La tibolona es un esteroide sintético regulador de la actividad estrogenica cuya formula

molecular es C21H2802. Esta se encuentra constituida por cuatro anillos de carbono
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(FIGURA 1). A su vez el 17 beta-estradiol es un esteroide derivado del colesterol que
comparte con la tibolona los cuatro anillos de carbono y su forma molecular es
C18H2402 (FIGURA 2). Se ha demostrado la actividad del 17 beta-estradiol como
agente neuroprotector al asociarse con segundos mensajeros como el Ca'™" vy
receptores de hidrogeno como el ERa (FIGURA 3) (Ceperda-Prado, Lopez-Tobon,
Garcia-Segura, & Cardona-Gomez, 2008). A través del tiempo las concentraciones de
17 beta-estradiol disminuyen, por ello se ha planteado que en la tibolona pueda

ejercer el mismo papel del estradiol por su similitud.



Con el andlisis de secuencias se encontraron tres Dominios conservados, el dominio
del ligando de unién que se activa por la hormona 17 beta — estradiol (estrégeno)
(LBD) [cd06949], Dominio de uniéon a ADN de los receptores de estrogeno (ER), se
compone de dos dedos de zinc de tipo C4 [cd07171] y un dominio de unién al
ligando del C-terminal (LBD C) [pfam12743].

Posteriormente se realizé la busqueda de los posibles sitios activos y se obtuvieron
76 posibles sitios activos de 10 proteinas similares al receptor ERa. Y se escogi6 la

que mas alto Cscore presentaba.

Adicionalmente al emplear la herramienta bioinformaticas como HEX molecular
docking se encontraron mas de 20 posibles resultados, donde se eligid el resultado
numero 6 ya que este poseia 1 sitio activo compatible con el resultado nimero 1 de
I-TASSER y se hallaban interacciones entre la tibolona y el receptor en 4 puntos
mas (FIGURA 3).

Al comparar los resultados obtenidos de I-TASSER y HEX se puede observar la
interaccion de estas dos moléculas por medio de puentes de hidrogeno o fuerzas de
van der Waals, ya que la tibolona al parecer podria unirse a los aminoacidos del
receptor ERa gracias a los puentes de hidrogeno (Thr, Asp, Trp, Tyr) o fuerzas de
van der Waals (Thr, Asp, Trp, Leu, Tyr). Siendo un resultado positivo ya que
permiten que las dos moléculas interactien sin generar enlaces covalentes que

puedan volver toxica la molécula (FIGURA 5).

Los efectos selectivos de tejidos de tibolona son el resultado de la metabolizacién,
la regulacién de enzimas y de la activacion de receptor que varian en diferentes
tejidos. La tibolona parece ser eficaz en los sintomas de insuficiencia de estrégenos,
comparandose con los efectos ejercidos por los tratamientos a base de estrégenos,
que se encuentran asociados a procesos fisiolégicos que se dan, a causa del
envejecimiento como el periodo climaterio y el deterioro cognitivo en mujeres

menopadsicas(Genazzani, Pluchino, Bernardi , Centofanti , & Luisi, 2006).

La interaccién de la tibolona con los aminoacidos del receptor Era, por medio de las
fuerzas de van del Waals, es una evidencia de los multiples beneficios que podria
traer el uso de la tibolona, no solo como un medicamento para los sintomas
climaterios, si no también, como un ligando de los receptores de estrégenos, que

permitirian la regulacion de importantes procesos neurobiolégicos y de
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neuroprotecciéon, los cuales involucran el mejoramiento de la eficacia sinaptica
principalmente, la proteccidon contra el deterioro cognitivo en mujeres en el inicio
del periodo menopausico (Voytko, Tinkler, Browne, & Tobin, 2009; Tinkler &
Voytko, 2005; Wu, Zhu, & Wu, 2008). Dando evidencia acerca de los procesos de
neuroproteccion de los estrogenos en mujeres en el periodo de la menopausia que
disminuye significativamente como resultado, del cese de la funcidon ovarica (Tinkler
& Voytko, 2005). Estos procesos de neuroproteccion dados por los estrégenos, se
encuentran involucrados en el procesamiento de informacion asociada, al
aprendizaje, razonamiento, atencidn, memoria, resolucion de problemas y toma de
decisiones; como también en la disminucién de las probabilidades de riesgo de
desarrollar demencia en mujeres posmenopausicas (Voytko, Tinkler, Browne, &
Tobin, 2009; Wu, Zhu, & Wu, 2008). Sustentando la importancia del uso de la
tibolona no solo como una terapia de reemplazo hormonal durante la menopausia,
sino también resaltando su importancia en el abstinencia de estrégenos, que
permiten la preservacion de las funciones cognitivas y la prevencion del deterioro
cognitivo en mujeres posmenopausicas (Genazzani, Pluchino, Bernardi , Centofanti
, & Luisi, 2006; Wu, Zhu, & Wu, 2008).

CONCLUSION

Existen grandes desafios e incdgnitas acerca del papel de los estrégenos, sobre los
procesos neurodegenerativos asociada al envejecimiento. A partir de la revision
bibliogréafica y los resultados obtenidos acerca de la tibolona y su interaccién con
los receptores de estrégeno, se sugiere que la tibolona como una fuente de
esteroides sintéticos confiere potenciales beneficios de rendimiento cognitivo. Sin
embargo se debe tener en cuenta que varias variables pueden afectar la cogniciéon
en mujeres posmenopausicas tales como el tipo de terapia de reemplazo hormonal,
la duracion del tratamiento y la estructura cerebral. Por consiguiente el presente
articulo proporciona informacién valiosa y orientaciéon, para el desarrollo de nuevas
investigaciones, que permitan el avance de intervenciones terapéuticas y
tratamientos mas apropiados para contrarrestar los sintomas fisiolégicos, asociadas
a la proteccion de las funciones cognitivas y neurobiolégicas durante el

envejecimiento.
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ANEXOS

Figura 1 Estructura molecular de la tibolona; los anillos de Carbono se encuentra

de color verde, Oxigeno unido al anillo de color Rojo e Hidrogeno (Blanco)
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Figura 2 Estructura molecular del 17 beta-estradiol; los anillos de Carbono se
encuentran de color Verde, Oxigeno unido al anillo de color Rojo mientras que el

Hidrogenos de color Blanco.

11



Figura 3. Estructura molecular del Receptor ER alpha, los 4&tomos del esqueleto
son Carbonos que forman anillo que se encuentran de color (Verde), a estos
anillos se les une atomos de Oxigeno (Rojo), Nitrogeno (Azul), Azufre (Naranja) e

Hidrogeno (Blanco).
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Figura 4. Estructura molecular de la Unién de la tibolona con Treonina, la
estructura de la tibolona se encuentra de color verde que se une a la Treonina de

color Acido aspartico (Amarillo), Triptéfano (Magenta), Leucina (Cyan) y Tirosina

(Naranja).
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Figura 5 Interaccion ligando- receptor; diagrama de cintas del receptor que se
encuentra de color rojo y las uniones de ligando al receptor de color azul, la

estructura molecular Tibolona es encuentra de color Verde , unida al diagrama de

cintas del ligando al receptor .
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Tabla 1 Posibles sitios activos del receptor tomado de
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/Z1-TASSER/output/S179440/

| Cscore | Posibles activos

=3

| 0.3 | 349,350,353,384,388,391,394,404,423,521,524,525

Tabla 2 Descripcion de los aminoacidos unidos a la tibolona y sus posibles
interacciones.

Aminoacido en | Posicién Interacciéon
el receptor
Thr 346 Fuerzas de van
der Waals,
Puentes de
hidrogeno

Asp 350 Fuerzas de van
der Waals,
Puentes de
hidrogeno

Trp 382 Fuerzas de van
der Waals,
Puentes de
hidrogeno

Leu 386 Fuerzas de van
der waals

Tyr 536 Fuerzas de van
der Waals,
Puentes de
hidrogeno
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