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Resumen

Los receptores de estréogenos (ER) ,son miembros de una superfamilia de receptores
nucleares de esteroides, que regulan algunos procesos bioldégicos como el crecimiento
y la diferenciacién celular ,cada receptor de estrégenos es transcrito por genes
diferentes asi como los lugares que estan presentes en el cuerpo. Debido a la
capacidad estrogénica y a la union selectiva de la tibolona al receptor de ER[B, se ha
elegido este ligando para predecir la interaccién de la tibolona con el receptor Erf3, y
sus posibles efectos sobre el fotoenvejecimiento. Se realiz6 un acoplamiento para
evaluar las posibles interacciones entre nuestra molécula y el ligando. Los posibles
sitios de union con el receptor se predijeron con el servidor I-TASSER mostrando el
sitio de unidén especifico entre el ligando que es la tibolona y la molécula del receptor
ErB, la union se realiza dos acoplamientos., el oxigeno y el acido glutamico. De
acuerdo a la informacién y a los resultados encontrados se puede tener una base de la
posible relacion que existen entre interacciéon del receptor ERB con tibolona y
ampliamente con sus productos metabdlicos como base de futuros proyectos para
contrarrestar los efectos del envejecimiento o posibles tratamientos a este mismo.

Palabras claves: receptor de estrégenos B (ErB), 3 a hidroxi — tibolona, Docking,

sitios activos, estructura cristalografica, fotoenvejecimiento

Abstract



Os receptores de estrogénio ( ER ) , sdo membros de uma superfamilia de receptores
nucleares esterdides , que regulam alguns processos biolégicos como o crescimento e
diferenciacdo de células , cada receptor de estrogénio é transcrita a partir de
diferentes genes e os locais que estao presentes no corpo.
Porgque estrogénio capacitiy ea capacidade de ligacdo seletiva da tibolona com receptor
RpE , o ligante foi escolhido para prever a interacdo da tibolona com receptor ErP , e
seus efeitos potenciais sobre o fotoenvelhecimento . o acoplamento foi realizado para
avaliar possiveis interacbes entre a nossa ea molécula ligante . Sitios de ligacao
possiveis foram previstos com o receptor usando Hamburgo rrver , mostrando sitio de
ligacdo especifica entre o ligante é a tibolona e molécula receptora ErP , os twinks
onde pré-formadas pelo oxigénio e as moléculas de &acido glutdmico . Gracas a
informacédo e os resultados podem ser a base de uma possivel relagdo entre interacdo
receptor RpE com tibolona e seus produtos metabdlicos amplamente como um dos
pilares de projetos futuros para neutralizar os efeitos de tratamentos de

envelhecimento ou possiveis para 0 mesmo.

Abstract

The estrogen receptors (ER), are members of a superfamily of nuclear steroid
receptors , which regulate some biological processes such as cell growth and
differentiation, each receptor estrogen is transcribed from different genes and the

places that are present in the body.

Because capacitiy estrogen and the selective binding capacity of tibolone with ERf
receptor, the ligand was chosen to predict the interaction of tibolone with Erp receptor,
and their potential effects on photoaging. the Coupling was performed to evaluate
possible interactions between our and the ligand molecule . Possible binding sites were
predicted with the receiver using Hamburg rrver,showing specific binding site between
the ligand is tibolone and Erf receptor molecule ,the twinks where preformed by the
Oxygen and the glutamic acid molecules. Thanks to the information and results can be
the basis of the possible relationship between ERPB receptor interaction with tibolone
and its metabolic products widely as a mainstay by future projects to counteract the

effects of aging or possible treatments to the same .



INTRODUCCION

El envejecimiento de la piel estd asociado con un aumento de la fragilidad de la misma
y la cicatrizacién de heridas comprometidas. La exposicién de la piel a los rayos UV a
largo plazo podria ser responsable de dafios y fotoenvejecimiento, el cual se
caracteriza por la presentacion de arrugas, sequedad, laxitud y pigmentaciéon
moderada. ElI proceso de fotoenvejecimiento involucra tres tipos de células:
queratocitos, fibroblastos y neutrofilos infiltrantes (Rittie et al., 2008). Los queratocitos
muestran un aumento de la activacion de factores de transcripcidon, de la proteina
activadora 1(AP-1) y el factor nuclear -xB (NF-¢B), produciendo una alta expresion de
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y de citocinas proinflamatorias. Las citocinas
activan los fibroblastos dérmicos que segregan MMPs que dafian el componente de
colageno de la matriz extracelular dérmica, mientras que los neutréfilos secretan
elastasas las cuales son responsables de la degradaciéon de la elastina componente de
la matriz extracelular de la dermis; la acumulacién de estos componentes parcialmente
degradados es la causante de la generacion de arrugas y otros efectos del

fotoenvejecimiento (Chang et al., 2010).

En el tratamiento del envejecimiento, se han implementado algunos medicamentos
(tretionina) y procedimientos como el diéxido de carbono para el rejuvenecimiento con
laser, los cuales estimulan la produccidon de colageno para mejorar la resistencia y la
elasticidad de la piel (Rittie” et al., 2008). Por otro lado se han estudiado los
receptores de estrégenos (ER) los cuales son miembros de una superfamilia de
receptores nucleares de esteroides, que regulan algunos procesos biolégicos como el
crecimiento y la diferenciacion celular; existen dos tipos de ER, los ERa y ERpB (Giorgi
et al., 2012). El receptor ERB tiene una amplia distribucién en los tejidos de todo el
cuerpo, incluyendo el epitelio de la préstata, el pulmén y los ovarios, donde esta
involucrado en procesos de diferenciacion celular y organizacion de la matriz
extracelular (Morani et al., 2008). ElI ERB tiene funcién estrogénica sobre
enfermedades como la artritis reumatoidea y la inflamacion del intestino (Leventhal et
al.,, 2006), asi como en el mantenimiento de la piel (Thornton et al., 2003). Sin
embargo, la interaccién del ERB con diferentes ligandos, puede ser una alternativa
para el tratamiento del envejecimiento, debido a que la activacion del receptor

produciria un aumento en el grosor de la piel, aumentaria el contenido de colageno y la



capacidad de retencion de agua de la piel, lo cual reduciria el envejecimiento (Chang et
al., 2010).

Se ha elegido el receptor de ERB para predecir su interacciéon con la tibolona, debido a
su capacidad estrogénica y a la unién selectiva con ésta ultima (Kloosterboere, 2011) y
estudiar sus posibles efectos sobre el fotoenvejecimiento. La tibolona es un esteroide
sintético con propiedades estrogénicas, androgénicas y progestagénicas (Krejovi et al.,
2012), la cual, tras su administracion oral, se metaboliza en tres componentes activos
que son: 3-a-hidroxi-tibolona, 3-B-hidroxi-tibolona, -4-tibolona, aunque son los
agentes 3-hidroxi-tibolona los que tienen capacidad estrogénica, siendo la isoforma a
un componente estrogénico mas selectivo que la isoforma (. Los tejidos estan
expuestos principalmente a los metabolitos estrogénicos sobretodo en su forma
sulfatada inactiva. La actividad sulfatasa y sulfotransferasa del tejido convierten estas
formas inactivas a activas y sulfatadas, lo cual determinara la exposicién de los tejidos

a la estimulacion estrogénica (Campisi & Marengo, 2007).

La capacidad estrogénica de la tibolona ha sido estudiada principalmente en términos
de su relacidon con trastornos 6seos, como el desequilibrio y la osteoporosis, asi como
su influencia sobre el tratamiento de la profilaxis y de los sintomas del climaterio
(Kloosterboere 2011), mientras que su participacion en el fotoenvejecimiento y la
interaccion de esta con el receptor ERB es poco conocida. Por esta razén, el objetivo
principal de este articulo fue evaluar la interaccién entre el receptor ERB y la tibolona a

través de programas de software simuladores.
MATERIALES Y METODOS
2.1 Secuencia de aminoacidos

Para hallar la secuencia de aminodacidos del receptor de estrégenos B (Erf) se se
realizo en uniProt data base con el nUmero de entrada AAC05985.1, obteniendo dicha

secuencia; (Bairoch et al., 1997; Sierra et al., 2012).
2.2 Descripcion de las propiedades quimicas del ligando:

A través de la busqueda en la base de datos de Pubchem Compound, se describieron

las propiedades fisicas que posee este ligando.

2.3 Dominios Conservados



Con la secuencia de aminoéacidos anteriormente descrita, se realizo un BLAST, para
evaluar las secuencias conservadas. Esto sirvié como base para la deteccion de los

dominios conservados del receptor de estrégenos f3.
2.4 Prediccién de sitios de unién:

Los posibles sitios de unién del receptor diana fueron evaluados a través del servidor I-
TASSER; el cual, permitié predecir cuales eran los sitios de unién del receptor y

ademas cual seria la estructura de la proteina entera
2.5 Acoplamiento (docking)

El docking es un procedimiento que pronostica la conformacion seleccionada de una
molécula, al tener un punto de unién con otra molécula, con el fin de obtener un
compuesto de naturaleza estable, en este caso se realizé el proceso del docking en el
neuro esteroide tibolona (figural) usando el programa hex protein server donde se
corri6 en el tipo de correlacién (correlation type) de uUnica forma (shape only),
artefacto de calculacion (calculation device) GPU y orden de busqueda (search order)
25 (figura 4)

RESULTADOS
3.1 Secuencia de aminoacidos

>sp|Q92731|ESR2_HUMAN Estrogen receptor beta OS=Homo sapiens GN=ESR2 PE=1
Sv=2
MDIKNSPSSLNSPSSYNCSQSILPLEHGSIYIPSSYVDSHHEYPAMTFYSPAVMNYSIPS
NVTNLEGGPGRQTTSPNVLWPTPGHLSPLVVHRQLSHLYAEPQKSPWCEARSLEHTLPVN
RETLKRKVSGNRCASPVTGPGSKRDAHFCAVCSDYASGYHYGVWSCEGCKAFFKRSIQGH
NDYICPATNQCTIDKNRRKSCQACRLRKCYEVGMVKCGSRRERCGYRLVRRQRSADEQLH
CAGKAKRSGGHAPRVRELLLDALSPEQLVLTLLEAEPPHVLISRPSAPFTEASMMMSLTK
LADKELVHMISWAKKIPGFVELSLFDQVRLLESCWMEVLMMGLMWRSIDHPGKLIFAPDL
VLDRDEGKCVEGILEIFDMLLATTSRFRELKLQHKEYLCVKAMILLNSSMYPLVTATQDA
DSSRKLAHLLNAVTDALVWVIAKSGISSQQQSMRLANLLMLLSHVRHASNKGMEHLLNMK
CKNVVPVYDLLLEMLNAHVLRGCKSSITGSECSPAEDSKSKEGSQNPQSQ

Figura 1. Secuencia de aminoacidos del receptor de estrégeno B en humanos, descrito

en la base de datos de Uniprot.

3.2 Descripcion de las propiedades quimicas del ligando



Propiedad Descripcion

Peso Molecular 314.4617 [g/mol]
Formula Molecular Cs1H300,
Donador de H 2

Aceptor de H 2

Tabla N°© 1. Descripcion basica de las principales caracteristicas del ligando. Conocer
las propiedad quimicas de la 3-a-hidroxi-tibolona, permite evaluar las caracteristicas

que esta puede tener en el momento del acoplamiento.
3.3 Dominios Conservados

Segun lo reportado en la literatura; al evaluar los dominios conservados de nuestro
receptor, tiene tres dominios conservados; entre los cuales estan el dominio de unién

al ligando, el dominio de unién de DNA a receptores nucleares y el dominio Eukarya.

Cada uno de estos dominios posee caracteristicas que propias de estos; el dominio de
uniéon al ligando, es activado por la hormona 17  — estradiol, ademas de poseer una
hélice de DNA central conservado (DBD) con un C- terminal (LBD) al final de esta. El
otro dominio es el de unién de DNA a receptores nucleares el cual esta compuesto por
dos dedos de zinc de tipo C4. Cada de zinc tiene un grupo con 4 residuos de Cisteina.
Los receptores nucleares pertenecen a una familia de reguladores de la transcripcion
activados por ligando, regulando diversas funciones fisiol6gicas. Ademéas de eso
comparten una estructura comun con el DBD y LBD. La mayoria de los receptores

nucleares se une como homodimeros o heterodimeros a sus sitios diana.

El recepto de estrdogenos Beta, es un dominio que pertenece a los eucariotas, con
aproximadamente 110 aminoéacidos de longitud. También una secuencia motivo
conservada IPS. Los residuos que han sido completamente conservados son los Yy W
que pueden ser funcionalmente importante. ER beta tiene una respuesta parecida al de

su homologo Alfa, los cuales se activan en presencia de estrégeno.
3.4 Prediccioén de los sitios de unién

El receptor ERfS al interactuar con la 3a hidroxi — tibulona, que se encuentra en el
centro del sitio, pero esta no interactiia con el sitio activo por medio de puentes de

hidrogeno o interacciones polares, la interaccion resulta afectiva y hace que el




receptor genere actividad es mediante las dos uniones que hace la tibolona con dos

moléculas de acido glutamico( fig. 3)
Docking Molecular

DISCUSION
La prediccion de la estructura de la proteina unida al ligando (tibolona); fue

pronosticada con la ayuda de diversas herramientas bioinformaticas, arrojando un
modelo confiable de interaccion entre la tibolona y el sitio activo del receptor de
estrogenos B; permitiendo describir algunas caracteristicas basica y esenciales de

esta molécula y del acoplamiento con el ligando tibolona.

Los resultados obtenidos para esta molécula (figura 2), se complementaron con los
resultados obtenidos en PROSITE, los cuales permitieron reconocer los dominios

conservados de esta, descritos por Borden (1998).

Segun los resultados de I-Tasser, se predijeron diez posibles sitios activos donde se
puede unir el receptor ERB con la tibolona, cada sitio activo presenta un puntaje CS
que determina el porcentaje de confianza del sitio activo predicho, sin embargo
ninguno de estos valores sobrepasa los 0,40 puntos, siendo asi un puntaje muy bajo si
queremos conocer cual es el sitio activo donde podria unirse la tibolona con el
receptor, esto puede deberse a que la tibolona no tiene tanta afinidad por el receptor

de estrégeno B, sino por el receptor de estrégeno a (Escande et al., 2009).

Los mismos autores reportaron que la tibolona tiene diferentes acciones en diferentes
receptores como en receptores de estrégeno a y receptores de estréogeno 3, esto es
debido a la capacidad que tiene la tibolona de transformarse en diferentes metabolitos
(Escande et al., 2009) , esta puede ser una razén por la cual se encuentran diez sitios
activos en el receptor [, segun los resultados de I-Tasser, siendo para cada

composicion de la tibolona un complejo distinto de ligando-receptor.

los metabolitos de la tibolona, son hidroxiantagonistas y la cinética de su produccion
no se da en iguales cantidades, los nivles de 3 - OH - tibolona son 3 veces mas altos
si se les compara con los otros productos del metabolismo, es el metabolito que mas
se genera cuando se metaboliza este neuroesteroide si se le compara con la

produccién de otros metabolitos de la tibolona (Escande et al., 2009).



La actividad estrogénica de la tibolona reside directamente de sus metabolitos, pero a
su vez su activacion es dependiente del citocromo de la aromatasa y su poder de
aromatizacion, ya que existe una directa relacion con las concentraciones activadas de
tibolona con este citocromo, esto esta supeditado de manera antagobnica con la
testosterona, ya que esta inhibe la aromatasa importante para la activaciéon de la

tibolona (Stoffel et al., 2001).

Se debe evidenciar que la tibolona al carecer de grupo hidroxilo en sus radicales, su
afinidad relativa es a fin con los receptores de estrégeno a y receptores de estrégeno
B, si se compara con sus metabolitos, mientras que sus metabolitos por poseer estos
grupos hidroxilo si generan mayores sitios de unidon con los diferentes receptores,
cada metabolito es ampliamente especifico para los receptores de estrégenos, estos a
su vez estan producidos por diferentes genes y son expresados en diferentes 6rganos
del cuerpo, el Erf es expresado en su mayoria en tejidos 6seo, endotelial, urogenital,
pulmonal y en el ovario mientras que el ERa se expresa Unicamente en los tejidos

reproductivos femeninos( Escande et al., 2009; Noriega et al.,2008).

Aunque los metabolitos beta y alfa generan sitios de unién con los receptores de
estrégenos, el tercer metabolito que se produce que es el isbmero A4, se une a los
receptores de andrégenos que a su vez son antagonicos de los receptores de

estrégenos (Noriega et al.,2008;Escande et al., 2009).

El receptor ERf al interactuar con la tibolona (fig 4), se espera que las moléculas de
agua de participen en la unién del ligando se evidencia por el hecho de que muchos
complejos de proteina / ligando contienen puentes de hidrogeno estructurados que se
encuentran implicados en el acoplamiento proteina — ligando, ya que los puentes de
hidrogeno estabilizan interfaces de proteina / ligando al proporcionado interacciones
indirectas entre la proteina y el ligando mediante la formaciéon de enlaces de hidrégeno

con sitios especificos del ligando. ((Sharkhel et al., 2004; Lemmon et al., 2013).

Del mismo modo los enlaces hidrofobos pueden generar desolvatacion del receptor de
la proteina implicando mejoras en la dinamica molecular basada en predicciones
afinidad de unién cuando se forma puentes de hidrogeno (Deng et al., 2008). pero
en el caso del acoplamiento del receptor ERS se observa que no se presentan ni

interacciones hidréfobas, enlacen disulfuro o puentes de hidrogeno en el sitio activo.



la interaccion resulta afectiva, generando actividad por parte del receptor es
mediante las dos uniones que realiza la tibolona con dos moléculas de &acido
glutdmico. El &cido glutdmico es un aminoacido con cadenas laterales que contienen un
grupo funcional de acido carboxilico. Estos grupos llevan una carga negativa completa
en practicamente todos los sistemas biolégicos. Esta carga y el gran potencial de unién
a hidrégeno del grupo COOH permiten al acido glutamico participar en una amplia
variedad de interacciones moleculares, particularmente con elementos cargados
positivamente tales como iones metdlicos. Presenta una cadena lateral mas larga por

un grupo metileno (Rajib et al., 2008).

Se ha identificado que el &acido glutamico forma parte de un coregulador del receptor
de estrégeno (ER) denominado PELP1 (Vadlamudi et al., 2008). Cuando se
encuentra sobre expresado genera una desregulaciéon en los tumores. Porque PELP1
promueve el crecimiento tumoral mediante la promocién de la sintesis de estrégeno y
aumento de la expresion de la aromatasa. (Nair et al., 2008). Por lo tanto la
interaccion de receptor ERS con la tibolona genera una sintesis de estrégeno y
aumento de la expresion de la aromatasa, generando efectos eficaces en trastornos
Oseos, osteoporosis, sintomas del climaterio y fotoenvejecimiento (Kloosterboere
2011).

CONCLUSIONES

Se determina que el sitio de unidn especifico entre el ligando que es la tibolona y la
molécula del receptor Erf3, se da por dos uniones de moléculas de oxigeno tanto del
acido glutamico, gracias a la informacién y a los resultados encontrados acerca del
acoplamiento receptor- ligando, se podria aplicar en un futuro para realizar varios
algoritmos de acoplamiento proteina-ligando, debido a que este tipo de interacciones
se estan transformando en un importante nucleo de investigacion en la biologia de
sistemas, el analisis desarrollado en el presente articulo él sera gran valor para

proporcionar una vision fisica de este tipo de interacciones.
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Figura 2: Receptor ERf interactuando con la 3a hidroxi — tibulona (molécula roja)

representacion de sitio activo (fraccion punteada azul oscuro).

Figura 3: Se observa la interaccion entre la molécula de la 3a hidroxi — tibulona
(molécula rojo) por medio de dos uniones de acido glutamicos (molécula morada
con gris), la unién se hace por medio de las moléculas de hidrogeno de la 3a

hidroxi — tibulona con la molécula de oxigeno del acido glutamico.

Figura 4. Imagen Estructura tridimensional de acuerdo a la molecular
simulaciones de acoplamiento. Donde se puede observar la estructura de la 3a

hidroxi — tibulona de color rosa acoplada al receptor de estrégenos 3
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