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RESUMEN

7-dehidro-colesterol, un importante precursor de la vitamina D3 y sus otros derivados,
tiene una afinidad relativamente alta para el receptor huérfano Rora. La afinidad con el
receptor huérfano Ror aun no ha sido estudiada, pero estudios recientes han demostrado
sin embargo que el sitio de unidén al ligando en Rora es muy conservado en RorB, por lo
gue es muy posible que el ligando natural Rora pueda ser el mismo para RorB. Ademas, se
ha revelado que el ligando conocido (acido estearico) de RORB no tiene suficiente energia
para generar un acoplamiento bioldgicamente significativo entre el receptor y el
ligando. Proponemos a 7 dehidro-colesterol como un reemplazo para el ligando natural en
ambos tipos de receptores huérfanos, la construccién de modelos 3D en Chimera, de 7-
dehidro-colesterol con Rora y Rorf humanas, comparadas con las estructuras de estos Rors
(a y B) en el colesterol. De las posibles orientaciones de 7-dehidro-colesterol en Rors,
una orientacion tuvo los contactos mas favorables con ambos Rors. Este estudio es
considerado necesario para determinar si el 7- dehidro-colesterol puede ser ligando
fisiolégico para ambos receptores, y de ser asi, delimitar cuales son las funciones

fisiolégicas y los genes diana que regula.

INTRODUCCION

La vitamina D3 se forma a partir del precursor esteroide 7-dehidro-colesterol (7-DHC)
localizado principalmente en la membrana plasmatica de los queratinocitos epidérmicos
basales (80% de la piel con contenido de 7-DHC) [1, 4]. Esteroles derivados de animales,
conocidos como zooesteroles, son un subconjunto del esteroide y una clase importante de
moléculas organicas implicitos en diversos procesos bioldgicos en el metabolismo humano.

Tres zooesteroles o derivados de estos con importante actividad estrogénica son el
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colesterol, el acido estearico y el 7-dehidro-colesterol (Figura 1). El receptor huérfano a es
un receptor nuclear que se une a ADN como un monémero a elementos de respuesta ROR
(RORE) que contiene un motivo simple nuclear en el sitio 5'-AGGTCA-3' precedido por una
secuencia corta rica en AT, y actla como regulador del desarrollo embrionario, la
diferenciacion celular, la inmunidad, el ritmo circadiano, asi como de lipidos, esteroides,

xenobidticos y metabolismo de la glucosa.



Considerado por tener actividad transcripcional intrinseca, tener algunos ligandos naturales
como oxiesteroles que actian como agonistas (25-hidroxicolesterol) o agonistas inversos
(7-esteroles oxigenados), potenciando o reprimiendo la actividad transcripcional,
respectivamente, de modo que el 7-dehidro-colesterol, un esterol de compuestos
oxigenados a uno de sus anillos estructurales, puede, en teoria, tener actividad agonista en
los receptores A huérfano (Rora) [5-14]. Ademas, el receptor huérfano 3; se requiere para
el desarrollo postnatal normal de las células fotorreceptoras de baston y cono; y
también regula la transcripcién de OPN1SW en células fotorreceptoras de cono mediante la
unién de la secuencia 5'-AGGTCA-3 ‘en el promotor OPN1SW. Del mismo modo, se
considera que tiene actividad transcripcional intrinseca, tiene algunos ligandos naturales
tales como todos los acidos tras retinoico (ATRA) y otros retinoides que actlan como

agonistas inversos reprimiendo la actividad transcripcional (por similitud).

Figura 1. Moléculas organicas que actian como ligandos. a) 7-dehidro-colesterol o
provitamina D3, Formula Molecular: C,;H4O Peso molecular: 384.63766. b) El
colesterol, Formula Molecular: C,7H460 Peso molecular: 386.65354. ¢) El acido esteérico
o0 acido estearico, Formula molecular: C;gH350, Peso molecular:

284.47724. Datos extraidos de PubChem

El Dominio de Union al Ligando de Rora (DUL) muestra 63% y 58% de homologia con los
de Rorf y Rory, respectivamente, pero sélo 24% -25% con el DUL de otros receptores
nucleares tales como T3Rb, VDR, y RAR. La estructura del DUL en Rorf expresada en
Escherichia coli se resolvio recientemente con un ligando fortuito identificado como &acido
estearico [15]. Sin embargo, el acido estearico se considera que es un pseudo-ligando, ya
que no provocé ninguna actividad transcripcional intrinseca adicional de RorfB, solo cubri6

parcialmente el DUL de RorpB, y aprobé multiples conformaciones de baja energia.



La actividad estrogénica de 7dehidrocolesterol y sus propiedades estructurales y quimicas
Unicas, en comparacion con el colesterol y el acido estearico, nos motivé para construir
modelos 3D de Rora y Rorf humanos unido a 7dehidrocolesterol por comparacién con las
estructuras cristalograficas del colesterol y el acido estearico en ambos Rors. En la
consecucion de este objetivo se investigd algunos modos posibles para la unidén
de 7dehidrocolesterol en Rora y Rorf (Fig. 2). Una o varias poses de 7dehidrocolesterol
pueden ser favorecidos en Rora y Rorf. Por otra parte, puede haber diferencias en las
posturas favorecidas para 7dehidrocolesterol en Rora y Ror3, como se ha encontrado en
otros productos quimicos [16].

Para investigar estas posibilidades, hemos utilizado Chimera [17] para acoplar 7-dehidro-
colesterol en Rora y RorB. Estos andlisis encontraron una pose favorita similar para
7- dehidro-colesterol en Rora y Rorf. Encontramos que a pesar de las diferencias
estructurales entre colesterol y el acido estearico con 7-dehidro-colesterol, la flexibilidad en
Rora y RorB permite cambios conformacionales que estabilizan el 7-dehidro-colesterol en el
bolsillo de unién de esteroides.

En contraste, una buUsqueda realizada en STRING determina la existencia de evidencia
marcada entre las interacciones independientes de Rora y Rorf3; por lo tanto, la relacién de
Rora y RorP se revel6 en las vias patolégicas importantes como el ritmo circadiano y el
cancer, que conecta directamente el modo de accidon del 7-dehidro-colesterol para revertir
estas patologias y estimar asi el 7-dehidro-colesterol como ingrediente activo en la
construccién de cualquier farmaco que tiene un sitio diana de accién sobre los procesos
biolégicos a una disminucibn en el crecimiento de células de melanoma, y un
efecto sinérgico sobre la homeostasis del ritmo circadiano, segun los estudios cientificos
revisados.

Independientemente de si este agente (7-dehidro-colesterol) es ligando fisiolégico,
este estudio valida que la actividad de Rors puede ser modulada por ligandos (sintéticos) vy,
por lo tanto, apoya el concepto de que los Rors pueden ser dianas potenciales para la
intervenciéon farmacoldgica de procesos patolégicos.

A partir de esta informacidn analizada y dispuesta en bases de datos especializadas
(UniProtkB, neXprot, GeneCards y Ensembl), se determin6é que Rora y Rorf tienen la
misma funcién asociada a su correspondiente ligando, sin embargo, el éxito de la funcién
asociada depende de la posicion optima del ligando en el bolsillo que forma el sitio
de union al ligando del receptor, por lo que el propdsito del presente estudio fue
determinar la posicién correcta de 7dehidrocolesterol en Rora y Rorf3 y contribuir asi al
desarrollo de farmacos terapéuticos relacionados con procesos bioldgicos que dependen de
la actividad transcripcional de estos dos receptores nucleares huérfanos.
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MATERIALES Y METODOS

Alineamiento multiple por ClustalW y TCofee

A partir la secuencia de cada receptor problema en formato FASTA, un alineamiento
multiple de las secuencias de ambos para Homo sapiens, por lo que los resultados discretos
se obtuvieron con un valor estadistico cercano a 1 y el 100% de identidad . Estos fueron
comparados con los resultados de UNIPROT para fiabilidad de los datos mayores. Los
resultados obtenidos se muestran en mas detalle en el material suplementario.

Acoplamiento molecular

Swiss Dock fue utilizado para crear un archivo del 7-dehidro-colesterol en el formato de
Banco de Datos de Proteinas [PDB] para acoplar con View Dock en Chimera [18] dentro
de las estructuras cristalograficas de Rora [AP: 1n83] [19] y Rorf [PDB: 1K4W] humanas
[20]. Para el acoplamiento, la red se centré en el sitio de unién de estrégenos en Rora y
RorB. El sitio web Swiss Dock esta disponible en linea en http://www.swissdock.ch. Se
realizaron graficos y analisis moleculares con el paquete de UCSF Chimera.

Los pardmetros utilizados para el acoplamiento molecular de cada receptor problema
fueron puntuacion de Energia, Encuadre Estructural y uniones-H. Sin embargo, la
puntuacion de Energia fue el méas decisivo. La superficie de union al sitio del ligando se

calculé utilizando la opcién 'Anclaje’ de las herramientas en Chimera.

Proyeccion de las interacciones proteina-proteina

STRING 9, 1 fue utilizado para perfilar los aspectos metabdlicos que estan implicados Rora
y Rorf segln una busqueda detallada de los procesos biolégicos, funciones moleculares y
componentes celulares; coincidentemente, haciendo hincapié en las interacciones iterativas
con la urgencia de establecer un vinculo socio aun no claro de los aspectos metabdlicos,
patologias encontradas con predicciones en la literatura revisada, o incluso algunas aln no
reportadas. Toda la metodologia seguida en este articulo se hace completamente

especificada y como se muestra en Figura 2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Acoplamiento molecular de 7-dehidro-cholesterol en Rora

El recurso View Dock de Chimera estimd 261 enlaces de hidrégeno que se encuentran,

incluyendo uniones intra-moleculares de H y uniones de residuos internos de H,
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sin embargo, so6lo 19 fueron considerados viables por las uniones de H. Junto con la
puntuacion de Energia y el Encuadre Estructural el modelo que mejor se ajusté a
los criterios de seleccién fue el modelo N © 1.26. Los parametros de acoplamiento de Rora
se aprecian con detalle en el material suplementario.

Los residuos a los que se adhirieron la proteina fueron de mayor y baja afinidad,
muy probablemente fue causa de la fuerza idnica presente en este tipo de atraccion entre
cada atomo, de manera que las fuerzas idnicas generaron mas trabajo arduo o de entrada
de energia para formar una unién del bolsillo (estructura de encaje) al ligando y por lo
tanto, la atraccion electrostatica para 7-hydroxicholesterol a Rora fueron los
formados por los atomos de carbono 1 y aquellos entre el carbono 16 a 20.

Con relacion a los atomos implicados en la interaccion fueron los cercanos a esta, que
promovieron el empalme o acoplamiento completo del ligando dentro del sitio de unién de
ligando de residuos de ligando; esto indica que el bolsillo se cierra por completo.
Interesante forma como se ve en la Figura 1 ya que la superficie de unién a su vez actla
como unha especie de vesicula "intra polimérica", haciendo referencia de alguna manera al
ligando; que puede ser debido a una conformacién activa de la proteina, es decir, otras
regiones en la superficie proporcionaron un sitio de unién para diferentes ligandos, que
podrian haber regulado la actividad de regulacion de la proteina. Asimismo, aunque los
atomos situados en el interior del contacto no- directo con el ligando de proteina, esto
proporciona un marco esencial que da el contorno de la superficie y sus propiedades

quimicas.



Figura 2. Diagrama de los métodos utilizados por los recursos bioinformaticas. Su esencia

implica que las pruebas de analisis estén descritas de la mejor forma posible.



Acoplamiento molecular de 7-dehidro-cholesterol en Rorf3

El recurso View Dock de Chimera estimd 277 enlaces de hidrégeno que se encuentran,
incluyendo uniones intra moleculares de H y uniones de residuos internos de H,
sin embargo, solo 36 fueron considerados viables por las uniones de H. Junto con la
puntuacion de Energia y el Encuadre Estructural, el modelo que mejor se ajusté a
los criterios de seleccion fue el modelo N © 1.65. Los parametros de acoplamiento de Rorf3

se aprecian con detalle en el material suplementario.

Los residuos a los que se adhirieron la proteina fueron de mayor y baja afinidad, muy
probablemente fue causa de la fuerza i6nica presente en este tipo de atraccién entre cada
atomo, de manera que las fuerzas iénicas generaron mas trabajo arduo o el suministro de
energia para formar una unién del bolsillo (estructura de encaje) al ligando y por lo tanto,
la atraccidon electrostatica para 7-hydroxicholesterol a Rora fueron los formados por

los atomos de carbono 1 y aquellos entre el carbono 11 a 24.

Curiosamente, hay 6 residuos de aminoacidos involucrados en el gasto de energia mas
alto, dos de ellos (TRP 239 y 235 HSD) se comportan como aminoacidos cargados
positivamente, dos (312 y 399 ASN ASN) se comportan como polares sin carga, y otros

dos (Gly 353 y MET 231) con el comportamiento alifatico no polar.

En la Figura 1 suplementaria el modelo 3D de la interaccion del receptor Rora con su
ligando natural (colesterol) se pone de relieve, mientras que la Figura 2 suplementaria
expone el modelo 3D de la interaccion del receptor Rorf con uno de sus ligandos
propios. Los modelos 3D de 7 dehidrocolesterol en diferentes poses, indican que 7-
hidroxicolesterol conserva muchos contactos clave al igual que el colesterol y el &cido

estearico con Rora y Rorf3 humana, respectivamente.

En general, la capacidad de ambas proteinas (Rora y Rorf humana) para unirse
selectivamente y con alta afinidad mas que en Rora que en Ror3 humana fue debido a la
formacion de un grupo de enlaces no covalentes débiles, enlaces de hidrégeno, enlaces
ionicos y las fuerzas de van de Waals acopladas con interacciones hidrofobas favorables.
La mayoria de las uniones son débiles, de modo que cada interaccion efectiva es requerida
para establecer simultaneamente muchos enlaces débiles. Esto fue posible so6lo en la
medida en que el contorno de la superficie de la molécula de ligando con alta precision se

ajusto a cada receptor.



Proyeccién de las interacciones proteina-proteina

STRING 9, 1 fue utilizado para perfilar los aspectos metabdlicos que estan implicados Rora
y RorP segun una busqueda detallada de los procesos biolégicos, funciones moleculares y
componentes celulares; coincidentemente, haciendo hincapié en las interacciones iterativas
con la urgencia de establecer un vinculo socio aun no claro de los aspectos metabdlicos,
patologias encontradas con predicciones en la literatura revisada, o incluso algunas adn no
reportadas. Los datos obtenidos de STRING se observan con mas detalle en el registro
suplementario, pero los datos que sirvieron de pruebas para comparar los resultados

obtenidos con estudios recientes, se presentan a través de la Tabla 1.



Figura 1. Modelo 3D del sitio de unién al ligando para Rora a 7 - dehidrocolesterol. El bolsillo del
sitio de union de ligando se colorea por hidrofobicidad, con un valor de -10 kcal / (mol * e) a la
zona roja y 10 kcal / (mol * e) para la zona azul. Las etiquetas de residuos estdan marcadas en
negro y marcadas con color verde claro. La cinta de hélice interior es de color azul, mientras que
las etiquetas de los a4tomos son de color rosa. 16 a 20 atomos de carbono y el nimero de
carbonos 1 del ligando tienen un mayor grado de interaccién con Phe 391, Phe 381, Phe 365, TRP
320, MET 368, CYS 323 residuos y menos medida con residuos distantes ILE327, GLN 289, VAL
364, 394 LEU, ILE 400, y GLU 329.
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Figura 2. Modelo 3D del sitio de unién al ligando para Rorf a 7 - dehidrocolesterol. El
bolsillo del sitio de unién se colorea por hidrofobicidad, con un valor de -10 kcal / (mol *
e) a la zona roja y 10 kcal / (mol * e) para la zona azul. Las etiquetas de residuos estan
marcadas en negro y marcadas con color verde claro. La cinta de hélice interior es de color
azul, mientras que las etiquetas de los atomos son de color rosa. Los atomos de carbono
11 a 24 del ligando tienen un alto grado de interaccién con TRP 239, HSD 235, ASN 312,
Gly 353 y un bajo grado de interaccion con ASN 399, 231 MET.

Del mismo modo, en atencién a la evidencia obtenida por ontologia de genes y
vias asociadas con la bUsqueda independiente para la interaccion en Rora y Rorf,
revalidado mediante la demostracion de estudios en los que se entiende que RORa es
comunmente regulado y / o hipo activado en el cancer de mama en comparacion al
tejido mamario normal, para resaltar los estudios que muestran que la expresion de RORa
suprime los fenotipos malignos en las células de cancer de mama, in vitro e in vivo. Por
otra parte, la actividad de RORa se puede clasificar en las vias del receptor nuclear
candnico y no candnico, que a su vez regulan diversas funciones celulares de cancer de

mama, incluyendo la proliferacion celular, la apoptosis y la invasion.
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Vias asociadas a ROR ay ROR B

Ritmo circadiano - mamifero

Vias asociadas con Cancer

Tabla 1. Basqueda de vias asociadas con Rora y Rorf, identificados por la caracteristica
de enriquecimiento en STRING.

Esta informacion sugiere que es un potente supresor de tumores y una posible diana
terapéutica para el cancer de mama [24]. De hecho, un estudio farmacocinético reciente
indica que SR1078, un agonista sintético para los receptores nucleares huérfanos Rora y
Rory, induce la expresion de dos genes diana ROR, glucosa-6-fosfatasa y FGF21 en ratones
[25]. El tratamiento con SR1078 potencia la apoptosis de las células de cancer de higado
en cultivo, lo que sugiere que el agonista puede ser un potente inhibidor de la progresion
del cancer [26]. Segun estudios recientes, y en relaciéon a haber encontrado la evidencia
marcada, el 7-dehidro-colesterol tiene una participacién directa significativa en las
patologias asociadas a la homeostasis del ritmo circadiano y en los tumores cancerosos. De
conformidad, todos los datos crecientes epidemioldgicos apoyan el papel que la vitamina D
(7-dehydroxicholesterol) podria desempefiar en el control del riesgo de muchas
enfermedades croénicas, incluyendo los canceres comunes, miopatia, enfermedad
autoinmune, la diabetes y el sindrome metabdlico, las infecciones y las enfermedades
cardiovasculares [21-23].

Los receptores nucleares y receptores huérfanos de acido retinoico (Rors; consistiendo en
Rora, Rorf y Rory) estan implicados en muchos procesos fisioldgicos, incluyendo la
regulacion del metabolismo, el desarrollo y la inmunidad, asi como el ritmo circadiano. La
reciente caracterizacion de ligandos enddgenos para estos receptores nucleares
huérfanos ha estimulado el desarrollo de ligandos sintéticos y ha abierto la posibilidad de
dirigirse a estos receptores para tratar varias enfermedades, incluyendo la diabetes, la
aterosclerosis, la autoinmunidad y el cancer [27]; esta es la razén por la que el 7-dehidro-
colesterol se considera un candidato para convertirse en un ligando sintético de Rora y
Rorp.

Sobre la base de estas observaciones en la literatura y dado el reciente progreso que
caracteriza agonistas RORa, nuevas investigaciones de actividades supresoras de
tumores por RORa en los canceres de mama pueden conducir al descubrimiento de nuevas

dianas terapéuticas para esta enfermedad mortal.
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CONCLUSIONES

Las multiples alineaciones siempre dan una indicaciéon sobre los elementos guardados entre
dos secuencias diferentes, en este caso la herramienta se justifica por apreciacidon de la
literatura, la marcada similitud entre el dominio de unién a ligando de Rora con Rorf asi
como otros motivos estructurales también altamente conservados. En general,
los resultados obtenidos por ambos modelos construidos revalidan el comienzo y la
informacién probada y sirven como evidencia para estudios adicionales, mas sin embargo
es conveniente un refinamiento de cada modelo para apoyar la exploracién de cada ligando
del receptor.

Desde que Rora presentd casi el mismo numero y tipo de residuos cerca del ligando
en RorB, lo que confirma la hipodtesis de que el dominio de unién a ligando y los
dos receptores, es altamente conservado, por lo que posiblemente el 7-hidroxicolesterol
asi no haya demostrado una mayor interaccion de afinidad con cada receptor , puede
servir como base para la construccion de ligandos sintéticos a modo de marcador biolégico,
esto indica que, independientemente de los resultados, cada modelo mostré evidencia
construida con alta significancia bioldgica. Las pocas interacciones por enlaces de
hidrégeno mostraron baja afinidad por el 7- dehidro-colesterol en ambos receptores, sin
embargo, cada modelo construido se estimd bajo los parametros de afinidad altamente
probables con la energia de empalme mas negativa, siendo éste el mas viable. Del mismo
modo, las fuerzas de Van der Waals que pudieron actuar no se consideraron adecuadas,
ya que un numero suficiente de las interacciones entre las moléculas de agua no se
expusieron, ni entre los residuos como se esperaba.

En dltima instancia, el 7- dehidrocolesterol se convierte en una opcién viable para futuros
estudios relacionados con la implicacion de este en el cancer y el ciclo circadiano,
de acuerdo a la informacién extraida de STRING estas dos patologias estan asociadas a los
receptores Rora y Rorf y en adicion como lo mencionan algunas investigaciones sobre el
7- dehidrocolesterol estan asociados con melanomas. Asi, se encontré una relacion directa
del 7- dehidro-colesterol con el céncer y el ritmo circadiano en este estudio,
mediante la construccion de modelos 3D y, a continuacion, filiacion de los datos filtrados
por STRING, donde una parte de la relacibn de ambos receptores esta marcada con las
proteinas NR1D2 y NR1D1 envueltas en la participacion de los procesos biolégicos,
funciones moleculares, dominios asociados y en especial la prueba mas importante, la
asociacion con las vias patoldgicas destacadas.

En comparacién con los ligandos naturales de Rora y (colesterol y acido esteéarico,
respectivamente) 7- dehidrocolesterol mostré una afinidad interesante, esto significa que

este ligando también actia como un agonista en funcién de la actividad transcripcional,
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puede estar muy involucrado y probablemente dependiente de ligando celular. Uniéndose
el 7-dehidro-colesterol con Rora proporciona un espectro de sitios de unién predichos en
la que el valor total de la energia contribuye a la correlaciéon evidenciada con otras
fuerzas i6nicas a una mejor cobertura conjunta y llena del ligando. En resumen, esto indica
que el 7- dehidro-colesterol puede ser la sustituciéon de la forma sintética del ligando
natural (colesterol), actuando como posibles vias farmacolégicas para la mejora
terapéutica de los trastornos asociados con el ciclo circadiano y el cancer. Mientras que
una caracteristica mas comun en el acoplamiento de Rorf, que no desmerece, por el
contrario, sirve como un modelo para el modelado posterior a favor de tratar de encontrar
un sitio de unién quizas lo mas favorable; sin su modelo de evidencia corroborado por
alineaciones en lo evidenciado en el dominio de unidon del ligando implicado en la

formacidén del bolsillo receptor y por lo tanto de todo el acoplamiento.

APENDICE A. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Los datos complementarios se muestran en la carpeta adjunto a este articulo.
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