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Resumen
Varios estudios proponen la nucleolina como un blanco alternativo para la búsqueda y el diseño de 
nuevas terapias antitumorales o anticancerígenas. El objetivo de este estudio fue evaluar compuestos 
con potenciales afinidades de unión al ARN de las nucleolinas mediante herramientas bioinformáticas. 
Se evaluaron diez compuestos de los cuales tres moléculas (ácido betulínico, triptolide y berberina) 
presentaron afinidades de interacción con el dominio de unión al ARN (RNA binding domain, RBD), 
exhibiendo valores de energía de unión significativamente favorables (p<0,05) y una constante 
de disociación calculada (K

d calc
) entre 0,14 y 0,91 μM. Las simulaciones de dinámica molecular 

evidenciaron que únicamente el complejo nucleolina-berberina tuvo estabilidad de interacción y 
energía libre de unión favorable en el tiempo simulado. Los residuos involucrados en la formación 
del complejo eran aminoácidos que cumplen funciones importantes en el sitio activo. Los hallazgos 
sugieren que, entre los compuestos evaluados, la berberina tuvo resultados favorables como potencial 
inhibidor de las actividades de la nucleolina, específicamente del dominio RBD.
Palabras clave: Bioinformática; Berberina; Cáncer; in silico; Nucleolinas; Productos naturales.

Abstract
Nucleolin has been proposed as an alternative target to search for and design possible new antitumor 
or anticancer therapies. Our objective was to evaluate compounds with potential binding affinities 
to the RNA binding domain (RBD) of nucleolins using bioinformatics tools. Ten compounds were 
evaluated of which three molecules (betulinic acid, triptolide, and berberine) showed binding affinities 
to the RBD domain with significantly favorable (p<0.05) binding energy values and calculated 
dissociation constant (K

d calc
) between 0.14-0.91 μM. Molecular dynamics simulations evidenced 

that only the nucleolin-berberine complex exhibited interaction stability and favorable binding free 
energy in the simulated time. The residues involved in the complex formation were amino acids that 
play important roles in the active site. These findings suggest that among the evaluated compounds, 
berberine showed favorable results as a potential inhibitor of nucleolin activities, specifically in the 
RBD domain.
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Introducción
Los productos naturales han demostrado ser fuentes importantes de compuestos con acti-
vidad inhibitoria de proteínas y potencial anticancerígeno. Muchos, como el curcumol, 
están en la mira de los investigadores para su desarrollo farmacológico (Wang et al., 2018; 
Wei et al., 2019), y muchos otros, como el paclitaxel, la camptotecina y nuevos derivados 
de la colchicina, ya se emplean farmacológicamente (Berrada et al., 2005; Howat et al., 
2014; Johnson et al., 2017).

Muchos de los compuestos naturales con posibles aplicaciones anticancerígenas 
interactúan con blancos moleculares proteicos e inhiben sus funciones y actividades (Pan 
et al., 2012; Khazir et al., 2014). Recientemente, se ha evaluado la nucleolina como 
blanco terapéutico en la búsqueda y desarrollo de moléculas inhibidoras o reguladoras de 
su expresión en células tumorales (Watanabe et al., 2010; Meng et al., 2011; Chen & Xu, 
2016; Wang et al., 2018). Este es el caso del curcumol y la oridonina, en los que se han 
reportado actividades inhibitorias de nucleolinas en células de carcinoma nasofaríngeo, 
desencadenando una disminución en la proliferación celular (Wang et al., 2018; Vasaturo 
et al., 2018).

La nucleolina es la proteína más abundante en los nucléolos (⁓90 %); cumple funcio-
nes importantes como la transcripción y el tráfico del ARNr, la regulación de la estructura 
de la cromatina y la nucleogénesis, y participa en el ensamblaje de ribosomas (Bugler et 
al., 1982; Ginisty et al., 1999; Tajrishi et al., 2011; Berger et al., 2015). Sin embargo, 
en células tumorales presenta una expresión alterada, localizándose abundantemente en 
el citoplasma y en la superficie celular, por lo que los investigadores correlacionan su 
sobreexpresión y abundancia con varios tipos de cáncer debido a su intervención en los 
procesos de proliferación y crecimiento celular (Berger et al., 2015; Chen & Xu, 2016).

Las nucleolinas presentes en la superficie celular son capaces de interrumpir procesos 
apoptóticos mediante la interacción con ligandos (ácidos nucleicos y proteínas) relacionados 
con este evento, promoviendo, así, la división descontrolada de células tumorales (Meng et 
al., 2011, Berger et al., 2015; Chen & Xu, 2016). La disminución de la concentración de 
esta proteína es capaz de generar la inhibición de la proliferación de células cancerígenas 
y desencadenar su apoptosis (Meng et al., 2011; Chen & Xu, 2016). 

Para contribuir en la selección de moléculas con posibles actividades inhibitorias de 
las nucleolinas, el objetivo principal de este estudio fue evaluar e identificar compuestos 
naturales con potencial actividad inhibitoria del RBD de las nucleolinas mediante el 
análisis de modelos de acoplamiento molecular y simulaciones de dinámica molecular.

Materiales y métodos
Caracterización de la capacidad farmacofórica del RBD de la nucleolina

El sitio con capacidades farmacofóricas en el RBD de la nucleolina (PDB: 2KRR) se 
determinó y se caracterizó empleando las herramientas DoGSiteScorer (Volkamer et al., 
2012) y GRaSP (Santana et al., 2020). Para ello se establecieron descriptores como las 
dimensiones del sitio farmacofórico, los grupos funcionales y la composición de residuos 
presentes, así como el puntaje de capacidad farmacofórica y la predicción de residuos con 
mayor probabilidad de interacción con ligandos.

Pruebas de acoplamiento molecular

Se hicieron pruebas de acoplamiento molecular entre la nucleolina (PDB: 2KRR) y com-
puestos naturales que han demostrado propiedades medicinales beneficiosas para el ser 
humano (Tabla 1). Las estructuras de la proteína y de las moléculas se obtuvieron de las 
bases de datos Protein Data Bank RCSB (Arumugam et al., 2010; Berman et al., 2000) 
y PubChem (Kim et al., 2016).

Para la preparación y minimización energética de la estructura de los compuestos y de 
la nucleolina se emplearon: el algoritmo de campo de fuerza universal (UFF), utilizando 
cuatro pasos por actualización; el algoritmo de gradientes conjugados, con un ciclo de 
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50.000 pasos y un criterio de convergencia de 0,001 kcal.mol-1.Å-1, y se añadieron cargas 
parciales y átomos de hidrógeno polares con un pH fisiológico celular de 7,4 mediante 
los programas Avogadro (Hanwell et al., 2012) y PyRx 0.8 (Dallakyan & Olson, 2015). 
Se hicieron pruebas de acoplamiento molecular en diez réplicas y se empleó una caja 
de interacción con dimensiones de 43x44x52 Å3, con el fin de minimizar el grado de 
incertidumbre de los ensayos computacionales; estas pruebas se hicieron con el programa 
AutoDock Vina v.1 (Trott & Olson, 2010). Como control se usó el diterpeno oridonina, 
la cual ha demostrado su actividad inhibitoria de las nucleolinas (Vasaturo et al., 2018).

La afinidad de interacción se determinó mediante la estimación de la constante de 
disociación calculada (K

d calc
) en la ecuación 1 (Ec. 1), así como la eficacia del ligando (EL) 

en la ecuación 2 (Ec. 2); para ello se emplearon las ecuaciones utilizadas por Choudhury 
et al. (2021) y Onawole et al. (2018), respectivamente:

Kd calc = e (ΔGx1000
RT

) ……….……....…………………………………………… Ec.1

EL = -ΔG
HA  ………...…..….…….………………………………………………… Ec. 2,

donde T es la temperatura corporal de 310 K (37 °C), R es la constante de los gases ideales 
con valor de 1,987207 cal.mol-1.K-1 y HA es el número de átomos pesados presentes en la 
estructura química del ligando (Hopkins et al., 2014; Onawole et al., 2018; Choudhury 
et al., 2021).

Se seleccionaron aquellos compuestos con valores de energía libre de unión (ΔG) 
significativamente favorables y valores de K

d calc
 menores a los registrados con el control, 

para su análisis y visualización.
La visualización, análisis y caracterización de los complejos resultantes de la interac-

ción de los compuestos seleccionados y el RBD de las nucleolinas, se hicieron con el pro-
grama Discovery Studio Visualizer v.20 (Dassault Systèmes BIOVIA, 2019).

Simulaciones de dinámica molecular

Las simulaciones de dinámica molecular se hicieron por triplicado para disminuir los 
errores y el grado de incertidumbre generados durante la determinación de la estabilidad 
de los complejos y la energía libre de interacción de los ligandos en el tiempo simulado; 
para ello se emplearon los programas NAnoscale Molecular Dynamics 2.14 (Phillips et 
al., 2005) y Visual Molecular Dynamics 1.9.4a53 (Humphrey et al., 1996).

En las simulaciones se emplearon los parámetros de campo de fuerza del programa 
CHARMM36 (Vanommeslaeghe et al., 2010); los datos topológicos de los compuestos se 
generaron con la herramienta Ligand Reader & Modeler (Jo et al., 2008; Kim et al., 2017) 
de CHARMM-GUI (Brooks et al., 2009; Lee et al., 2016). Los complejos seleccionados 
se sometieron a solvatación con moléculas de agua (H

2
O TIP3P) (Jorgensen et al., 1983), 

y para neutralizar las cargas parciales del sistema, se agregaron iones cloruro (Cl-) e iones 
sodio (NA+). A cada complejo se le aplicó una minimización energética empleando el 
método del gradiente de descenso más pronunciado para un máximo de 50.000 pasos; pos-
teriormente, cada complejo fue restringido empleando un ensamble isotérmico-isobárico 
(NPT) por 100 ps. Las simulaciones se hicieron a una temperatura de 310 K empleando 
el esquema de termostato de Berendsen (Berendsen et al., 1984) y a una presión de 1,02 
bares al emplear el esquema de baróstato de Parrinello-Rahman (Parrinello & Rahman, 
1980). Se utilizó el valor de 1 como constante dieléctrica del solvente; las simulaciones se 
realizaron durante 10 ns con intervalos de 2 fs y un periodo de oscilación de 150 fs, y las 
velocidades se determinaron según la distribución de Maxwell.

Como parámetros de estabilidad de la interacción se estimaron la raíz de la desviación 
cuadrática media (RMSD), la raíz de la fluctuación cuadrática media (RMSF), la variación 
de la raíz de la fluctuación cuadrática media (ΔRMSF), el área de superficie accesible al 
solvente (SASA), y el número de puentes de hidrógeno existente entre la proteína y los 
compuestos y en todo el complejo, empleando el programa Visual Molecular Dynamics 
1.9.4a53 (Humphrey et al., 1996). La energía de Gibbs se determinó para cada complejo 
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mediante el método de energía de interacción lineal (EIL) (Åqvist et al., 1994; Hansson 
et al., 1998), empleando el programa CaFE (Liu & Hou, 2016) y los coeficientes α=0,18, 
β=0,5, γ=0 (De Amorim et al., 2008; Hansson et al., 1998).

Análisis de datos

Las predicciones de ajuste a la regla modificada de los cinco de Lipinski (peso molecular 
≤ 500 g.mol-1, coeficiente de participación agua:octanol de Moriguchi ≤ 4,15, aceptores de 
puentes de hidrógeno ≤ 10, donadores de puentes de hidrógeno ≤ 5) (Lipinski et al., 2001) 
de los compuestos, se realizaron con la herramienta SwissADME (Daina et al., 2014; 
Daina & Zoete, 2016; Daina et al., 2017). Los datos de la energía libre de interacción 
obtenidos en las pruebas de acoplamiento molecular se analizaron mediante el test de 
Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952) y el test post-hoc de Dunn (Dunn, 1964), en 
ambos casos con un 5 % de nivel de significación, empleando el programa PAST v. 4.10 
(Hammer et al., 2001).

Resultados
El análisis de la capacidad farmacofórica del RBD reveló la presencia de un sitio alta-
mente farmacofórico con un puntaje de 0,80, valor que sugiere que este dominio presenta 
aptitudes fisicoquímicas para dirigir la detección o el diseño de posibles inhibidores 
(Volkamer et al., 2012). Las dimensiones del sitio fueron de 1774,85 Å3 de volumen, 
2524 Å2 de superficie y 28,36 Å de profundidad (Figura 1).

Se demostró la presencia de un total de 37 grupos funcionales capaces de actuar como 
donadores en puentes de hidrógeno y 94 grupos capaces de ser aceptores en puentes de 
hidrógeno; también se registró una hidrofobicidad del 52 % en el sitio, con un total de 140 
grupos funcionales capaces de generar interacciones hidrofóbicas.

La composición de residuos del sitio reveló la presencia de un 28 % de residuos polares, 
28 % de residuos apolares, 25 % de residuos básicos y 19 % de residuos ácidos con los 
siguientes aminoácidos: Phe11, Val12, Gly13, Asn14, Asn16, Phe17, Lys49, Phe50, Tyr52, 
Asn75, Lys78, Glu80, Lys81, Pro82, Lys83, Gly84, Lys85, Asp86, Lys88, Lys89, Arg91, 
Asp92, Ala93, Arg94, Thr95, Leu96, Leu97, Lys99, Glu119, Ile120, Arg121, Lys130, 
Ile132, Tyr134, Ile135, Glu136, Glu140, Glu144, Phe147, Glu148, Gln151, Leu162, 
Tyr163, Tyr164, Thr165, Gly166, Glu167, Pro168, Lys169, Gly170, Glu171, Gly172 y 
Leu173. El análisis llevado a cabo con algoritmos de aprendizaje de máquina evidenció 
que los residuos con mayor probabilidad de participación en interacciones con los ligandos 
fueron: Phe11, Phe50, Tyr52, Tyr134 y la Tyr163 (Figura 1).

Las pruebas de acoplamiento molecular revelaron que el ácido betulínico, la berberina 
y el triptolide presentaron valores significativamente favorables (p<0,05) de energía 
libre de interacción con el RBD comparados con el control (Tabla 1). Estos compuestos 
también demostraron una disminución en la constante de disociación estimada (K

d calc
) de 

Figura 1. Análisis de la capacidad farmacofórica del RBD de la nucleolina (PDB: 2KRR), sitio 
farmacofórico (A), residuos con mayor probabilidad de actividad (B)

A. B.
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cada complejo en comparación con el control (K
d calc 

= 0,14±0,01, 0,52±0,025 y 0,91±0,07 
μM, respectivamente), así como valores óptimos (≤0,3) de eficacia del ligando (EL = 0,2, 
0,3 y 0,3 kcal.mol-1.átom.pes.-1, respectivamente) (Hopkins et al., 2014; Onawole et al., 
2018), por lo que fueron seleccionados para analizarlos en las simulaciones de dinámica 
molecular (Tabla 1).

Las demás moléculas demostraron valores de energía libre de unión y de constante 
de disociación mayores a lo detectado en el control, lo que sugiere una interacción desfa-
vorable con la nucleolina. El complejo nucleolina-ácido betulínico registró valores de 
energía libre de unión de -9,73±0,04 kcal.mol-1 (Tabla 1). Se detectaron interacciones 
hidrofóbicas entre cadenas de alquilo del ácido betulínico y el residuo Ile132 e interacciones 
entre orbitales sigma del ácido betulínico y orbitales pi del residuo Phe50 (Figura 2A).

El complejo formado entre la berberina y la nucleolina reveló valores de energía 
libre de unión de -8,91±0,03 kcal.mol-1 (Tabla 1). Presentó puentes de hidrógeno con los 
residuos Lys49 y Tyr134, así como interacciones no convencionales entre átomos de car-
bono polarizados e hidrógeno con los residuos Glu80 y Lys81. También se identificaron 
interacciones entre orbitales pi de la berberina y cadenas de alquilo de los residuos Leu97 e 
Ile132, así como interacciones hidrofóbicas entre grupos alquilo del ligando y los residuos 
Lys49 y Lys83 (Figura 2B).

El complejo nucleolina-triptolide reveló valores de energía libre de unión de -8,57±0,05 
kcal.mol-1 (Tabla 1). Se registró la formación de puentes de hidrógeno entre el ligando y 
el residuo Lys99; también se determinó la formación de interacciones del tipo carbono-
hidrógeno con el residuo Lys81, así como interacciones hidrofóbicas entre grupos alquilo 
del triptolide y el residuo Lys78 (Figura 2C). Las afinidades registradas por los residuos 
de lisina se deben principalmente a la presencia de átomos de oxígeno electronegativos en 
el triptolide; también se sabe que es capaz de generar interacciones hidrofóbicas y de van 
Der Waals debido a su naturaleza lipofílica (Liu et al., 2015; Liu et al., 2019).

Las simulaciones de dinámica molecular realizadas con los complejos seleccionados 
(nucleolina-ácido betulínico, nucleolina-berberina, nucleolina-triptolide) revelaron una 
mayor estabilidad, principalmente en el complejo nucleolina-berberina, el cual demostró 
en el tiempo simulado un promedio menor de RMSD, con un valor de 4,60±0,57 Å 
(Figura 3A). Sin embargo, los complejos nucleolina-ácido betulínico y nucleolina-
triptolide presentaron mayores promedios de RMSD, con valores de 6,89±2,06 y 
6,90±2,08 Å, respectivamente.

Tabla 1. Energía libre de unión (ΔG) y constante de disociación (K
d calc

) y eficacia del ligando (EL) 
en las pruebas de acoplamiento molecular

Compuestos PubChem CID ΔG unión (kcal.mol-1) K
d calc (μM) EL (kcal.mol-1. 

átom.pes.-1)

Oridoninaa 5321010 -8,56±0,14 0,94±0,22 0,2

Ácido betulínico 64971 -9,73±0,04*** 0,14±0,01 0,2

Emodina 10207 -7,69±0,03 3,79±0,21 0,3

Berberina 2353 -8,91±0,03*** 0,52±0,025 0,3

Colchicina 6167 -8,17±0,17 1,81±0,68 0,2

Curcumina 969516 -7,6±0,31 4,57±2,02 0,2

Genisteína 5280961 -7,67±0,17 4,05±1,17 0,3

Noscapina 275196 7,83±0,18 3,11±0,71 0,2

Partenolida 6473881 -7,29±0,12 7,37±1,45 0,4

Resveratrol 445154 -6,97±0,05 12,22±0,99 0,4

Triptolide 107985 -8,57±0,05*** 0,91±0,07 0,3

a Control; átom.pes.: átomo pesado; *** p<0,001
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Se registraron fluctuaciones en residuos presentes en las regiones Asp36-Thr47, 
Phe50-Asp60, Gly84-Asn100, Tyr134-Thr139, y Leu162-Thr165, dándose las mayores 
principalmente en el residuo Lys88 del complejo nucleolina-berberina en comparación 
con lo detectado en la proteína en su forma nativa (sin ligandos) (Figura 3B, C).

Los valores de superficie accesible al solvente (SASA) tuvieron un ligero aumento en 
el complejo nucleolina-triptolide, con un promedio de 11983,15±169,31 Å. Sin embargo, 
se registraron promedios similares de SASA en los complejos nucleolina-berberina y 
nucleolina-ácido betulínico, con valores de 11399,89±401,45 Å y 11776,86±312,22 Å, 
respectivamente (Figura 3D). Estos valores sugieren un mayor acceso del solvente en la 
nucleolina debido a la presencia de los compuestos en el sitio activo.

El análisis del número de puentes de hidrógeno presentes en los complejos entre los 
ligandos y la nucleolina reveló la presencia de dos puentes de hidrógeno en el complejo 
nucleolina-berberina durante todo el tiempo simulado, observándose un aumento en su 
frecuencia después de los 5 ns de simulación (Figura 3E).

En el complejo nucleolina-triptolide se detectó la presencia constante de puentes de 
hidrógeno entre la molécula y la proteína durante el tiempo simulado.

Figura 2. Representaciones tridimensionales y bidimensionales de los complejos ligando-proteína 
seleccionados: complejo nucleolina-ácido betulínico (A), complejo nucleolina-berberina (B), 
complejo nucleolina-triptolide (C)

A.

B.

C.
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Por su parte el complejo nucleolina-ácido betulínico reveló la presencia de puentes de 
hidrógeno entre el ligando y la proteína durante 7 ns de simulación; el número de interac-
ciones decayó después de este tiempo (Figura 3E). Se pudo apreciar la formación de un 
número de 13 a 62 puentes de hidrógeno en todo el complejo nucleolina-berberina, siendo 
este el que presentó un mayor número de puentes de hidrógeno; se registraron 13 a 61 
puentes de hidrógeno en todo el complejo nucleolina-triptolide, y entre 11 y 60 en todo el 
complejo nucleolina-ácido betulínico (Figura 3F).

El cálculo de la energía Gibbs de la interacción (ΔG) de los complejos seleccionados 
reveló resultados favorables solo en el complejo formado entre la berberina y la nucleo-
lina, con valores promedio de -15,76±5,50 kcal.mol-1. Esto también se pudo constatar en 
los valores promedio de RMSD, RMSF y SASA, los cuales ofrecen información sobre la 
estabilidad de los complejos proteína-ligando.

El análisis del total de las trayectorias obtenidas en la simulación demostró que 
la berberina se mantiene dentro del sitio activo sin presentar grandes cambios en la 
estructura de la nucleolina (Figura 4A). Sin embargo, los complejos conformados por la 
nucleolina-ácido betulínico y la nucleolina-triptolide demostraron valores desfavorables 
de energía libre de unión en el tiempo simulado, con valores de 5,02±4,73 y 3,19±7,30 
kcal.mol-1, respectivamente.

El análisis de la regla de Lipinski de los compuestos demostró que sólo la molécula de 
ácido betulínico presentó una infracción a la regla, con un valor de coeficiente de partición 
octanol-agua de Moriguchi de 5,82, mayor a lo recomendado por la regla (Tabla 2).

Figura 3. Simulaciones de dinámica molecular de los complejos seleccionados: raíz de la desviación 
cuadrática media (RMSD) (A), raíz de la fluctuación cuadrática media (RMSF) (B), variación de la 
raíz de la fluctuación cuadrática media (ΔRMSF) (C), superficie accesible al solvente (SASA) (D), 
número de puentes de hidrógeno formado entre compuestos y la nucleolina (E), número de puentes 
de hidrógeno totales (F). Ác.: ácido
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La regla modificada de los cinco de Lipinski establece que los compuestos deben tener 
un peso molecular menor a 500 g.mol-1, un número menor a 10 grupos funcionales acep-
tores de puentes de hidrógeno, un número menor a cinco grupos funcionales donadores 

Figura 4. Trayectorias de las simulaciones de dinámica molecular de los complejos seleccionados: 
complejo nucleolina-berberina (A), complejo nucleolina-triptolide (B), complejo nucleolina-ácido 
betulínico (C). t

MD
: tiempo de simulación.

A.

B.

C.

Tabla 2. Evaluación del ajuste de los compuestos a la regla modificada de los cinco de Lipinski

Compuestos PMa Aceptores 
de PH

Donadores
de PH

TPSAb MLOGPc Infracc.

Ácido betulínico 456,70 3 2 57,53 5,82 1

Emodina 270,24 5 3 94,83 0,10 0

Berberinad 336,36 4 0 40,80 2,19 0

Colchicina 399,44 6 1 83,09 1,02 0

Curcumina 368,38 6 2 93,06 1,47 0

Genisteína 270,24 5 3 90,90 0,52 0

Noscapina 413,42 8 0 75,69 1,69 0

Partenolida 248,32 3 0 38,83 2,47 0

Resveratrol 228,24 3 3 60,69 2,26 0

Triptolide 360,40 6 1 84,12 1,26 0

PH: puentes de hidrógeno, Infracc.: número de infracciones a la regla; a PM: peso molecular (g.mol-1); b Área de 
superficie polar topológica (Å2); c Coeficiente de partición octanol-agua de Moriguchi; d Berberina en su forma 
de base.
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de puentes de hidrógeno, y que la molécula presente un valor de coeficiente de partición 
octanol-agua de Moriguchi menor a 4,15. Estos parámetros permiten estimar o predecir la 
solubilidad y la permeabilidad de los compuestos como medida de su biodisponibilidad en 
el organismo (Lipinski et al., 2001; Walters, 2012).

Es importante destacar que todos los compuestos evaluados, excepto las moléculas de 
emodina, curcumina y genisteína, revelaron valores de TPSA menores a 90 Å2 (Tabla 2). 
Por lo demás, es importante destacar que los compuestos evaluados demostraron valores 
dentro de los límites de los parámetros sugeridos por la regla modificada de los cinco de 
Lipinski empleada en este estudio, excepto la molécula del ácido betulínico, el cual pre-
sentó un valor de MLOGP mayor a lo sugerido.

Discusión
Los análisis de acoplamiento molecular revelaron la formación de tres complejos con 
valores de energía de interacción significativamente favorables entre el RBD de las nucleo-
linas y los compuestos (ácido betulínico, triptolide y berberina).

Entre las interacciones registradas en estos complejos, la unión específica más impor-
tante impulsada por la entalpía, presente en ⁓67 % de los complejos proteína-ligando, 
son los puentes de hidrógeno. Esta unión ayuda a la orientación del ligando en la proteína 
blanco, por lo que se encuentra asociada a la distorsión conformacional de los compuestos. 
También se ha observado que presenta grandes aportes energéticos a la afinidad, de ⁓0,25 a 
40 kcal.mol-1, por lo que es una de las interacciones más importantes en la búsqueda y diseño 
de inhibidores (Zhou et al., 2012). Las interacciones mediadas por átomos de carbono 
parcialmente polarizados en los puentes de hidrógeno no convencionales, se consideran 
el segundo tipo de unión más importante que afecta la estructura de las proteínas. Se trata 
de una unión débil, sin embargo, se encuentra en un 20 a 25 % del total de los puentes de 
hidrógeno; es, además, uno de los fenómenos más comunes en los complejos proteína-
ligando y cumple roles importantes en la afinidad de unión al ligando (Zhou et al., 2012).

Las interacciones hidrofóbicas se consideran débiles con aportes de energía de ⁓1,5 
a 2 kcal.mol-1, no obstante, tienen un papel importante en la estabilización energética del 
ligando en la estructura de la proteína (Patil et al., 2010; Zhou et al., 2012). También se ha 
reportado que existe una correlación entre la afinidad de interacción de los ligandos y las 
superficies lipofílicas de las proteínas en el sitio activo o de unión, si bien lo más sobresa-
liente es que las interacciones hidrofóbicas generan la repulsión y el reordenamiento de las 
moléculas de agua en el sitio activo de las proteínas, por lo que se consideran importantes 
para el desarrollo de inhibidores (Böhm & Klebe, 1996; Bissantz et al., 2010).

Las interacciones entre orbitales pi del grupo arilos de los aminoácidos son también 
interacciones hidrofóbicas, que aportan polarizaciones y momentos cuadrúpolos consi-
derables, los cuales dan lugar a la formación de interacciones con un conjunto de opciones 
geométricas que el ligando puede adoptar para alcanzar la estabilidad energética (Bissantz 
et al., 2010).

En cuanto a la proteína diana, esta presenta dominios de unión al ARN (RBD) que 
cumplen funciones claves en procesos celulares como el empaquetamiento y el transporte 
de moléculas de ARNr en los nucléolos (Arumugam et al., 2010). Además, se ha descrito 
que la proteína se encuentra involucrada en la proliferación de células cancerígenas 
bloqueando la apoptosis (Berger et al., 2015). Se ha relacionado la nucleolina con las 
interacciones Fas-FasL y, por consiguiente, con la vía de inducción apoptótica en células 
cancerígenas (Wise et al., 2013; Berger et al., 2015). El sitio activo de la nucleolina impli-
cado en la unión con la proteína Fas es el RBD y la formación de esta interacción bloquea 
directamente la presencia del complejo Fas-FasL, evitando, así, la apoptosis, por lo que la 
inhibición de este dominio activo termina desencadenando la muerte celular programada 
de la célula tumoral (Wise et al., 2013).

Todos los estudios llevados a cabo hasta el momento sugieren que la nucleolina es un 
blanco prometedor en la búsqueda de posibles candidatos moleculares para el desarrollo 
de nuevas terapias anticancerígenas (Berger et al., 2015; Vasaturo et al., 2018).
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Las simulaciones de dinámica molecular efectuadas en este estudio demostraron fluc-
tuaciones en los complejos analizados con una baja afinidad hacia los ligandos ácido betu-
línico y triptolide. Otros estudios experimentales han revelado que la especificidad y la 
afinidad del RBD de las nucleolinas son dependientes de las interacciones que puedan 
darse en estos sitios, así como también de la naturaleza química de los ligandos, ya que se 
ha descrito que los RBD son capaces de interactuar con varios tipos de ligandos, como los 
ácidos nucleicos (ARN), las proteínas, las moléculas pequeñas e, inclusive, iones como 
el Ca+2 (Serin et al., 1997; Ginisty et al., 2001; Losfeld et al., 2009; Wang et al., 2018).

Las fluctuaciones observadas en los valores de RMSD y RMSF de los complejos se 
deben principalmente a la naturaleza flexible de la nucleolina, específicamente del RBD 
(Allain et al., 2000; Bouvet et al., 2012). Esta flexibilidad favorece en gran medida las 
funciones de la nucleolina, tanto en su forma libre como en su estado unido a ligandos 
(ARN, proteína, iones, etc.), siendo dicha flexibilidad esencial para la adaptabilidad 
estructural (disminución del desorden estructural del RBD en unión con los ligandos), y 
para la reducción de los costos entrópicos que se puedan generar durante la formación de 
las interacciones en los complejos y que afectan directamente la afinidad hacia los ligandos 
(Serin et al., 1997; Allain et al., 2000; Bouvet et al., 2012).

En los últimos años el desarrollo de terapias anticancerígenas se ha enfocado mues 
especialmente en compuestos naturales que actúan como inductores apoptóticos. Es el 
caso de las moléculas evaluadas en este estudio (ácido betulínico y triptolide), que han 
demostrado actividad supresora de la proliferación celular en varios tipos de cáncer (Pisha et 
al., 1995; Schmidt et al., 1997; Wick et al., 1999; Thurnher et al., 2003; Chintharlapalli 
et al., 2007; Hordyjewska et al., 2018; Yan & Sun, 2018; Hou et al., 2019).

La berberina es uno de los compuestos naturales más prometedores en la lucha 
contra el cáncer. Este alcaloide isoquinoléico está presente en varias especies vegetales 
(Imanshahidi & Hosseinzadeh, 2008; Sun et al., 2009) y ha sido ampliamente estudiado. 
Se ha demostrado su actividad contra las células cancerosas mediante la regulación de 
la expresión de genes y la inhibición de proteínas (Sun et al., 2009; Wang et al., 2015; 
Palmieri et al., 2019; Rauf et al., 2021). Se han reportado varios blancos moleculares de 
acción para la berberina en células cancerosas, por ejemplo, la AP-1 (Shen et al., 2005; Sun 
et al., 2009) y los ácidos nucleicos (ADN y ARN) (Islam & Kumar, 2008; Sun et al., 2009; 
Parchehbaf-Jadid et al., 2012). También se ha descrito que inhibe la N-acetiltransferasa 
(Lin et al., 2005; Sun et al., 2009), la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Seaver & Smith, 2004; 
Sun et al., 2009), la telomerasa (Biao et al., 2007; Sun et al., 2009), y la topoisomerasa I 
mediante la formación de complejos ternarios (ADN-topoisomerasa I-berberina) (Qin et 
al., 2007; Sun et al., 2009).

En recientes estudios computacionales se ha evidenciado que la berberina presenta 
también afinidades de interacción con sitios activos del receptor del factor de crecimiento 
epidérmico (EGFR), la proteína quinasa de serina/treonina (AKT), la P38 y la quinasa 
regulada por señales extracelulares 1/2 (ERK1/2). Es posible que estas uniones supriman 
varias vías de fosforilación en células cancerígenas (Jabbarzadeh-Kaboli et al., 2019). 

Entre todas las dianas descritas, una de la más importante es la interacción Fas-FasL. 
Este alcaloide es capaz de intervenir en dicha unión mediante la regulación de la expresión 
de la FasL, lo cual desencadena la apoptosis de las células cancerígenas (Hsu et al., 2007; 
Kim et al., 2015).

En otros estudios se ha reportado que el curcumol, un compuesto con propiedades 
anticancerígenas, en células de carcinoma nasofaríngeo induce a la apoptosis bloqueando 
la proliferación celular por inhibición de las nucleolinas. También se ha encontrado que 
es capaz de disminuir el crecimiento de células cancerosas mamarias mediante interacción 
con nucleolinas y los receptores ERα36 (Wang et al., 2018; Wei et al., 2023). El análisis 
computacional reveló que el curcumol presenta interacciones semejantes a las descritas con 
la berberina en el presente estudio. Este terpenoide (curcumol) se une al RBD formando 
el complejo nucleolina-curcumol, el cual actúa inhibiendo las actividades de la nucleolina 
(Wang et al., 2018).
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Ambos complejos (nucleolina-curcumol y nucleolina-berberina) presentan residuos 
comunes involucrados en la estabilización de los complejos. Estos son los aminoácidos 
Ly49, Lys130, Lys99 y Glu80, con los cuales se generan interacciones como los puentes 
de hidrógeno, las uniones hidrofóbicas y las fuerzas de van der Waals (Wang et al., 2018).

Tales interacciones no solo conducen a la inhibición de las actividades de la proteína, 
sino que posiblemente son la causa de las propiedades apoptóticas del curcumol en las 
células de carcinoma nasofaríngeo (Wang et al., 2018), y podrían aportar significativa-
mente también a las afinidades de interacción y estabilidad energética de la berberina con 
la nucleolina.

Todos los resultados generados en este estudio evidencian que la berberina, el ácido 
betulínico y el triptolide presentan afinidades de interacción con el dominio activo RBD de 
las nucleolinas; sin embargo, las simulaciones de dinámica molecular revelaron que sólo 
la berberina exhibió interacciones estables y favorables con la nucleolina susceptibles de 
estudiarse en ensayos in vitro e in vivo para así determinar todos sus blancos y mecanismos 
de acción en células cancerígenas.
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