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RESUMO 
	
  

siRNAs são pequenos RNAs de interferência de cadeia dupla que podem 

silenciar a expressão de genes específicos pós-transcricionalmente. A despeito 

de suas importantes funções biológicas, poucos estudos vêm se dedicando a 

abordá-los sob a perspectiva atomística. Com relação às técnicas 

computacionais, existem ainda poucas informações sobre a confiabilidade das 

predições in silico realizadas com estas pequenas moléculas de RNA de fita-

dupla. Neste contexto, o presente trabalho compara os campos de força 

AMBER, CHARMM e GROMOS na descrição conformacional de siRNAs livres 

e complexados a proteína p19, através de simulações por dinâmica molecular. 

Destes, AMBER e CHARMM mantiveram a conformação molecular dos siRNAs 

similar à	
  geometria cristalográfica, enquanto o GROMOS introduziu uma série 

de distorções, conforme descrito previamente para a molécula de DNA (RICCI 

ET AL., 2010).  De forma geral, a complexação à	
  p19 promoveu um aumento na 

rigidez dos siRNAs. Em contrapartida, os problemas apresentados pelo 

GROMOS foram extensos, incluindo abertura da dupla-hélice e perda do 

pareamento, possivelmente através de problemas nos ângulos torcionais 

descritores do esqueleto conformacional dos siRNAs. Assim, os dados obtidos 

apontam para AMBER e CHARMM como os principais campos de força para 

simulações de pequenos RNAs. Por outro lado, observamos potenciais pontos 

de partida para melhoria do GROMOS na descrição de ácidos nucleicos, o que 

permitiria simulações cobrindo escalas de tempo maiores em máquinas de 

custos menores.  
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ABSTRACT 
	
  

The small interfering RNA (siRNA), which are small pieces of double-stranded 

RNA, can silence the expression of specific genes at the post-transcriptional 

level. While such molecules have an important biological function, only few 

studies have been dedicated to approach them under the atomistic perspective. 

Regarding the computational techniques, there is little information on the 

reliability of in silico predictions performed with these small double-strands RNA 

molecules. In this context, the current work intends to compare AMBER, 

CHARMM and GROMOS force fields on the conformational description of p19 

protein complexed and uncomplexed siRNAs under molecular dynamics 

simulations. AMBER and CHARMM force fields behaved similarly to the 

crystallographic geometry, while GROMOS force field shows a series of 

distortions, as previously described in DNA simulations (RICCI ET AL., 2010). 

When complexed to p19, the dynamics of the siRNA demonstrated an increase 

in its rigidity. On the other hand, the problems presented on GROMOS force 

field were extensive, including opening of double strands, and loss of base 

pairing, possibly due to problems with backbone torsional angles of siRNAs. 

Thus, the obtained data points to AMBER and CHARMM as the main force 

fields for simulations of small RNAs. Moreover, we observed potential starting 

points for improving the GROMOS force field on the nucleic acids description, 

allowing simulations covering longer time scales at lower cost machines. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 VIA DO RNA DE INTERFERÊNCIA  

 Três tipos principais de moléculas de RNAs participam durante a 

tradução de proteínas em eucariotos: RNA mensageiro (mRNA), RNA 

transportador (tRNA) e RNA ribossômico (rRNA) (Figura 1). Além desses, 

existem pequenos RNAs que não são traduzidos em proteínas. Em vez disto, 

esses pequenos RNAs de 20 a 30 nucleotídeos, com sequência complementar 

à	
   porções do transcrito de mRNA, regulam a expressão de determinados 

genes, interferindo no processo traducional. Esse processo, pós-transcricional, 

é	
   conhecido como via do RNA de interferência ou via do silenciamento da 

expressão gênica (GROßHANS & FILIPOWICZ, 2008; MEISTER & TUSCHL, 2004). A 

descoberta desses pequenos RNAs e seu papel no silenciamento da 

expressão gênica alterou profundamente o entendimento da regulação gênica 

(NOVINA & SHARP, 2004).  

Figura 1. Representação tridimensional dos RNAs, bem como dos RNAs de interferência. 
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 Esses pequenos ácidos nucleicos recebem o nome de RNAs de 

silenciamento ou RNAs de interferência (RNAi). Primeiramente encontrados 

apenas em plantas (Figura 2), estão presentes em eucariotos (MEISTER & 

TUSCHL, 2004; NOVINA & SHARP, 2004). Essa via de silenciamento foi descoberta 

como um mecanismo de defesa à	
   infecção viral, protegendo o organismo do 

RNA viral e também prevenindo a integração aleatória dos elementos genéticos 

móveis (transposons) (MEISTER & TUSCHL, 2004). Existem diferentes classes de 

RNAs de interferência regulatórios, sendo as principais os microRNAs 

(miRNAs), RNAs associados a proteínas da subfamília Piwi (piRNAs) e 

pequenos RNAs de interferência (siRNAs) (Figura 1) (GROßHANS & FILIPOWICZ, 

2008; JINEK & DOUDNA, 2009) 

Figura 2. Primeira descrição fenotípica do RNA de interferência. As partes brancas nas flores de petúnia 

representam as áreas na qual o RNAi silenciou a expressão de um determinado gene relacionado com a 

coloração das flores (adaptado de GROßHANS & FILIPOWICZ, 2008).  

Os miRNAs são codificados por genes específicos, os quais têm a 

função de reprimir a tradução do mRNA e de direcionar esse mRNA para a 

degradação (Figura 3A) (HANNON, 2002; GROßHANS & FILIPOWICZ, 2008; JINEK & 

DOUDNA, 2009). Na via de silenciamento da expressão gênica dos miRNAs, o 

transcrito primário contendo de 60 a 70 pares de bases (pri-miRNA, embora 

alguns segmentos de bases não sejam pareados), forma uma estrutura de 

grampo (hairpin) dentro do núcleo celular. Essa estrutura é	
   processada pela 

enzima Drosha em um precursor do miRNA (pré-miRNA) e transportado para o 
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citoplasma. Dicer, uma enzima da família RNase III, realiza a clivagem do pré-

miRNA, originando um duplex de miRNA. Esse pequeno RNA possui uma fita 

denominada passageira e uma fita denominada guia, que possibilitarão o 

reconhecimento do miRNA pela proteína Argonauta (Ago). Esta proteína Ago, é	
  

o elemento central de um sistema ribonucleoprotéico denominado complexo de 

silenciamento induzido por RNA (RISC). Este complexo utiliza a fita guia do 

miRNA para se ligar à	
   sequência específica de silenciamento no mRNA. A 

partir do reconhecimento da sequência complementar do miRNA no mRNA, 

ocorre a ligação do complexo RISC, impedindo que o ribossomo se ligue ao 

RNA e realize a tradução. Além da repressão da tradução, o complexo RISC 

também realiza a remoção da cauda poli (A) na extremidade 3’	
   do mRNA, 

direcionando esse ácido nucleico para a degradação (HANNON, 2002; GROßHANS 

& FILIPOWICZ, 2008; JINEK & DOUDNA, 2009). 

O segundo tipo de RNAi compreende os piRNAs, de 24 a 31 

nucleotídeos que têm como função principal o silenciamento dos transposons 

em células germinativas (JINEK & DOUDNA, 2009; GROßHANS & FILIPOWICZ, 2008). 

O mecanismo de ação desses pequenos ácidos nucleicos não está	
  

completamente esclarecido, embora algumas etapas já	
   estejam elucidadas. 

Sabe-se que o precursor desse RNA é	
  uma fita simples, pois a sua biogênese 

não necessita de uma enzima da família das RNases (JINEK & DOUDNA, 2009). 

Esses RNAs induzem um sistema recíproco de clivagem senso e anti-senso 

nos elementos de transposons (Figura 3B). Esse processo é	
   mediado pelo 

complexo Piwi, formado pelas proteínas Piwi, Aubergina (AUB) e Argonautas 

(AGO3). O processo de silenciamento é	
   iniciado com a proteína Piwi ou AUB 

realizando o corte das fitas senso dos transcritos de transposons, originando 

fitas senso de piRNAs. Estas são direcionadas à	
   fita anti-senso de outro 

transcrito de transposon pela proteína AGO3. Os produtos dessa clivagem dão 

origem às fitas anti-senso de piRNAs, que por sua vez se ligam ao complexo 

Piwi, o qual orienta o corte das fitas senso dos transcritos de transposons, 

originando fitas senso de piRNAs (Figura 3B) (JINEK & DOUDNA, 2009). Esse 

processo é	
   cíclico, permitindo que o mRNA seja processado corretamente e 

posteriormente utilizado no processo traducional em células germinativas. 
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Figura 3. Representação das vias de silenciamento da expressão gênica pelo miRNA (A) e piRNA (B) 

(adaptado de JINEK & DOUDNA, 2009). 

A terceira classe de RNAi, os pequenos RNA de interferência (siRNA), 

são moléculas derivadas de um longo RNA de fita dupla em resposta à	
  

replicação do RNA viral, à	
  transcrição em convergência de genes celulares ou 

aos elementos genéticos móveis (GROßHANS & FILIPOWICZ, 2008; JINEK & 

DOUDNA, 2009; MEISTER & TUSCHL, 2004). Inicialmente, esse longo RNA é	
  clivado 

pela endonuclease Dicer em pequenos RNAs de fita dupla com 20 a 25 

nucleotídeos. Em seguida, uma a fita guia do siRNA é direcionada pela 

proteína Ago ao núcleo do complexo RISC, permitindo que a fita passageira 

seja clivada pela Ago e, assim, liberada do complexo RISC. A proteína Ago 

utiliza a fita guia para se associar ao mRNA através da complementaridade de 

sequência para então realizar a clivagem deste RNA. Os fragmentos de mRNA 
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resultantes são alvos para a outras enzimas que realizarão a degradação deste 

transcrito (Figura 4) (GROßHANS & FILIPOWICZ, 2008; JINEK & DOUDNA, 2009). 

Existem vírus, encontrados principalmente em plantas, capazes de 

expressar determinadas proteínas que se ligam aos RNAs de interferência e 

impedem a ligação da proteína Argonauta (YE ET AL., 2003). Essa associação 

impede a ligação dos RNAs ao complexo RISC, suprimindo a atividade de 

silenciamento da expressão gênica. Como exemplo, o tombusvirus, que pode 

ser encontrado em tomates, expressa uma proteína chamada p19 (Figura 4),  

que interage com o siRNA impedindo a ligação do complexo RISC e permitindo 

a expressão de genes presentes no RNA viral. Como resultado desta contra-

defesa, o vírus consegue expressar suas proteínas usando os componentes 

celulares da planta e se propaga pelo organismo (YE ET AL., 2003). 

Os RNAs de interferência podem ser utilizados tanto na clínica quanto 

no laboratório. Os siRNAs, potencialmente, podem ser utilizados para silenciar 

genes relevantes a determinadas doenças (GROßHANS & FILIPOWICZ, 2008). Um 

dos maiores desafios para esta alternativa terapêutica	
  é	
  conseguir que o RNA 

se ligue de forma eficiente e específica no seu sitio de ação no organismo.  

Independente do seu potencial terapêutico, os siRNAs já	
   revolucionaram a 

pesquisa biomédica básica. O uso de siRNAs sintéticos, grampos (hairpins) de 

RNA ou precursores de RNA fita dupla, permitem aos pesquisadores suprimir a 

função de um gene ou até	
  mesmo elucidar rotas biológicas com facilidade e 

velocidade sem precedentes (HANNON, 2002; GROßHANS & FILIPOWICZ, 2008). 
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Figura 4. Representação da via do RNA de interferência para o siRNA. A proteína p19 do tombusvirus, 

que realiza o impedimento da ligação do complexo RISC, também esta representada na figura (baseado 

em JINEK & DOUDNA, 2009). 
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1.2 ESTRUTURA DO SIRNA 

Os RNAs, incluídos os siRNAs, são polímeros sintetizados a partir de 

quatro diferentes tipos de nucleotídeos, cada um formado por três partes: uma 

base nitrogenada, um carboidrato e um grupamento fosfato. No caso dos 

RNAs, as bases nitrogenadas são a adenina (A), a guanina (G), a citosina (C) e 

a uracila (U), e a parte sacarídica é	
   chamada β-D-ribose (Figura 5) 

(BLOOMFIELD, ET AL., 2000; JINEK & DOUDNA, 2009).  

 
Figura 5. Representação esquemática dos nucleotídeos que compõe o siRNA e suas variações na base 

nitrogenada (adaptada de VERLI, 2014 ). 

 

A polimerização destes nucleotídeos para compor os diferentes tipos de 

ácidos nucléicos se dá	
  através da formação de uma ligação química entre os 

grupos fosfato, denominada ligação fosfodiéster (Figura 6). Esta ligação 

“While the biological properties of deoxypentose 
nucleic acid suggest a molecular structure containing 
great complexity, X-ray diffraction studies described 
here... show the basic molecular configuration has 
great simplicity. ”	
  

Rosalind Franklin (1920-1958) 
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estabelece uma série de ângulos torcionais, ou seja, ligações ao redor das 

quais pode haver rotação. Enquanto numa ligação peptídica são formados 3 

ângulos torcionais (ω, ψ, φ), na ligação fosfodiéster encontramos os ângulos 

α, β, γ (na região 5'), δ (entre os átomos 3' e 4' da pentose), ε e ζ (na porção 3'). 

Há, ainda, o ângulo χ, formado entre o carbono 1' da pentose e a base 

nitrogenada que representa a ligação glicosídica entre a base e o açúcar. 

(Figura 6) (BLOOMFIELD, ET AL., 2000). Observa-se, assim, que os grupos fosfato 

agregam grande flexibilidade às moléculas de ácidos nucléicos. Ainda em 

analogia à	
   estrutura de proteínas, a porção de ácidos nucléicos que não 

contém a base nitrogenada pode ser chamada de esqueleto. 
 

Figura 6. Os sete ângulos torcionais que especificam a conformação de cada nucleotídeo na cadeia do 
siRNA. O carboidrato ligado ao grupamento fosfato é caracterizado por seis ângulos torcionais. A 

orientação da base em relação ao carboidrato é especificada pela ligação glicosídica, um único ângulo 

torcional (adaptada de VERLI, 2014). 

 

Contudo, ângulos torcionais não são a única forma de descrever estas 

moléculas. Ao estabelecerem o pareamento entre as fitas, os ácidos nucléicos 

dupla-hélice definem uma série de parâmetros geométricos importantes para a 

caracterização estrutural e conformacional destas biomoléculas (Figura 7) 

(BLOOMFIELD, ET AL., 2000; VERLI, 2014). Estes parâmetros são definidos a partir 

dos movimentos translacionais ou rotacionais que cada base ou pares de 

bases podem sofrer dentro da região pareada.  

Considerando um espaço cartesiano definido pelos eixos x, y e z (Figura 

7), os parâmetros geométricos translacionais de bases em uma dupla fita de 
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siRNA envolvem 1) o deslocamento do par de bases ao longo do eixo x ou do 

eixo y, 2) o deslocamento de uma base em relação à	
  outra, seja como uma 

distensão ao longo do eixo y (stretch), 3) seja como cisalhamento ao longo do 

eixo x (shear), um 4) escalonamento acima ou abaixo do plano xy (stagger), ou 

ainda uma elevação ao longo do eixo z (rise), seja como um 5) deslizamento ao 

longo do eixo y (slide) ou 6) ao longo do eixo x (shift).  

Os parâmetros rotacionais de bases ou pares de bases entre si 

produzem diferentes tipos de inclinação definidas como tip, inclination, roll e tilt. 

Alguns pares de bases podem ainda ser classificados como torcidos, os quais 

são definidos como twist, propeller ou buckle, e abertos definidos como opening 

(BLOOMFIELD, ET AL., 2000; VERLI, 2014). 

 Figura 7. Parâmetros geométricos empregados como descritores da geometria dos siRNAs (LU ET AL., 

2003; VERLI, 2014 ). 

 

Os siRNAs, como demonstrado anteriormente, são pequenos 

fragmentos de 21 a 25 nucleotídeos provenientes de um processamento 

realizado pela Dicer, a partir de um longo RNA de dupla fita (GROßHANS & 

FILIPOWICZ, 2008; JINEK & DOUDNA, 2009). Por serem ácidos nucleicos, essas 

moléculas possuem como segmentos terminais o grupamento 5’- fosfato e a 3’-

hidroxila. Na extremidade 3’	
   existem nucleotídeos salientes e não pareados, 

que recebem o nome de extremidades coesivas (Figura 8) (YE, ET AL., 2003). 
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Assim, os siRNAs possuem um duplex de 19 a 23 pares de bases, geralmente 

com 2 nucleotídeos salientes na extremidade 3’ (Figura 8).  Existem proteínas 

virais (Figura 4) com a capacidade de reconhecimento e ligação ao núcleo 

central dos siRNAs. Como exemplo, a proteína p19 que possui a capacidade 

de ligação específica com os 19 pares de bases centrais dos siRNAs, não 

reconhecendo as extremidades coesivas. 

Figura 8. Estrutura primária e tridimensional de um siRNA, em ambas representações as extremidades 
coesivas estão destacadas. 
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1.3  O PAPEL DA DINÂMICA MOLECULAR NA CARACTERIZAÇÃO CONFORMACIONAL 

DE ÁCIDOS NUCLEICOS  

A elucidação das bases moleculares para fenômenos biológicos passa 

pela caracterização de suas estruturas tridimensionais com resolução atômica. 

Infelizmente, o emprego de métodos como a cristalografia de raios-X na 

determinação das estruturas de ácidos nucleicos implica tanto em custos 

elevados quanto em dificuldades de descrever adequadamente a flexibilidade 

molecular (SIM, ET AL., 2012). Métodos alternativos, como aqueles baseados no 

uso de computadores (também chamados de estudos in silico), oferecem 

abordagens complementares, capazes de transitar tanto por informações na 

forma de sequências de nucleotídeos quanto na forma de estruturas 

tridimensionais (LAING & SCHLICK, 2010; LAING & SCHLICK, 2011). 

 O conjunto de métodos in silico que lidam com moléculas com 

resolução atômica podem também ser chamados de bioinformática estrutural, 

oferecendo inclusive a possibilidade de descrever a flexibilidade molecular. 

Esta área foca na representação, no armazenamento, na recuperação, na 

análise e na visualização estrutural, oferecendo abordagens para a 

manipulação de informação sobre macromoléculas biológicas e a busca pelas 

bases estruturais para fenômenos biológicos, patológicos e terapêuticos 

(BOURNE & WEISSIG, 2003). Uma das técnicas em bioinformática estrutural mais 

comumente empregadas neste sentido é	
  a dinâmica molecular (DM).   

 A DM descreve a variação do comportamento molecular em função do 

tempo. Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), 

a DM consiste em um procedimento de simulação que calcula o movimento dos 

átomos segundo a equação do movimento de Newton. Por ser baseada na 

física de Newton, a DM faz parte dos métodos chamados de mecânica 

molecular (ou mecânica clássica), em oposição aos métodos de física quântica 

denominados mecânica quântica (VERLI, 2014). 

A descrição conformacional oferecida pela DM baseia-se na integração 

da 2ª Lei de Newton, onde Fxi é a força aplicada ao átomo i na posição x, t é o 

tempo, v é a velocidade e ai a aceleração do átomo i (LEACH, 2001). Aplica-se 

essa equação a todos os átomos do sistema, sucessivamente, e assim obtém-

se uma sequência de diferentes posições dos átomos em função do tempo, ou 

seja, uma trajetória de movimento das moléculas em estudo (LEACH, 2001). 
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Esse conjunto de coordenadas pode representar, por exemplo, as mudanças 

conformacionais de uma molécula de ácido nucleico em solução aquosa 

(Figura 9).  

 
Figura 9. Representação da equação de movimento de Newton utilizada para a descrição conformacional 
oferecida na DM. A proteína AT-glicosilada é apresentada como resultado da aplicação desta equação 
sobre seus sistema. 

	
  

Quando se inicia um estudo por DM podemos utilizar estruturas de 

partida de diferentes origens, tais como aquelas derivadas do método de 

cristalografia de raios-X ou RMN, disponíveis no Protein Data Bank 

(www.rcsb.org). Em seguida, precisamos incluir as moléculas do solvente em 

quantidade representativa da concentração dos solutos em estudo nos 

sistemas de interesse (como no citoplasma, por exemplo). Esta adição cria, 

contudo, interações soluto-solvente até	
   então inexistentes nas estruturas 

determinadas experimentalmente. Tais interações são acomodadas através de 

um cálculo denominado minimização de energia, que reorienta as posições 

atômicas buscando reduzir a energia global do sistema e, assim, em 

conformações e orientações moleculares mais estáveis para o sistema em 

estudo (LEACH, 2001; VERLI, 2014). 

Nas simulações por DM, alguns aspectos metodológicos importantes 

devem ser considerados, dentre os quais destacam-se: 

Ø Condições periódicas de contorno: Permitem que a caixa de 

simulação (espaço tridimensional que contém as moléculas em 

estudo) seja replicada em todas as suas dimensões, de forma 

periódica. Estas réplicas são idênticas à	
   caixa construída, de 

forma que um movimento molecular em uma será	
   idêntico ao 
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movimento da mesma molécula na outra (Figura 10 A). Uma das 

principais consequências desta abordagem é	
   que as faces da 

caixa nunca entram em contato com o vácuo, criando um 

contínuo mais próximo do ambiente de interesse (VERLI, 2014). 

Ø Equilibração: : É	
  a primeira parte da simulação, necessário para a 

eliminação de variações ou comportamentos moleculares 

aleatórios e não representativos dos fenômenos de interesse. 

Assim, o tempo de simulação deve ser suficientemente longo para 

que as propriedades estejam adequadamente equilibradas e 

possam, em seguida, ser coletadas (LEACH, 2001; VERLI, 2014). 

Ø Amostragem: É	
   o nome dado para o volume de informação 

conformacional obtido em uma determinada simulação por DM, 

estando diretamente relacionada ao tempo de simulação. Deve 

ser longa o bastante para descrever os fenômenos de interesse o 

que, na maioria dos sistemas proteicos, é	
   ainda extremamente 

difícil de ser alcançado. Para moléculas flexíveis como ácidos 

nucleicos e carboidratos e fluidos como membranas, contudo, 

uma amostragem adequada é	
  alcançada com relativa facilidade, 

em torno de centenas de nanossegundos (VERLI, 2014). 

Ø Tempo de Integração: O cálculo de DM é	
  dividido em pequenos 

passos, na escala de fentossegundos (fs). A sucessão destes 

passos resultará	
   na trajetória. O tamanho dessas "janelas 

temporais"	
  é	
  conhecido como tempo de integração. Quanto maior 

este valor, menos passos de cálculos serão necessários para 

descrever um fenômeno e, portanto, menor será	
   o custo 

computacional. Da mesma forma, quanto menor este valor, mais 

passos serão necessários e maior será	
   o custo computacional. 

Contudo, o uso de tempos de integração muito elevados podem 

provocar instabilidades, de forma que normalmente são utilizados 

valores intermediários, de 1 a 4 fs (Figura 10 B) (LEACH, 2001; 

VERLI, 2014). 
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Figura 10. (A) Representação das condições periódicas de contorno em uma simulação de DM. 

(B) Representação do efeito de diferentes tempos de integração na amostragem de DM 

(adaptada de VERLI, 2014). 

 

Ao introduzir explicitamente propriedades como flexibilidade e 

temperatura nos estudos dos sistemas moleculares de interesse, a DM 

aproxima os modelos estruturais de biomoléculas da realidade biológica (VERLI, 

2014). Contudo, algumas características desta técnica restringem sua aplicação 

a alguns tipos de problemas moleculares. Por exemplo, cálculos baseados em 

mecânica molecular não descrevem os elétrons, limitando sua contribuição em 

estudos de fenômenos como reações enzimáticas e processos oxidativos. 

Como mencionado acima, principalmente no caso de sistemas contendo  

proteínas, é	
  ainda extremamente difícil a obtenção de amostragem compatível 

com dados experimentais (há	
   ainda uma diferença de ordens de grandeza 

entre a escala de tempo alcançável computacionalmente e aquela de alguns 

processos biológicos).  
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1.4  CAMPOS DE FORÇA 

 Como visto anteriormente, a resolução da equação de movimento de 

Newton em diversos passos de integração nos permite descrever o movimento 

dos átomos nas moléculas em estudo. Contudo, os átomos do sistema não 

estão isolados, mas ligados a outros átomos formando moléculas que , por sua 

vez, interagem com outras moléculas. A referida equação não descreve essas 

interações, papel realizado por um conjunto de equações denominados de 

campo de força (LEACH, 2001). 

 O campo de forca pode ser definido como um conjunto de funções e 

parametrizações usados em cálculos de mecânica molecular (DE SANT’ANNA, 

2002). Estas funções são equações dedicadas a reproduzir certos aspectos do 

comportamento molecular, como o estiramento de ligações químicas, a 

deformação de um ângulo de ligação ou a torção de um diedro  (Figura 11) 

(LEACH, 2001). Interações não-covalentes, como interações de van der Waals, 

podem também ser calculadas, através do potencial de Lennard-Jones, assim 

como as interações eletrostáticas podem ser avaliadas por um termo de 

Coulomb (Figura 11). 

Existem diferentes níveis de simplificação na descrição atômica das 

moléculas (Figuras 12 e 13), originando diferentes classes de campos de força. 

Um deles permite descrever todos os átomos do sistema (all atom), implicando 

em maior custo computacional e, consequentemente, dificultando o estudo de 

grandes sistemas moleculares. Pertencem a esta classe os campos de força 

AMBER (LINDORFF-LARSEN ET AL., 2010) e CHARMM (MACKERELL & BANAVALI, 

2000; FOLOPPE & MACKERELL, 2000). Outra classe de campo de força é	
  

denominada de átomo unido (united atom), na qual o átomo de hidrogênio, 

mais abundante em sistemas biológicos,	
  é	
  simplificado. Neste caso, os átomos 

de hidrogênios ligados aos átomos carbonos apolares são unidos a este 

elemento, dando origem a um pseudoátomo CH, CH2 ou CH3. Os átomos de 

hidrogênio presentes nos carbonos aromáticos, mais polares, estão descritos 

explicitamente. O GROMOS96 (OOSTENBRINK ET AL., 2004; SOARES ET AL., 2005) 

é	
   um exemplo dessa classe. O terceiro tipo de simplificação, denominado 

coarse-grained (CG), consiste na agregação de vários átomos em uma única 

partícula. O aminoácido alanina, por exemplo, é	
  considerado como uma única 

partícula. Esta abordagem perde a resolução atômica e, como consequência, 
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propriedades como conteúdo de estrutura secundária deixam de ser descritas 

com precisão. Entretanto, por ser muito rápido, o CG pode acessar movimentos 

lentos e complexos, como a fusão de vesículas, lamelas ou o a dinâmica entre 

domínios proteicos. 

 

 

Figura 11. Representação dos termos que compõem os campos de força empregados em dinâmica 
molecular (adaptado de SERDYUK ET AL., 2007). 

O emprego de simulações por DM e cálculos baseados em campos de 

força a moléculas de DNA é	
   relativamente antigo na literatura (VAN 

GUNSTEREN., 1987; VON KITZING., 1992), principalmente empregando os campos 
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de força AMBER e CHARMM (VON KITZING., 1992; XIA ET AL., 2009). O GROMOS, 

contudo, a despeito de seu menor custo computacional, se demonstrou pouco 

adequado a descrição deste tipo de ácido nucleico (RICCI ET AL., 2010), 

apontando para a necessidade de uma reparametrização. Com relação a 

siRNAs, a despeito de diversas estruturas cristalográficas já	
   determinadas1, 

somente 2 estudos por DM foram descritos (XIA ET AL., 2009; WANG ET AL., 2010), 

empregando o campo de força CHARMM. 

 

	
  
Figura 12. Representação dos aminoácidos em um campo de força descrevendo todos os átomos 
(verde), átomo unido (vermelho) e coarse-grained (azul) (adaptada de VERLI, 2014). 

 

	
  

Figura 13. Representação de sistemas construídos com diferentes tipos campos de força. Esta 
demonstrado também a utilização de dois  tipos campos de força em uma mesmo sistema, chamado 
sistema híbrido.	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
1	
  PDB	
  IDs:	
  1R9F,	
  1RPU,	
  1SI2,	
  1SI3,	
  1W9H,	
  1Z25,	
  1Z26,	
  1ZBH,	
  1ZBU,	
  2BGG,	
  2F8S,	
  2F8T,	
  
2KWG,	
  2W42,	
  2YHA,	
  2YHB,	
  2ZIO,	
  2CZ3,	
  3P4A,	
  3P4B,	
  3P4C,	
  3P4D,	
  3S7C,	
  3S8U	
  e	
  3VEM.	
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2. OBJETIVOS 

	
  

Apesar da importância biológica dos siRNAs, não há	
   estudos 

comparando a forma como os diferentes campos de força descrevem esses 

pequenos e flexíveis RNAs de cadeia dupla, o que prejudica as aplicações 

mais amplas de simulações moleculares para avaliar sua dinâmica e papéis 

funcionais. Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo, comparar os 

campos de força AMBER, CHARMM e GROMOS na conformação e descrição 

estrutural de siRNAs livres e complexados à	
   proteína p19, bem como uma 

sequência de DNA equivalente como controle. Para tal, as seguintes metas 

foram traçadas: 

 

Ø  Verificar diferenças entre os campos de forças all-atom (AMBER e 

CHARMM) e united-atom (GROMOS) na descrição de siRNAs; 

 

Ø  Avaliar a dependência de propriedades conformacionais e estruturais 

dos siRNAs nos diferentes campos de força; 

 

Ø  Verificar o papel da proteína na manutenção da estrutura do siRNA. 
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3. MÉTODOS 

	
  

O protocolo geral de simulação foi baseado em procedimentos 

previamente descritos para ácidos nucleicos (conforme esquematizado na 

Figura 14) (HASHEM & AUFFINGER, 2009; RICCI ET AL., 2010). Foram realizadas 

simulações por DM para o siRNA, bem como simulações de uma molécula de 

DNA, as quais foram utilizadas como controle. 

Figura 14. Representação da metodologia utilizada para o estudo conformacional e estrutural dos 
siRNAs. Sistemas do siRNA complexado a proteína p19 na parte superior e siRNA livre na parte inferior 
da imagem. 
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3.1  PROGRAMAS UTILIZADOS 

	
   	
  Os principais programas e protocolos e em quais partes da presente 

dissertação eles foram empregados encontram-se abaixo, na Tabela 1: 

Tabela 1. Descrição dos programas e/ou parâmetros empregados para a realização de diversas tarefas. 

Finalidade Programas e/ou Parâmetros 

Visualização e Manipulação 

de Estruturas 

 

VMD 1.9.1 (HUMPHREY ET AL., 1996) 

PyMol (SCHRÖDINGER, LLC) 

MOLDEN (SCHAFTENAAR & NOORDIK, 2000) 

Dinâmica Molecular GROMACS 4.5.1 (PRONK ET AL., 2013) 

GROMOS 53a6 (OOSTENBRINK ET AL., 2004; SOARES ET AL., 2005) 

AMBER99SB-ILDN (LINDORFF-LARSEN, ET AL., 2010) 

CHARMM27 (MACKERELL & BANAVALI, 2000; FOLOPPE & MACKERELL, 2000) 

Análise dos Resultados GROMACS 4.5.1 (PRONK ET AL., 2013) 

3DNA (LU ET AL., 2008) 
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3.2  PREPARAÇÃO DO SISTEMA 

O siRNA estudado possui sua estrutura cristalizada, depositada no 

banco de dados do PDB, sob código 1R9F (YE ET AL., 2003), complexado à 

proteína p19 (Figura 15). Essa proteína é	
  um homodímero que interage com os 

19 pares de bases centrais do siRNA. As extremidades coesivas do siRNA não 

estão presentes nesse complexo e, assim, foram incluídas com o programa 

3DNA (LU ET AL., 2008). Paralelamente, uma molécula de DNA controle foi 

construída também pelo programa 3DNA (LU ET AL., 2008), com o mesmo 

número de nucleotídeos dos siRNAs estudados e na forma de uma dupla-

hélice de B-DNA genérico (Twist = 36.0 º, Rise = 3.375 Å) (Figura 15). Foram 

assim construídos três sistemas:  

i) siRNA livre;  

ii) siRNA complexado a proteína p19;  

iii) B-DNA dupla-fita com o mesmo número de pares de bases. 

 
Figura 15. Representação das estruturas de RNA e DNA, respectivamente, utilizadas para o estudo 
conformacional no presente trabalho. 

 

Todos estes sistemas foram simulados em triplicata, nos campos de 

força AMBER99SB-ILDN (LINDORFF-LARSEN, ET AL., 2010), CHARMM27 

(MACKERELL & BANAVALI, 2000; FOLOPPE & MACKERELL, 2000) e GROMOS 53a6 
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(OOSTENBRINK ET AL., 2004; SOARES ET AL., 2005), totalizando 27 simulações por 

DM. 

3.3  DINÂMICA MOLECULAR 

 Para o estudo por DM, o pacote de simulações do GROMACS 4.5.1 

(PRONK, ET AL., 2013) foi utilizado em conjunto com os campos de força 

GROMOS 53A6 (OOSTENBRINK ET AL., 2004; SOARES ET AL., 2005), AMBER99SB-

ILDN (LINDORFF-LARSEN ET AL., 2010) e CHARMM27 (MACKERELL & BANAVALI, 

2000; FOLOPPE & MACKERELL, 2000). Os sistemas foram solvatados a partir dos 

modelos de água TIP3P (AMBER e CHARMM) (MAHONEY & JORGENSEN, 2000) e 

SPC (GROMOS) (BERENDSEN ET AL., 1987) em caixas octaédricas com a 

presença de condições periódicas de contorno. Adição de contra íons de Na+ 

foi necessária para a neutralização do sistema, já	
   que os ácidos nucleicos 

possuem alta carga negativa devido à	
   presença do grupamento fosfato. As 

minimizações de energia foram conduzidas no algoritmo Steepest Descent, 

enquanto que o tratamento eletrostático empregou o método PME (DARDEN ET 

AL., 1993). Os comprimentos das ligações covalentes foram fixados pelo método 

de Lincs (HESS ET AL., 1997), permitindo o emprego de um tempo de integração 

de 2 fs.  

As simulações por DM podem ser divididas em duas fases: equilibração 

e produção. Na equilibração a biomolécula de estudo teve uma restrição de 

posição imposta visando à	
  obtenção de uma acomodação lenta e gradual da 

orientação dos outros componentes do sistema, como, solvente e contra íons. 

Assim duas simulações, uma de 0,0001 µs e outra de 0,001 µs, foram 

realizadas para cada sistema, com uma constante de força 1.000 kJ/mol para 

os átomos pesados. A primeira dessas foi realizada com volume e temperatura 

constantes (NVT), enquanto as posteriores foram realizadas com pressão e 

temperatura constantes (NPT). Na fase de produção (também NPT), na qual 

ocorre a coleta dos resultados, todo o sistema (siRNA, siRNA/proteína e DNA) 

tem seu movimento liberado da restrição imposta, possibilitando a avaliação da 

dinâmica. Nesta fase, o tempo de cada simulação foi de 0,1 µs. Na simulação 

de NVT, o acoplamento de temperatura foi realizado com o termostato V-

rescale (BUSSI ET AL., 2007), enquanto que na NPT o barostato Parrinelo-

Rahman (PARRINELO & RAHMAN, 1981; NOSE & KLEIN, 1983) foi utilizado. 
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3.4 ANÁLISE DOS RESULTADOS 

As trajetórias da simulação foram analisadas com o pacote de 

programas GROMACS, a fim de calcular a evolução temporal do desvio 

quadrático médio (RMSD) e a evolução temporal das ligações de hidrogênio 

intramoleculares. As ligações de hidrogênio foram definidas usando um critério 

geométrico (distância entre o doador e aceptor de menos de 0,35 nm e ângulo 

receptor-doador-hidrogênio inferior a 30 °) (Figura 16).  

 

Figura 16. Critério geométrico adotado para a existência de ligações intramoleculares de hidrogênio. D = 

Doador, A = Aceptor  (VAN DER SPOEL ET AL., 2010).  

Para a análise de parâmetros específicos dos nucleotídeos foi 

necessária a utilização de programas diferentes daqueles conhecidos para a 

análise de proteína e de carboidratos. Como demonstrado anteriormente, o 

estudo de ácidos nucleicos envolve a análise de diferentes parâmetros 

(descritores geométricos e ângulos torcionais), para isso foi empregado o 

programa 3DNA (LU ET AL., 2008).  Esse pacote permite a análise de 

praticamente todos os parâmetros para o estudo conformacional e estrutural de 

uma molécula de ácido nucleico. 
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4. RESULTADOS 

 

4. 1 PREÂMBULO 

 Os resultados obtidos durante a realização da presente dissertação 

serão apresentados sob a forma de um manuscrito a ser submetido à 

publicação. A seguir, será apresentado o resumo e a íntegra do referido 

trabalho, seguindo os padrões2 do periódico:  Journal of Computational 

Chemistry, possível local de publicação deste trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
2	
  Disponíveis	
  em	
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Introduction	
  

In	
  eukaryotes,	
  during	
  the	
  translation	
  process,	
  at	
  
least	
   three	
   main	
   types	
   of	
   RNA	
   are	
   needed:	
  
messenger	
   RNA	
   (mRNA),	
   transfer	
   RNA	
   (tRNA)	
  
and	
   ribosomal	
   RNA	
   (rRNA).	
   In	
   addition,	
   there	
  
are	
   small	
   double-­‐stranded	
  RNAs	
  which	
   are	
   not	
  
translated	
   into	
   proteins.1	
   Instead,	
   those	
   small	
  
20-­‐30	
   nucleotides	
   long	
   RNAs	
   regulate	
   the	
  
expression	
   of	
   genes,	
   by	
   binding	
   with	
  
complementary	
   portions	
   of	
   other	
   transcript	
  
sequences,	
   interfering	
   with	
   the	
   translation	
  
process.2	
   This	
   post-­‐transcriptional	
   process	
   is	
  
known	
   as	
   RNA	
   interference	
   pathway	
   or	
   the	
  
silencing	
   of	
   gene	
   expression	
   pathway.1,2	
   The	
  
discovery	
   of	
   these	
   small	
   RNAs	
   and	
   their	
   main	
  
role	
   in	
   the	
   silencing	
   of	
   gene	
   expression	
   has	
  
profoundly	
   altered	
   the	
   understanding	
   of	
   gene	
  
regulation.3	
   These	
   particular	
   nucleic	
   acids	
   are	
  
called	
  silencing	
  RNA	
  or	
  interference	
  RNA	
  (RNAi).	
  
Originally	
  found	
  only	
  in	
  plants,	
  they	
  are	
  present	
  
in	
  many	
  eukaryotic	
  organisms.2,3	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

There	
   are	
   different	
   classes	
   of	
   interference	
  	
  
RNAs,	
  the	
  main	
  ones	
  are:	
  microRNAs	
  (miRNAs),	
  
RNAs	
   associated	
   with	
   Piwi	
   subfamily	
   proteins	
  
(piRNAs)	
  and	
  small	
  interfering	
  RNAs	
  (siRNAs).1,4	
  	
  

Small	
   interfering	
   RNAs	
   are	
   molecules	
   derived	
  
from	
   a	
   long	
   double-­‐stranded	
   RNA	
   (dsRNA)	
   in	
  
response	
   to	
   viral	
   RNA	
   replication,	
   transcription	
  
in	
   convergence	
   or	
   transposons.1,2,4	
   siRNAs	
   are	
  
small	
   21-­‐25	
   nucleotide	
   fragments	
   from	
   a	
  
processing	
   performed	
   by	
   Dicer	
   enzyme	
   from	
  
long	
   dsRNA.1,4	
   These	
   molecules	
   have	
   terminal	
  
segments,	
   as	
   all	
   nucleic	
   acids,	
   with	
   group	
   5'-­‐
phosphate	
   and	
   3'-­‐hydroxyl.	
   At	
   the	
   3	
   '-­‐hydroxyl	
  
termini	
   there	
   are	
   overhang	
   segments	
   of	
  
unpaired	
  nucleotides,	
  which	
  are	
  called	
  cohesive	
  
ends	
   (Figure	
   1).5	
   Thus,	
   duplex	
   siRNAs	
   have	
   19-­‐
23	
  base	
  pairs,	
  usually	
  with	
  2	
  nucleotides	
  on	
  3’-­‐
hydroxyl	
  overhang	
  terminus	
  (Figure	
  1).	
  

ABSTRACT	
  

Small	
   interfering	
  RNAs	
   (siRNA)	
  which	
  are	
   small	
   fragments	
  of	
  double-­‐stranded	
  RNA,	
   can	
   silence	
   the	
  
expression	
   of	
   specific	
   genes	
   at	
   the	
   post-­‐transcriptional	
   level	
   by	
   a	
   pathway	
   known	
   as	
   RNA	
  
interference.	
  While	
  such	
  molecules	
  have	
  an	
  important	
  function,	
  computational	
  simulations	
  of	
  them	
  
are	
   still	
   not	
   common	
   in	
   literature,	
   and	
   there	
   is	
   little	
   information	
  on	
   the	
  extent	
  of	
   reliability	
  of	
   the	
  
available	
  force	
  fields	
  to	
  deal	
  with	
  such	
  small	
  double-­‐strand	
  structures.	
  The	
  current	
  work	
   intends	
  to	
  
compare	
  AMBER,	
  CHARMM	
  and	
  GROMOS	
   force	
   fields	
   regarding	
   the	
   conformational	
   and	
   structural	
  
description	
  of	
  protein-­‐complexed,	
  and	
  uncomplexed	
  siRNAs,	
  under	
  molecular	
  dynamics	
  simulations.	
  
The	
  obtained	
  data	
  point	
  to	
  AMBER	
  and	
  CHARMM	
  as	
  the	
  main	
  force	
  fields	
  for	
  RNA	
  simulation.	
  On	
  the	
  
other	
  hand,	
  GROMOS	
  force	
  field	
  leads	
  to	
  strong	
  distortion	
  of	
  nucleic	
  acids,	
  resulting	
  in	
  the	
  complete	
  
disruption	
  of	
  the	
  double	
  strand.	
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Figure	
  1.	
  Representation	
  of	
   siRNA	
   from	
  PDB	
   ID	
  
1RF9,	
  with	
  cohesive	
  ends	
  highlighted.	
  	
  

The	
   siRNA	
   molecules	
   may	
   be	
   associated	
   with	
  
different	
   proteins.	
   As	
   an	
   example	
   of	
   such	
   a	
  
combination,	
   there	
   are	
   Argonaute	
   protein	
   and	
  
other	
   proteins	
   present	
   in	
   the	
   RISC	
   complex.4	
  
Additionally,	
  there	
  are	
  viral	
  proteins	
  with	
  ability	
  
to	
  associate	
  with	
  siRNAs.5	
  The	
  protein	
  p19,	
  from	
  
Tombusvirus,	
   is	
   a	
   siRNA	
   activity	
   repressor	
   and	
  
binds	
   specifically	
   to	
   such	
   molecules.5	
   The	
   p19	
  
protein	
  receives	
  this	
  name	
  because	
  it	
  is	
  capable	
  
of	
  specifically	
  binding	
  to	
  19	
  base	
  pairs	
  of	
  siRNAs	
  
and	
  does	
  not	
  recognize	
  the	
  cohesive	
  ends.	
  

The	
   siRNAs	
   constitute	
   a	
   very	
   complex	
   system	
  
and	
   require	
   special	
   approaches	
   in	
   order	
   to	
  
understand	
   some	
   experimental	
   results	
   or	
   to	
  
build	
   models	
   at	
   microscopic	
   level.	
   Molecular	
  
dynamics	
   simulations	
   are	
   one	
   of	
   the	
   special	
  
approaches	
  to	
  study	
  these	
  systems.6	
  	
  	
  

Since	
   the	
   RNA	
   backbone	
   conformation	
   is	
  
defined	
   by	
   six	
   different	
   torsion	
   angles	
   (Figure	
  
2),	
   it	
   means	
   that	
   the	
   available	
   conformational	
  
space	
   for	
   nucleic	
   acids	
   is	
   more	
   complex	
   than	
  
that	
   available	
   for	
   proteins.	
   Also,	
   RNA	
   has	
  
charged	
   phosphate	
   groups,	
   which	
   demand	
   a	
  
very	
   precise	
   treatment.	
   The	
   RNA	
   is	
   a	
   class	
   of	
  
molecules	
   that	
   is	
   formed	
  by	
   several	
   types	
  with	
  
different	
   conformations.	
   The	
   small	
   number	
   of	
  

siRNAs	
  simulations,	
  when	
  compared	
  to	
  protein,	
  
reflects	
  these	
  challenges.	
  	
  

	
  

Figure	
   2.	
   Backbone	
   (α, β, γ, δ, ε	
   and	
   ζ)	
   and	
  
glycosidic,	
  (χ)	
  torsion	
  angles.	
  

Several	
   force	
   fields	
   have	
   been	
   proposed	
   to	
  
simulate	
   RNA	
   and	
   DNA,	
   among	
   these	
   are	
  
AMBER,7-­‐10	
   CHARMM,11-­‐13	
   OPLS,14,15	
   and	
  
GROMOS16-­‐18.	
  Although	
  many	
  studies	
  compared	
  
the	
   use	
   of	
   these	
   different	
   force	
   fields	
   in	
   DNA	
  
simulations,6,19	
   the	
   computational	
   simulations	
  
for	
   siRNAs	
   are	
   still	
   rare,	
   and	
   there	
   is	
   little	
  
information	
   on	
   the	
   reliability	
   of	
   the	
   available	
  
force	
   fields	
   to	
   deal	
   with	
   such	
   small	
   double-­‐
strands.	
  	
  

In	
   this	
   context,	
   the	
   current	
   work	
   intends	
   to	
  
compare	
   AMBER,7-­‐10	
   CHARMM11-­‐13	
   and	
  
GROMOS16-­‐18	
  force	
  fields	
  on	
  the	
  conformational	
  
and	
  structural	
  description	
  of	
  protein	
  complexed	
  
and	
   uncomplexed	
   siRNAs,	
   as	
   well	
   as	
   a	
  
equivalent	
   DNA	
   sequence,	
   under	
   molecular	
  
dynamics	
  simulations.	
  

Methods	
  	
  

System	
  preparation	
  	
  

The	
   siRNA	
   used	
   in	
   the	
   present	
   work	
   has	
   its	
  
crystal	
  structure	
  deposited	
  in	
  the	
  PDB	
  database	
  
under	
  the	
  code	
  1R9F	
  (Figure	
  1).5	
  This	
  crystal	
  has	
  
the	
   p19	
   protein	
   from	
   Tombusvirus	
   complexed	
  
to	
   siRNA.	
   p19	
   protein	
   is	
   a	
   homodimer	
   that	
  
interacts	
  with	
   the	
   core	
  19	
  base	
  pairs	
   of	
   siRNA.	
  
The	
  cohesive	
  ends	
  of	
  the	
  siRNA	
  are	
  not	
  present	
  
in	
   the	
   crystal.	
   Thus,	
   for	
   the	
   proper	
   study	
   of	
  
these	
  biomolecules	
  the	
  construction	
  of	
  cohesive	
  
ends	
   was	
   carried	
   out	
   using	
   3DNA	
   package.20	
  
Subsequently,	
   the	
   DNA	
   molecule	
   was	
  
constructed	
   with	
   3DNA,20	
   with	
   the	
   same	
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number	
  of	
  nucleotides	
  as	
   the	
  siRNA	
  and	
   in	
   the	
  
B-­‐DNA	
   form.	
   For	
   termini	
   definitions,	
   we	
  
performed	
   all	
   simulations	
   without	
   terminal	
  
phosphates.	
  

From	
   these	
   structures,	
   three	
   systems	
   were	
  
obtained:	
   free	
   siRNA;	
   siRNA	
   complexed	
   to	
   p19	
  
protein	
  and	
  double-­‐stranded	
  DNA.	
   	
  All	
   systems	
  
were	
   simulated	
   in	
   triplicate	
   with	
   force	
   fields	
  
AMBER99SB-­‐ILDN,10	
   CHARMM27,12,13	
   and	
  
GROMOS53a6,17	
  resulting	
  in	
  27	
  simulations	
  .	
  

Molecular	
  dynamics	
  simulations	
  	
  

For	
   molecular	
   dynamics	
   simulations	
   the	
  
GROMACS	
   4.5.1	
   package21	
   was	
   used	
   with	
   the	
  
force	
   fields	
   GROMOS	
   53A6,17	
   AMBER99SB-­‐
ILDN10	
   and	
   CHARMM27.12,13	
   The	
   systems	
   were	
  
solvated	
   with	
   water	
   models	
   TIP3P22	
   (AMBER	
  
and	
   CHARMM)	
   and	
   SPC23	
   (GROMOS)	
   in	
  
octahedral	
  boxes	
  with	
  the	
  presence	
  of	
  periodic	
  
boundary	
   conditions.	
   Adding	
   counter	
   ions	
   was	
  
necessary	
   to	
   neutralize	
   the	
   system,	
   since	
   the	
  
nucleic	
  acids	
  are	
  highly	
  negatively	
   charged	
  due	
  
to	
   the	
   presence	
   of	
   phosphate	
   groups.	
   The	
  
energy	
   minimizations	
   were	
   conducted	
   with	
  
Steepest	
   Descent	
   algorithm.	
   Furthermore,	
   for	
  
electrostatic	
   interactions,	
   the	
   PME24	
   method	
  
was	
  used.	
  The	
  LINCS25	
  algorithm	
  was	
  chosen	
  to	
  
constrain	
   covalent	
   bond	
   lengths	
   and	
   an	
  
integration	
   step	
   of	
   2	
   fs	
   was	
   applied.	
   The	
  
barostat	
   chosen	
   was	
   Parrhinello-­‐Rahman,26,27	
  
with	
   a	
   2.0	
   ps	
   coupling	
   constant,	
   while	
   the	
  
thermostats	
  chosen	
  were	
  V-­‐rescale28	
  (NVT	
  step)	
  
and	
   Nosé-­‐Hoover	
   (NPT	
   equilibration	
   and	
  
production	
  MD)29,30	
  with	
  a	
  coupling	
  constant	
  of	
  
τ=0.5.	
   Constant	
   temperature	
   of	
   310	
   K	
   and	
  
constant	
   pressure	
   of	
   1	
   atm	
   were	
   also	
  
implemented.	
  	
  

First,	
   two	
   simulations	
   for	
   equilibration	
   were	
  
performed	
  with	
  position	
  restraints:	
  a	
  NVT	
  and	
  a	
  
NPT	
   of	
   0.1	
   ns	
   and	
   0.9	
   ns,	
   respectively.	
  
Subsequently,	
   100	
   ns	
   unrestrained	
   NPT	
   MD	
  
simulations	
   were	
   performed	
   for	
   each	
   system,	
  
generating	
   the	
  production	
   run	
  where	
  data	
  was	
  
collected	
  for	
  the	
  analyses.	
  

	
  

Analyses	
  of	
  results	
  	
  	
  

The	
   simulation	
   trajectories	
  were	
   analyzed	
  with	
  
standard	
   GROMACS	
   tools	
   in	
   order	
   to	
   calculate	
  
the	
   time	
   evolution	
   of	
   the	
   root	
   mean	
   square	
  
deviation	
  (RMSD)	
  and	
  the	
  time	
  evolution	
  of	
  the	
  
intramolecular	
   hydrogen	
   bonds.	
   The	
   hydrogen	
  
bonds	
   were	
   defined	
   using	
   a	
   geometrical	
  
criterion31	
  (donor-­‐acceptor	
  distance	
  of	
  less	
  than	
  
0.35	
  nm	
  and	
  acceptor-­‐donor-­‐hydrogen	
  angle	
  of	
  
less	
  than	
  30°).	
  

The	
   nucleotide-­‐specific	
   parameters32-­‐35	
   were	
  
calculated	
   along	
   the	
   simulation	
   trajectories,	
  
from	
  10	
  ps	
  spaced	
  snapshots,	
  using	
  3DNA	
  tools	
  
(find-­‐pair	
   and	
  analyze).	
   The	
   local	
   deformations	
  
of	
  siRNA	
  double	
  helix	
  were	
  deduced	
  from	
  main	
  
chain	
   torsion	
   angles,	
   and	
   local	
   base-­‐pair-­‐step	
  
parameters.	
  

Results	
  and	
  Discussion	
  	
  	
  

Global	
  Stability	
  	
  

We	
   first	
   analyzed	
   the	
   effect	
   of	
   different	
   force	
  
fields	
   in	
   the	
   overall	
   stability	
   of	
   the	
  
oligonucleotides.	
   According	
   to	
   Figure	
   3,	
   the	
  
structures	
   simulated	
   on	
   AMBER	
   and	
   CHARMM	
  
force	
   fields	
   were	
   more	
   stable	
   than	
   those	
  
simulated	
  on	
  GROMOS	
  53a6.	
  	
  

For	
   siRNA,	
   without	
   protein	
   (Figure	
   3A),	
   in	
  
AMBER	
   simulations	
   the	
   RMSD	
   values	
   ranged	
  
between	
  0.3-­‐0.5	
  nm.	
  In	
  CHARMM	
  force	
  field	
  the	
  
values	
   ranged	
   between	
   0.5-­‐0.7,	
   while	
   the	
  
structures	
   simulated	
   with	
   GROMOS	
   reached	
  
extremely	
   high	
   RMSD	
   values	
   (>1.0	
   nm).	
   These	
  
high	
   RMSD	
   for	
   GROMOS	
   force	
   field	
   could	
  
indicate	
   a	
   helix	
   deformation	
   and	
   denaturation	
  
of	
  both	
  nucleic	
  acids	
  during	
  the	
  simulations.	
  

siRNA	
   complexed	
  with	
   p19	
   protein	
   (Figure	
   3B)	
  
shows	
   more	
   stable	
   structures	
   than	
   the	
  
structures	
   simulated	
   without	
   the	
   protein.	
   In	
  
both	
   AMBER	
   and	
   CHARMM	
   simulations,	
   the	
  
RMSD	
  values	
  ranged	
  between	
  0.2-­‐04	
  nm	
  and	
  in	
  
the	
   GROMOS	
   system	
   the	
   RMSD	
   values	
   were	
  
between	
   0.6-­‐0.8	
   nm.	
   These	
   data	
   show	
   an	
  
influence	
  of	
  protein	
  on	
  siRNA	
  structure.	
  



	
  

28	
  

Figure	
  3.	
   Root	
  mean	
   square	
  deviation	
   (RMSD),	
   calculated	
  along	
   the	
  MD	
   trajectories	
   for	
   (A)	
   siRNA,	
   (B)	
  
siRNA	
  complexed	
  to	
  protein	
  and	
  (C)	
  DNA.	
  Blue	
  line	
  (AMBER);	
  red	
  line	
  (CHARMM);	
  green	
  line	
  (GROMOS).	
  
Each	
  point	
  in	
  the	
  graphs	
  represents	
  the	
  average	
  of	
  three	
  simulations	
  for	
  each	
  system.	
  

For	
   DNA	
   structure	
   (Figure	
   3C),	
   the	
   data	
  
demonstrate	
  the	
  same	
  situation	
  as	
  observed	
  for	
  
siRNA.	
   Molecules	
   simulated	
   with	
   AMBER	
   and	
  
CHARMM	
   force	
   fields	
   were	
   more	
   stable	
   than	
  
structures	
   simulated	
   with	
   GROMOS.	
   This	
  
stability	
  present	
  on	
  nucleic	
  acids	
  simulated	
  with	
  
AMBER	
   force	
   field	
   against	
   GROMOS	
   has	
   been	
  
previously	
  described	
  in	
  literature.6	
  	
  

Similar	
   tendencies	
   can	
   be	
   deduced	
   from	
   the	
  
analysis	
  of	
   the	
   intramolecular	
  hydrogen	
  bonds,	
  
between	
   the	
   double-­‐strands,	
   depicted	
   in	
   Table	
  
1.	
  These	
  data	
  confirm	
  that	
   the	
  structure	
  of	
   the	
  
oligonucleotides	
   simulated	
   with	
   AMBER	
   force	
  
field	
  was	
  well	
  conserved	
  during	
  the	
  simulation.	
  
In	
   the	
   simulations	
  with	
   CHARMM,	
   the	
   number	
  
of	
  hydrogen	
  bonds	
  decreases	
  slightly	
  but	
  do	
  not	
  
affect	
   nucleic	
   acid	
   structure	
   (Figure	
   3).	
   Finally,	
  
the	
   simulations	
   with	
   the	
   GROMOS	
   force	
   field,	
  
the	
   number	
   of	
   hydrogen	
   bonds	
   decreased	
   and	
  
reached	
   roughly	
   half	
   of	
   the	
   value	
   observed	
  
experimentally.	
  GROMOS	
  simulations	
  showed	
  a	
  
much	
   less	
   stable	
   profile,	
   with	
   rupture	
   of	
   base	
  
pairs	
   leading	
   to	
   a	
   complete	
   disruption	
   of	
   the	
  
double	
   strands	
   (Figure	
   3	
   and	
   Table	
   1).	
   These	
  
results	
   are	
   in	
   agreement	
   with	
   a	
   previous	
  
study,36	
  which	
  estimated	
  the	
  energetics	
  of	
  DNA	
  
base	
   pair	
   via	
   potential	
   energetics	
   (including	
  
AMBER,	
  CHARMM	
  and	
  GROMOS)	
  and	
  predicted	
  
that	
   the	
   relative	
   H-­‐bond	
   strengths	
   with	
  
different	
  force	
  fields	
  obeyed	
  the	
  following	
  order	
  
AMBER	
  >	
  CHARMM	
  >	
  GROMOS.	
  

Table 1. Average of Intramolecular Hydrogen Bonds 
calculated from triplicates of MD trajectories 

Force Field siRNA	
   siRNA/Protein	
   DNA	
  
AMBER	
   47.71	
  ±	
  1.19	
   48.87	
  ±	
  0.13	
   48.75	
  ±	
  0.87	
  

CHARMM 35.00	
  ±	
  0.4	
   39.93	
  ±	
  1.26	
  	
   45.57	
  ±	
  0.74	
  
GROMOS	
   20.14	
  ±	
  2.53	
   17.28	
  ±	
  2.55	
   29.35	
  ±	
  4.00	
  

[a] Experimental value expected between the double strand: 
48 hydrogen bonds	
  

	
  
Backbone	
  Parameters	
  	
  	
  

We	
  performed	
   the	
   analyses	
  of	
   some	
  backbone	
  
torsional	
   angles	
   (Figure	
   2)	
   to	
   assess	
   the	
  
conformational	
  stability	
  of	
  the	
  backbone	
  during	
  
the	
   simulations	
   and	
   to	
   correlate	
   backbone	
  
alterations	
  with	
  helix	
  deformations.	
  

α  and	
  γ 	
  Angles	
  

Among	
  the	
  backbone	
  angles,	
  the	
  α	
  and	
  γ	
  angles	
  
are	
  particularly	
  important	
  for	
  description	
  of	
  the	
  
backbone	
   conformation	
  of	
   nucleic	
   acids.	
   These	
  
angles	
   are	
   involved	
   in	
   conformational	
   changes	
  
of	
  backbone.37	
  	
  

The	
  α	
  and	
  γ	
  angles,	
  on	
  AMBER	
  force	
  field,	
  show	
  
values	
  with	
   some	
   variation	
  when	
   compared	
   to	
  
experimental	
   or	
   B-­‐DNA	
   form	
   (Figure	
   4).	
   Some	
  
nucleotides,	
   on	
   all	
   three	
   systems,	
   present	
  
distant	
   values	
   from	
   experimental	
   data.	
   On	
   the	
  
other	
  hand,	
  there	
  are	
  nucleotides	
  on	
  all	
  systems	
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Figure	
   4.	
   Values	
   of	
  α (top) and	
   γ (bottom)	
   angles	
   for	
   strand	
   1	
   on	
   (A)	
   siRNA,	
   (B)	
   siRNA	
   complexed	
   to	
  
protein	
  and	
   (C)	
  DNA.	
  Blue	
   line	
   (AMBER);	
   red	
   line	
   (CHARMM);	
  green	
   line	
   (GROMOS).	
  Each	
  point	
   in	
   the	
  
graphs	
  represents	
  the	
  average	
  of	
  three	
  simulations	
  for	
  each	
  system.	
  Dashed	
  lines	
  represent	
  crystal	
  data	
  
for	
  siRNA	
  (A	
  and	
  B)	
  and	
  values	
  for	
  B-­‐DNA	
  form	
  on	
  DNA	
  (C).	
  

with	
  values	
  very	
  close	
  to	
  experimental	
  data	
  and	
  
B-­‐DNA	
  structure	
  for	
  both	
  angles.	
  The	
  variations	
  
shown	
  in	
  these	
  data	
  do	
  not	
  affect	
  the	
  structure	
  
of	
   siRNA	
   and	
   DNA	
   during	
   the	
   simulation,	
  
according	
   to	
   RMSD	
   analysis	
   (Figure	
   3).	
   These	
  
data	
   are	
   in	
   agreement	
   with	
   a	
   previous	
   study	
  
with	
  DNA,6	
   that	
  presented	
  some	
  fluctuation	
  on	
  
α	
  and	
  γ	
  angles	
  for	
  AMBER	
  force	
  field.	
  

Simulations	
   with	
   CHARMM	
   force	
   field	
   present	
  
very	
   similar	
   values	
   when	
   compared	
   to	
  
experimental	
  data	
  or	
  B-­‐DNA	
  form	
  (Figure	
  4)	
  for	
  
α	
  and	
  γ	
  angles.	
  Both	
  nucleic	
  acids	
  simulated	
  had	
  
stable	
   values	
   with	
   low	
   standard	
   deviation,	
  
compared	
   to	
   AMBER	
   and	
   GROMOS.	
   These	
  
results	
   are	
   in	
   agreement	
   with	
   previous	
   RMSD	
  
analysis	
   that	
   shows	
   stability	
   of	
   the	
  
oligonucleotides	
  simulated	
  in	
  CHARMM.	
  

Nevertheless,	
   GROMOS	
   force	
   field	
   presents	
   a	
  
much	
  more	
  dispersed	
  values	
  for	
  α	
  and	
  γ	
  angles	
  
when	
  compared	
  to	
  experimental	
  data	
  or	
  B-­‐DNA	
  
form	
  (Figure	
  4).	
  siRNA	
  and	
  DNA	
  simulated	
  show	
  
high	
   variation	
   with	
   high	
   standard	
   deviations.	
  

These	
   data	
   indicate	
   that	
   simulations	
   on	
  
GROMOS	
   were	
   less	
   restrict	
   on	
  α	
   and	
   γ	
   angles	
  
when	
  compared	
  to	
  simulations	
  performed	
  with	
  
AMBER	
  and	
  CHARMM	
  (Figure	
  4).	
  The	
  dispersion	
  
presented	
   on	
   GROMOS	
   force	
   field,	
   for	
   both	
  
angles,	
  could	
  be	
  related	
  to	
  the	
  lack	
  of	
  backbone	
  
maintenance	
   and	
   thus	
   the	
   helix	
   deformation	
  
displayed	
   on	
   RMSD	
   and	
   intramolecular	
  
hydrogen	
  bonds	
  analyses.	
  

	
  ε  and	
  ζ 	
  Angles	
  

The	
   ε and	
   ζ	
   angles	
   are	
   strongly	
   related	
   to	
   B-­‐
DNA	
  flexibility	
  and	
  the	
  backbone	
  conformation.	
  
Both	
   angles	
   are	
   involved	
   with	
   phosphate	
  
geometry	
  in	
  the	
  backbone	
  of	
  nucleic	
  acids.	
  	
  

The	
   values	
   of	
   ε and	
   ζ	
   angles	
   on	
   AMBER	
   force	
  
field	
   were	
   very	
   close	
   to	
   experimental	
   data	
   for	
  
siRNA	
   (Figure	
   5A	
   and	
   5B).	
   These	
   results	
   show	
  
more	
   stable	
   values	
   for	
   both	
   angles	
   when	
  
compared	
   to	
   CHARMM	
   and	
   GROMOS	
   force	
  
fields.	
   For	
   DNA	
   (Figure	
   5C),	
   the	
   values	
   of	
   both	
  
angles	
  are	
  more	
  dispersed	
  than	
  the	
  siRNA	
  on	
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Figure	
   5.	
   Values	
   of	
   ε (top) and	
   ζ (bottom)	
   angles	
   for	
   strand	
   1	
   on	
   (A)	
   siRNA,	
   (B)	
   siRNA	
   complexed	
   to	
  
protein	
  and	
   (C)	
  DNA.	
  Blue	
   line	
   (AMBER);	
   red	
   line	
   (CHARMM);	
  green	
   line	
   (GROMOS).	
  Each	
  point	
   in	
   the	
  
graphs	
  represents	
  the	
  average	
  of	
  three	
  simulations	
  for	
  each	
  system.	
  Dashed	
  lines	
  represent	
  crystal	
  data	
  
for	
  siRNA	
  (A	
  and	
  B)	
  and	
  values	
  for	
  B-­‐DNA	
  form	
  on	
  DNA	
  (C).	
  

AMBER.	
  For	
  ζ	
  angle	
  the	
  values	
  are	
  more	
  distant	
  
from	
   B-­‐DNA	
   form	
   than	
   results	
   observed	
   for	
  
ε angle.	
  On	
  both	
  nucleic	
  acids	
  the	
  value	
  for	
  each	
  
nucleotide	
   show	
   a	
   low	
   standard	
   deviation	
   for	
  
ε and	
  ζ	
  angles,	
  indicating	
  a	
  low	
  variation	
  during	
  
the	
   simulation.	
   Again,	
   these	
   values	
   are	
   in	
  
agreement	
   with	
   RMSD	
   analysis,	
   show	
   that	
  
oligonucleotides	
   simulated	
   with	
   AMBER	
   force	
  
field	
  were	
  well	
  conserved	
  during	
  the	
  simulation.	
  

On	
   CHARMM	
   force	
   field	
   the	
   same	
   situation	
   is	
  
observed,	
   values	
   for	
  both	
  angles	
  were	
   close	
   to	
  
experimental	
  data	
  on	
  siRNA	
  (Figure	
  5A	
  and	
  5B).	
  
Several	
   nucleotides	
   presented	
   distant	
   values	
  
from	
   experimental	
   data	
   when	
   compared	
   to	
  
AMBER	
   force	
   field.	
   These	
   results	
   show	
   an	
  
increased	
   flexibility	
   on	
   ε and	
   ζ	
   angles	
   of	
  
oligonucleotides	
  simulated	
  with	
  CHARMM	
  force	
  
field,	
   when	
   compared	
   to	
   AMBER.	
   For	
   DNA	
  
(Figure	
   5C),	
   once	
   more,	
   the	
   values	
   of	
   both	
  
angles	
  were	
  more	
  dispersed	
  and	
  the	
  results	
  of	
  ζ	
  
angle	
  were	
   distant	
   from	
  B-­‐DNA	
   form	
  but	
   close	
  
to	
  the	
  AMBER	
  values.	
  	
  

The	
   simulations	
   of	
   siRNA	
   on	
   GROMOS	
   force	
  
field	
  present	
   values	
   for	
  ε and	
  ζ	
   angles	
   close	
   to	
  
experimental	
   data,	
   with	
   a	
   slight	
   dispersion	
   on	
  
some	
   nucleotides	
   (Figure	
   5A	
   and	
   5B).	
   When	
  
compared	
  to	
  AMBER	
  and	
  CHARMM	
  force	
  fields,	
  
there	
   is	
   an	
   increased	
   flexibility	
  on	
  both	
  angles.	
  
On	
  DNA	
   simulations	
   (Figure	
  5C),	
   the	
   values	
   for	
  
ε and	
   ζ	
   angles	
   are	
   close	
   to	
   AMBER	
   and	
  
CHARMM	
   force	
   fields.	
   On	
   both	
   nucleic	
   acids,	
  
simulated	
   on	
   GROMOS,	
   the	
   value	
   for	
   each	
  
nucleotide	
   have	
   high	
   standard	
   deviations,	
  
indicating	
   a	
   higher	
   variation	
   during	
   the	
  
simulation	
   when	
   compared	
   to	
   AMBER	
   and	
  
CHARMM	
   force	
   fields.	
   In	
   contrast	
   to	
   α	
   and	
   γ	
  
angles	
   on	
   GROMOS	
   simulations,	
   that	
   showed	
  
much	
  more	
   dispersed	
   values	
   and	
  were	
   distant	
  
from	
   experimental	
   data,	
   the	
   ε and	
   ζ	
   angles	
  
presented	
   values	
   closer	
   to	
   AMBER	
   and	
  
CHARMM	
   force	
   fields,	
   close	
   to	
   experimental	
  
data	
  as	
  well.	
  These	
  results	
  for	
  ε and	
  ζ	
  angles	
  on	
  
GROMOS	
  simulations	
  demonstrated	
  a	
  probably	
  
low	
  influence	
  on	
  helix	
  deformation	
  displayed	
  on	
  
RMSD	
   and	
   intramolecular	
   hydrogen	
   bonds	
  
analyses.	
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Figure	
  6.	
  Values	
  of	
  χ	
  angle	
  for	
  strand	
  1	
  on	
  (A)	
  siRNA,	
  (B)	
  siRNA	
  complexed	
  to	
  protein	
  and	
  (C)	
  DNA.	
  Blue	
  
line	
   (AMBER);	
   red	
   line	
   (CHARMM);	
   green	
   line	
   (GROMOS).	
   Each	
   point	
   in	
   the	
   graphs	
   represents	
   the	
  
average	
  of	
   three	
  simulations	
   for	
  each	
  system.	
  Dashed	
   lines	
   represent	
  crystal	
  data	
   for	
   siRNA	
   (A	
  and	
  B)	
  
and	
  values	
  for	
  B-­‐DNA	
  form	
  on	
  DNA	
  (C).	
  

χ 	
  Angle	
  

In	
   a	
   nucleotide,	
   each	
   base	
   is	
   attached	
   to	
   the	
  
1’carbon	
  of	
  the	
  sugar	
  by	
  a	
  glycosidic	
  bond.	
  The	
  
torsion	
  angle	
  about	
  this	
  bond	
  is	
  specified	
  by	
  the	
  
angle	
  χ (Figure	
  2).	
  The	
  rotational	
  profile	
  of	
   this	
  
glycosidic	
   linkage	
   is	
   extremely	
   important	
   for	
  
backbone	
   maintenance	
   and	
   base	
   pairing	
   on	
  
nucleic	
  acids.	
  

On	
   simulations	
   with	
   AMBER	
   and	
   CHARMM	
  
force	
   fields,	
   all	
   results	
   for	
   glycosidic	
   linkage	
  
were	
   close	
   to	
   experimental	
   data	
   and	
   B-­‐DNA	
  
form	
  (Figure	
  6).	
  The	
  rotational	
  profile	
  on	
  siRNA	
  
and	
   DNA	
   were	
   very	
   stable	
   with	
   low	
   variation.	
  
The	
   low	
   values	
   for	
   standard	
   deviation	
  
represents	
   stability	
   during	
   the	
   simulation	
   for	
  
both	
  force	
  fields.	
  These	
  rotational	
  profiles	
  for	
  χ	
  
angle	
  are	
  in	
  agreement	
  with	
  stable	
  base	
  pairing	
  
show,	
   during	
   the	
   MD	
   simulations,	
   for	
   AMBER	
  
and	
   CHARMM	
   force	
   fields	
   on	
   intramolecular	
  
hydrogen	
  bonds	
  analysis	
  (Table	
  1).	
  

On	
   siRNA,	
   GROMOS	
   simulations	
   demonstrate	
  
for	
  χ	
   angle,	
   values	
   close	
   to	
   experimental	
   data,	
  
as	
   well	
   to	
   AMBER	
   and	
   CHARMM	
   force	
   fields	
  
(Figure	
   6A	
   and	
   6B).	
   On	
   DNA,	
   the	
   results	
   are	
  
close	
   to	
   B-­‐DNA	
   form	
   and	
   again	
   to	
   AMBER	
   and	
  
CHARM	
   values	
   (Figure	
   6C).	
   Both	
   nucleic	
   acids	
  
show	
  an	
  increased	
  flexibility,	
  when	
  compared	
  to	
  
AMBER	
   and	
   CHARM	
   force	
   fields.	
   The	
   standard	
  

deviation	
   on	
   siRNA	
   and	
   DNA	
   present	
   a	
   slight	
  
variation,	
   indicating	
   a	
   rotational	
   profile	
   of	
  
glycosidic	
   linkage,	
   more	
   flexible	
   during	
   the	
  
simulation	
   with	
   GROMOS	
   force	
   field.	
   These	
  
results	
   indicate	
   that	
   the	
   lack	
   of	
   backbone	
  
maintenance	
   and	
   thus	
   the	
   helix	
   deformation,	
  
present	
   on	
   GROMOS	
   systems,	
   are	
   probably	
  
related	
   to	
   other	
   torsional	
   angles.	
   The	
   χ	
   angle	
  
showed	
   results	
   close	
   to	
  experimental	
   data	
   and	
  
similar	
   to	
   AMBER	
   and	
   CHARMM	
   force	
   fields,	
  
leading	
   a	
   correct	
   behavior	
   for	
   this	
   torsional	
  
angle.	
  	
  

Dinucleotide	
  Step	
  Parameters	
  	
  	
  

Among	
   the	
   several	
   dinucleotide	
   step	
  
parameters	
   that	
   can	
   be	
   used	
   to	
   describe	
   the	
  
nucleic	
  acid	
  structure,	
  roll,	
  twist,	
  and	
  slide	
  were	
  
selected	
   to	
   perform	
   the	
   analysis.	
   The	
  
conformational	
   space	
   of	
   any	
   dinucleotide	
   step	
  
is	
   almost	
   completely	
   defined	
   by	
   these	
   three	
  
parameters.	
  38	
  

According	
   to	
  Figure	
  7,	
   the	
   results	
  of	
   roll,	
   twist,	
  
and	
   slide	
   in	
   the	
   AMBER	
   and	
   CHARMM	
  
simulations	
  were	
  reasonably	
  close	
  to	
  the	
  crystal	
  
data	
   and	
   B-­‐DNA	
   form.	
   AMBER	
   and	
   CHARMM	
  
simulations	
   demonstrated	
   low	
   variation	
   on	
  
these	
   parameters	
   in	
   agreement	
   with	
   previous	
  
analysis	
   of	
   torsional	
   angles	
   that	
   showed	
   stable	
  
results,	
   close	
   to	
   the	
   experimental	
   data.	
   As	
   the	
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Figure	
   7.	
  Values	
   of	
   dinucleotide	
   step	
   parameters:	
   roll	
   (top),	
   twist	
   (middle)	
   and	
   slide	
   (bottom)	
   on	
   (A)	
  
siRNA,	
  (B)	
  siRNA	
  complexed	
  to	
  protein	
  and	
  (C)	
  DNA.	
  Blue	
  line	
  (AMBER);	
  red	
  line	
  (CHARMM);	
  green	
  line	
  
(GROMOS).	
   Each	
   point	
   in	
   the	
   graphs	
   represents	
   the	
   average	
   of	
   three	
   simulations	
   for	
   each	
   system.	
  
Dashed	
  lines	
  represent	
  crystal	
  data	
  for	
  siRNA	
  (A	
  and	
  B)	
  and	
  values	
  for	
  B-­‐DNA	
  form	
  on	
  DNA	
  (C).	
  

rotational	
   angles	
   are	
   responsible	
   for	
   definition	
  
of	
  backbone	
  conformation	
  on	
  nucleic	
  acids,	
  the	
  
results	
   of	
   dinucleotide	
   step	
   parameters	
   are	
  
probably	
   mechanical	
   consequences	
   of	
   this	
  
backbone.	
  

On	
   GROMOS	
   simulations,	
   the	
   results	
   of	
   roll,	
  
twist,	
   and	
   slide	
   show	
   values	
   of	
   bases-­‐pair	
  
parameters	
   which	
   are	
   far	
   more	
   distant	
   from	
  
experimental	
   data	
   and	
   B-­‐DNA	
   form	
   (Figure	
   7),	
  
also	
   displaying	
   large	
   fluctuations	
   on	
   standard	
  
deviation.	
   On	
   previous	
   torsional	
   angles	
  
analyses,	
   on	
   GROMOS	
   force	
   field,	
   the	
  α	
   and	
   γ	
  
angles	
  displayed	
  dispersed	
  values,	
  distant	
   from	
  

experimental	
   data.	
   So,	
   these	
   previous	
   results	
  
affect	
   base-­‐pair	
   parameters	
   showed	
   on	
   Figure	
  
7.	
   These	
   analyses	
   reinforce	
   the	
   helix	
  
deformation	
   and	
   denaturation	
   of	
   nucleic	
   acids	
  
simulated	
  on	
  GROMOS	
  force	
  field	
  simulations.	
  

Base	
  Pairs	
  Parameters	
  	
  	
  

Another	
   way	
   to	
   describe	
   the	
   structure	
   of	
  
nucleic	
   acids	
   can	
   be	
   through	
   the	
   base	
   pairs	
  
parameters.	
   These	
  parameters	
  are	
   classified	
  as	
  
translational	
  and	
  rotational.	
  Shear,	
  stretch,	
  and	
  
stagger	
   are	
   types	
   of	
   translational	
   parameters.	
  
On	
   the	
   other	
   hand,	
   propeller,	
   buckle,	
   and
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Figure	
  8.	
  Values	
  of	
  base	
  pairs	
  parameters:	
  propeller	
  (top),	
  buckle	
  (middle)	
  and	
  opening	
  (bottom)	
  on	
  (A)	
  
siRNA,	
  (B)	
  siRNA	
  complexed	
  to	
  protein	
  and	
  (C)	
  DNA.	
  Blue	
  line	
  (AMBER);	
  red	
  line	
  (CHARMM);	
  green	
  line	
  
(GROMOS).	
   Each	
   point	
   in	
   the	
   graphs	
   represents	
   the	
   average	
   of	
   three	
   simulations	
   for	
   each	
   system.	
  
Dashed	
  lines	
  represent	
  crystal	
  data	
  for	
  siRNA	
  (A	
  and	
  B)	
  and	
  values	
  for	
  B-­‐DNA	
  form	
  on	
  DNA	
  (C).	
  

opening	
   are	
   types	
   of	
   rotational	
   parameters.	
   In	
  
order	
   to	
   perform	
   the	
   analyses,	
   rotational	
  
parameters	
   were	
   chosen	
   in	
   agreement	
   a	
  
previous	
   study,38	
   which	
   showed	
   that	
  
translational	
   parameters	
   display	
   very	
   little	
  
variation.	
   So,	
   to	
   analyse	
   nucleic	
   acids	
   we	
   may	
  
take	
  all	
  translational	
  parameters	
  as	
  insignificant	
  
and	
   concentrate	
   only	
   on	
   the	
   rotational	
  
parameters.	
  

The	
   results	
   of	
   propeller,	
   buckle,	
   and	
   opening	
  
parameters	
   in	
   the	
   AMBER	
   and	
   CHARMM	
  
simulations	
  were	
   close	
   to	
   the	
   crystal	
   data	
   and	
  
B-­‐DNA	
   form	
   (Figure	
   8).	
   AMBER	
   and	
   CHARMM	
  
simulations	
  demonstrated	
  stability	
  on	
  rotational	
  
parameters,	
   in	
   accordance	
   with	
   previous	
  

analyses	
  of	
  torsional	
  angles	
  that	
  showed	
  stable	
  
results	
   and	
   close	
   to	
   the	
   experimental	
   data.	
  
These	
   results	
   (Figure	
   7	
   and	
   Figure	
   8)	
   confirm	
  
AMBER	
   and	
   CHARMM	
   as	
   the	
  main	
   force	
   fields	
  
for	
   RNA	
   simulation,	
   as	
   previously	
   indicated	
   by	
  
RMSD	
  and	
  torsional	
  angles	
  analyses.	
  	
  

The	
   data	
   for	
   GROMOS	
   simulations	
   (Figure	
   8),	
  
for	
  the	
  propeller	
  parameter,	
  show	
  values	
  with	
  a	
  
slight	
   dispersion	
   when	
   compared	
   to	
  
experimental	
   data	
   and	
   B-­‐DNA	
   form.	
   The	
  
standard	
   deviation	
   displays	
   a	
   high	
   variation	
  
during	
   the	
   simulation,	
   when	
   compared	
   to	
  
AMBER	
   and	
   CHARMM	
   simulations.	
   Again,	
   the	
  
previous	
   torsional	
   angles	
   results,	
   on	
   GROMOS	
  
force	
  field,	
  influenced	
  the	
  base	
  pair	
  parameters.	
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Buckle	
   results,	
   for	
   GROMOS	
   force	
   field	
   (Figure	
  
8),	
   were	
   very	
   close	
   to	
   crystal	
   data	
   and	
   B-­‐DNA	
  
form.	
  When	
  compared	
  to	
  AMBER	
  and	
  CHARMM	
  
force	
  fields,	
  the	
  GROMOS	
  simulations	
  are	
  in	
  the	
  
same	
   range	
   with	
   slight	
   increase	
   of	
   standard	
  
deviation.	
  Theses	
  analyses	
  show	
  a	
  low	
  influence	
  
of	
  torsional	
  angles	
  in	
  this	
  rotational	
  parameters.	
  	
  

Finally,	
   the	
   opening	
   parameter	
   (Figure	
   8)	
   for	
  
GROMOS	
  simulations	
  shows	
   large	
  dispersion	
  of	
  
values	
   when	
   compared	
   to	
   experimental	
   data	
  
and	
   B-­‐DNA	
   form.	
   The	
   standard	
   deviation	
  
displays	
   a	
   high	
   variation	
  during	
   the	
   simulation,	
  
in	
  comparison	
  with	
  the	
  others	
  force	
  field.	
  These	
  
results	
   confirm	
   the	
   loss	
   of	
   base	
   pairing	
   and	
  
denaturation	
   of	
   nucleic	
   acids	
   simulated	
   on	
  
GROMOS	
  force	
  field.	
  

Conclusions	
  

The	
  choice	
  of	
  force	
  field	
  on	
  molecular	
  dynamics	
  
simulations	
  is	
  crucial	
  for	
  accurate	
  description	
  of	
  
biomolecules.	
   So,	
   we	
   performed	
   100	
   ns	
  
simulations	
   with	
   siRNA,	
   siRNA	
   complexed	
   to	
  
protein,	
   and	
   DNA	
   using	
   AMBER99SB-­‐ILDN,	
  
CHARMM27,	
   and	
   GROMOS53a6	
   aiming	
   to	
  
assess	
   the	
   reliability	
   of	
   these	
   force	
   fields	
   in	
  
describing	
  such	
  small	
  double-­‐strands.	
  	
  

Simulations	
   with	
   AMBER	
   and	
   CHARMM	
   force	
  
fields	
   were	
   very	
   stable	
   and	
   reproduced	
   the	
  
experimental	
   data	
   and	
   the	
   experimental	
  
parameters	
   for	
   B-­‐DNA.	
   The	
   obtained	
   data	
  
points	
   to	
   AMBER	
   and	
   CHARMM	
   as	
   the	
   main	
  
force	
   fields	
   for	
   RNA	
   simulation,	
   as	
   previously	
  
indicated	
  for	
  DNA.6	
  On	
  the	
  other	
  hand,	
  analyses	
  
of	
   RMSD,	
   number	
   of	
   intramolecular	
   hydrogen	
  
bonds,	
   torsional	
   angles,	
   and	
   base-­‐pairs	
   steps	
  
indicate	
   that	
   the	
   nucleic	
   acids	
   simulated	
   with	
  
GROMOS	
   53a6	
   force	
   field	
   have	
   strong	
  
distortions.	
   The	
   torsional	
   angles	
   α	
   and	
   γ	
   on	
  
GROMOS	
   simulations	
   displayed	
   several	
  
problems	
   such	
  as	
  disperse	
  values,	
  distant	
   from	
  
experimental	
  data.	
  

In	
   conclusion,	
   despite	
   being	
   a	
   very	
   successful	
  
force	
   field	
   for	
   simulating	
   proteins	
   and	
  
carbohydrates,	
   GROMOS	
   53a6	
   leads	
   to	
   major	
  
distortion	
   of	
   nucleic	
   acids,	
   such	
   as	
   opening	
   of	
  

double-­‐strands,	
   loss	
   of	
   base	
   pairing	
   and	
   main	
  
parameters	
  with	
   high	
   variation	
   resulting	
   in	
   the	
  
complete	
  disruption	
  of	
  the	
  double	
  strand.	
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5. DISCUSSÃO GERAL 

	
  

5. 1 ANÁLISE GLOBAL DA ESTRUTURA  

Os resultados obtidos durante a simulação de dinâmica molecular dos 

siRNAs e dos DNAs demonstram estruturas mais estáveis nos campos de força 

AMBER e CHARMM, com valores de RMSD mais baixos em comparação com 

o campo de força GROMOS. Por outro lado, os ácidos nucleicos simulados no 

campo de força GROMOS apresentaram altos valores de RMSD, indicando 

uma possível perda estrutural do siRNA, conforme previamente descrito para a 

molécula de DNA (RICCI ET AL., 2010). Além do RMSD, a estabilidade das duplas 

fitas foi também avaliada por outras propriedades, como o padrão de 

interações por ligação de hidrogênio associados aos pareamentos de bases 

esperados. 

O campo de força AMBER apresentou um rigidez maior frente ao 

CHARMM, já que as ligações de hidrogênio durante as simulações 

apresentaram valores mais estáveis com menor perda de pareamento entre as 

bases. Essa característica presente no campo de força AMBER pode não ser 

adequada para eventos conformacionais em que a molécula de ácido nucleico 

necessite de uma maior flexibilidade. Assim, o campo de força CHARMM 

apresenta vantagem, em relação ao AMBER, nessas situações. 

Por outro lado, o campo de força GROMOS demonstrou perda de 

pareamento de bases nas análises de interações por ligações de hidrogênio. 

Esses dados estão de acordo com as análises prévias de RMSD, confirmando 

a perda estrutural do siRNA e consequente deformação da dupla-hélice 

durante as simulações por DM. 

 A complexação dos siRNAs com a proteína p19, em comparação com o 

siRNA livre, promoveu redução nos valores de RMSD do ácido nucleico, 

demonstrando uma rigidez maior da estrutura do siRNA quando complexado a 

proteína. Apesar dos valores RMSD para os siRNA complexados a proteína 

terem diminuídos também no campo de força GROMOS, as estruturas dos 

ácidos nucleicos continuaram apresentando perda de pareamento entre as 

bases, ou seja, ruptura da dupla fita e deformação da dupla hélice. 
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 Os resultados obtidos para descrição da estrutura global dos siRNAs 

livres durante as simulações por DM foram condensados na Figura 17. Nesta 

representação é possível verificar a estabilidade das estruturas simuladas nos 

campos de força que descrevem todos os átomos do sistema frente às 

estruturas estudadas no campo de força de átomo unido. A desnaturação do 

siRNA fica clara no campo de força GROMOS, já que a estrutura inicial é 

completamente perdida. 

 
Figura 17. Diferenças estruturais apresentadas pelos siRNAs durante as simulações por DM nos três 

campos de força. 
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5. 2 ÂNGULOS TORCIONAIS E PARÂMETROS GEOMÉTRICOS 

Embora dados de RMSD e padrão de ligações de hidrogênio ofereçam 

uma perspectiva global sobre a estabilidade do ácido nucleico, o entendimento 

da amostragem conformacional produzida com resolução atômica exige a 

avaliação de propriedades locais, relacionadas a bases individuais ou em 

pares. Para tal, diversos descritores foram avaliados e seus valores médios ao 

longo das trajetórias e entre as três trajetórias produzidas foram empregados. 

As simulações por DM dos ácidos nucleicos nos campos de força 

AMBER e CHARMM apresentaram resultados muito próximos aos dados 

experimentais para todos os ângulos torcionais analisados. Alguns parâmetros 

apresentaram alguma faixa de variação, embora a estrutura global tenha 

permanecido estável durante as simulações. Como os ângulos torcionais são 

responsáveis pelo esqueleto conformacional dos ácidos nucleicos, os 

parâmetros geométricos são consequências mecânicas da conformação obtida 

nesses esqueletos. Assim, como obtivemos valores próximos aos dados 

experimentais para os ângulos rotacionais nas simulações com AMBER e 

CHARMM, os parâmetros geométricos analisados se mostraram estáveis e 

próximos aos dados experimentais. Esses resultados demonstram uma 

excelente descrição da conformação do esqueleto de RNA e DNA nesses 

campos de força.  

Por outro lado, o campo de força GROMOS apresentou problemas na 

descrição conformacional do esqueleto durante as simulações. Os ângulos 

torcionais α e γ apresentaram valores extremamente altos, distantes dos dados 

experimentais, e com alta flutuação. Da mesma forma, a maior parte dos 

descritores geométricos apresentou resultados ruins, com alta variação e 

diferença em relação aos valores experimentais. 

 Os resultados obtidos, para o campo de força GROMOS, podem estar 

correlacionados com os diferentes potenciais torcionais de energia que os 

ângulos α e γ	
  adotam nos campos de força de átomo unido em comparação 

com os campos de forças que descrevem todos os átomos do sistema (RICCI ET 

AL. 2010; SOARES ET AL., 2005) (Figura 18).  
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Figura 18. Perfis torcionais de energia, para os ângulos α e  γ, calculados a partir dos parâmetros dos 

campos de força AMBER e GROMOS. (adaptado de  RICCI ET AL., 2010) 

 

Por fim, os parâmetros analisados confirmaram os campos de força 

AMBER e CHARMM como os mais adequados para simulações de RNA, bem 

como de DNA. Por outro lado, os descritores também reforçaram a perda do 

pareamento de bases e assim a desnaturação dos ácidos nucleicos simulados 

no campo e força GROMOS. Este resultado indica que a forma como foi 

desenvolvido o campo de força de átomo unido, pode estar relacionado com a 

perda estrutural dos ácidos nucleicos durante as simulações. 
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6. CONCLUSÕES 

 

A partir dos objetivos previamente descritos, a concretização do 

presente trabalho tornou possível: 

 

Ø Confirmação dos campos de força all-atom (AMBER e CHARMM) como 

principais escolhas para simulação de RNA e, conforme já descrito, para 

DNA. Em contrapartida, apesar de ser um campo de força muito bem 

sucedido para a simulação de proteínas e carboidratos, o campo de 

força united-atom (GROMOS) apresentou uma série de problemas, 

resultando na deformação e rompimento da dupla hélice; 

 

Ø Analisar os diferentes ângulos torcionais, que descrevem o esqueleto 

conformacional dos ácidos nucleicos, demonstrando que as moléculas 

simuladas no campos de forças AMBER e CHARMM apresentaram 

resultados muito próximos aos dados experimentais. Por outro lado, o 

campo de força GROMOS apresentou problemas nos ângulos torcionais 

e assim a deformação do esqueleto conformacional durante as 

simulações; 

 

Ø Verificar a influência dos ângulos torcionais nos descritores geométricos. 

Os descritores geométricos confirmaram os dados obtidos nas análises 

anteriores, confirmando os campos de força que descrevem todos os 

átomos do sistema como as principais escolhas para simulação de RNA.  

 

Ø Avaliar a influência da proteína na estrutura dos ácidos nucleicos, 

durante a simulação. A complexação dos siRNAs com a proteína p19 

promoveu uma rigidez na estrutura do siRNA em todos os campos de 

força estudados. Contudo, no campo de força GROMOS, apesar da 

rigidez, as estruturas dos ácidos nucleicos continuaram apresentando 

uma série de problemas e assim deformação da dupla hélice. 
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9. APÊNDICES 

	
  

Trabalhos publicados durante o desenvolvimento do mestrado (Apêndices A e 

B) e artigo em preparação (Apêndice C) durante esse período, que será 

submetido à revista  European Journal of Medicinal Chemistry. 

Desenvolvimento de imagens (Apêndice D) para o livro-texto “Bioinformática: 

da Biologia à Flexibilidade Molecular” que encontra-se publicado gratuitamente 

no endereço: http://www.ufrgs.br/bioinfo/ebook/ 

 

Apêndice A: Artigo publicado “Conformational Characterization of 

Ipomotaosides and Their Recognition by COX-1 and 2” 

 

Apêndice B:  Artigo aceito para publicação  “2´, 3´-Dialdehyde of ATP, ADP, 

and Adenosine Inhibit HIV-1 Reverse Transcriptase and Infection”. 

 

Apêndice C: Dados do Artigo em preparação para submissão “Effects of TMI 

binding on antithrombin and comparison with the heparin binding”. 

 

Apêndice D: Dados do Livro-texto “Bioinformática: da Biologia à Flexibilidade 

Molecular” publicado com imagens elaboradas durante o mestrado.  
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9.2 APÊNDICE B 
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9.4 APÊNDICE D 
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