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RESUMO 

 

Neste trabalho a proteína fluorescente verde (GFP) foi escolhida como objeto de 

estudo devido às características fotofísicas de seu cromóforo a fim de investigar 

propriedades de estado excitado em sistemas biomoleculares. Sendo assim, buscou-

se obter dados de energia de excitação para estruturas do cromóforo da proteína e da 

proteína otimizada em nível PM6/Amber com o método ONIOM, além de estruturas 

representativas de uma trajetória de dinâmica molecular de 200 ns. Nestas estruturas, 

foram realizados cálculos single-point com o método TD-DFT variando os funcionais, 

conjuntos de funções de base e tamanho das camadas tratadas com o método 

ONIOM. Com o funcional e conjunto de base escolhido, foram calculadas as energias 

de excitação para cromóforos de proteínas fluorescentes variantes da GFP. As 

análises estatísticas de RMSD e RMSF indicaram estruturas com baixas flutuações 

em torno do cromóforo. Os funcionais que desempenharam a melhor performance 

foram o CAM-B3LYP e ωB97XD com o conjunto de bases 6-311+G*. Os dados 

obtidos por cálculos com TD-DFT na abordagem ONIOM são bastante próximos dos 

valores reportados na literatura, apresentando variações significativas para algumas 

estruturas oriundas da dinâmica molecular. No entanto, a média dos valores de 

energia de excitação das estruturas significativas de cada cluster da trajetória de 

dinâmica molecular são mais próximos aos valores experimentais. Não se verificou 

influência significativa da proteína sobre os níveis de energia do cromóforo da GFP. 

Quanto aos cromóforos análogos, as energias de excitação seguem a tendência da 

literatura, embora os valores calculados tenham sido superestimados em relação aos 

dados experimentais. 

Palavras-chave: proteínas fluorescentes; estados excitados; GFP; TD-DFT; ONIOM.  



ABSTRACT 

 

In this work, green fluorescent protein (GFP) was chosen as the object of study due to 

the photophysical characteristics of its chromophore in order to investigate excited 

state properties in biomolecular systems. Therefore, the goal was to obtain excitation 

energy data for the chromophore structures of the protein and the protein optimized at 

the PM6/Amber level using the ONIOM method, as well as representative structures 

from a 200 ns molecular dynamics trajectory. Single-point calculations were performed 

on these structures using the TD-DFT method, varying the functionals, basis sets, and 

the size of the layers treated with the ONIOM method. With the chosen functional and 

basis set, excitation energies were calculated for chromophores of fluorescent protein 

variants of GFP. Statistical analyses of RMSD and RMSF indicated structures with low 

fluctuations around the chromophore. The functionals that performed best were CAM-

B3LYP and ωB97XD with the 6-311+G* basis set. The data obtained from TD-DFT 

calculations using the ONIOM approach are quite close to the values reported in the 

literature, showing significant variations for some structures arising from molecular 

dynamics. However, the average excitation energy values of the significant structures 

from each cluster of the molecular dynamics trajectory are closer to the experimental 

values. No significant influence of the protein on the energy levels of the GFP 

chromophore was observed. Regarding analogous chromophores, the excitation 

energies follow the trend of the literature, although the calculated values were 

overestimated compared to the experimental data. 

Keywords: Fluorescent proteins; excited states; GFP; TD-DFT; ONIOM. 
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Capítulo 1: INTRODUÇÃO

 

 

 

Frente aos desafios apresentados pela pandemia da COVID-19, diversas áreas 

da ciência se empenharam na compreensão do vírus SARS-CoV-2, a fim de 

desenvolver tratamentos, fármacos, vacinas e métodos de detecção do material viral. 

A respeito da detecção de vírus, técnicas espectroscópicas como a FRET (do inglês, 

Förster Resonance Energy Transfer), quando aplicadas a sistemas biológicos, podem 

ser bastente úteis, além de permitir localizar células de interesse e monitorar eventos 

intracelulares. 

No contexto de combate ao vírus, a química computacional contribui 

especialmente na triagem virtual de fármacos e no estudo detalhado de proteínas e 

ácidos nucleicos fundamentais para a replicação do vírus. Além disso, estudos 

teóricos podem permitir avanços na caracterização de sistemas biológicos em estado 

excitado, possibilitando, por exemplo, o planejamento de sondas espectroscópicas 

com propriedades adequadas para finalidades específicas. 

A importância de estados eletronicamente excitados (EES, do inglês 

Eletronically Excited States) em ciência e tecnologia vem aumentando 

consideravelmente nos últimos anos. Levar em consideração a influência desses 

estados sobre as propriedades da matéria é de suma importância para a elucidação 

de diversos fenômenos da natureza, tais como a fluorescência e a fosforescência, a 

conversão de energia em células solares, a terapia fotodinâmica e processos 

biológicos (JACQUEMIN; MENNUCI; ADAMO, 2011). Neste sentido, algumas sondas 

espectroscópicas adotadas em experimentos de FRET, como a proteína fluorescente 

verde (GFP, do inglês Green Fluorescent Protein), se apresentam como modelos de 

interesse para investigar propriedades do estado excitado em sistemas biológicos 

(ACHARYA et al., 2017). 

Sendo assim, uma proposta de pesquisa relevante nessa temática consiste na 

elaboração de um modelo de detecção do RNA do SARS-CoV-2 através de sondas 
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fluorescentes, por meio da técnica FRET, a partir de um sistema formado por proteínas 

que interagem com o RNA viral. No entanto, um sistema desse tipo apresenta alta 

complexidade e, diante disso, a GFP se apresenta como um bom modelo de estudo 

para avaliar a viabilidade técnica do método proposto, devido às propriedades 

fotofísicas únicas de seu cromóforo (TSIEN, 1998). 

Essa proteína desperta especial interesse nas ciências da vida, visto que há 

numerosos estudos experimentais e teóricos motivados pela fotofísica das proteínas 

dessa classe (WACHTER, 2006; MEECH, 2009; VAN THOR, 2009; SAMPLE; 

NEWMAN; ZHANG, 2009; NEMUKHIN; GRIGORENKO; SAVITSKY, 2009; SEWARD; 

BAGSHAW, 2009; LUKYANOV et al., 2010; BRAVAYA et al., 2012; SUBACH; 

VERKHUSHA, 2012). Devido à complexidade do sistema, muitos aspectos do 

fotociclo das proteínas fluorescentes e da formação dos respectivos cromóforos 

permanecem inexplorados. No entanto, a compreensão desses processos em nível 

molecular oferece uma vantagem crucial na modelagem de novas proteínas 

fluorescentes com propriedades para atender a diversas finalidades (ACHARYA et al., 

2017). 

Nesses estudos, os comprimentos de onda de absorção e fluorescência estão 

entre os principais parâmetros investigados. Proteínas fluorescentes vermelhas são 

de particular importância como marcadores adequados para imagens de tecidos 

profundos (SHCHERBAKOVA; VERKHUSHA, 2014). Além disso, proteínas 

fluorescentes de cores diferentes podem ser usadas como marcadores para diferentes 

proteínas (imagens multicoloridas) e para construir pares para espectroscopia FRET 

(GANESAN et al., 2006; PETTIKIRIARACHCHI et al., 2012). 

O presente trabalho adota a GFP como modelo de estudo para avaliar a 

viabilidade de modelagens computacionais de sistemas biológicos mais complexos 

em estado excitado.  
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Capítulo 2: OBJETIVOS

 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

Estabelecer um protocolo computacional para determinar propriedades do EES 

para proteínas fluorescentes, por meio de dinâmica molecular e cálculos de potencial 

híbrido QM/MM usando a TD-DFT. 

 

2.2 Objetivos específicos 

● Verificar a estabilidade do modelo por meio de análises da trajetória da 

dinâmica molecular; 

● Realizar uma amostragem conformacional da estrutura da proteína ao longo da 

dinâmica molecular; 

● Escolher o melhor funcional da DFT para cálculos de potencial híbrido QM/MM; 

● Obter valores da energia de excitação para modelos da proteína e cromóforo 

empregando o método ONIOM; 

● Investigar a influência do ambiente da proteína sobre os valores de energia de 

excitação do cromóforo; 

● Calcular a energia de excitação de cromóforos análogos ao da GFP. 
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Capítulo 3: REFERENCIAL TEÓRICO

 

 

 

3.1 Proteína fluorescente verde 

As propriedades da proteína verde fluorescente (GFP) revolucionaram muitas 

áreas das ciências da vida, possibilitando observações in vivo da localização e de 

interações em proteínas, medições intracelulares de concentrações de íons 

fisiologicamente importantes, mapeamento de expressões genéticas, entre outros 

(TSIEN, 1998; DAY; DAVIDSON, 2009; ZIMMER, 2009; CHUDAKOV et al., 2010; 

MISHIN et al., 2015). A importância das proteínas fluorescentes e das tecnologias 

relacionadas foi reconhecida com o Prêmio Nobel de Química de 2008. 

A GFP foi caracterizada pela primeira vez em nível proteico em extratos da 

água-viva Aequorea victoria em 1962 (JOHNSON et al., 1962). Foram necessários 

mais de 30 anos para que fosse possível clonar o gene da GFP e demonstrar que a 

GFP funcional pode ser expressa em vários organismos (PRASHER et al., 1992; 

CHALFIE et al., 1994). Essa descoberta inaugurou a era das aplicações da GFP como 

um marcador fluorescente totalmente codificado por um único gene. As proteínas 

naturais semelhantes à GFP demonstram uma ampla diversidade espectral, incluindo 

proteínas fluorescentes ciano, verde, amarela, laranja e vermelha. Análises 

filogenéticas e reconstrução de genes ancestrais mostraram que o fenótipo 

fluorescente verde provavelmente era característico de proteínas evolutivamente 

antigas, enquanto outras cores apareceram mais tarde na evolução, 

independentemente. 

Sua estrutura conta com 238 aminoácidos distribuídos em 11 folhas-β que 

formam um cilindro atravessado longitudinalmente por uma hélice-α, onde se localiza 

o cromóforo da proteína, como pode ser observado na Figura 1. O β-barril tem 

diâmetro aproximado de 24 Å e altura de 42 Å, com peso molar entre 25 kDa e 30 kDa 

(TSIEN, 1998). 
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Figura 1. Estrutura da GFP, com o cromóforo representado em licorice, gerada pelo 

VMD. 

 

É reportado que a GFP do tipo selvagem absorve luz majoritariamente em 395 

nm, com um pequeno pico em 475 nm, devido aos estados de protonação do 

cromóforo (neutro e aniônico, respectivamente), e emite em torno de 508 nm 

(PATKNAIK; TROHALAKI; PACHTER, 2004; MA et al., 2012). O cromóforo, 4-(p-

hidroxibenzilideno)-imidazolidin-5-ona (HBI), é formado a partir de uma reação de 

ciclização autocatalítica entre três resíduos do backbone da proteína (Ser65, Tyr66 e 

Gly67), seguida de uma reação de oxidação, sem necessidade de cofatores. Os 

resíduos pré-ciclização e pós formação do cromóforo podem ser observados no 

esquema apresentado na Figura 2. 

 

Figura 2. Representação dos resíduos que formam o cromóforo da GFP, antes e 

depois da ciclização. 
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Devido à complexidade do sistema, muitos aspectos do ciclo fotoquímico das 

proteínas fluorescentes e formação do cromóforo ainda estão em grande parte 

inexplorados. No entanto, o entendimento em nível molecular desses processos 

oferece uma vantagem crucial na modelagem de novas proteínas fluorescentes com 

propriedades adequadas para aplicações específicas, sendo os comprimentos de 

onda de absorção e emissão os parâmetros mais importantes. 

Proteínas fluorescentes de diferentes cores podem ser usadas para marcar 

diferentes proteínas e para construir pares de FRET. Atualmente, as proteínas 

fluorescentes abrangem toda a faixa de luz visível, incluindo o extremo vermelho do 

espectro, conforme ilustrado na Figura 3. 

 

 

Figura 3. Exemplos de cromóforos de proteínas fluorescentes, com respectivos 

comprimentos de onda de excitação (barra superior) e de emissão (barra inferior). 

Fonte: (ACHARYA, A. et al., 2017). 

 

O ajuste de cor em proteínas fluorescentes pode ser alcançado por vários 

mecanismos distintos, incluindo a variação da extensão do sistema π, mudança do 

estado de protonação do cromóforo, empilhamento π, interações eletrostáticas e 

outras interações específicas com resíduos próximos. O brilho é outro fator 

importante: proteínas fluorescentes mais brilhantes, ou seja, aquelas com maiores 

coeficientes de extinção e rendimentos quânticos de fluorescência, funcionam melhor 

como marcadores fluorescentes (ACHARYA, A. et al., 2017). 

A fotofísica e fotoquímica das proteínas fluorescentes têm considerável 

semelhança com as dos corantes sintéticos. Do ponto de vista químico, os cromóforos 

típicos das proteínas fluorescentes (Figura 3) são semelhantes aos corantes cianina, 
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devido a uma característica estrutural comum: uma ponte metina conectando grupos 

aromáticos conjugados (BEREZIN; ACHILEFU, 2010; HA; TINNEFELD, 2012). No 

entanto, a presença do barril protéico leva a diferenças significativas. O ambiente 

protéico rígido restringe o alcance de movimento do cromóforo e limita sua 

acessibilidade ao solvente e a outras espécies presentes na solução (oxigênio 

ambiente, íons de sal, agentes oxidantes e redutores, etc). De fato, as propriedades 

fotofísicas dos cromóforos modelo em solução diferem drasticamente daqueles das 

respectivas proteínas fluorescentes: os cromóforos solvatados não fluorescem, sendo 

observada uma rápida recuperação do estado fundamental após a excitação, na 

escala de tempo de picossegundos (LIRVINENKO; WEBBER; MEECH, 2001; 

MARTIN; NEGRI; OLIVUCCI, 2004). 

O ciclo fotocatalítico de uma proteína fluorescente é iniciado pela absorção de 

luz, produzindo um estado eletronicamente excitado inicial do cromóforo. A Figura 4 

esboça vários processos no estado excitado em proteínas fluorescentes.  

 

Figura 4. Representação do ciclo fotocatalítico de uma proteína fluorescente. A sigla 

GS se refere ao estado fundamental (do inglês, Ground State) e a sigla EES se refere 

ao estado eletronicamente excitado (do inglês, Excited Electronic State). Fonte: 

adaptado de Acharya et al (2017). 
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O principal canal de relaxamento que restaura o cromóforo no estado 

fundamental é a fluorescência. Alternativamente, o cromóforo pode retornar ao estado 

fundamental dissipando a energia eletrônica em movimentos nucleares via 

relaxamento não radiativo. Uma vez que o padrão de ligação nos estados excitados é 

diferente, a excitação eletrônica pode iniciar várias transformações químicas do 

cromóforo, como isomerização, formação ou quebra de ligações covalentes, foto-

oxidação/foto-redução ou reações com resíduos próximos ou pequenas moléculas 

(por exemplo, oxigênio molecular). As escalas de tempo dos diferentes canais são 

crucialmente importantes para entender as proporções e rendimentos de ramificação. 

Um tempo de vida finito no estado excitado limita o escopo dos processos que podem 

ocorrer a partir deste estado. Típico de sistemas fluorescentes, os tempos de vida no 

estado excitado em proteínas fluorescentes são de 1 a 10 nanossegundos. Portanto, 

para ter um efeito perceptível no ciclo fotocatalítico, um processo no estado excitado 

deve ser iniciado em uma escala de tempo comparável ao tempo de vida do estado 

excitado (ACHARYA, A. et al., 2017). 

O cromóforo da GFP tem sido estudado extensivamente, tanto por métodos 

experimentais como métodos teóricos (WEBBER; LITVINENKO; MEECH, 2001; 

HELMS, 2002; ZIMMER, 2002; PATNAIK; TROHALAKI; PACHTER, 2004; 

REMINGTON, 2006; MATSUURA et al., 2010; MA et al., 2012; THOMPSON, 2014; 

PETRONE et al., 2016; JIN; GLOVER; HE, 2020). Há estudos reportados na literatura 

de cálculos estáticos de energias de excitação vertical, interseções cônicas de energia 

mínima e trajetória de reação usando métodos ab initio (MARTIN; NEGRI; OLIVUCCI, 

2004; SINICROPI et al., 2005), teoria do funcional da densidade (MARQUES et al., 

2003; LAINO; NIFOSI; TOZZINI, 2004; PATNAIK et al., 2007) e métodos 

semiempíricos (VOITYUK; MICHEL-BEYERLE; ROSCH, 1998; WEBER et al., 1999; 

VOITYUK et al., 2001; TONIOLO; GRANUCCI; MARTINEZ, 2003). 

 

3.2 Cálculos de estados excitados e TD-DFT 

 

A Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TD-DFT, do inglês 

Time Dependent Density Functional Theory) é provavelmente a abordagem teórica 
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mais amplamente utilizada para calcular energias de transição e propriedades de 

estados excitados, como momentos de dipolo e energias de excitação vertical. A 

popularidade dessa abordagem se deve ao fato de suas concorrentes exigirem alta 

demanda computacional. Os métodos semiempíricos tendem a fornecer resultados 

extremamente dependentes do sistema, enquanto que as abordagens ab initio 

geralmente são muito mais exatas que a TD-DFT, mas sofrem de um custo 

computacional extremamente elevado (JACQUEMIN; MENNUCCI; ADAMO, 2011). 

Em cálculos de TD-DFT é preciso levar em consideração os efeitos do ambiente, 

uma vez que as propriedades dos estados eletronicamente excitados são muito mais 

dependentes desses efeitos que suas contrapartes do estado fundamental. Salvo os 

casos de estruturas microsolvatadas, que podem ser calculadas por completo apenas 

com TD-DFT, um sistema pode ser dividido em duas partes, onde o grupo cromofórico 

é simulado com TD-DFT e o ambiente é tratado em um nível de teoria mais 

simplificado (ADAMO; JACQUEMIN, 2013). A vizinhança de um cromóforo pode ser 

apenas o solvente ou um ambiente químico complexo, como uma proteína. 

Para o caso do solvente, há duas abordagens principais para estimar o efeito 

sobre o grupo cromofórico de interesse: modelos explícitos e modelos implícitos. 

Enquanto no primeiro, todas as moléculas do solvente são tratadas explicitamente, 

geralmente com abordagens de mecânica molecular, no segundo, todo o solvente é 

tratado como um contínuo sem estrutura visando a reprodução de propriedades 

macroscópicas (tal como a sua constante dielétrica). Por um lado, os modelos 

explícitos tendem a fornecer uma descrição completa dos efeitos do solvente a um 

custo computacional mais elevado, enquanto que os modelos implícitos requerem 

menos custo computacional, mas são capazes de fornecer apenas uma média dos 

efeitos das interações entre soluto e solvente (ADAMO; JACQUEMIN, 2013). 

Para o caso de ambientes mais complexos, o desafio está em reproduzir 

corretamente as interações entre o cromóforo e a vizinhança, visto que essas 

interações podem ser consideradas específicas ou não específicas. O primeiro caso 

ocorre quando o ambiente participa diretamente da excitação eletrônica, como numa 

transferência de carga entre orbitais localizados no cromóforo e orbitais localizados 

na vizinhança, enquanto que no segundo caso o ambiente apenas exerce o papel de 

polarizar a densidade eletrônica das moléculas excitadas (ADAMO; JACQUEMIN, 

2013). 
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Além disso, os efeitos da vizinhança podem ser considerados diretos, limitados 

à polarização da densidade eletrônica do cromóforo, ou indiretos, quando há 

modificações estruturais induzidas pelas interações entre o cromóforo e o ambiente. 

Desde que a excitação possa ser considerada localizada no cromóforo, uma 

abordagem eficaz é tratar as duas regiões, cromóforo e ambiente, com modelos 

diferentes, onde a região de interesse pode ser tratada com TD-DFT e o ambiente 

com métodos de mecânica molecular ou semiempíricos, por exemplo (ADAMO; 

JACQUEMIN, 2013). 

Nesses modelos, os efeitos indiretos já são incluídos considerando um 

acoplamento mecânico, que implicam em restrições estruturais do ambiente na 

geometria do cromóforo. No entanto, os efeitos diretos são levados em consideração 

apenas se os dois níveis do modelo (QM e MM ou QM e QM) forem acoplados por 

meio de um termo eletrônico, adicionando a perturbação induzida pelo ambiente, com 

termos e aproximações adequadas, no Hamiltoniano do cromóforo. Dentre as diversas 

abordagens QM/QM ou QM/MM, o ONIOM permite levar em consideração o 

acoplamento eletrônico de forma eficaz (ADAMO; JACQUEMIN, 2013). 

 

3.3 O método ONIOM 

 

Calcular com exatidão a estrutura e as propriedades de sistemas moleculares 

grandes e complexos usando apenas métodos QM é difícil e extremamente 

demorado. Muitos esforços foram feitos para tornar tais cálculos viáveis, a exemplo 

dos métodos híbridos. Em um método híbrido, uma grande molécula é dividida em 

vários fragmentos. Diferentes métodos teóricos, com diferenças em custo 

computacional e poder de previsão, são então aplicados aos diferentes fragmentos 

(CHUNG et al., 2015). 

O ONIOM pode ser considerado como um método híbrido baseado em um 

conceito um pouco diferente do método QM/MM de duas camadas. Embora o ONIOM 

possa ser usado como um método QM/MM de duas camadas, ele também pode, de 

forma única, combinar diferentes métodos QM e pode ser facilmente estendido para 

múltiplas camadas (SENN; THIEL, 2007). 
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Maseras e Morokuma (1995) propuseram e desenvolveram um esquema 

alternativo QM/MM, denominado Método Integrado de Orbital Molecular + Mecânica 

Molecular (IMOMM). O IMOMM é um método "subtrativo" ou "extrapolativo": a energia 

total de todo o sistema ("real") é avaliada como a energia QM da região de interesse 

(“modelo”) (EQM,modelo) mais a energia MM do sistema real (EMM,real), descontando-

se a energia MM do sistema modelo (EMM,modeol): 

EIMOMM = EONIOM2(QM:MM) = EQM,modelo + EMM,real − EMM,modelo        (1) 

A operação subtrativa remove as contribuições MM duplamente contabilizadas 

para a região modelo (MASERAS; MOROKUMA, 1995; MATSUBARA; SIEBER; 

MOROKUMA, 1996). O método IMOMM pode ser considerado como uma 

extrapolação de tamanho a partir do cálculo QM preciso do pequeno sistema modelo 

(EQM,modelo) para o grande sistema real (EQM,real), adicionando o efeito aproximado 

do ambiente químico avaliado pelo método MM de menor custo. De um ponto de vista 

alternativo, o método IMOMM também pode ser considerado como a extrapolação do 

método (ou seja, EQM,modelo − EMM,modelo) do nível MM para o nível QM de maior 

exatidão a partir da energia MM do sistema real, EMM,real (HUMBEL; SIEBER; 

MOROKUMA, 1996). 

Comparado ao esquema aditivo QM/MM a ausência do Hamiltoniano de 

acoplamento QM−MM adicional (EQM−MM) no método extrapolativo IMOMM facilita 

sua implementação e evita a subcontagem ou supercontagem das interações 

QM−MM. Diferentemente do esquema aditivo, cálculos de MM do sistema modelo são 

necessários no método IMOMM (ou posteriormente denominado ONIOM2(QM:MM)). 

Portanto, é necessário um bom conjunto de parâmetros de campo de força de MM 

para o sistema modelo. No entanto, devido ao cancelamento de termos MM aditivos, 

apenas parâmetros não ligados para o sistema modelo, como parâmetros de van der 

Waals e cargas atômicas (no caso do acoplamento mecânico), bem como parâmetros 

ligados para a fronteira QM/MM, são importantes (VREVEN et al., 2006). 

Em geral, no método ONIOM de duas camadas a energia de alto nível do 

sistema real, Ealto,real, que é a energia alvo, poderia ser aproximada por 

Ealto,real ≈ EONIOM2(alto:baixo) = Ealto,modelo + Ebaixo,real − Ebaixo,modelo    (2) 



21 

É importante destacar que a equação (2) é uma generalização da equação (1), 

no sentido que o método “baixo” pode ser um método QM de menor custo 

computacional. 

O método ONIOM é aplicado para obter uma diferença de energia relativa 

confiável (entre estruturas ou estados), que são quimicamente e fisicamente mais 

importantes do que a energia absoluta do sistema (CHUNG et al., 2015). 

3.3.1 Acoplamento mecânico e eletrônico 

 

Um esquema de acoplamento mecânico (ME, do inglês Mechanical 

Embedding) foi implementado pela primeira vez no método ONIOM original (ONIOM-

ME). Este esquema é o método mais simples e menos exigente computacionalmente 

para tratar as interações eletrostáticas QM/MM de forma clássica, utilizando cargas 

pontuais atômicas fixas no sistema modelo e no sistema real. No entanto, a 

polarização da função de onda QM pelo ambiente MM não é incluída. Portanto, a 

precisão das interações eletrostáticas QM/MM, que podem ser críticas para a energia 

total do sistema real, depende fortemente das cargas atômicas do sistema modelo, 

que devem ser definidas pelo usuário. A diferença de energia entre estados 

eletrônicos distintos, bem como diferentes geometrias (como reagente e estado de 

transição), é mais sensível à polarização da função de onda QM, e a realização de um 

cálculo de energia no esquema de acoplamento eletrônico (EE, do inglês Electronic 

Embedding) do ONIOM é recomendada (CHUNG et al., 2015). 

Para melhorar as interações eletrostáticas QM/MM e incluir a polarização da 

função de onda QM pelo ambiente MM, um termo de um elétron descrevendo as 

cargas atômicas pode ser adicionado ao Hamiltoniano QM que é aplicado ao sistema 

modelo. Neste caso, a energia do sistema inteiro é escrita como mostrada na equação 

3 (VREVEN et al., 2006): 

EONIOM(QM:MM)−EE = EQM,modelo
v + EMM,real − EMM,modelo

v                           (3) 

onde o hamiltoniano é expresso como: 

HQM,modelo
v = HQM,modelo − ∑ ∑

sNqN

RIN
NI + ∑ ∑

ZjsNqN

RJN
NJ                                  (4) 
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é usado para o cálculo QM do sistema modelo. N, J e I denotam o átomo MM, átomos 

QM e elétrons QM, respectivamente, e qN e sN são a carga embutida e um fator de 

escala para o átomo MM N; Zj é a carga nuclear do átomo QM J. Aqui, as interações 

eletrostáticas QM/MM (com base em cargas pontuais MM fixas) e a densidade QM 

são computadas autoconsistentemente para a região QM. Este é o chamado esquema 

EE. Deve-se notar que a polarização do ambiente MM causada pela região QM não é 

considerada no esquema EE. 

Existem dois problemas inevitáveis de fronteira QM-MM para o esquema EE: 

(1) superpolarização da função de onda QM por cargas MM próximas e (2) 

subcontagem ou supercontagem de interações eletrostáticas QM/MM.  

Para evitar a superpolarização do sistema modelo QM, as cargas atômicas do 

ambiente MM dentro de três ligações da fronteira QM/MM são removidas nos dois 

cálculos modelo no ONIOM-EE padrão. Notadamente, mesmo que as cargas MM ao 

redor da fronteira sejam excluídas nos dois cálculos modelo ONIOM, as interações 

eletrostáticas ausentes com essas cargas MM ainda são consideradas por uma 

equação de Coulomb clássica no cálculo do sistema real (EMM,real) no ONIOM-EE. 

Isso é único para o ONIOM-EE e pode remediar tanto a superpolarização quanto os 

problemas de subcontagem/supercontagem. Outra diferença importante entre os 

métodos QM/MM-EE e ONIOM-EE é que as cargas atômicas para o sistema modelo 

devem ser adicionadas usando o ONIOM (VREVEN; MOROKUMA, 2003; VREVEN et 

al., 2006). 

O segundo problema se deve ao fato de que interações eletrostáticas entre 

átomos próximos são implicitamente incluídas nos termos parametrizados de 

estiramento, dobramento e diédrico de campos de força biomoleculares gerais. 

Vreven et al. (2003) desenvolveram e também implementaram o ONIOM-(QM:MM)-

EE no programa Gaussian. O método ONIOM-(QM:MM)-EE, equação 3, é diferente 

dos esquemas QM/MM-EE aditivos. As cargas pontuais MM são incorporadas aos 

dois cálculos modelo (EQM,modelo
v

 e EMM,modelo
v

, equação 3), no esquema ONIOM-

EE, enquanto as cargas pontuais MM são incorporadas apenas ao cálculo modelo QM 

e o termo eletrostático QM/MM clássico é removido no esquema QM/MM-EE genérico 

(EUCHINGER et al., 1999; DAS et al., 2002; KÖNIG et al., 2005). 
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3.3.2 Fronteira entre as camadas QM e MM 

 

No ONIOM, todo o sistema é dividido em modelos ou regiões. Por exemplo, no 

ONIOM2, é trivial separar os sistemas "modelo" e "ambiente" se não houver ligação 

covalente entre eles. O ONIOM2-(QM:MM) deve fornecer resultados idênticos aos do 

esquema QM/MM aditivo, devido ao cancelamento dos termos MM (VREVEN et al., 

2006). Usando a mesma abordagem para o caso de haver ligação covalente entre os 

sistemas, seria necessário cortar uma ligação; isso levará a ligações pendentes ou 

radicais e pode introduzir complicações devido à fronteira não física. Tal corte de 

fronteira QM/MM é inevitável em muitos casos. Muitas abordagens diferentes foram 

propostas para lidar com esse problema de "fronteira" em abordagens multicamadas. 

Em geral, existem três aproximações de fronteira: átomo de ligação (LA, do inglês Link 

Atoms), átomo de fronteira (ou pseudoligação) e orbital localizado congelado (SENN; 

THIEL, 2007; HU; YANG, 2008). 

No ONIOM, a abordagem de átomo de ligação tem sido empregada no 

programa Gaussian. O ONIOM usa átomos de hidrogênio como átomos de ligação por 

padrão: todas as ligações σ pendentes no sistema modelo são cobertas com átomos 

de hidrogênio (FIELD; BASH; KARPLUS, 1990). As posições dos LAs podem ser 

independentes daquelas do átomo hospedeiro de ligação (LAH, o átomo substituído 

pelo átomo de ligação) e da conexão do átomo de ligação (LAC, o átomo ligado ao 

LAH no "sistema real" e ao LA no "sistema modelo"), como o tratamento mais simples 

de LA. No entanto, isso aumenta artificialmente os graus de liberdade no sistema e 

leva a complicações desnecessárias, como nas implementações anteriores de 

métodos QM/MM genéricos. Uma abordagem alternativa, usada nas primeiras 

implementações do ONIOM, é fixar as distâncias de ligação LAC-LAH e LAC-LA em 

valores razoáveis (os ângulos de ligação e diédricos envolvendo LA também são 

fixados), o que significa que a posição de LA é independente da posição de LAH. Esta 

implementação inicial resulta em menos graus de liberdade e, portanto, a análise 

vibracional não pode ser realizada (MASERAS; MOROKUMA, 1995; MATSUBARA; 

SIEBER; MOROKUMA, 1996; HUMBEL; SIEBER; MOROKUMA, 1996). 

Para minimizar erros de átomos de ligação de hidrogênio em métodos QM/MM 

e ONIOM, o corte de ligação através da fronteira QM/MM deve ser examinado 

minuciosamente. Para ser consistente com a eletronegatividade do átomo de 
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hidrogênio LA, idealmente, uma ligação Csp3−Csp3 inerte deve ser cortada. Cortar 

ligações polares com fortes efeitos indutivos (por exemplo, C−O, Si−O) e ligações 

conjugadas com fortes efeitos de conjugação deve ser evitado em cálculos QM/MM e 

ONIOM (VREVEN et al., 2006; CLEMENTE; VREVEN; FRISCH, 2010). 

3.4 Dinâmica Molecular 

 

A Dinâmica Molecular (DM) é uma técnica computacional amplamente 

reconhecida por sua versatilidade no estudo de macromoléculas biológicas 

(HANSSON; OOSTENBRINK; VAN GUNSTEREN, 2002). As simulações de DM têm 

sido um método bastante popular para investigar a estrutura e função dessas 

biomoléculas. 

A DM é empregada para analisar o movimento de partículas em diversos 

sistemas, levando em consideração os potenciais de interação entre elas e as 

equações que regem seus deslocamentos. Baseada nos princípios da Mecânica 

Clássica, essa abordagem permite examinar a evolução ao longo do tempo dos 

átomos individuais que constituem o sistema. Ao gerar sequências de posições, é 

factível obter as propriedades macroscópicas de interesse por meio da aplicação dos 

conceitos da mecânica estatística (MORGON; COUTINHO, 2007). As quantidades 

macroscópicas calculadas por meio das funções da mecânica estatística incluem a 

pressão, energia interna, volume, temperatura, entropia e energia livre (NAMBA; 

SILVA; da SILVA, 2008). 

Nesse método, as partículas são descritas por um conjunto completo de 

potenciais de interação, denominado “campo de força” (ACKERMANN et al., 1988). 

Estes potenciais estabelecem as forças que atuam em cada partícula e, 

consequentemente, determinam a evolução do sistema ao longo do tempo, resultando 

nas trajetórias correspondentes. Com base nas condições iniciais 𝑡0, posição e 

velocidade, é possível calcular as forças líquidas que atuam sobre cada partícula 

(Equação 5), devido às interações com as outras partículas. Ao aplicar as equações 

newtonianas do movimento, são então determinadas as posições e velocidades em 

um momento subsequente. Essas novas posições são empregadas para calcular as 

novas forças, o que por sua vez atualiza as posições e velocidades. Esse 
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procedimento é repetido iterativamente, gerando trajetórias moleculares para todo o 

sistema (MORGON; COUTINHO, 2007).  

𝐹𝑖 = −𝛻𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙(𝑡)        (5) 

sendo  

𝑉𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝑉𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎 + 𝑉𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟        (6) 

onde 𝑉𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎 corresponde aos potenciais de interações para os átomos ligados e 𝑉𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟 

para os átomos não ligados. Sendo: 

Vintra = ∑ kr(r − r0)
2

lig + ∑ kθ(θ − θ0)
2

ang +
1

2
∑ Vn[1 − (−1)ncos⁡(ηφ + γn)]n,diedro    (7) 

e 

Vinter = ∑ 4εij [(
σij

rij
)
12

− (
σij

rij
)
6

] + ∑
qiqj

4πε0rij
i,ji,j                               (8) 

Os potenciais ligados, Equação 7, descrevem as deformações moleculares. O 

primeiro termo corresponde aos estiramentos de uma ligação química, o segundo e 

terceiro termos correspondem às deformações angulares e às deformações dos 

ângulos diedros, respectivamente. Os estiramentos e deformações angulares são 

descritos por potenciais harmônicos, onde os parâmetros 𝑟0 e 𝜃0 correspondem ao 

comprimento e ângulo de equilíbrio da ligação, e 𝑘𝑟 e 𝑘𝜃 às constantes de força. Essas 

constantes são obtidas de medidas espectroscópicas ou cálculos quânticos. Já as 

torções diedrais não são adequadamente modeladas segundo um potencial 

harmônico, uma vez que não são descritos por um potencial parabólico no intervalo 

[0,2π]. Os parâmetros 𝜂, 𝑉 e 𝛾 são, respectivamente, a periodicidade da função, a 

constante de força diedral e a fase angular. 

Os potenciais não ligados, Equação 8, consistem na soma das interações de 

van der Waals e eletrostáticas entre pares de átomos de moléculas distintas, i e j. Os 

potenciais são representados pelos potenciais de Lennard-Jones e Coulomb, primeiro 

e segundo termo, respectivamente. 

Além disso, existem vários campos de força desenvolvidos por vários grupos 

de pesquisa em todo o mundo. Entre os campos de força bem estabelecidos e 

amplamente utilizados para biomoléculas, destacam-se o AMBER, o GROMOS e o 
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CHARMM (MORGON; COUTINHO, 2007). Para conduzir a simulação de um sistema 

por meio da dinâmica molecular, além da utilização do campo de força, também são 

requeridas técnicas específicas que envolvem a implementação de condições 

periódicas de contorno, a definição de um raio de corte para interações de longo 

alcance, a seleção de um intervalo de integração para as equações de movimento, 

bem como o controle de temperatura e pressão por meio de termostatos e barostatos, 

respectivamente.  
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Capítulo 4: METODOLOGIA

 

 

 

As coordenadas atômicas da GFP foram obtidas de sua estrutura cristalográfica 

encontrada no banco de dados Protein Data Bank (PDB) sob o código de entrada 

1W7S, uma estrutura determinada por raio-X com resolução de 1,8 Å, já estudada na 

literatura para cálculos com o método ONIOM (THOMPSON, 2014). Essa estrutura é 

composta por quatro cadeias protéicas, sendo escolhida a cadeia A para os estudos 

do presente trabalho. Embora a estrutura não possuísse o resíduo 1 e a sequência de 

resíduos do 232 ao 238, não foi relevante para o presente trabalho modelar os 

resíduos ausentes, uma vez que estes se localizam em regiões da proteína 

espacialmente distantes do cromóforo. Por fim, a adição de átomos de hidrogênio foi 

realizada usando o servidor CHARMM-GUI (JO et al., 2008; BROOKS et al., 2008). 

As coordenadas dessa estrutura, após adição de hidrogênios, foram adotadas 

como ponto inicial para a simulação de dinâmica molecular e cálculos de energia do 

estado excitado. 

A preparação da caixa de simulação e a parametrização do cromóforo foram 

realizadas utilizando o servidor CHARMM-GUI (JO et al., 2008; BROOKS et al., 2008). 

A proteína foi confinada em uma caixa de solvatação ortorrômbica, contendo uma 

camada de moléculas de água do tipo TIP3P, com distância de 10 Å da proteína até 

as bordas da caixa, Figura 5. Foram adicionados seis íons K+ para neutralizar o 

sistema e uma concentração de 0,15 mol L-1 de KCl, seguindo protocolo já adotado 

pelo grupo (PEREIRA, 2020). 
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Figura 5. Caixa de simulação para a dinâmica molecular. Ao centro da caixa está 

representada a estrutura da GFP. Ao redor da proteína estão distribuídas as moléculas 

de água, em transparente, e os íons Cl-, em laranja, e K+, em verde. 

 

Os cálculos das simulações de dinâmica molecular de equilibração e produção 

foram realizados no ambiente computacional do CENAPAD-SP. As simulações de 

dinâmica molecular clássica foram realizadas com o software NAMD v2.14 (PHILLIPS 

et al., 2020) com o campo de força CHARMM36 (BEST et al., 2012). Foram aplicadas 

condições periódicas de contorno e utilizado o algoritmo SHAKE para restringir as 

ligações dos átomos de hidrogênio. As interações eletrostáticas, calculadas com o 

método Particle-Mesh Ewald (PME) e as interações do tipo van der Waals foram 

calculadas num raio de corte de 10 Å. A simulação foi realizada para a pressão de 1 

atm e temperatura de 300 K utilizando o barostato e o termostato de Langevin 

(FELLER et al., 1995; DAVIDCHAK; HANDEL; TRETYAKOV, 2009), respectivamente. 

O cálculo foi realizado com passos de integração de 2 fs e foi dividido em três etapas: 

1. Minimização: esta etapa foi realizada utilizando o algoritmo do 

gradiente conjugado por 80 ps, com restrição harmônica com força constante de 5 

kcal mol-1 Å-2 para os átomos do backbone da proteína. 
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2. Equilibração: após a minimização, o sistema foi submetido a uma etapa 

de equilibração, no ensemble NPT, que foi realizada em três estágios: 

a) Estágio 1: 200 ps de simulação com restrições harmônicas com força 

constante de 5 kcal mol-1 Å-2 para os átomos do backbone da proteína. 

b) Estágio 2: 200 ps de simulação com restrições harmônicas com força 

constante de 3 kcal mol-1 Å-2 para os átomos do backbone da proteína. 

c) Estágio 3: 200 ps de simulação com restrições harmônicas com força 

constante de 1 kcal mol-1 Å-2 para os átomos do backbone da proteína. 

3. Produção: por fim, o sistema foi conduzido à etapa de produção por 200 

ns, sem restrições, e com coordenadas coletadas e armazenadas a cada 20 ps. 

As informações da trajetória foram obtidas utilizando o programa CPPTRAJ 

(ROE, CHEATHAM III, 2013), incluso no pacote do AmberTools22 (CASE et al., 2023). 

Para este trabalho, foram analisados RMSD e RMSF e foi realizada uma clusterização 

das conformações da proteína ao longo da trajetória. 

Para os cálculos de energia com potenciais híbridos QM/MM, efetuados no 

cluster LMMRQ da UFPB e realizados com o software Gaussian 16 (FRISCH et al., 

2016), foram utilizados três modelos de estrutura, apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Estruturas utilizadas para cálculos de potenciais híbridos QM/MM. 

Código Descrição 

A Estrutura do cromóforo otimizada com PM6. 

B_x 
Estrutura da GFP cristalográfica otimizada com 
PM6/Amber. O índice x indica o modelo de 
particionamento QM/MM. 

Cy_x 

Estrutura representativa da GFP oriunda da dinâmica 
molecular. O índice x indica o modelo de 
particionamento QM/MM e o índice y indica o cluster de 
referência. 

 

Para as estruturas B e C, foram realizados cálculos single point adotando o 

método ONIOM para separar as regiões de interesse. Foram preparados três modelos 

para a região QM seguindo as orientações da literatura (THOMSON et al., 2014): 

modelo 1, contendo apenas o cromóforo; modelo 2, contendo o cromóforo mais os 
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resíduos Arg96 e His148; e modelo 3, contendo o cromóforo mais os resíduos Arg96, 

His148, Ser205 e Glu222, conforme apresentado na Figura 6. 

 

Figura 6. Modelos de separação das regiões QM (em licorice) e MM da proteína para 

os cálculos com o método ONIOM. 

 

A região MM foi tratada com o campo de força Amber ff19SB (CORNELL et al., 

1995) e foi feito um estudo comparativo para selecionar o funcional e o conjunto de 

funções de base mais apropriados para a região QM do sistema de interesse. 

Foram realizados testes com os funcionais B3LYP, CAM-B3LYP, PBE0 e 

ωB97XD. Com o funcional com o melhor desempenho em relação à reprodução do 

espectro de excitação, foram testados os seguintes conjuntos de funções de base: 3-

21G, 6-31G, 6-311G, 6-311+G* e 6-311++G**, em busca de maior acurácia em 

relação ao espectro e menor custo computacional. Esses testes foram realizados com 

as estruturas A, B_1 e C0_1. Em seguida, foram replicados cálculos de energia para 
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os demais modelos de particionamento e estruturas representativas de cada cluster, 

com o funcional e o conjunto de base escolhidos. 

Para avaliar o efeito da proteína sobre as densidades de energia da proteína 

com o cromóforo, foram utilizados diferentes recortes da estrutura cristalográfica da 

proteína, sendo eles: o cromóforo isolado; uma região de raio de 5 Å com centro no 

cromóforo; uma região de raio de 10 Å com centro no cromóforo; uma região de raio 

de 15 Å com centro no cromóforo; e toda a proteína. A estrutura eletrônica foi 

calculada com o hamiltoniano semi-empírico PM7 (STEWART, 2013) com a técnica 

de escalonamento linear de orbitais moleculares localizados MOZYME (STEWART, 

1996), implementados no programa MOPAC2016 (STEWART 2007). Utilizando o 

PRIMoRDiA (GRILLO; URQUIZA-CARVALHO; ROCHA, 2020), foram gerados 

gráficos de densidade de estados de energia para os orbitais da proteína em cada um 

dos recortes. 

Por fim, os cálculos de energia de excitação foram realizados para os 

cromóforos de proteínas semelhantes à GFP, adotando o funcional e o conjunto de 

base mais apropriados, selecionados com base nas etapas anteriores. Mutações nos 

resíduos Ser65, Tyr66 e Gly67 da proteína fluorescente verde selvagem, wtGFP (com 

energia de excitação de 3,14 eV para estrutura neutra e 2,61 eV para o ânion), pré-

ciclização, dão origem a diversos resíduos cromofóricos. Assim, foram modelados os 

cromóforos da proteína fluorescente verde melhorada, eGFP (Thr65-Tyr66-Gly67), 

com energia de excitação de 2,54 eV; da proteína fluorescente amarela, YFP (Gly65-

Tyr66-Gly67), com energia de excitação de 3,16 eV para a estrutura neutra e 2,41 eV 

para o ânion; da proteína fluorescente ciano melhorada, eCFP (Thr65-Trp66-Gly67), 

com energia de excitação de 2,85 eV; e da proteína fluorescente azul, BFP (Ser65-

His66-Gly67), conforme apresentado na Figura 7 (BEEREPOOT et al., 2013). 
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Figura 7. Estrutura dos cromóforos de proteínas variantes da GFP. 

A preparação de inputs e as análises das trajetórias e de demais resultados 

foram realizados nos computadores do LQQC/UFPB.  
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Capítulo 5: RESULTADOS E DISCUSSÃO

 

 

 

Ao final de cada etapa da equilibração da dinâmica molecular, foram coletados 

os valores de energia total, temperatura média e pressão média, apresentados na 

Tabela 2. 

 

Tabela 2. Valores da energia total, temperatura média e pressão média após cada 
etapa de equilibração da dinâmica molecular. 

Etapa da 

equilibração 

Propriedades 

Energia total 

(kcal mol-1) 

Temperatura 

média (K) 

Pressão média 

(Bar) 

1 -93927,71 299,08 -38,32 

2 -93772,66 299,52 -10,25 

3 -93918,01 298,06 10,17 

 

A partir desses dados, é possível observar baixa variação nos valores de 

energia e temperatura média ao longo das três etapas da equilibração. No entanto, os 

valores de pressão média oscilam consideravelmente, além de não convergir para o 

valor de 1 atm, estipulado para a dinâmica. Tal comportamento pode ser atribuído à 

ausência de uma etapa de pressurização do sistema, visto que toda a simulação foi 

realizada no ensemble NPT. 

A etapa da simulação de produção foi realizada em triplicata e, para cada uma 

das trajetórias obtidas, foram realizadas análises de RMSD (Figura 8) dos átomos do 

backbone da proteína e RMSF por resíduo da proteína, em relação a estrutura inicial 

da simulação, a fim de avaliar a sua estabilidade ao longo da dinâmica. 
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Figura 8. (a) RMSD e (b) RMSF da etapa de produção da dinâmica molecular em 
triplicata. 

Na Figura 8 (a) é possível observar, para as três trajetórias, um aumento 

progressivo do RMSD no início da etapa, atingindo um limite de aproximadamente 2 

Å, indicando a equilibração do sistema e a conservação da estrutura secundária e 

terciária da proteína. 

Na Figura 8 (b), nota-se que, nas três trajetórias, os picos de flutuações 

coincidem com os resíduos que compõem os loops, sendo estas as regiões de maior 

flexibilidade da estrutura secundária da proteína durante a dinâmica. A região do 

cromóforo (Cro66), destacada na Figura 8 (b), apresenta um RMSF médio em torno 

de 0,5 Å, visto que se encontra na região interna do β-barril entre hélices-α, o que 

justifica a baixa mobilidade dos resíduos desta região. 

Com base nessas trajetórias, foi realizada uma clusterização das conformações 

da GFP, obtendo-se um total de 10 clusters, apresentados na Tabela 3. 
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Tabela 3. Clusters obtidos e a quantidade de frames agrupados em cada um. 

Cluster 
Quantidade de frames 

(percentual da trajetória) 

0 6051 (20,2) 

1 4172 (13,9) 

2 3878 (12,9) 

3 2792 (9,3) 

4 2765 (9,2) 

5 2449 (8,2) 

6 2393 (8,0) 

7 2135 (7,1) 

8 1744 (5,8) 

9 1621 (5,4) 

 

 

Para avaliar o desempenho dos funcionais de correlação e troca selecionados, 

foi escolhida a estrutura representativa do cluster mais populoso, C0, a fim de 

representar as estruturas oriundas da trajetória da dinâmica molecular. Além desta 

também foram adotadas estruturas cristalográficas otimizadas da proteína e do 

cromóforo, A e B, respectivamente. 

Na Figura 9 são apresentados os valores obtidos para a energia de excitação 

apenas para a estrutura do cromóforo isolado, que pôde ser tratado com TD-DFT. O 

desvio percentual, δ, foi calculado em relação ao o valor de referência de 3,14 eV 

(BEEREPOOT et al., 2013). 
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Figura 9. Desvio relativo da energia de excitação do cromóforo da GFP no vácuo, em 

relação ao valor experimental de 3,14 eV, para diferentes funcionais. 

 

Com base nesses dados, pode-se perceber que o funcional B3LYP apresentou 

o menor desvio percentual em relação ao valor experimental para a energia de 

excitação do cromóforo da GFP. Os funcionais CAM-B3LYP e ωB97XD apresentaram 

desvios percentuais bastante próximos. Em contrapartida, o funcional PBE0 

subestimou significativamente o valor da energia de excitação. 

Como um dos objetivos do trabalho é realizar esses cálculos para o cromóforo 

no ambiente da proteína, não é possível concluir que o funcional B3LYP é o mais 

apropriado, com base apenas nesse resultado. 

Assim, o estudo foi realizado, de modo semelhante, para a estrutura B, a fim 

de investigar o efeito do ambiente da proteína sobre o comportamento do cromóforo. 

Para tanto, o modelo de partição QM/MM considerado foi o mais simples, onde há 

apenas o cromóforo na região QM. Além disso, foram levados em consideração o 

acoplamento mecânico e o acoplamento eletrônico. A Figura 10 apresenta os valores 

relativos obtidos para a energia de excitação para a estrutura B. 
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Figura 10. Desvio relativo da energia de excitação do cromóforo da GFP com a 

estrutura cristalográfica, em relação ao valor experimental de 3,14 eV, para diferentes 

funcionais. 

 

Assim como para a estrutura B, o estudo com os funcionais também foi 

realizado para a estrutura C. A Figura 11 apresenta os valores relativos obtidos para 

a energia de excitação para a estrutura C0. 

 

 

Figura 11. Desvio relativo da energia de excitação do cromóforo da GFP da estrutura 

oriunda da dinâmica molecular, em relação ao valor experimental de 3,14 eV, para 

diferentes funcionais. 

 

Pode-se observar que, tanto para a estrutura B quanto para a estrutura C0, o 

desempenho dos funcionais têm comportamento semelhante ao observado para a 

estrutura A. Os funcionais que apresentam melhores resultados são o CAM-B3LYP e 
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o ωB97XD, enquanto que o PBE0 desempenhou a pior performance para esse tipo 

de cálculo. Considerando o acoplamento eletrônico o valor obtido para a energia de 

excitação é ainda mais próximo ao valor experimental, que os obtidos com o 

acoplamento mecânico. Sendo assim, nos cálculos de potencial híbrido subsequentes 

foram todos realizados adotando o acoplamento eletrônico. 

Após a avaliação dos funcionais para cálculos com TD-DFT foi realizado um 

estudo a fim de selecionar o conjunto de funções de base mais completo, que 

fornecesse o menor desvio do valor de energia de excitação com o menor custo 

computacional. Os valores obtidos para cada conjunto de base estão apresentados 

na Tabela 4. 
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Tabela 4. Valores obtidos para a energia de excitação, ΔE, em eV, e o desvio 

percentual, δ, para as estruturas A, B_1 e C0_1, calculados com diferentes conjuntos 

de funções de base, levando em consideração o acoplamento eletrônico. 

Estrutura Base 

CAM-B3LYP ωB97XD 

ΔE/eV δ/% ΔE/eV δ/% 

A 

3-21G 3,87 23,3 3,88 23,6 

6-31G 3,83 21,9 3,84 22,4 

6-311G 3,80 21,0 3,82 21,6 

6-311+G* 3,00 4,5 3,72 18,4 

6-311++G** 3,69 17,6 3,71 18,2 

B_1 

3-21G 3,55 12,9 3,54 12,6 

6-31G 3,63 15,6 3,63 15,5 

6-311G 3,62 15,5 3,63 15,5 

6-311+G* 3,60 14,6 3,61 14,9 

6-311++G** 3,59 14,4 3,60 14,7 

C0_1 

3-21G 3,51 11,7 3,54 12,6 

6-31G 3,70 17,9 3,71 18,3 

6-311G 3,72 18,4 3,73 18,9 

6-311+G* 3,73 18,9 3,75 19,3 

6-311++G** 3,73 18,8 3,74 19,2 
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Para as três estruturas estudadas e para os dois funcionais adotados, os 

conjuntos de funções 6-311+G* e 6-311++G** apresentaram resultados bastante 

próximos, sendo que os resultados com o funcional CAM-B3LYP foram ligeiramente 

melhores. Levando em consideração o menor custo computacional associado, 

selecionou-se o conjunto de funções de base 6-311+G* juntamente com o funcional 

CAM-B3LYP. 

Uma vez realizada a escolha do funcional e do conjunto de base, foi possível 

explorar o efeito da inclusão de resíduos próximos ao cromóforo na região QM. Sendo 

assim, foram realizados cálculos com as estruturas da proteína, B e C0, adotando os 

três diferentes modelos de divisão entre as regiões QM e MM. A Tabela 5 apresenta 

os valores obtidos para a energia de excitação. 

 

Tabela 5. Valores obtidos para a energia de excitação, ΔE, em eV, e o desvio 

percentual, δ, para as estruturas B e C0 com diferentes modelos de particionamento 

QM/MM, com o método QM CAM-B3LYP/6-311+G* e acoplamento eletrônico. 

Estrutura ΔE/eV δ/% 

B_1 3,60 14,6 

B_2 3,60 14,8 

B_3 3,60 14,6 

C0_1 3,73 18,9 

C0_2 3,17 0,9 

C0_3 2,41 23,1 

 

 

É possível notar que, para a estrutura B, otimizada, os valores da energia de 

excitação foram bastante próximos para os três modelos de particionamento. Em 

contraponto, a estrutura C0 apresenta variações significativas à medida que são 

adicionados resíduos da proteína à região QM. Dada essa discrepância, pode-se 

supor que o problema seja a estrutura oriunda da dinâmica molecular. 
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Estes cálculos foram replicados para as demais estruturas representativas dos 

clusters obtidos da trajetória da dinâmica molecular. A Tabela 6 apresenta os valores 

obtidos para a energia de excitação de cada estrutura para cada modelo de 

particionamento QM/MM. 

 

Tabela 6. Valores obtidos para a energia de excitação, ΔE, em eV, e o desvio 

percentual médio, δ, para as estruturas Cy com diferentes modelos de 

particionamento QM/MM, com o método QM CAM-B3LYP/6-311+G* e acoplamento 

eletrônico. 

Cluster 

Modelo de particionamento 

1 2 3 

C0 3,73 3,17 2,42 

C1 3,40 3,43 3,38 

C2 3,33 3,37 3,36 

C3 3,41 3,31 2,30 

C4 3,37 3,40 3,26 

C5 3,39 3,50 3,12 

C6 3,45 3,48 3,34 

C7 3,44 3,62 2,65 

C8 3,39 3,46 3,43 

C9 3,37 3,50 1,98 

Média 3,39 3,44 3,19 

δ/% 8,10 9,64 1,70 
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Analisando os dados apresentados para as estruturas oriundas da dinâmica 

molecular, embora seja possível notar variações entre as energias de excitação de 

cada modelo, o valor médio é significativamente mais próximo do valor experimental 

do que os valores apresentados pela estrutura representativa do cluster mais 

populoso. 

Ainda sobre a influência da proteína sobre o cromóforo, a Figura 12 apresenta 

os gráficos de densidade de estados de energias para os orbitais moleculares da GFP 

calculados com o método PM7 junto com algoritmo MOZYME. 

 

Figura 12. Densidade de estados de energia para os orbitais moleculares da GFP, 

para: (a) o cromóforo isolado; (b) uma região de 5 Å da proteína centrada no 
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cromóforo; (c) uma região de 10 Å da proteína centrada no cromóforo; (d) uma região 

de 15 Å da proteína centrada no cromóforo; e (e) a proteína inteira. 

Observando o perfil da distribuição da densidade de energia de todas as 

estruturas calculadas, não é possível perceber influência significativa do ambiente da 

proteína sobre o cromóforo. No entanto, pode-se perceber que, quando tratado 

isoladamente, o cromóforo apresenta menor concentração de energia, Figura 12 (a), 

quando comparado com estruturas que incluem porções maiores da proteína, Figura 

12 (d) e (e). Como consequência disso, o gap HOMO-LUMO é ligeiramente maior 

neste último caso. 

Em relação aos cromóforos de proteínas semelhantes à GFP, os valores 

obtidos para as energias de excitação, Figura 13, foram calculados com ONIOM(CAM-

B3LYP:AMBER) para a região das proteínas contendo apenas os respectivos 

cromóforos, com a região QM apenas para o cromóforo. 

 

Figura 13. Energias de excitação vertical para cada proteína fluorescente. 

 

Na Figura 13 é possível perceber que todas as energias de excitação foram 

superestimadas quando comparadas com os valores experimentais, reproduzindo um 

comportamento já reportado na literatura para cálculos com CAM-B3LYP (LIST et al 

2012; BEEREPOOT et al., 2013). Apesar disso, os valores calculados reproduzem a 
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tendência experimental para as diferentes proteínas. Neste sentido, é necessário 

pontuar que os valores obtidos para os modelos de cromóforos no vácuo, no geral, 

renderam resultados mais próximos aos valores experimentais que os calculados com 

o ONIOM. 

Para avaliação do efeito da alteração dos resíduos que dão origem ao 

cromóforo das proteínas fluorescentes, o cromóforo da wtGFP é adotado como 

estrutura de referência. Para esta proteína, a energia de excitação calculada com o 

método ONIOM foi equivalente a 0,57 eV acima do valor experimental, de 3,14 eV. 

O estado de ionização para o cromóforo da wtGFP prevê um diminuição de 

0,53 eV na energia de excitação do cromóforo neutro para o cromóforo aniônico. No 

entanto, os valores calculados para essas estruturas levaram a uma diferença de 0,80 

eV entre os dois estados. A estrutura aniônica da wtGFP rendeu a estimativa calculada 

com o ONIOM mais próxima do valor experimental, excedendo 0,30 eV. 

Quando a mudança na estrutura do cromóforo consiste em substituir o resíduo 

Tyr66, da wtGFP, por His65, na BFP, o valor calculado prevê uma diminuição na 

energia de excitação em torno de 0,10 eV, enquanto que na observação dos dados 

experimentais é esperado que essa mudança provoque uma elevação na energia 

correspondente a 0,07 eV. Em face ao valor experimental da energia de excitação 

para a BFP, o valor calculado excede em 0,40 eV. 

No caso do cromóforo da eGFP, além da substituição do resíduo Ser65 por 

Thr65, o cromóforo está no estado aniônico. Assim, para efeito de verificar a influência 

dessas substituições sobre valor da energia de excitação, a melhor comparação a ser 

feita é com o cromóforo aniônico da wtGFP. Experimentalmente, o cromóforo da eGFP 

tem energia de excitação menor que a do cromóforo aniônico da wtGFP em torno de 

0,07 eV. A diferença entre os valores calculados, no entanto, prevê que a energia de 

excitação para a eGFP exceda o valor da wtGFP aniônica em 0,10 eV. Em relação ao 

valor experimental da energia de excitação, o valor calculado excedeu 0,46 eV. 

A alteração do resíduo Ser65, da wtGFP, por Gly65, na YFP, não resultou em 

diferença significativa na energia de excitação, assim como observado nos valores 

experimentais da energia de excitação para essas proteínas. Para essa proteína, o 

valor calculado excede em 0,56 eV do valor experimental. 

Embora o valor calculado para a estrutura aniônica da YFP exceda em 0,57 eV 

o valor experimental, a diferença entre os valores de energia de excitação calculados 
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para estrutura neutra e a aniônica é equivalente à diferença observada para o valor 

experimental dessas estruturas, equivalente a 0,75 eV. 

Na eCFP, há dois resíduos diferentes da wtGFP: o cromóforo apresenta a 

sequência Thr65-Trp66 ao invés de Ser65-Tyr66. Como consequência, 

experimentalmente é observado que o cromóforo da eCFP apresenta energia de 

excitação diminuída em 0,29 eV com relação ao cromóforo da wtGFP. Os valores 

calculados se aproximam desse resultado, alcançando uma diferença de 0,23 eV 

entre as energias de excitação para os dois cromóforos. Em relação ao valor 

experimental, a estimativa calculada pelo método utilizado foi 0,63 eV superior.  
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Capítulo 6: CONCLUSÕES

 

 

 

A simulação de dinâmica molecular apresentou estruturas com baixas 

flutuações em torno do cromóforo. Os funcionais de correlação e troca que 

apresentaram melhores desempenhos para os cálculos da energia de excitação 

eletrônica foram o CAM-B3LYP e o ωB97XD, levando em consideração o 

acoplamento eletrônico, com pequenas variações entre si. Para este estudo foi 

selecionado o funcional CAM-B3LYP com o conjunto de base 6-311+G*. 

Ao considerar os modelos de particionamento, foi observado uma variação 

significativa do valor da energia de excitação entre os três modelos da estrutura C0, 

em relação à estrutura B. No entanto, a média dos valores da energia de excitação 

das estruturas representativas da dinâmica apresentam maior compatibilidade com 

dados experimentais. 

Acerca da influência da proteína sobre os níveis de energia do cromóforo, não 

foi observado efeito significativo. Desta forma, espera-se que realizar os cálculos de 

energia em nível computacional mais rigoroso apenas para o cromóforo não 

compromete a confiabilidade do resultado. 

Os valores calculados para a energia de excitação dos cromóforos análogos ao 

cromóforo da GFP superestimaram o valor experimental, previsto com o funcional 

CAM-B3LYP. Entretanto, as tendências observadas estão em consonância com as já 

reportadas na literatura.  
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