Universidade Federal da Paraiba
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza
Departamento de Quimica

Programa de Pos Graduacdo em Quimica

Dissertacdo de Mestrado

ESTUDO TEORICO DE PROPRIEDADES DO ESTADO EXCITADO DE
PROTEINAS FLUORESCENTES

Breno Xavier Porto Alves

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Karen Cacilda Weber
Coorientador: Prof. Dr. Gerd Bruno Rocha

Joao Pessoa, Paraiba
Marco de 2024



Universidade Federal da Paraiba
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza
Departamento de Quimica

Programa de Pos Graduacdo em Quimica

Dissertacdo de Mestrado

ESTUDO TEORICO DE PROPRIEDADES DO ESTADO EXCITADO DE
PROTEINAS FLUORESCENTES

Breno Xavier Porto Alves

Dissertacdo submetida ao Programa de Pés
Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal da Paraiba, como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre

em Quimica.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Karen Cacilda Weber

Coorientador: Prof. Dr. Gerd Bruno Rocha

Joao Pessoa, Paraiba
Marco de 2024



Cat al ogacdo na publicacéo
Secdo de Catal ogacdo e O assificacéo

A474e Al ves, Breno Xavier Porto.

Estudo tedrico de propriedades do estado excitado de
proteinas fluorescentes / Breno Xavier Porto Alves. -
Jodo Pessoa, 2024.

53 f. : il.

Orientacgdo: Karen Cacil da Wber.
Coori entagdo: Gerd Bruno Rocha.
Di ssertacao (Mestrado) - UFPB/ CCEN.

1. Proteinas fluorescentes. 2. Estados excitados. 3.
GFP. 4. TD-DFT. 5. ONNOM |. Wber, Karen Cacilda. I1I.
Rocha, Gerd Bruno. IIl. Titulo.

UFPB/ BC CDU 547(043)

El aborado por CHRI STI ANE CASTRO LI MA DA SILVA - CRB-15/865




Estudo teorico de propriedades do estado excitado de
proteinas fluorescentes.

Dissertagio de Mestrado apresentada pelo aluno
de abrl de 2024,

govb

Breno Xavier Porto Alves ¢ aprovada pela banca examinadora em 09

Documents assinado digitalments
HAREW CACILIDA WEBER

Dtac 31,04 72024 23:04:54-0300
i i e sy validas it gow. b

Profa. Dra. Karen Cacilda Weber

DQ-UFFB

Ornentadora/Presidente

govb

Documenta assinado digitalmente

GERD BRUNO DA ROCHA
Dratac 12042024 15:33: 15-0300
Werifique em htpe:) validar it gov.be

Prof. Dr. Gerd Bruno da Rocha

govb

DO-UFFR
Co-Orientador

Diooumenis assnado digitalmente

PALULA HOMEM DE MELLO
Diata: 10,04/2004 10o00:02-0300

Verifigue am R/ Mealicar it go B

Profa.

Dra. Paula Homem de Mello

UFdoABC/Santo Andreé-SP

govb

Examinadora exterma

Documento assinado digitalmente

OTAVID LUIS DE SANTANA
Drata: 09042024 15:43:20-0300
weriligue em hitpe:/ fvalsdar i, goy e

Prof. Dr. Otivio Luis de Santana

DO-UFFPB
Examinador intermo



A minha familia.



AGRADECIMENTOS

A0S meus pais e irmaos, por me incentivarem a trilhar o caminho dos estudos,
por acreditarem em meus sonhos, por nunca deixarem me faltar amor, acolhimento e
colo, que tantas vezes foram necessarios para que eu me mantivesse firme nessa
jornada.

A minha orientadora, Prof2 Dr2 Karen Weber, por acreditar que eu daria conta
dos desafios da éarea, pelos ensinamentos, pela paciéncia, pela parceria, pelos
conselhos, pelos happy hours, pela preocupacéo, pela forma humana de lidar com as
adversidades e por ndo ter desistido de mim quando eu j& havia o feito. Sem vocé, eu
jamais concluiria esse mestrado.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Gerd Rocha, nosso mestre Yoda, pelos vastos
conhecimentos e ideias compartilhadas e por muitas vezes ter sido o oraculo a ser
consultado em momentos de dificuldades, sempre trazendo clareza aos problemas
gue surgiam.

Ao Prof. Dr. Otavio e Prof. Dr. Wagner por terem aceitado participar da banca
de pré-defesa e por suas valiosas contribuicdes ao trabalho.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Quimica da UFPB, que através de corpo
docente e administrativo, me proporcionou uma memoravel vivéncia cientifica e
profissional rica de aprendizados.

Aos colegas do Laboratoério de Quimica Quantica e Computacional (LQQC), por
todos os momentos de aprendizado e descontracdo. Gratidao especial a Igor, pela
forca com o PRIMoRDIA.

Ao CNPq pela bolsa de mestrado concedida.

Aos meus amigos, de longa data e os que fiz nesse percurso, por ouvirem
minhas lamentacdes frequentes, por terem trazido leveza a essa fase da minha vida

e por constantemente me resgatarem de mim mesmo.



RESUMO

Neste trabalho a proteina fluorescente verde (GFP) foi escolhida como objeto de
estudo devido as caracteristicas fotofisicas de seu croméforo a fim de investigar
propriedades de estado excitado em sistemas biomoleculares. Sendo assim, buscou-
se obter dados de energia de excitacao para estruturas do croméforo da proteina e da
proteina otimizada em nivel PM6/Amber com o método ONIOM, além de estruturas
representativas de uma trajetoria de dindmica molecular de 200 ns. Nestas estruturas,
foram realizados célculos single-point com o método TD-DFT variando os funcionais,
conjuntos de funcBes de base e tamanho das camadas tratadas com o método
ONIOM. Com o funcional e conjunto de base escolhido, foram calculadas as energias
de excitacdo para cromoforos de proteinas fluorescentes variantes da GFP. As
andlises estatisticas de RMSD e RMSF indicaram estruturas com baixas flutuacdes
em torno do croméforo. Os funcionais que desempenharam a melhor performance
foram o CAM-B3LYP e wB97XD com o conjunto de bases 6-311+G*. Os dados
obtidos por calculos com TD-DFT na abordagem ONIOM sé&o bastante préximos dos
valores reportados na literatura, apresentando variacdes significativas para algumas
estruturas oriundas da dindmica molecular. No entanto, a média dos valores de
energia de excitacdo das estruturas significativas de cada cluster da trajetéria de
dindmica molecular sdo mais préximos aos valores experimentais. Nao se verificou
influéncia significativa da proteina sobre os niveis de energia do cromoforo da GFP.
Quanto aos cromoforos analogos, as energias de excitagcdo seguem a tendéncia da
literatura, embora os valores calculados tenham sido superestimados em relagcéo aos

dados experimentais.

Palavras-chave: proteinas 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 wB97XD 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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Capitulo 1: INTRODUCAO

Frente aos desafios apresentados pela pandemia da COVID-19, diversas areas
da ciéncia se empenharam na compreensdo do virus SARS-CoV-2, a fim de
desenvolver tratamentos, farmacos, vacinas e métodos de deteccdo do material viral.
A respeito da deteccédo de virus, técnicas espectroscépicas como a FRET (do inglés,
Forster Resonance Energy Transfer), quando aplicadas a sistemas biolégicos, podem
ser bastente Uteis, além de permitir localizar células de interesse e monitorar eventos
intracelulares.

No contexto de combate ao virus, a quimica computacional contribui
especialmente na triagem virtual de farmacos e no estudo detalhado de proteinas e
acidos nucleicos fundamentais para a replicacdo do virus. Além disso, estudos
tedricos podem permitir avancos na caracterizacao de sistemas biolégicos em estado
excitado, possibilitando, por exemplo, o planejamento de sondas espectroscopicas
com propriedades adequadas para finalidades especificas.

A importancia de estados eletronicamente excitados (EES, do inglés
Eletronically Excited States) em ciéncia e tecnologia vem aumentando
consideravelmente nos ultimos anos. Levar em consideracdo a influéncia desses
estados sobre as propriedades da matéria € de suma importancia para a elucidagao
de diversos fendbmenos da natureza, tais como a fluorescéncia e a fosforescéncia, a
conversdo de energia em células solares, a terapia fotodinAmica e processos
bioldgicos (JACQUEMIN; MENNUCI; ADAMO, 2011). Neste sentido, algumas sondas
espectroscopicas adotadas em experimentos de FRET, como a proteina fluorescente
verde (GFP, do inglés Green Fluorescent Protein), se apresentam como modelos de
interesse para investigar propriedades do estado excitado em sistemas biolégicos
(ACHARYA et al., 2017).

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

elaboracdo de um modelo de deteccdo do RNA do SARS-CoV-2 atraves de sondas
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fluorescentes, por meio da técnica FRET, a partir de um sistema formado por proteinas
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 as propriedades
fotofisicas Unicas de seu croméforo (TSIEN, 1998).

Essa proteina desperta especial interesse nas ciéncias da vida, visto que ha
numerosos estudos experimentais e teéricos motivados pela fotofisica das proteinas
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 a complexidade do sistema, muitos aspectos do
fotociclo das proteinas fluorescentes e da formacédo dos respectivos cromoforos
permanecem inexplorados. No entanto, a compreensdo desses processos em nivel
molecular oferece uma vantagem crucial na modelagem de novas proteinas
fluorescentes com propriedades para atender a diversas finalidades (ACHARYA et al.,
2017).

Nesses estudos, os comprimentos de onda de absorcao e fluorescéncia estao
entre os principais parametros investigados. Proteinas fluorescentes vermelhas séo
de particular importancia como marcadores adequados para imagens de tecidos
profundos (SHCHERBAKOVA; VERKHUSHA, 2014). Além disso, proteinas
fluorescentes de cores diferentes podem ser usadas como marcadores para diferentes
proteinas (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 biol6égicos mais complexos

em estado excitado.
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Capitulo 2: OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estabelecer um protocolo computacional para determinar propriedades do EES
para proteinas fluorescentes, por meio de dindmica molecular e calculos de potencial
hibrido QM/MM usando a TD-DFT.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar a estabilidade do modelo por meio de andlises da trajetéria da
dindmica molecular;

e Realizar uma amostragem conformacional da estrutura da proteina ao longo da
dindmica molecular;

e Escolher o melhor funcional da DFT para célculos de potencial hibrido QM/MM,;

e Obter valores da energia de excitacdo para modelos da proteina e croméforo
empregando o método ONIOM,;

e Investigar a influéncia do ambiente da proteina sobre os valores de energia de
excitacao do croméforo;

e Calcular a energia de excitacdo de croméforos analogos ao da GFP.
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Capitulo 3: REFERENCIAL TEORICO

3.1 Proteina fluorescente verde

As propriedades da proteina verde fluorescente (GFP) revolucionaram muitas
areas das ciéncias da vida, possibilitando observacgfes in vivo da localizacdo e de
interacbes em proteinas, medicBes intracelulares de concentracdes de ions
fisiologicamente importantes, mapeamento de expressfées genéticas, entre outros
(TSIEN, 1998; DAY; DAVIDSON, 2009; ZIMMER, 2009; CHUDAKOQV et al., 2010;
MISHIN et al., 2015). A importancia das proteinas fluorescentes e das tecnologias
relacionadas foi reconhecida com o Prémio Nobel de Quimica de 2008.

A GFP foi caracterizada pela primeira vez em nivel proteico em extratos da
agua-viva Aequorea victoria em 1962 (JOHNSON et al., 1962). Foram necessarios
mais de 30 anos para que fosse possivel clonar o gene da GFP e demonstrar que a
GFP funcional pode ser expressa em varios organismos (PRASHER et al., 1992;
CHALFIE et al., 1994). Essa descoberta inaugurou a era das aplicagcdes da GFP como
um marcador fluorescente totalmente codificado por um Unico gene. As proteinas
naturais semelhantes a GFP demonstram uma ampla diversidade espectral, incluindo
proteinas fluorescentes ciano, verde, amarela, laranja e vermelha. Analises
filogenéticas e reconstrucdo de genes ancestrais mostraram que o0 fenotipo
fluorescente verde provavelmente era caracteristico de proteinas evolutivamente
antigas, enquanto outras cores apareceram mais tarde na evolucao,
independentemente.

Sua estrutura conta com 238 aminoacidos distribuidos em 11 folhas-f que
formam um cilindro atravessado longitudinalmente por uma hélice-a, onde se localiza
o cromoforo da proteina, como pode ser observado na Figura 1. O B-barril tem
diametro aproximado de 24 A e altura de 42 A, com peso molar entre 25 kDa e 30 kDa
(TSIEN, 1998).
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Figura 1. Estrutura da GFP, com o cromoforo representado em licorice, gerada pelo
VMD.

E reportado que a GFP do tipo selvagem absorve luz majoritariamente em 395
nm, com um pequeno pico em 475 nm, devido aos estados de protonacdo do
cromoéforo (neutro e anibnico, respectivamente), e emite em torno de 508 nm
(PATKNAIK; TROHALAKI; PACHTER, 2004; MA et al., 2012). O cromoforo, 4-(p-
hidroxibenzilideno)-imidazolidin-5-ona (HBI), é formado a partir de uma reacdo de
ciclizacédo autocatalitica entre trés residuos do backbone da proteina (Ser65, Tyr66 e
Gly67), seguida de uma reagdo de oxidagcdo, sem necessidade de cofatores. Os
residuos pré-ciclizacdo e poés formacdo do cromoforo podem ser observados no

esquema apresentado na Figura 2.

OH  Gly67

Gly67
o} y/___<
Tyr66 HN MOH
—_ Z N N
0 /

sere5 Ox N Ser65
"y Tyres
H on Y

OH

Figura 2. Representacao dos residuos que formam o cromoéforo da GFP, antes e
depois da ciclizacao.
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Devido a complexidade do sistema, muitos aspectos do ciclo fotoquimico das
proteinas fluorescentes e formacdo do cromoéforo ainda estdo em grande parte
inexplorados. No entanto, o entendimento em nivel molecular desses processos
oferece uma vantagem crucial na modelagem de novas proteinas fluorescentes com
propriedades adequadas para aplicacbes especificas, sendo os comprimentos de
onda de absorcdo e emissao 0s parametros mais importantes.

Proteinas fluorescentes de diferentes cores podem ser usadas para marcar
diferentes proteinas e para construir pares de FRET. Atualmente, as proteinas
fluorescentes abrangem toda a faixa de luz visivel, incluindo o extremo vermelho do

espectro, conforme ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Exemplos de cromoéforos de proteinas fluorescentes, com respectivos
comprimentos de onda de excitacdo (barra superior) e de emisséo (barra inferior).
Fonte: (ACHARYA, A. et al., 2017).

O ajuste de cor em proteinas fluorescentes pode ser alcancado por varios
mecanismos distintos, incluindo a variacao da extensdo do sistema 11, mudanca do
estado de protonagdo do cromoéforo, empilhamento T, interagdes eletrostaticas e
outras interacbes especificas com residuos préximos. O brilho é outro fator
importante: proteinas fluorescentes mais brilhantes, ou seja, aquelas com maiores
coeficientes de extingao e rendimentos quanticos de fluorescéncia, funcionam melhor
como marcadores fluorescentes (ACHARYA, A. et al., 2017).

A fotofisica e fotoquimica das proteinas fluorescentes tém consideravel
semelhanca com as dos corantes sintéticos. Do ponto de vista quimico, os cromoforos

tipicos das proteinas fluorescentes (Figura 3) sdo semelhantes aos corantes cianina,
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devido a uma caracteristica estrutural comum: uma ponte metina conectando grupos
aromaticos conjugados (BEREZIN; ACHILEFU, 2010; HA; TINNEFELD, 2012). No
entanto, a presenca do barril protéico leva a diferencas significativas. O ambiente
protéico rigido restringe o alcance de movimento do cromoforo e limita sua
acessibilidade ao solvente e a outras espécies presentes na solucao (oxigénio
ambiente, ions de sal, agentes oxidantes e redutores, etc). De fato, as propriedades
fotofisicas dos cromoéforos modelo em solucédo diferem drasticamente daqueles das
respectivas proteinas fluorescentes: os cromoforos solvatados nao fluorescem, sendo
observada uma rapida recuperacdo do estado fundamental apés a excitagdo, na
escala de tempo de picossegundos (LIRVINENKO; WEBBER; MEECH, 2001,
MARTIN; NEGRI; OLIVUCCI, 2004).

O ciclo fotocatalitico de uma proteina fluorescente € iniciado pela absor¢éo de
luz, produzindo um estado eletronicamente excitado inicial do cromdéforo. A Figura 4

esboca varios processos no estado excitado em proteinas fluorescentes.

__ e |

—— ———

Niveis nao ocupados T
(virtuais)
by —+ H
ﬁ Cromoforo
oxidado

Niveis ocupados
(orbitais moleculares)

|
!
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Fluorescéncia / l H
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—_—— . ——

— ——— ——

—_— . ——
-—
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Figura 4. Representacao do ciclo fotocatalitico de uma proteina fluorescente. A sigla
GS se refere ao estado fundamental (do inglés, Ground State) e a sigla EES se refere
ao estado eletronicamente excitado (do inglés, Excited Electronic State). Fonte:
adaptado de Acharya et al (2017).
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O principal canal de relaxamento que restaura o cromoforo no estado
fundamental é a fluorescéncia. Alternativamente, o croméforo pode retornar ao estado
fundamental dissipando a energia eletronica em movimentos nucleares via
relaxamento nao radiativo. Uma vez que o padréo de ligacdo nos estados excitados &
diferente, a excitacdo eletrbnica pode iniciar véarias transformacgfes quimicas do
cromoforo, como isomerizacdo, formacao ou quebra de ligacdes covalentes, foto-
oxidacao/foto-reducdo ou reacdes com residuos préximos ou pequenas moléculas
(por exemplo, oxigénio molecular). As escalas de tempo dos diferentes canais sdo
crucialmente importantes para entender as proporc¢des e rendimentos de ramificacéo.
Um tempo de vida finito no estado excitado limita 0 escopo dos processos que podem
ocorrer a partir deste estado. Tipico de sistemas fluorescentes, os tempos de vida no
estado excitado em proteinas fluorescentes sdo de 1 a 10 nanossegundos. Portanto,
para ter um efeito perceptivel no ciclo fotocatalitico, um processo no estado excitado
deve ser iniciado em uma escala de tempo comparavel ao tempo de vida do estado
excitado (ACHARYA, A. et al., 2017).

O cromdforo da GFP tem sido estudado extensivamente, tanto por métodos
experimentais como métodos teéricos (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). Ha estudos reportados na literatura
de calculos estaticos de energias de excitacao vertical, intersecdes conicas de energia
minima e trajetoria de reacdo 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
semiempiricos (VOITYUK; MICHEL-BEYERLE; ROSCH, 1998; WEBER et al., 1999;
VOITYUK et al., 2001; TONIOLO; GRANUCCI; MARTINEZ, 2003).

3.2 Célculos de estados excitados e TD-DFT

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

Time Dependent Density Functional Theory) é provavelmente a abordagem teorica
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mais amplamente utilizada para calcular energias de transicdo e propriedades de
estados excitados, como momentos de dipolo e energias de excitagdo vertical. A
popularidade dessa abordagem se deve ao fato de suas concorrentes exigirem alta
demanda computacional. Os métodos semiempiricos tendem a fornecer resultados
extremamente dependentes do sistema, enquanto que as abordagens ab initio
geralmente sdo muito mais exatas que a TD-DFT, mas sofrem de um custo
computacional extremamente elevado (JACQUEMIN; MENNUCCI; ADAMO, 2011).

Em calculos de TD-DFT é preciso levar em consideracao os efeitos do ambiente,
uma vez que as propriedades dos estados eletronicamente excitados sdo 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 cromoforico
é simulado com TD-DFT e o ambiente & tratado em um nivel de teoria mais
simplificado (ADAMO; JACQUEMIN, 2013). A vizinhanca de um cromoforo pode ser
apenas o solvente ou um ambiente quimico complexo, como uma proteina.

Para o caso do solvente, ha duas abordagens principais para estimar o efeito
sobre o grupo cromoférico de interesse: modelos explicitos e modelos implicitos.
Enquanto no primeiro, todas as moléculas do solvente sdo tratadas explicitamente,
geralmente com abordagens de mecéanica molecular, no segundo, todo o solvente é
tratado como um continuo sem estrutura visando a reproducdo de propriedades
macroscopicas (tal como a sua constante dielétrica). Por um lado, os modelos
explicitos tendem a fornecer uma descricdo completa dos efeitos do solvente a um
custo computacional mais elevado, enquanto que os modelos implicitos requerem
menos custo computacional, mas séo capazes de fornecer apenas uma média dos
efeitos das interagdes entre soluto e solvente (ADAMO; JACQUEMIN, 2013).

Para o caso de ambientes mais complexos, o desafio esta em reproduzir
corretamente as interacbes entre o cromoforo e a vizinhanga, visto que essas
interacdes podem ser consideradas especificas ou ndo especificas. O primeiro caso
ocorre quando o ambiente participa diretamente da excitacdo eletrdnica, como numa
transferéncia de carga entre orbitais localizados no croméforo e orbitais localizados
na vizinhanca, enquanto que no segundo caso o ambiente apenas exerce o papel de
polarizar a densidade eletrbnica das moléculas excitadas (ADAMO; JACQUEMIN,
2013).
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Além disso, os efeitos da vizinhanca podem ser considerados diretos, limitados
a polarizacdo da densidade eletronica do cromdforo, ou indiretos, quando ha
modificacdes estruturais induzidas pelas interacfes entre o cromoéforo e 0 ambiente.
Desde que a excitacdo possa ser considerada localizada no cromoforo, uma
abordagem eficaz é tratar as duas regides, croméforo e ambiente, com modelos
diferentes, onde a regido de interesse pode ser tratada com TD-DFT e o ambiente
com métodos de mecéanica molecular ou semiempiricos, por exemplo (ADAMO;
JACQUEMIN, 2013).

Nesses modelos, os efeitos indiretos j& sdo incluidos considerando um
acoplamento mecéanico, que implicam em restricdes estruturais do ambiente na
geometria do cromoforo. No entanto, os efeitos diretos sdo levados em consideracao
apenas se os dois niveis do modelo (QM e MM ou QM e QM) forem acoplados por
meio de um termo eletronico, adicionando a perturbacédo induzida pelo ambiente, com
termos e aproximagdes adequadas, no Hamiltoniano do croméforo. Dentre as diversas
abordagens QM/QM ou QM/MM, o ONIOM permite levar em consideracdo o
acoplamento eletrénico de forma eficaz (ADAMO; JACQUEMIN, 2013).

3.3 O método ONIOM

Calcular com exatidédo a estrutura e as propriedades de sistemas moleculares
grandes e complexos usando apenas métodos QM ¢é dificil e extremamente
demorado. Muitos esfor¢cos foram feitos para tornar tais calculos viaveis, a exemplo
dos métodos hibridos. Em um método hibrido, uma grande molécula é dividida em
varios fragmentos. Diferentes meétodos teoricos, com diferencas em custo
computacional e poder de previsao, sdo entdo aplicados aos diferentes fragmentos
(CHUNG et al., 2015).

O ONIOM pode ser considerado como um meétodo hibrido 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 Unica, combinar diferentes métodos QM e pode ser facilmente estendido para
multiplas 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 + Mecéanica
Molecular (IMOMM). O IMOMM é um método "subtrativo” ou "extrapolativo”: a energia

total de todo o sistema ("real”) € avaliada como a energia QM da regido de interesse

(“modelo”) (Eqm modelo) Mais a energia MM do sistema real (Epm rear), descontando-

se a energia MM do sistema modelo (Epy modeol):

Eimomm = EONIOMZ(QM:MM) = EQM,modelo + EMM,real - EMM,modelo (1)

A operagéo subtrativa remove as contribuicdes MM duplamente contabilizadas
para a regido modelo (MASERAS; MOROKUMA, 1995; MATSUBARA,; SIEBER,;
MOROKUMA, 1996). O método IMOMM pode ser considerado como uma
extrapolacdo de tamanho a partir do calculo QM preciso do pequeno sistema modelo

(EqQM,modelo) Para o grande sistema real (Equm real), adicionando o efeito aproximado

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

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

método (ou seja, Eqmmodelo — EMM,modelo) do nivel MM para o nivel QM de maior

exatiddo a partir da energia MM do sistema real, Eyyyreal (HUMBEL; SIEBER;
MOROKUMA, 1996).

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

acoplamento QM-MM adicional (Equm-mMm) N0 método extrapolativo IMOMM facilita

sua implementacdo e evita a subcontagem ou supercontagem das interacoes
QM-MM. Diferentemente do esquema aditivo, calculos de MM do sistema modelo sédo
necessarios no méetodo IMOMM (ou posteriormente denominado ONIOM2(QM:MM)).
Portanto, € necessario um bom conjunto de parametros de campo de forca de MM
para o sistema modelo. No entanto, devido ao cancelamento de termos MM aditivos,
apenas parametros néo ligados para o sistema modelo, como parametros de van der
Waals e cargas atdmicas (no caso do acoplamento mecanico), bem como parametros
ligados para a fronteira QM/MM, sao importantes (VREVEN et al., 2006).

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

sistema real, E4)¢ real, que € a energia alvo, poderia ser aproximada por

Ealto,real ~ EONIOMZ(alto:baixo) = Ealto,modelo + Ebaixo,real - Ebaixo,modelo (2)
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E importante destacar que a equacao (2) € uma generalizagéo da equago (1),
no sentido que o método “baixo” pode ser um método QM de menor custo
computacional.

O método ONIOM é aplicado para obter uma diferenca de energia relativa
confidvel (entre estruturas ou estados), que sdo quimicamente e fisicamente mais

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

3.3.1 Acoplamento mecanico e eletrénico

Um esquema de acoplamento mecanico (ME, do inglés 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 interacdes eletrostaticas QM/MM de forma classica, utilizando cargas
pontuais atdbmicas fixas no sistema modelo e no sistema real. No entanto, a
polarizacdo da funcéo de onda QM pelo ambiente MM né&o é incluida. Portanto, a
precisdo das interacfes eletrostaticas QM/MM, que podem ser criticas para a energia
total do sistema real, depende fortemente das cargas atbmicas do sistema modelo,
gue devem ser definidas pelo usuario. A diferenca de energia entre estados
eletrénicos distintos, bem como diferentes geometrias (como reagente e estado de
transicao), € mais sensivel a polarizacdo da funcao de onda QM, e a realizacdo de um
calculo de energia no esquema de acoplamento eletrénico (EE, do inglés Electronic
Embedding) do ONIOM é recomendada (CHUNG et al., 2015).

Para melhorar as interacdes eletrostaticas QM/MM e incluir a polarizacdo da
funcdo de onda QM pelo ambiente MM, um termo de um elétron descrevendo as
cargas atdmicas pode ser adicionado ao Hamiltoniano QM que € aplicado ao sistema
modelo. Neste caso, a energia do sistema inteiro é escrita como mostrada na equacao
3 (VREVEN et al., 2006):

S ) v
EONIOM(QM:MM)—EE = EQM,modelo + EMM,real - EMM,modelo (3)

onde o hamiltoniano é expresso como:

SN ZjsNAN
H(‘SM,modelo = HQM,modelo - ZIZN EINN + ZIZN ]R]N (4)
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€ usado para o célculo QM do sistema modelo. N, J e | denotam o &tomo MM, atomos
QM e elétrons QM, respectivamente, e qy € Sy Sao a carga embutida e um fator de
escala para o &omo MM N; Z]- € a carga nuclear do atomo QM J. Aqui, as interagdes

eletrostaticas QM/MM (com base em cargas pontuais MM fixas) e a densidade QM
sdo computadas autoconsistentemente para a regido QM. Este é o chamado esquema
EE. Deve-se notar que a polarizacdo do ambiente MM causada pela regido QM néo é
considerada no esquema EE.

Existem dois problemas inevitaveis de fronteira QM-MM para o esquema EE:
(1) superpolarizacdo da funcdo de onda QM por cargas MM proximas e (2)
subcontagem ou supercontagem de interacdes eletrostaticas QM/MM.

Para evitar a superpolarizagéo do sistema modelo QM, as cargas atdomicas do
ambiente MM dentro de trés ligacdes da fronteira QM/MM sao removidas nos dois
calculos modelo no ONIOM-EE padrédo. Notadamente, mesmo que as cargas MM ao
redor da fronteira sejam excluidas nos dois calculos modelo ONIOM, as interacfes

eletrostaticas ausentes com essas cargas MM ainda sdo consideradas por uma
equacdo de Coulomb classica no calculo do sistema real (Eppm req)) N0 ONIOM-EE.

Isso é Unico para o ONIOM-EE e pode remediar tanto a superpolarizacdo quanto os
problemas de subcontagem/supercontagem. Outra diferenca importante entre o0s
métodos QM/MM-EE e ONIOM-EE é que as cargas atbmicas 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 interacGes eletrostaticas entre
atomos préximos sdo implicitamente incluidas nos termos parametrizados de
estiramento, dobramento e diédrico de campos de forca biomoleculares gerais.
Vreven et al. (2003) desenvolveram e também implementaram o ONIOM-(QM:MM)-
EE no programa Gaussian. O método ONIOM-(QM:MM)-EE, equacao 3, € diferente

dos esquemas QM/MM-EE aditivos. As cargas pontuais MM s&o incorporadas aos
dois calculos modelo (EéM’modelo e El‘\',[M,modelo, equacéo 3), no esquema ONIOM-
EE, enquanto as cargas pontuais MM s&o incorporadas apenas ao calculo modelo QM

e o termo eletrostatico QM/MM classico é removido no esquema QM/MM-EE genérico
(EUCHINGER et al., 1999; DAS et al., 2002; KONIG 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 regiées. Por exemplo, no
ONIOM2, é trivial separar os sistemas "modelo” e "ambiente” se ndo houver ligacao
covalente entre eles. O ONIOM2-(QM:MM) deve fornecer resultados idénticos 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 ligagcédo covalente entre os
sistemas, seria necessario cortar uma ligacéo; isso levara a ligagcdes pendentes ou
radicais e pode introduzir complicacdes devido a fronteira ndo fisica. Tal corte de
fronteira QM/MM é inevitdvel em muitos casos. Muitas abordagens diferentes foram
propostas para lidar com esse problema de "fronteira" em abordagens multicamadas.
Em geral, existem trés aproximacdes de fronteira: atomo de ligacéo (LA, do inglés Link
Atoms), atomo de fronteira (ou pseudoligacao) e orbital localizado congelado (SENN;
THIEL, 2007; HU; YANG, 2008).

No ONIOM, a abordagem de atomo de ligacdo tem sido empregada no
programa Gaussian. O ONIOM usa atomos de hidrogénio como atomos de ligacao por
padrao: todas as ligagdes o pendentes no sistema modelo s&o cobertas com atomos
de hidrogénio (FIELD; BASH; KARPLUS, 1990). As posi¢cbes dos LAs podem ser
independentes daquelas do atomo hospedeiro de ligacdo (LAH, o atomo substituido
pelo atomo de ligacédo) e da conexao do atomo de ligacédo (LAC, o atomo 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 complicacdes desnecessarias, como nas implementagdes anteriores de
métodos QM/MM genéricos. Uma abordagem alternativa, usada nas primeiras
implementagdes do ONIOM, é fixar as distancias de ligacdo LAC-LAH e LAC-LA em
valores razoaveis (os angulos de ligacdo e diédricos envolvendo LA também sé&o
fixados), o que significa que a posi¢ao de LA é independente da posicédo de LAH. Esta
implementacgédo inicial resulta em menos graus de liberdade e, portanto, a andlise
vibracional ndo pode ser realizada (MASERAS; MOROKUMA, 1995; MATSUBARA,
SIEBER; MOROKUMA, 1996; HUMBEL; SIEBER; MOROKUMA, 1996).

Para minimizar erros de atomos de ligacdo de hidrogénio em métodos QM/MM
e ONIOM, o corte de ligacdo através da fronteira QM/MM deve ser examinado

minuciosamente. Para ser consistente com a eletronegatividade do atomo de
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hidrogénio LA, idealmente, uma ligagdo Csp3—Csps inerte deve ser cortada. Cortar
ligacOes polares com fortes efeitos indutivos (por exemplo, C-0O, Si-O) e ligacdes
conjugadas com fortes efeitos de conjugacéo deve ser evitado em calculos QM/MM e
ONIOM (VREVEN et al., 2006; CLEMENTE; VREVEN; FRISCH, 2010).

3.4 Dinamica Molecular

A Dinadmica Molecular (DM) é uma técnica computacional amplamente
reconhecida por sua versatilidade no estudo de macromoléculas biolégicas
(HANSSON; OOSTENBRINK; VAN GUNSTEREN, 2002). As simula¢gbes de DM tém
sido um método bastante popular para investigar a estrutura e funcdo dessas
biomoléculas.

A DM é empregada para analisar o0 movimento de particulas em diversos
sistemas, levando em consideracdo os potenciais de interacdo entre elas e as
equacBes que regem seus deslocamentos. Baseada nos principios da Mecanica
Classica, essa abordagem permite examinar a evolucdo ao longo do tempo dos
atomos individuais que constituem o sistema. Ao gerar sequéncias de posicdes, é
factivel obter as propriedades macroscopicas de interesse por meio da aplicacdo dos
conceitos da mecanica estatistica (MORGON; COUTINHO, 2007). As gquantidades
macroscopicas calculadas por meio das funcdes da mecanica estatistica incluem a
pressao, energia interna, volume, temperatura, entropia e energia livre (NAMBA;
SILVA; da SILVA, 2008).

Nesse método, as particulas sdo descritas por um conjunto completo de
potenciais de interagdo, denominado “campo de for¢a” (ACKERMANN et al., 1988).
Estes potenciais estabelecem as forcas que atuam em cada particula e,
consequentemente, determinam a evolucéo do sistema ao longo do tempo, resultando
nas trajetérias correspondentes. Com base nas condi¢Bes iniciais t,, posicdo e
velocidade, é possivel calcular as forcas liquidas que atuam sobre cada particula
(Equacéo 5), devido as interacbes com as outras particulas. Ao aplicar as equacdes
newtonianas do movimento, sdo entdo determinadas as posi¢cdes e velocidades em
um momento subsequente. Essas novas posi¢cdes sdo empregadas para calcular as

novas forgcas, o que por sua vez atualiza as posicoes e velocidades. Esse
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procedimento é repetido iterativamente, gerando trajetorias moleculares para todo o
sistema (MORGON; COUTINHO, 2007).

F, = _VVtotal(t) (5)
sendo
Viotal = Vintra + Vinter (6)

onde V-, corresponde aos potenciais de interacdes para 0os atomos ligados e Vi, ter

para os atomos nao ligados. Sendo:

1
Vintra = Zlig kp(r—ro)? + Zang ko(6 —8,)° + EZn,diedro Vo[l = (=D"cos(me +v,)] (7)

12 6
Vinter = Xij 4€j) [(%) - (%) l +2ij 412:;1 (8)

Os potenciais ligados, Equacéo 7, descrevem as deformacdes moleculares. O
primeiro termo corresponde aos estiramentos de uma ligacdo quimica, o segundo e
terceiro termos correspondem as deformacdes angulares e as deformacbes dos
angulos diedros, respectivamente. Os estiramentos e deformacdes angulares sao
descritos por potenciais harmdnicos, onde os parametros r, e 6, correspondem ao
comprimento e angulo de equilibrio da ligacéo, e k, e kg as constantes de forca. Essas
constantes sdo obtidas de medidas espectroscopicas ou calculos quanticos. Ja as
torcbes diedrais ndo sdo adequadamente modeladas segundo um potencial
harménico, uma vez que nao sdo descritos por um potencial parabdlico no intervalo
[0,2m]. Os parametros n, V e y sao, respectivamente, a periodicidade da funcéo, a
constante de for¢a diedral e a fase angular.

Os potenciais nao ligados, Equacao 8, consistem na soma das interacdes de
van der Waals e eletrostaticas entre pares de atomos de moléculas distintas, i e j. Os
potenciais sdo representados pelos potenciais de Lennard-Jones e Coulomb, primeiro
e segundo termo, respectivamente.

Além disso, existem varios campos de forca desenvolvidos por varios grupos
de pesquisa em todo o mundo. Entre os campos de forca bem estabelecidos e

amplamente utilizados para biomoléculas, destacam-se o0 AMBER, o0 GROMOS e o
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CHARMM (MORGON; COUTINHO, 2007). Para conduzir a simulagéo de um sistema
por meio da dindmica molecular, além da utilizacdo do campo de forca, também séo
requeridas técnicas especificas que envolvem a implementacdo de condicdes
periodicas de contorno, a definicho de um raio de corte para interacbes de longo
alcance, a selecdo de um intervalo de integracdo para as equac¢des de movimento,
bem como o controle de temperatura e pressdo por meio de termostatos e barostatos,

respectivamente.
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Capitulo 4: METODOLOGIA

As coordenadas atdomicas da GFP foram obtidas de sua estrutura cristalografica
encontrada no banco de dados Protein Data Bank (PDB) sob o codigo de entrada
1W7S, uma estrutura determinada por raio-X com resolucédo de 1,8 A, ja estudada na
literatura para célculos 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 ndo possuisse o residuo 1 e a sequéncia de
residuos do 232 ao 238, nao foi relevante para o presente trabalho modelar os
residuos ausentes, uma vez que estes se localizam em regides da proteina
espacialmente distantes do cromoforo. Por fim, a adicdo de atomos de hidrogénio foi
realizada usando o servidor CHARMM-GUI (JO et al., 2008; BROOKS et al., 2008).

As coordenadas dessa estrutura, apds adicdo de hidrogénios, foram adotadas
como ponto inicial para a simulacdo de dindmica molecular e célculos de energia do
estado excitado.

A preparacao da caixa de simulacdo e a parametrizacdo do cromoforo foram
realizadas utilizando o servidor CHARMM-GUI (JO et al., 2008; BROOKS et al., 2008).
A proteina foi confinada em uma caixa de solvatagdo ortorrdbmbica, contendo uma
camada de moléculas de agua do tipo TIP3P, com distancia de 10 A da proteina até
as bordas da caixa, Figura 5. Foram adicionados seis ions K* para neutralizar o
sistema e uma concentracédo de 0,15 mol L* de KCI, seguindo protocolo ja adotado
pelo grupo (PEREIRA, 2020).
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Figura 5. Caixa de simulacdo para a dindmica molecular. Ao centro da caixa esta
representada a estrutura da GFP. Ao redor da proteina estéo distribuidas as moléculas
de &gua, em transparente, e os ions CI, em laranja, e K*, em verde.

Os calculos das simula¢fes de dinamica molecular de equilibracao e producéo
foram realizados no ambiente computacional do CENAPAD-SP. As simulagdes de
dindmica molecular classica foram realizadas com o software NAMD v2.14 (PHILLIPS
et al., 2020) com o campo de forca CHARMM36 (BEST et al., 2012). Foram aplicadas
condicdes periddicas de contorno e utilizado o algoritmo SHAKE para restringir as
ligacbes dos atomos de hidrogénio. As interacdes eletrostaticas, calculadas com o
método Particle-Mesh Ewald (PME) e as intera¢gbes do tipo van der Waals foram
calculadas num raio de corte de 10 A. A simulacg&o foi realizada para a presséo de 1
atm e temperatura de 300 K utilizando o barostato e o termostato de Langevin
(FELLER et al., 1995; DAVIDCHAK; HANDEL; TRETYAKOQV, 2009), respectivamente.
O célculo foi realizado com passos de integracao de 2 fs e foi dividido em trés etapas:

1. Minimizagcdo: esta etapa foi realizada utilizando o algoritmo do
gradiente conjugado por 80 ps, com restricAo harmonica com forgca constante de 5
kcal mol* A2 para os atomos do backbone da proteina.
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2. Equilibrac&o: apds a minimizagéo, o sistema foi submetido a uma etapa
de equilibracdo, no ensemble NPT, que foi realizada em trés estagios:

a) Estagio 1: 200 ps de simulacdo com restricbes harmdnicas com forca

constante de 5 kcal mol! A2 para os atomos do backbone da proteina.

b) Estagio 2: 200 ps de simulacdo com restricbes harmonicas com forca

constante de 3 kcal molt A2para os atomos do backbone da proteina.

C) Estagio 3: 200 ps de simulacdo com restricbes harmdnicas com forca

constante de 1 kcal mol'* A2para os atomos do backbone da proteina.

3. Producé&o: por fim, o sistema foi conduzido a etapa de producao por 200
ns, sem restricdes, e com coordenadas coletadas e armazenadas a cada 20 ps.

As informacdes da trajetoria foram obtidas utilizando o programa CPPTRAJ
(ROE, CHEATHAM lll, 2013), incluso no pacote do AmberTools22 (CASE et al., 2023).
Para este trabalho, foram analisados RMSD e RMSF e foi realizada uma clusterizacao
das conformaces da proteina ao longo da trajetoria.

Para os calculos de energia com potenciais hibridos QM/MM, efetuados no
cluster LMMRQ da UFPB e realizados com o software Gaussian 16 (FRISCH et al.,

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

Tabela 1. Estruturas utilizadas para calculos de potenciais hibridos QM/MM.

Cddigo Descricédo

A Estrutura do croméforo otimizada com PMG6.

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

Estrutura representativa da GFP oriunda da dinamica
molecular. O indice x indica 0 modelo de
particionamento QM/MM e o indice y indica o cluster de
referéncia.

Cy_x

Para as estruturas B e C, foram realizados célculos single point adotando o
método ONIOM para separar as regioes de interesse. Foram preparados trés modelos
para a regido QM seguindo as orientacdes da literatura (THOMSON et al., 2014):

modelo 1, contendo apenas o cromoforo; modelo 2, contendo o cromoéforo mais 0s
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residuos Arg96 e His148; e modelo 3, contendo o cromaéforo mais os residuos Arg96,

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

Figura 6. Modelos de separacéo das regides QM (em licorice) e MM da proteina para
os calculos com o método ONIOM.

A regido MM foi tratada com o campo de forca Amber ff19SB (CORNELL et al.,
1995) e foi feito um estudo comparativo para selecionar o funcional e o conjunto de
funcdes de base mais apropriados para a regido QM do sistema de interesse.

Foram realizados testes com os funcionais B3LYP, CAM-B3LYP, PBEO e
wB97XD. Com o funcional com o melhor desempenho em relagéo a reproducéo do
espectro de excitacao, foram testados os seguintes conjuntos de func¢des de base: 3-
21G, 6-31G, 6-311G, 6-311+G* e 6-311++G**, em busca de maior acuracia em
relacdo ao espectro e menor custo computacional. Esses testes foram realizados com

as estruturas A, B_1 e CO_1. Em seguida, foram replicados calculos 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 proteina sobre as densidades de energia da proteina
com o cromoéforo, foram utilizados diferentes recortes da estrutura cristalografica da
proteina, sendo eles: o cromoforo isolado; uma regi&o de raio de 5 A com centro no
croméforo; uma regido de raio de 10 A com centro no cromoforo; uma regiéo de raio
de 15 A com centro no croméforo; e toda a proteina. A estrutura eletrdnica foi
calculada com o hamiltoniano semi-empirico 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
gréficos de densidade de estados de energia para os orbitais da proteina em cada um
dos recortes.

Por fim, os célculos de energia de excitacdo foram realizados para os
cromoforos de proteinas semelhantes a GFP, adotando o funcional e o conjunto de
base mais apropriados, selecionados com base nas etapas anteriores. Muta¢gdes nos
residuos Ser65, Tyr66 e Gly67 da proteina fluorescente verde selvagem, wtGFP (com
energia de excitacao de 3,14 eV para estrutura neutra e 2,61 eV para o anion), pré-
ciclizacdo, déo origem a diversos residuos cromoféricos. Assim, foram modelados os
cromoforos da proteina fluorescente verde melhorada, eGFP (Thr65-Tyr66-Gly67),
com energia de excitacdo de 2,54 eV; da proteina fluorescente amarela, YFP (Gly65-
Tyr66-Gly67), com energia de excitagéo de 3,16 eV para a estrutura neutra e 2,41 eV
para o anion; da proteina fluorescente ciano melhorada, eCFP (Thr65-Trp66-Gly67),
com energia de excitacdo de 2,85 eV; e da proteina fluorescente azul, BFP (Ser65-
His66-Gly67), conforme apresentado na Figura 7 (BEEREPOOT et al., 2013).
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Figura 7. Estrutura dos cromoéforos de proteinas variantes da GFP.

A preparacao de inputs e as analises das trajetorias e de demais resultados

foram realizados nos computadores do LQQC/UFPB.
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Capitulo 5: RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final de cada etapa da equilibracdo da dinamica molecular, foram coletados
os valores de energia total, temperatura média e pressdo meédia, apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2. Valores da energia total, temperatura média e pressdo média apds cada
etapa de equilibracdo da dinamica molecular.

Propriedades
Etapa da : :
- . Energia total Temperatura Pressdo média
equilibracéo o
(kcal mol?) média (K) (Bar)
-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 possivel observar baixa variacdo nos valores de
energia e temperatura média ao longo das trés etapas da equilibracdo. No entanto, os
valores de pressdo média oscilam consideravelmente, além de ndo convergir para o
valor de 1 atm, estipulado para a dindmica. Tal comportamento pode ser atribuido a
auséncia de uma etapa de pressurizacao do sistema, visto que toda a simulacao foi
realizada no ensemble NPT.

A etapa da simulacdo de producao foi realizada em triplicata e, para cada uma
das trajetorias obtidas, foram realizadas analises de RMSD (Figura 8) dos atomos do
backbone da proteina e RMSF por residuo da proteina, em relagéo a estrutura inicial

da simulacéo, a fim de avaliar a sua estabilidade ao longo da dinamica.
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Figura 8. (a) RMSD e (b) RMSF da etapa de producédo da dinamica molecular em
triplicata.

Na Figura 8 (a) € possivel observar, para as trés trajetorias, um aumento
progressivo do RMSD no inicio da etapa, atingindo um limite de aproximadamente 2
A, indicando a equilibragdo do sistema e a conservacdo da estrutura secundaria e
terciaria da proteina.

Na Figura 8 (b), nota-se que, nas trés trajetorias, os picos de flutuacdes
coincidem com os residuos que compdem os loops, sendo estas as regides de maior
flexibilidade da estrutura secundaria da proteina durante a dinamica. A regido do
cromoforo (Cro66), destacada na Figura 8 (b), apresenta um RMSF médio em torno
de 0,5 A, visto que se encontra na regido interna do B-barril entre hélices-a, o que
justifica a baixa mobilidade dos residuos desta regido.

Com base nessas trajetdrias, foi realizada uma clusterizacao das conformacdes

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.

Quantidade de frames

Cluster (percentual da trajetéria)
| ! |
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)
3 1744 (5,8)
9 1621 (5,4)

Para avaliar o desempenho dos funcionais de correlacao e troca selecionados,
foi escolhida a estrutura representativa do cluster mais populoso, CO, a fim de
representar as estruturas oriundas da trajetoria da dinamica molecular. Além desta
também foram adotadas estruturas cristalograficas otimizadas da proteina e do
cromoforo, A e B, respectivamente.

Na Figura 9 sédo apresentados os valores obtidos para a energia de excitagao
apenas para a estrutura do cromoforo isolado, que péde ser tratado com TD-DFT. O
desvio percentual, d, foi calculado em relacdo ao o valor de referéncia de 3,14 eV
(BEEREPOOT et al., 2013).
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Figura 9. Desvio relativo da energia de excitacdo do cromoforo da GFP no vacuo, em
relacdo 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 relacdo ao valor experimental para a energia de
excitacdo do croméforo da GFP. Os funcionais CAM-B3LYP e wB97XD apresentaram
desvios percentuais bastante proximos. Em contrapartida, o funcional PBEO
subestimou significativamente o valor da energia de excitacao.

Como um dos objetivos do trabalho é realizar esses célculos para o cromoforo
no ambiente da proteina, ndo é possivel 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 proteina sobre o comportamento do croméforo.
Para tanto, o modelo de particdo QM/MM considerado foi 0 mais simples, onde ha
apenas o cromoforo na regiao QM. Além disso, foram levados em consideragéo o
acoplamento mecanico e o acoplamento eletrénico. A Figura 10 apresenta os valores

relativos obtidos para a energia de excitacao para a estrutura B.
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Figura 10. Desvio relativo da energia de excitacdo do cromoforo da GFP com a
estrutura cristalografica, em relacédo 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 excitacédo para a estrutura CO.
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Figura 11. Desvio relativo da energia de excitacdo do croméforo da GFP da estrutura
oriunda da dinamica molecular, em relacdo ao valor experimental de 3,14 eV, para
diferentes funcionais.

Pode-se observar que, tanto para a estrutura B quanto para a estrutura CO, o
desempenho dos funcionais tém comportamento semelhante ao observado para a
estrutura A. Os funcionais que apresentam melhores resultados sdo o CAM-B3LYP e
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0 wB97XD, enquanto que o PBEO desempenhou a pior performance para esse tipo
de célculo. Considerando o acoplamento eletrénico o valor obtido para a energia de
excitacdo é ainda mais proximo ao valor experimental, que os obtidos com o
acoplamento mecéanico. Sendo assim, nos calculos de potencial hibrido subsequentes
foram todos realizados adotando o acoplamento eletronico.

ApGs a avaliacdo dos funcionais para céalculos com TD-DFT foi realizado um
estudo a fim de selecionar o conjunto de funcbes de base mais completo, que
fornecesse 0 menor desvio do valor de energia de excitacdo com 0 menor custo
computacional. Os valores obtidos para cada conjunto de base estdo apresentados
na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores obtidos para a energia de excitacdo, AE, em eV, e o desvio
percentual, &, para as estruturas A, B_1 e CO_1, calculados com diferentes conjuntos
de funcdes de base, levando em consideracéo o acoplamento eletronico.

CAM-B3LYP wB97XD

Estrutura Base T 1
AE/eV 6/% AE/eV 0/%

| | | | | |
3-21G 3,87 23,3 3,88 23,6
6-31G 3,83 21,9 3,84 22.4
A 6-311G 3,80 21,0 3,82 21,6
6-311+G* 3,00 45 3,72 18,4
6-311++G** 3,69 17,6 3,71 18,2

I ] | | I 1
3-21G 3,55 12,9 3,54 12,6
6-31G 3,63 15,6 3,63 15,5
B 1 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

| ] | | I 1
3-21G 3,51 11,7 3,54 12,6
6-31G 3,70 17,9 3,71 18,3
Cco 1 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 trés estruturas estudadas e para os dois funcionais adotados, 0s
conjuntos de fungbes 6-311+G* e 6-311++G** apresentaram resultados bastante
préximos, sendo que os resultados com o funcional CAM-B3LYP foram ligeiramente
melhores. Levando em consideragdo 0 menor custo computacional associado,
selecionou-se o conjunto de funcgdes de base 6-311+G* juntamente com o funcional
CAM-B3LYP.

Uma vez realizada a escolha do funcional e do conjunto de base, foi possivel
explorar o efeito da inclusédo de residuos proximos ao cromoforo na regido QM. Sendo
assim, foram realizados célculos com as estruturas da proteina, B e CO, adotando os
trés diferentes modelos de divisdo entre as regides QM e MM. A Tabela 5 apresenta

0s valores obtidos para a energia de excitacao.

Tabela 5. Valores obtidos para a energia de excitacdo, AE, em eV, e o desvio
percentual, d, para as estruturas B e CO com diferentes modelos de particionamento
QM/MM, com o método QM CAM-B3LYP/6-311+G* e acoplamento eletrdnico.

Estrutura AE/eV 0/%
| |
B 1 3,60 14,6
B 2 3,60 14,8
B 3 3,60 14,6
| | | |
Co 1 3,73 18,9
C0 2 3,17 0,9
C0o 3 2,41 23,1

E possivel notar que, para a estrutura B, otimizada, os valores da energia de
excitacdo foram bastante préximos para os trés modelos de particionamento. Em
contraponto, a estrutura CO apresenta variacdes significativas a medida que séo
adicionados residuos da proteina a regido QM. Dada essa discrepancia, pode-se

supor que o problema seja a estrutura oriunda da dinamica molecular.
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Estes célculos foram replicados para as demais estruturas representativas dos
clusters obtidos da trajetoria da dindmica molecular. A Tabela 6 apresenta os valores
obtidos para a energia de excitacdo de cada estrutura para cada modelo de

particionamento QM/MM.

Tabela 6. Valores obtidos para a energia de excitacdo, AE, em eV, e o desvio
percentual médio, ®, para as estruturas Cy com diferentes modelos de
particionamento QM/MM, com o método QM CAM-B3LYP/6-311+G* e acoplamento
eletrénico.

Modelo de particionamento

Cluster .
1 2 3
| | I I |
Co 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
| I I I |
Média 3,39 3,44 3,19

6/% 8,10 9,64 1,70
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Analisando os dados apresentados para as estruturas oriundas da dinamica
molecular, embora seja possivel notar variagbes entre as energias de excitacdo de
cada modelo, o valor médio é significativamente mais préximo do valor experimental
do que os valores apresentados pela estrutura representativa do cluster mais
populoso.

Ainda sobre a influéncia da proteina sobre o cromoforo, a Figura 12 apresenta
os graficos de densidade de estados de energias para os orbitais moleculares da GFP
calculados com o método PM7 junto com algoritmo MOZYME.

(a) (b)

0.075- 0.075-

0.050-

Densidade

I_Jensidqde

o
=1
R
@

0.000- 0.000 -
—.'1:0 -20 VIIU ﬁ 73'0 ,2'0 WIU

Energia (eV) Energié (eV)
(c)

0.100-

0.075-

o
=1
9
a

Densidade
Densidade

o
=]
(]
@
o
=
]
o

0.000- 0.000 -
30 20 ] ) t 0 0

Energié '(eV) - Energié‘ (eV)

o (e)

o
[=1
=
w

Dens_idade

0.025-

-30 -20

Energia (eV)

Figura 12. Densidade de estados de energia para os orbitais moleculares da GFP,
para: (a) o cromoforo isolado; (b) uma regido de 5 A da proteina centrada no
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cromdforo; (c) uma regido de 10 A da proteina centrada no cromoéforo; (d) uma regido
de 15 A da proteina centrada no cromdéforo; e (e) a proteina inteira.

Observando o perfil da distribuicdo da densidade de energia de todas as
estruturas calculadas, ndo é possivel perceber influéncia significativa do ambiente da
proteina sobre o cromoforo. No entanto, pode-se perceber que, quando tratado
isoladamente, o croméforo apresenta menor concentracdo de energia, Figura 12 (a),
quando comparado com estruturas que incluem porc¢des maiores da proteina, Figura
12 (d) e (e). Como consequéncia disso, o gap HOMO-LUMO é ligeiramente maior
neste ultimo caso.

Em relacdo aos cromoforos de proteinas semelhantes a GFP, os valores
obtidos para as energias de excitacdo, Figura 13, foram calculados com ONIOM(CAM-
B3LYP:AMBER) para a regido das proteinas contendo apenas o0s respectivos
cromoforos, com a regido QM apenas para o cromoforo.
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Figura 13. Energias de excitagao vertical para cada proteina fluorescente.

Na Figura 13 é possivel perceber que todas as energias de excitagdo foram
superestimadas quando comparadas com os valores experimentais, reproduzindo um
comportamento ja reportado na literatura para calculos com CAM-B3LYP (LIST et al

2012; BEEREPOQOT et al., 2013). Apesar disso, os valores calculados reproduzem a
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7

tendéncia experimental para as diferentes proteinas. Neste sentido, € necessario
pontuar que os valores obtidos para os modelos de croméforos no vacuo, no geral,
renderam resultados mais proximos aos valores experimentais que os calculados com
0 ONIOM.

Para avaliacdo do efeito da alteragdo dos residuos que dao origem ao
cromoéforo das proteinas fluorescentes, o croméforo da wtGFP € adotado como
estrutura de referéncia. Para esta proteina, a energia de excitacdo calculada com o
método ONIOM foi equivalente a 0,57 eV acima do valor experimental, de 3,14 eV.

O estado de ionizacdo para o cromoéforo da WtGFP prevé um diminuicdo de
0,53 eV na energia de excitacdo do croméforo neutro para o cromoforo aniénico. No
entanto, os valores calculados para essas estruturas levaram a uma diferenca de 0,80
eV entre os dois estados. A estrutura aniénica da wtGFP rendeu a estimativa calculada
com o ONIOM mais préxima do valor experimental, excedendo 0,30 eV.

Quando a mudanca na estrutura do cromoéforo consiste em substituir o residuo
Tyr66, da wtGFP, por His65, na BFP, o valor calculado prevé uma diminuicdo na
energia de excitacdo em torno de 0,10 eV, enquanto que na observacdo dos dados
experimentais € esperado que essa mudanca provoque uma elevacao na energia
correspondente a 0,07 eV. Em face ao valor experimental da energia de excitacao
para a BFP, o valor calculado excede em 0,40 eV.

No caso do cromoforo da eGFP, além da substituicdo do residuo Ser65 por
Thr65, o cromoforo esta no estado aniénico. Assim, para efeito de verificar a influéncia
dessas substituicdes sobre valor da energia de excitagéo, a melhor comparacéo a ser
feita € com o cromdforo aniénico da wtGFP. Experimentalmente, o croméforo da eGFP
tem energia de excitagdo menor que a do cromoéforo aniénico da wtGFP em torno de
0,07 eV. A diferenga entre os valores calculados, no entanto, prevé que a energia de
excitagcdo para a eGFP exceda o valor da wtGFP anionica em 0,10 eV. Em relagdo ao
valor experimental da energia de excitacdo, o valor calculado excedeu 0,46 eV.

A alteracdo do residuo Ser65, da WtGFP, por Gly65, na YFP, ndo resultou em
diferenca significativa na energia de excitacdao, assim como observado nos valores
experimentais da energia de excitacdo para essas proteinas. Para essa proteina, 0
valor calculado excede em 0,56 eV do valor experimental.

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

o valor experimental, a diferenca entre os valores de energia de excitacédo calculados



45

para estrutura neutra e a anidnica é equivalente a diferenga observada para o valor
experimental dessas estruturas, equivalente a 0,75 eV.

Na eCFP, h& dois residuos diferentes da wtGFP: o cromo6foro apresenta a
sequéncia Thr65-Trp66 ao invés de Ser65-Tyr66. Como consequéncia,
experimentalmente € observado que o cromoforo da eCFP apresenta energia de
excitacdo diminuida em 0,29 eV com relacdo ao croméforo da wtGFP. Os valores
calculados se aproximam desse resultado, alcancando uma diferenca de 0,23 eV
entre as energias de excitacdo para os dois cromoéforos. Em relacdo ao valor

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

A simulacdo de dinamica molecular apresentou estruturas com baixas
flutuacbes em torno do cromoforo. Os funcionais de correlacdo e troca que
apresentaram melhores desempenhos para os calculos da energia de excitacao
eletrbnica foram o CAM-B3LYP e o wB97XD, levando em consideragcdo o
acoplamento eletrénico, com pequenas variacfes 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 variacéo
significativa do valor da energia de excitacao entre os trés modelos da estrutura CO,
em relacdo a estrutura B. No entanto, a média dos valores da energia de excitacao
das estruturas representativas da dindmica apresentam maior compatibilidade com
dados experimentais.

Acerca da influéncia da proteina sobre os niveis de energia do croméforo, ndo
foi observado efeito significativo. Desta forma, espera-se que realizar os calculos de
energia em nivel computacional mais rigoroso apenas para o croméforo nao
compromete a confiabilidade do resultado.

Os valores calculados para a energia de excitacao dos cromoforos analogos ao
cromoforo da GFP superestimaram o valor experimental, previsto com o funcional
CAM-B3LYP. Entretanto, as tendéncias observadas estdo em consonancia com as ja

reportadas na literatura.
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