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| Introduciao

As simulagdes de moléculas flexiveis com o programa DICE utilizam o método de Monte
Carlo de Configuragdes Enviesadas (Configurational Bias Monte Carlo, CBMC), onde a molécula
¢ dividida em fragmentos compostos por grupos de atomos que podem rotacionar entre si. Uma
discussdo detalhada pode ser encontrada no artigo e seu material suplementar: Cezar, Canuto,
Coutinho, J. Chem. Inf. Model. 60, 3472—3488 (2020). DOI: 10.1021/acs.jcim.0c00077.

II.  Calculos quanticos para otimizacio de geometria e cargas atomicas

Antes de iniciar as simula¢des ¢ recomendado realizar célculos quanticos para obter a
geometria otimizada da molécula. Neste tutorial vamos utilizar a molécula mostrada na Figura 1,
que chamaremos de DCI, com carga 0 e estado de spin singleto, ou seja, multiplicidade 1.
Utilizando o programa GAUSSIAN com a palavra-chave OPT a geometria foi otimizada utilizando
o método B3LYP e conjunto de fung¢des de base cc-pVDZ, e depois ja com a geometria
otimizada, outro calculo foi realizado para obter as cargas atomica usando o ajuste do potencial
eletrostatico com o método Merz-Singh-Kollman (palavra-chave Pop=MK) usando o mesmo
método/base da otimizagdo. Estas cargas atdmicas da molécula devem ser calculadas em vacuo e
em solucdo aquosa com modelo continuo (palavra-chave SCRF= (PCM, solvente= water))
para analisar o quanto a molécula pode se polarizar ao mudar de um ambiente apolar (vacuo), para
um ambiente polar (4gua) e assim, identificar se este efeito ¢ importante e deve ser considerado.
Um aumento do momento de dipolo, ou cargas atomicas maiores de 30% ja comeca a ser
relevante.

Figura 1: Visualizag¢do da geometria otimizada e numeragdo dos atomos que sera usada.

Atencdo com a numeragdo: os grupos quimicos devem ser numerados em sequéncia de forma que
cada atomo seguinte esteja ligado com um atomo que apareceu anteriormente para ndo dar



problema na forma de gerar o campo de forca OPLS no site do LigParGen. Veja que neste caso, o
grupo imidazol, N,Cj;, é numerado primeiro, depois os grupos (CN), e CH; que estao ligados. Em
seguida, aparece o anélaromatico ligado ao imidazol, depois a cadeia carbonica (CH),, depois o
préoximo anél aromatico e por final o grupo amino N(CHz),.

III. Preparando os arquivos de entrada para simulacio

Apoés os calculos quanticos ¢ necessario gerar um arquivo em pdb com a geometria
otimizada. Sugerimos gerar um arquivo no formato xyz que ¢ mais simples e depois transformar
para o pdb. O formato xyz é da seguinte forma: 1°. linha: nimero de dtomos; 2°. linha: comentario;
3%, linha em diante: simbolo atdmico e coordenadas cartesianas (x, y e z) em A. Como mostrado o
arquivo abaixo dci-opt.xyz:

46

dci OPT (MP2/CC-PVDZ) g(Density Pop=MK)
¢ -6.110097 1.000568 -0.284350
c -6.296048 -0.297657 0.226960
N -5.032299 -0.841768 0.310437
c -4.149280 0.115995 -0.150528
N -4.782484 1.243730 -0.508876
C -7.140258 1.959110 -0.547595
N -8.012313 2.740161 -0.756966
c -7.467294 -1.001865 0.620789
N -8.434715 -1.606200 0.961451
c -4.730247 -2.150975 0.887887
H -3.719578 -2.120236 1.316122
H -5.464648 -2.362249 1.678672
H -4.786457 -2.938486 0.120598
c -2.692531 -0.056802 -0.211635
c -2.084661 -1.259750 -0.634174
c -0.688063 -1.356785 -0.698395
c 0.145681 -0.267260 -0.352356
c -0.480754 0.948283 0.023118
c -1.872424 1.052105 0.101300
H -2.698179 -2.109137 -0.951911
H -0.228234 -2.295269 -1.029731
H 0.132292 1.829021 0.240720
H -2.348524 1.996309 0.383282
c 1.602932 -0.427992 -0.413022
H 1.964182 -1.297872 -0.977466
c 2.509883 0.377008 0.211500
H 2.137619 1.191103 0.849171
c 3.967285 0.238223 0.154977
¢ 4.638971 -0.555523 -0.804078
¢ 6.031721 -0.674609 -0.810120
c 6.838043 -0.005227 0.151638
c 6.166029 0.820852 1.091298
c 4.771192 0.930786 1.088534
H 4.068040 -1.070839 -1.584256
H 6.492535 -1.290827 -1.584998
H 6.729140 1.385695 1.837068
H 4.289837 1.574736 1.834611
N 8.224741 -0.165195 0.177873
c 8.996888 0.826873 0.912001
H 8.850648 1.860198 0.533032
H 8.732306 0.810085 1.981008
H 10.063304 0.569857 0.833701
c 8.861600 -0.685429 -1.023616
H 8.508799 -1.706332 -1.238755
H 8.679216 -0.057053 -1.920596
H 9.945773 -0.743395 -0.848506

O arquivo dci-opt.xyz pode gerar um arquivo no formato pdb usando o programa
Open Babel que ¢ gratuito e pode ser instalado facilmente no Linux e Windows. O comando para
fazer esta mudanga de formato € o seguinte:

$ babel -ixyz dci-opt.xyz —-opdb dci-opt.pdb
1 molecule converted
17 audit log messages

O arquivo dci-opt.pdb serd usado no servidor LigParGen (link:
http://zarbi.chem.yale.edu/ligpargen/) para gerar o arquivo de topologia do campo de forca OPLS.
Na Figura 2 mostramos a janela do servidor LigParGen e as opgdes sugeridas.
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Figura 2: Visualizagdo do site LigParGen com as opg¢oes de submissdo (esquerda). Clicar no
botdo Submit Molecule, e visualizag¢do do site apos submissdo (direita). Clicar nos botoes GRO e
TOP do GROMACS para fazer download destes dois arquivos gerados.

Apos utilizar o servidor LigParGen, sdo necessarios baixar os arquivos GRO e TOP.
Ambos arquivos sdo gerados para utilizacdo no programa GROMACS e aqui vamos sugerir um
procedimento para transformar estes arquivos para aqueles com o formato do DICE: TXT e DFR.
Assim, sugerimos renomear estes arquivos baixados do site LigParGen para: dci-tmp.gro
(arquivo com a geometria inicial para uma simulagdo com o programa GROMACS) e dci-
tmp. itp (arquivo com a topologia para uma simulagdo com o programa GROMACS).

Em seguida, devemos verificar se o LigPanGen modificou a numera¢do dos atomos
abrindo o arquivo dci-tmp.gro num programa de visualizacdo como por exemplo Avogadro.
Caso a numerag¢do tenha sido modificada, vamos usar o programa reorder ligpargen.py
para renumerar os atomos para ficar com a numeracao inicial do arquivo pdb usando os seguintes
comandos:

$ python $dicetools/reorder_ligpargen.py dci-opt.pdb dci-tmp.gro dci-tmp.itp
$ mv reordered_dci-tmp.gro dci.gro
$ mv reordered_dci-tmp.itp dci.itp

Observagdo: Existem outros procedimentos para gerar topologias como por exemplo: ATB,
OBGMX, AmberChamber (dento do AmberTools). Alguns destes com servidor web e outros com
programas que devem ser baixados e executados no micro local. Mas quase todos geram arquivos
de saida no formato do GROMACS e outros programas que executam simulagdes com dindmica
molecular.

Apos verificar a numeragdo dos atomos no arquivo ITP, vamos verificar a sugestdo dos
fragmentos usando o programa fragGen . py para mostrar os fragmentos que serdo gerados para
simulagdo com o DICE usando o seguinte comando:

$ python $dicetools/fragGen.py dci-opt.pdb

O programa fragGen.py vai gerar um diretoério dci-opt fragments com uma proposta de
fragmentos em arquivos no formato xyz que podem ser visualizados no programa Avogadro, por
exemplo. Entrando no diretério criado dci-opt fragments € possivel visualizar os
fragmentos como mostrado na Figura 3.
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Figura 3: Visualizagdo dos 8 fragmentos que serdo gerados para simulagdo com o DICE com o
método CBMC.

Para gerar os arquivos de entrada do DICE (dci.txt e dci.dfr) sera usado o
programa gromacs2dice.py com o seguinte comando:

$ python $dicetools/gromacs2dice.py ——flexible-fragments -c —-g dci.itp dci-
opt.pdb
The files dci.txt and dci.dfr were successfully generated.

Neste programa em python e nos demais, use a op¢ao —h para mensagem de ajuda (help). A opcao
—-g ¢ bastante importante pois ela vai substituir todas as distancias e angulos de equilibrio do
campo de forga pelos valores da geometria otimizada. A opgao —c define que as cargas vindas do
arquivo de topologia serdo usadas. Caso as opg¢des —g € —c ndo sejam usadas serd importante usar
a op¢do —-p para indicar o caminho dos campos dos campos de forca do GROMACS e no arquivo
pdb e/ou de topologia usar os rotulos dos atomos compativeis com os do campo de forga
selecionado. Isto ficard mais claro quanto discutirmos os arquivos de entrada para dindmica
molecular como GROMACS.

Em seguida, deve-se editar o arquivo dci.txt para colocar as cargas calculadas com
QM (quatro casas decimais sdo suficientes e € possivel fazer ajustes nas cargas atdmicas para
colocar valores médios em atomos semelhantes, exemplo os Hs do grupo CH3, mas ¢ importante
somar no final para obter a carga total correta) e verificar os indices para G(r) na primeira coluna
(usar mesmos numeros para atomos equivalentes e numeros diferentes para atomos que
necessitem G(r) diferentes para anélise). Veja um exemplo no arquivo dci-ok. txt. Neste caso
ndo fizemos ajustes nas cargas atdmicas, apenas truncamento na quarta casa decimal e para zerar a
carga total colocamos as diferencgas nos Hs dos 2 grupos CHs.

1

46 dci (generated with gromacs2dice) CHARGES from QM

1 6 -6.1200 0.9700 -0.2600 0.2345 0.0700 3.5500
1 6 -6.2800 -0.3300 0.2800 -0.3427 0.0700 3.5500
2 1 -5.0100 -0.8500 0.3400 0.1520 0.1700 3.2500
1 6 -4.1400 0.1100 -0.1400 0.3333 0.0700 3.5500
3 7 -4.8000 1.2200 -0.5100 -0.4954 0.1700 3.2500
1 6 -7.1700 1.9000 -0.5200 0.3430 0.0660 3.3000
4 7 -8.0400 2.6800 -0.7300 -0.4186 0.1700 3.2000
1 6 -7.4300 -1.0400 0.6900 0.4857 0.0660 3.3000
5 7 -8.4000 -1.6400 1.0500 -0.4425 0.1700 3.2000
1 6 -4.6800 -2.1500 0.9300 -0.3112 0.0660 3.5000
6 1 -3.6600 -2.1000 1.3400 0.1181 0.0300 2.5000
6 1 -5.4000 -2.3600 1.7400 0.1575 0.0300 2.5000
6 1 -4.7300 -2.9500 0.1700 0.1433 0.0300 2.5000
76 -2.6900 -0.0500 -0.2400 0.0230 0.0700 3.5500
76 -2.0800 -1.2400 -0.6800 -0.1294 0.0700 3.5500
76 -0.6900 -1.3400 -0.7500 -0.2160 0.0700 3.5500
76 0.1500 -0.2500 -0.4000 0.1913 0.0700 3.5500
76 -0.4800 0.9600 -0.0100 -0.1186 0.0700 3.5500
76 -1.8700 1.0700 0.0400 -0.2197 0.0700 3.5500
8 1 -2.7000 -2.0900 -1.0000 0.1101 0.0300 2.4200



8 1 -0.2300 -2.2700 -1.0900 0.1447 0.0300 2.4200
8 1 0.1300 1.8300 0.2400 0.1457 0.0300 2.4200
8 1 -2.3500 2.0200 0.3100 0.1558 0.0300 2.4200
9 6 1.6100 -0.4200 -0.4400 -0.2242 0.0760 3.5500
10 1 1.9700 -1.2900 -1.0000 0.1464 0.0300 2.5000
9 6 2.5100 0.3900 0.1900 -0.2723 0.0760 3.5500
10 1 2.1300 1.2100 0.8200 0.1379 0.0300 2.5000
11 6 3.9700 0.2300 0.1600 0.2594 0.0700 3.5500
11 6 4.6400 -0.5700 -0.7800 -0.2136 0.0700 3.5500
11 6 6.0400 -0.6900 -0.7800 -0.3266 0.0700 3.5500
11 6 6.8300 -0.0000 0.1800 0.4279 0.0700 3.5500
11 6 6.1500 0.8500 1.0900 -0.3450 0.0700 3.5500
11 6 4.7600 0.9200 1.1100 -0.2198 0.0700 3.5500
12 1 4.0800 -1.0900 -1.5700 0.1469 0.0300 2.4200
12 1 6.5000 -1.3300 -1.5300 0.1759 0.0300 2.4200
12 1 6.7100 1.4700 1.7900 0.1881 0.0300 2.4200
12 1 4.2700 1.5200 1.8800 0.1458 0.0300 2.4200
13 7 8.2200 -0.1600 0.2200 -0.2669 0.1700 3.3000
14 6 8.9800 0.8400 0.9400 -0.1364 0.0660 3.5000
15 1 8.8400 1.8700 0.5400 0.0655 0.0300 2.5000
15 1 8.7100 0.8500 2.0100 0.0617 0.0300 2.5000
15 1 10.0500 0.5800 0.8800 0.1037 0.0300 2.5000
14 6 8.8700 -0.7100 -0.9600 -0.1106 0.0660 3.5000
15 1 8.5100 -1.7300 -1.1600 0.0539 0.0300 2.5000
15 1 8.6900 -0.1000 -1.8700 0.0622 0.0300 2.5000
15 1 9.9500 -0.7700 -0.7800 0.0962 0.0300 2.5000

IV. Realizando a simulacdo da molécula flexivel em vacuo

Agora com os arquivos de entrada para o programa DICE, vamos realizar uma simulagdo
em vacuo (no ensemble NVT com densidade de 0.001 g/cm’). S3o necessarios os seguintes
arquivos dci-ok.txt (com roétulos para G(r), nimeros atdbmicos, geometria € os parametros do
potencial ndo ligado: Lennard-Jones e Coulomb), dci.dfr (com defini¢do dos fragmentos,
conexdes entre eles e parametros do potencial ligado: bond, angle, dihedral e improper) e dci-
vac-nvt.in (com as palavras chaves para as simulacdes). Esta execugdo levou cerca de 45 min
em um micro com processador i3 quadicore executando em 2 processadores.

$ dice4 < dci-vac-nvt.in > dci-vac-nvt.in.out

Arquivo dci-vac-nvt.in:

ncores = 2

title = Simulation of isolated dci - NVT - thermalization
ljname = dci-ok.txt

outname = out-dci

init = yes
coolstep = 0
nmol = 1

dens = 0.001
temp = 298.15
press = 1.0

#

accum = no
vstep = 0
nstep = 50000
iprint =1
isave = 100
irdf = 0
iratio = 10
seed = 65
upbuf = 50

# o nome da molécula que sera flexivel (identificar no *.txt) e no nome do arquivo *.dfr
flex = dci

# os angulos torcionais entre fragmentos para amostragem sera: 1° aleatdrio e os demais uniformemente distribuidos
equiphi = yes
ntrialphi = 12
pcbmc = 1.0

fudgelj = 0.5
fudgeclb = 0.5

quantidade de amostras para cada angulo torcional entre fragmentos
probabilidade de deformacdo CBMC cada vez que a molécula flexivel for sorteada
fator de interacdo 1-4 do termo Lennard-Jones do potencial (OPLS)

fator de interacdo 1-4 do termo Coulombiano do potencial (OPLS)

nsf = 10000 quantidade de configuracgdes da biblioteca de cada fragmento

sfint = 100 intervalo para salvar fragmentos deformados na biblioteca de fragmentos

# opcao para salvar a biblioteca de fragmentos para ser visualizada

savefralib = yes

$end

#
#
#
#
#
#

Note que neste arquivo aparecem varias informagdes sobre o algoritmo CBMC.

V. Realizando analises da simula¢cao da molécula flexivel em vacuo




Para verificar como a molécula DCI se deformou ao longo da simulacdo ¢ possivel fazer
uma animacao do arquivo xyz no programa VMD, ou visualizar as configuragdes superpostas. Mas
para facilitar esta visualizacdo € interessante superpor o maximo possivel algumas partes da DCI e
verificar o0 movimento de outras partes. Isto pode ser feito através da execucdo do programa
ORDER para superpor o 3 4tomos apresentados na palavra-chave freeze no input. E importante
ndo esquecer de incluir a palavra-chave flexible = yes para o programa considerar o soluto
flexivel, caso contrario considera rigido.

$ order < order.in > order.out

Arquivo order. in:

dci-ok.txt
out-dci.xyz

ljname
inname
nmol
dens
cm =
freeze 34 14
flexible = yes
irdf = no
molprint = 1 0
printconfig = no
printformat = 3
printdummy = no
printinterval = 5
topfile = top.txt
angle = no

hbond = no

$end

1
0.00
-1

Visualizando o arquivo de saida out-dci all.xyz podemos verificar se 0s movimentos dos
fragmentos estdo adequados. Lembre que ¢ possivel executar o ORDER varias vezes mudando os
3 4tomos na palavra-chave freeze para um grupo especifico ficar parado enquanto visualizamos
o movimento dos outros.

Figura 4: Visualiza¢do do arquivo: out-dci_all.xyz considerando o freeze = 17 24 26
(esquerda) e freeze = 3 4 14 (direita).

A variagdo das distancias, angulos e diedros ao longo da simulagdo pode ser feita com o
programa ANLGEOM. Este programa vai ler os nomes dos arquivos de topologia e trajetdria nas
palavras-chave nametop e nametraj. No arquivo de topologia serdo lidos apenas a lista dos 2
atomos no bloco $bond para calcular as distancias, os 3 4tomos no bloco $angle para calcular
os angulos e 4 atomos no bloco $dihedral ou $improper para calcular os angulos diedrais.




Sendo assim, podem ser incluidos conjuntos de atomos que ndo fazem parte da topologia.
Exemplo: incluir o par 4 38 no bloco $bond para calcular a distdncia do grupo amino com o
grupo imidazol ao logo da simulacdo, ou incluir o quarteto 5 4 38 39 no bloco $dihedral para
calcular o angulo entre o grupo amino e imidazol.

$ anlgeom < anlgeom.in > anlgeom.out

Os arquivos de saida: out-dci-bnd.avr, out-dci-ang.avr e out-dci-dhd.avr, com
informacdo dos valores distancias, angulos e diedrais, respectivamente, ao longo dos passos da
simulagdo podem ser graficados e analisados os histogramas através da interface grafica
dicewin.py. Para os dois primeiros arquivos, ¢ esperado que as distribuicdes sejam todas de
um Unico pico ao redor dos valores de equilibrio. Se estes picos sdo simétricos faz sentido
apresentar as médias e desvios padrdo, mas se foram assimétricas ¢ mais relevante descrever o
valor mais provavel e a largura a meia altura. J4 os diedrias vdo apresentar com frequéncia
distribui¢cdes com varios picos que vao caracterizar diferentes conformagdes. Sendo assim, o mais
interessante ¢ analisar a somatorio das populagdes dos picos que fornecerdo a informacdo de
populacao relativa.
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Figura 5: Em cima: andlise da evolugdo das 3 distancias do N38 do grupo amino ao C31 do anél
aromatico, C39 e C43 dos grupos metil (esquerda) e suas respectivas distribuigoes (direita). A
distancia N38-C31 é menor que as outras: 1.42 £ 0.02 A e 1.47 + 0.03 A, respectivamente.
Embaixo: andlise da evolu¢do da distancia do N38 ao C4 do imidazol (esquerda) e sua
distribuicdo (direita). A distancia N38-C4 é 12.5+0.1 A.
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Figure 6: Andlise da evolugdo dos 4 angulos diedrais entre o grupo amino e anél aromatico (C39-
N38-C31-C32, C39-N38-C31-C30, C43-N38-C31-C30 e C43-N38-C31-C32) responsaveis torsao
ao redor da ligagdo N38-C31 (esquerda) e suas respectivas distribui¢oes (direita), mostrando que
o grupo amino é planar, os estes dngulo apresentam picos em 0° e £180°.

Para analisar as diferentes conformacdes geradas ao longo da simulagdo ¢ possivel utilizar
o algoritmo de clustering que reune conformagdes semelhantes utilizando um critério de
similaridade via o RMSD ap6s uma orientagdo de maxima similaridade das conformagdes. Aqui
vamos utilizar o programa clustering traj.py:

$ python $dicetools/clustering_traj.py —-p -np 2 —-cc xyz out-dci_all.xyz 1.0

Neste caso estamos usando 2 processadores (-np 2) para executar o programa, o formato do
arquivo de entrada é 0 Xyz (-cc xyz) e o critério de similaridade é de 1.0 A (valor tipico da
literatura), porém pode ndo ser adequado para a total as moléculas. A sugestdo para esta analise
ndo ser muito demorada ¢ usar cerca de 1 a 2 mil configuragdes. Entdo, use a palavra-chave
printinterval do ORDER para reduzir o arquivo com as configuracdes, caso necessario. Na
Figura 7, estdo os graficos gerados com esta analise de clustering.
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Figura 7: Grdficos que saem da andlise de clustering: (Topo) o dendograma é mostrado com uma
linha horizontal mostrando o valor do critério. Se este valor for aumentado o numero de clusters
diminui; (Centro) a ilustra¢do da agrega¢do das configuragoes nos clusters. Cada cor representa
um cluster diferente: 84 neste caso;, (Base) a evolu¢do do numero do cluster de cada
configuracdo. O desejado é ter uma grande mistura dos aparecimentos dos clusters. Neste caso,
sugerimos aumentar o critério para 1.5 e executar o programa novamente.

Neste caso, sugerimos uma re-anélise de clustering considerando um critério de 1.5 A que parece
apresentar uma quantidade razoavel de clusters. E necessario inicialmente apagar os arquivos com
as configuragdes dos clusters anteriores, o arquivo com informagdes dos clusters (cluster.dat) e
manter o mapa de distdncias anteriormente calculados (distmat.dat):

$ rm clusters_confs_x.xyz
$ rm clusters.dat
$
d

python ./dicetools/clustering_traj.py -p -np 2 -cc xyz -i distmat.dat out-
ci_all.xyz 1.5
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Figura 8: Mesmos graficos da Figura 6 com o novo crlterio de 1.5 A. Neste caso, o total de
clusters encontrados foi 10, mas quatro clusters dominam: o cluster 1 com 22.8% das
configuragoes, o cluster 2 com 28.6%, o cluster 3 com 21.7% e o cluster 4 cm 22.0%
representados pelas cores preta, violeta, azul e ciano (centro). Os demais clusters tém
contribui¢do desprezivel com menos de 0.5%.
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Mas ¢ necessario verificar as diferengas entre os clusters 1, 2, 3 e 4 visualizando os arquivos de
saida: clusters confs 1.xyz, clusters confs 2.xyz, clusters confs 3.
xyz e clusters confs 4.xyz. Analisando os 4 clusters podemos identificar efetivamente 2
conformagdes diferentes que estdo mostradas na Figura 9.

Figura 9: llustracdo das duas configuragoes diferentes amostradas. Esquerda: mesma
conformagdo da geometria otimizada com o grupo CH; do imidazol para o mesmo lado do
primeiro CH apods o anel aromatico (forma-cis). Direita: o grupo CHjs do imidazol esta do lado
oposto do primeiro CH apos o anel aromdtico (forma-trans).

VI. Analise do potencial torcional do campo de forca classico

VII. Realizando a simula¢ao da molécula flexivel em solucao



