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Resumo

A linha de luz MANACA (acrénimo de MAcromolecular Micro and
Nano CrystAllography) serd a primeira estagdao do Sirius dedicada a di-
fracdo de raios X para macromoléculas biologicas (MX). Nesta linha
de luz Sincrotron serd possivel a realizacdo de experimentos a partir
de métodos convencionais de coleta e processamento de mono cristais
e métodos mais recentes vindos da cristalografia serial (SX) dedicados
a coleta e processamento de multiplos cristais. Essa nova abordagem,
em si, € complementar a cristalografia tradicionalmente feita atualmente
nas fontes de luz Sincrotron por permitir manuseio e a coleta de cris-
tais com dimensdes da ordem de microns a sub-microns e analisar a
evolucao temporal de mudangas estruturais induzidas fisico e/ou qui-
micamente. Entretanto, apesar do conste avanco, um dos desafios no
estabelecimento de SX como facilidade padrao aos usuérios de MX ¢
o desenvolvimento de sistemas de porta amostras com versatilidade no
controle e entrega dos cristais ao ponto de difracdo. Neste projeto va-
mos conduzir simulagdes de fluidodinamica em sistemas candidatos a
porta amostras na linha MANACA com carreamento de cristais por mi-
crofluidica e analisar os efeitos da difusdo dos cristais em meios com
diferente viscosidade, assim como os efeitos da difusdo de substratos
nos cristais de proteinas; além disso, vamos desenvolver uma interface
grafica [a ser integrada a rotina de coleta da linha] que permita ao usué-
rio definir as condi¢des iniciais de sua coleta de dados.
Palavras-chave: Sirius, MANACA, cristalografia serial, porta amos-

tras, simulagdo



1 Introducao

1.1 Estado da arte

O inicio do século 20 foi marcado pela efervescéncia no campo da
Fisica e Matematica. Na area de fisica dos materiais, a observacdo da
difracao de raios X por Max von Laue e familia Bragg|[ 1, 2] tornou pos-
sivel o estabelecimento da cristalografia como uma das técnicas mais
poderosas na andlise e determinacdo da estrutura de materiais. Em es-
pecial, quando aplicada a biomoléculas, tem notadamente contribuido
para o avanco da biologia estrutural a partir da determinagao da estru-
tura de moléculas de proteinas, entre outras mais; com 1sso, € possivel
tracar as relagcOes entre estrutura e funcao acerca destas macromoléculas
e seus complexos no meio biolégico. Além disso, com o recente surgi-
mento da SX nas fontes de laseres de elétrons livres (X-ray free electron
lasers — XFEL), e mais recente em fontes de luz Sincrotron, é possivel
analisar a estrutura destas moléculas em condi¢des muito proximas as

fisiologicas.

1.1.1 Determinacio e analise estrutural de macromoléculas por cristalografia

de raios X: dos métodos tradicionais a cristalografia serial

Os avancos em biologia estrutural vém aumentando cada vez mais
nossa capacidade de entender mais profundamente o papel que as ma-
cromoléculas desempenham no meio bioldgico. A maioria destas estru-
turas foram resolvidas experimentalmente pelo método de cristalografia
por difracdo de raios X (aproximadamente 90%)[3]. isso tem ajudado a
racionalizar as estratégias de busca e desenvolvimento de medicamen-

tos para diversas doengas; um exemplo foi a determinagdo da estrutural



cristalografica da principal protease [envolvida na invasdo da célula hu-
mana] do SARS—COV-2 responsavel pela pandemia da COVID-19 [4].
Esses avancos sdo, em grande parte, resultantes do aumento de nimero
e acessibilidade das fontes de luz Sincrotron, em especial as fontes com
auto brilho de terceira e quarta geragao[5, 6].

Por outro lado, a dificuldade em obter cristais bem ordenados com
dimensdes da ordem de algumas dezenas de microns tolerante a altas
doses de radiacdo sdo importantes limitacoes desta técnica; em geral,
a medida que se tem um feixe de raios X com fluxo de alta densi-
dade, mais energia é depositada por unidade de drea do cristal, signi-
ficando que os danos por radiacdo serdo ainda mais proeminentes[7].
Entretanto, isso € quase negligencidvel para cristais menores que 10
pm[7]; além disso, a difragdo de cristais com dimensdes equivalentes
as do feixe de raios X tem como efeito a otimizagdo da relacdo entre
sinal e ruido[8, 9]. Esses fatores tornam possivel a coleta de cristais
cada vez menores[10] e a consequente implementacdo de novas téc-
nicas, tais como cristalografia serial em fontes XFELs[11, 12, 13] e
Sincrotron[ 14, 15].

Tomando como premissa a hipdtese da “difracdo antes da destrui¢ao”
do cristal de proteina[16], o surgimento da cristalografia serial aplicada
a determinacgao de estrutura de proteinas foi impulsionado pelo desen-
volvimento das fontes de lasers de elétrons livres dedicadas a produgao
de raios X (XFELs) inicialmente em Stanford no LCLS (Linac Cohe-
rent Light Source) e logo em seguida em outros paises como Alema-
nha (CFEL), Suica (SwissFEL), Japao (SACLA-XFEL) e Coreia (PAL-
XFEL). Nestas fontes, a aquisi¢do Unica e quase instantanea do padrao

de difracdo de cada cristal em uma dada orientagdo tem o menor acu-



mulo de dano por radiagao[ 16, 11, 12].

Experimentalmente, cada cristal € atingido uma tnica vez pelos pul-
sos de raios em intervalos de femtossegundo, acarretando em doses
muito baixas de radiagdo para causar danos estruturais significativos
aos cristas, ja que este sdo dinamicamente substituidos toda vez que
ha espalhamento; isso tem abrindo a possibilidade para experimentos
de difracdo de cristais com dimensdes da ordem de microns a nandme-
tros [a maioria das proteinas cristalizam em cristais de tamanhos dessa
ordem][16, 17] e observar a dindmica estrutural de proteinas em tempe-
ratura ambiente [importante para os cristais que nao sao adequados para
serem congelados] em tempos ultracurtos [permite observar processos
cinéticos quase em tempo real][18, 19, 20] nunca antes acessados por
métodos cristalograficos tradicionais. Como resultado, a estrutura com-
pleta de uma molécula pode ser obtida pelo mergeamento de dados dos
multiplos cristais, podendo assim obter “um filme tridimensional” das
mudancgas estruturais que ocorrem durante a interacdo de uma proteina
com seu ligante[21, 22] ou de intermedidrios enzimaticos[23, 20].

O uso pioneiro destas fontes de luz traz consigo uma nova era para
a determinacdo e andlise estrutural de macromoléculas bioldgicas por
cristalografia de raios X; contudo, a escassez e o custo do tempo de
feixe limitam fortemente o acesso as estacoes de XFEL. Felizmente, os
conceitos e métodos envolvidos nessas fontes de luz t€m sido estendidos
com sucesso as fontes de luz Sincrotron, inaugurando a chamada crista-
lografia serial em fontes de luz Sincrotron (SSX)[15, 24, 25, 26]; além
disso, a popularizacdo do acesso a essas facilidades, vem permitindo
também determinar a estrutura tridimensional da maioria das proteinas

biologicamente relevantes.



Esta abordagem cristalografica usando luz Sincrotron tem vantagens
inerentes deste tipo de instrumento. E possivel estudar a dindmica de
alguns sistemas com resolucdo temporal da ordem de milissegundos a
segundos, assim como controlar a captura das estruturas intermedidrias
formadas durante a interacao de uma enzima com seu substrato[25, 26];
permite a coleta de dados de cristais com alta taxa de indexacao e con-
trole do tempo de exposi¢ao aos raios X, sejam eles mantidos estati-
cos ou em fluxo durante a aquisicdao de dados [25, 26, 15, 24]; permite
o baixo consumo de amostras (poucos microlitros), controle da quan-
tidade de ligantes (poucos picolitros), difusdo e teste em larga escala
também [25, 26, 27]; o controle da dose de radiagdo[28] e temperatura
de aquisicdo dos dados[15, 25] e; além disso, a qualidade dos dados e

resultados sdo comparaveis aos obtidos nas fontes de XFEL[24, 26].

1.1.2 Dos sistemas de porta amostras a difusao de substratos

Entretanto, tanto em fontes luz de XFEL quanto em Sincrotron, o efe-
tivo desenvolvimento da SX depende fortemente dos sistemas de hard-
ware e software dedicados ao processamento de dados, assim como da
padronizacdo de tecnologias experimentais[29]. Em particular as téc-
nicas experimentais, a expansao e sistematizacdo da SX € afetada prin-
cipalmente pela falta de padronizagdo dos sistemas de porta amostras
e preparagao das amostras de cristais, assim como do controle na di-
fusdo de cristais nos sistemas de carreamento ou do tempo de difusao
dos ligantes nos cristais. Os sistemas de porta amostras podem ser clas-
sificados em duas categorias: 1) com processo de migracdo de cristais
e 1) sem migragcdo de cristais em relagdo ao dispositivo de entregal,

nomeadamente sistema de amostras em fluxo e sistema de amostras



fixas[30, 31, 29], respectivamente.

Nos sistemas de amostras fixas os cristais estdo em um suporte que,
em geralmente, sio movimentados em frente ao feixe de raios X durante
o experimento de difragdo. Esses sistemas sdo 0os mais comumente im-
plementados nas estagdes experimentais de luz Sincrotron que oferecem
esse tipo de facilidade aos usuarios; em muitos casos se mostram versa-
teis, eficiente e com baixo consumo de amostra. Entretanto, sao limita-
dos para aplicagdes em experimentos resolvidos no tempo [dificilmente
o tempo de mistura de difusdao do substrato no cristal sao controlados
exatamente].

Ja nos sistemas de “entrega” em fluxo, os cristais sao continuamente
atingidos pelo feixe de raios X, onde os cristais difratados sdo renova-
dos com uma dada taxa de tempo [ajustados pelo operador]; tipicamente
precisam incluir um meio de carregamento [com alta ou baixa viscosi-
dade] de baixo espalhamento de luz [mantendo os cristais hidratados e
continuamente entregues até o ponto de intersecdo com os raios X].

A implementacdo destes dispositivos precisa, necessariamente[30),
31, 29]: minimizar o estresse mecanico e quimico dos cristais; maxi-
mizar a relacio sinal/ruido dos picos de difragdo; minimizar o espa-
lhamento do meio carreador e das janelas por onde passam os raios X;
minimizar o consumo de amostras; permitir automacao e padronizagao;
permitir estabilidade da amostra; permitir a mistura e difusdo rapida dos
cristais no meio carreador e/ou do substrato no interior dos cristais.

Os sistemas de entrega de cristais em fluxo mais promissores [em
parte suprem demandas citadas acima] s3o os com carreamento por
microfluidical[30, 31, 29]: permitem o controle da pressao e fluxo dos

liquidos, assim como modular o diametro do “jato” de cristais ao longo



dos canais microfluidicos do porta amostras; permite ainda fazer a en-
trega dos cristais com fluxo estavel e prevenir o entupimentos dos ca-
nais; eliminam a deposi¢do de cristais na parede do porta amostras € a
formacgao de bolhas; ainda, sdo versateis em ambientes a pressao atmos-
férica ou em vicuo. Além destas vantagens, esses dispositivos podem
ser fabricados com baixo custo, precisdo e reprodutibilidade, permi-
tindo a rdpida acessibilidade nas estagOes experimentais de cristalogra-

fia de proteinas.

2 Justificativa, objetivos e cronograma

O Sirius € nova fonte de luz Sincrotron de quarta geracao brasileira
nascida da experiencia de sucesso com a fonte UVX a partir dos anos 90
até 2019 no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). O Sirius
abrigard modernas e inovativas estacoes experimentais abertas a comu-
nidade cientifica nacional e internacional, dentre as quais inclui-se a
linha de luz MANACA. Essa é uma das linhas de luz do Sirius otimi-
zada para micro e nano feixes de raios X comportando duas estacdes
experimentais [estacdo micro e estacao nano] dedicadas a cristalografia
por difracdo de raios de macromoléculas bioldgicas a partir de méto-
dos de coleta e processamento de dados convencionais € métodos mais
recentes vindos da cristalografia serial.

Atualmente os métodos de cristalografia serial na MANACA estio
em fase de planejamento e testes de alguns prototipos. Dentre estes,
estamos desenvolvimento um sistema de porta amostras com microflui-
dica que fard parte das facilidades da linha que serdo oferecidas aos

usudarios. Este projeto faz parte de um trabalho maior voltado ao estudo



e desenvolvimento de instrumentagao para cristalografia serial [tanto na
estacio micro quanto na estacdio nano] da linha de luz MANACA no
Sirius. Em particular, nosso porta amostras terd um sistema de carre-
amento em co-fluxo duplo para entrega e co-focalizagdo dos cristais.
Para isso, neste projeto nds pretendemos realizar estudos da fluidodina-
mica e difusao nestes portas amostras microfluidicos.

Especificamente, pretendemos: 1) simular os feitos da viscosidade na
taxa de carreamento de cristais; 2) simular os efeitos do didmetro dos
canais do sistema microfluidico e o efeito do tipo de jun¢ao na mistura
do cristal com o ligante; 3) simular a difusdo de cristais em liquidos
com viscosidades distintas e a taxa de difusdo de ligantes no canal de
solvente dos cristais. Além disso, 4) pretendemos criar uma interface
computacional a ser integrada a rotina de coleta da Manaca que per-
mitird ao usudario definir as condi¢des iniciais de experimento [fluxo e
taxa de difusao] que serdo usadas na sua coleta de dados de SSX. O
cronograma de execucdo do projeto ao longo dos 12 meses pode ser

visualizado no quadro abaixo.

Cromograma do projeto a ser realizado entre 2020 a 2021
Semestre 1 Semestre 2
M1 | M2 [ M3-4 [ Ms6 M7 M8 | M9-10 | M11-12
Atividade 1
Planejamento, revisao da literatura e preparagao dos sistemas para simular _

Entrega de resultados <&

Atividade 2 L
Simulacoes dos porta amostras, efeitos de viscosidade e juncoes _
Entrega de resultados d relatério parcial <&
Simulagoes do efeito de tamanho e viscosidade no carreamento de cristais _

Entrega de resultados L 2

Atividade 3
Simulacao dos efeitos da difusao de cristais e ligantes -
Entrega de resultados L 2
Programacao e desenvolvimento de interface -
Entrega de resultados <&
Relatdrio final apresentacao no congresso dos estudantes do CNPEM H




3 Materiais e Métodos

3.1 Simulac¢oes de fluidodinimica

As simulagdes serao realizadas usando o pacote de programas ANSYS
(versdao R3 2019) com temperatura (293 K) e pressao (1 atm) controla-
das. A geometria dos canais serdo obtidas partir do sélido 3D criado no
programa autoCAD (autoDESK, Inventor 2018).

Os perfis de fluxo laminar serdo simulados usando a solug¢ao da equa-
cdo de Navier-Stokes (3.1) e equacdo da continuidade em condicdes
fluxo continuo para liquidos incompressiveis (2) [32]:

ou

E+(U-V)u—uv2u:—Vw+g (1)

V-u=0. (2)

As condi¢des de contorno da parede e entrada, assim como velocidade
do fluido do nosso sistema serdo definidas posteriormente no plane-
jamento das simulagdes. Adicionalmente, os fendmenos de difusio
serdo simulados a partir da equagao de difusdo descrita por Einstein-
Stokes [33] com coeficiente de difusdo dado por D = kpl [onde
¢ = 6mnr e n a viscosidade do liquido] e equagao conveccdao dada por
V - (=DVc¢) —uVe = R [onde D € coeficiente de difusdo, R é uma va-
ridvel do sistema simulado e ¢ € a concentragdo das particulas do meio].
Além disso, o tempo de difusao de um dado substrato no interior de
um cristal de proteina serd simulado usando a solu¢do da equagao de
Fick[34] %—? — DV?C [onde C é a variavel que descreve a concentra-

cdo do ligante num volume].
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3.2 Programacao e interface grafica

A interface grafica de usuario (IU) serd escrita em JavaScript apli-
cando o framework Vue.js e compilada em uma plataforma executa-
vel pelo cliente (usudrios). A programacao do sistema serad feita com
o pacote Python (pacote do Python 3), como back-end, e framework
vibe.d desenvolvido em linguagem D. A arquitetura da interface per-
mite ao usudrio simular rapidamente as pré-condi¢des do experimento
a ser realizado na linha de luz [melhor taxa de difusao dos cristais no
meio carreador e tempo de difusdo do ligante no crista, etc.] tomando
parametros previamente conhecidos experimentalmente[viscosidade do

meio de carreamento e unidades da cela unitaria do cristal, etc.].

Na possibilidade de coleta remota, como extensdo futura, o software
cliente serd um aplicativo de interface de usuério (IU) com uma ferra-
menta de autorizacdo. A troca de dados entre servidor e cliente sera
implementada usando o dominio https ou um software executavel de
plataforma cruzada independente. Essa arquitetura € flexivel e pode
atender a muitos clientes a0 mesmo tempo, cobrindo varios cendrios de
uso: cada membro da equipe experimental pode ter acesso independente
ao experimento a partir de qualquer local restrito pela politica de uso da
instalacdo ou um responsavel da linha de luz pode monitorar/ajudar na

experiéncia remotamente.
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