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1 Estado da arte

A linha de luz MANACÁ (acrônimo de MAcromolecular Micro and Nano CrystAllo-

graphy) será a primeira estação do Sirius dedicada à difração de raios X para macromolécu-

las biológicas (MX). Nesta linha de luz será possível realizar experimentos a partir de méto-

dos convencionais de coleta de mono cristais e por cristalografia serial (SSX). A bordagem

de SSX é complementar à cristalografia tradicionalmente feita atualmente nas fontes de luz

Síncrotron por permitir manuseio e a coleta de múltiplos cristais com dimensões da ordem

de mícrons a sub-mícrons e analisar a evolução temporal de mudanças estruturais induzi-

das físico e/ou quimicamente. Neste projeto vamos conduzir simulações de fluidodinâmica

em sistemas microfluídicos candidatos a porta amostras na linha MANACÁ dedicados ao

carreamento de cristais e analisar os efeitos da difusão dos cristais em meios com diferente

viscosidade, assim como os efeitos da difusão de substratos nos cristais de proteínas; além

disso, pretendemos desenvolver uma interface gráfica [a ser integrada à rotina de coleta da

linha] que permita ao usuário definir as condições iniciais de sua coleta de dados.

2 Introdução

Os avanços em biologia estrutural vêm aumentando cada vez mais nossa capacidade de

entender mais profundamente o papel que as macromoléculas desempenham no meio bi-

ológico. A maioria destas estruturas foram resolvidas experimentalmente pelo método de

cristalografia por difração de raios X (aproximadamente 90%). isso tem ajudado a racionali-

zar as estratégias de busca e desenvolvimento de medicamentos para diversas doenças. Esses

avanços são, em grande parte, resultantes do aumento de número e acessibilidade das fontes

de luz Síncrotron, em especial às fontes com auto brilho de terceira e quarta geração[29, 20].

Por outro lado, a dificuldade em obter cristais bem ordenados com dimensões da ordem de

algumas dezenas de mícrons [tolerante a altas doses de radiação] são importantes limitações

desta técnica. Em geral, à medida que se tem um feixe de raios-X com fluxo de alta den-

sidade, mais energia é depositada por unidade de área do cristal, significando que os danos

por radiação serão ainda mais proeminentes[23]. Entretanto, isso é quase negligenciável para

cristais menores que 10 µm[23]. Além disso, a difração de cristais com dimensões equivalen-

tes às do feixe de raios-X tem como efeito a otimização da relação entre sinal e ruído[8, 22].

Esses fatores tornam possível a coleta de cristais cada vez menores[12] e a consequente im-
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plementação de novas técnicas em cristalografia de proteínas[6, 3, 28, 9, 26]. Tomando como

premissa a hipótese da “difração antes da destruição” do cristal de proteína[18], o surgimento

da cristalografia serial aplicada à determinação de estrutura de proteínas foi impulsionado

pelo desenvolvimento das fontes de lasers de elétrons livres dedicadas à produção de raios-X

(XFEL). Nestas fontes de luz, a aquisição única e quase instantânea do padrão de difração de

cada cristal em uma dada orientação tem o menor acúmulo de dano por radiação[18, 6, 3].

Experimentalmente, cada cristal é atingido uma única vez pelos pulsos de raios em inter-

valos de femtossegundo, acarretando em doses muito baixas de radiação para causar danos

estruturais significativos aos cristas, já que este são dinamicamente substituídos toda vez

que há espalhamento[18, 6]. Isso tem abrindo a possibilidade para experimentos de difra-

ção de cristais com dimensões da ordem de mícrons a nanômetros [a maioria das proteínas

cristalizam em cristais de tamanhos dessa ordem][18, 10] e observar a dinâmica estrutural

de proteínas em temperatura ambiente [importante para os cristais que não são adequados

para serem congelados] em tempos ultracurtos [permite observar processos cinéticos quase

em tempo real][6, 24, 5, 7] nunca antes acessados por métodos cristalográficos tradicionais.

Como resultado, a estrutura completa de uma molécula pode ser obtida pelo mergeamento de

dados dos múltiplos cristais, podendo assim obter “um filme tridimensional” das mudanças

estruturais que ocorrem durante a interação de uma proteína com seu ligante[17, 13] ou de

intermediários enzimáticos[25, 7]. Contudo, a escassez e o custo do tempo de feixe limitam

fortemente o acesso às estações de XFEL. Felizmente, os conceitos e métodos envolvidos

nessas fontes de luz têm sido estendidos com sucesso às fontes de luz Síncrotron, inaugu-

rando a chamada cristalografia serial em fontes de luz Síncrotron (SSX)[26, 21, 15, 27].

Esta abordagem cristalográfica usando luz Síncrotron tem vantagens inerentes deste tipo

de instrumento. É possível estudar a dinâmica de alguns sistemas com resolução tempo-

ral da ordem de milissegundos a segundos, assim como controlar a captura das estrutu-

ras intermediárias formadas durante a interação de uma enzima com seu substrato[15, 27];

permite a coleta de dados de cristais com alta taxa de indexação e controle do tempo de

exposição aos raios X, sejam eles mantidos estáticos ou em fluxo durante a aquisição de

dados [15, 27, 26, 21]; permite o baixo consumo de amostras (poucos microlitros), con-

trole da quantidade de ligantes (poucos picolitros), difusão e teste em larga escala também

[15, 27, 16]; o controle da dose de radiação[19] e temperatura de aquisição dos dados[26, 15]

e; além disso, a qualidade dos dados e resultados são comparáveis aos obtidos nas fontes de

XFEL[21, 27]. Entretanto, tanto em fontes luz de XFEL quanto em Síncrotron, o efetivo
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desenvolvimento da SX depende fortemente dos sistemas de hardware e software dedicados

ao processamento de dados, assim como da padronização de tecnologias experimentais[30]

e dos sistemas de entrega de cristais.

Nos sistemas de “entrega” em fluxo, os cristais são continuamente atingidos pelo feixe de

raios X, onde os cristais difratados são renovados com uma dada taxa de tempo [ajustados

pelo operador]; tipicamente precisam incluir um meio de carregamento [com alta ou baixa

viscosidade] de baixo espalhamento de luz [mantendo os cristais hidratados e continuamente

entregues até o ponto de interseção com os raios X]. A implementação destes dispositivos

precisa, necessariamente[14, 11, 30]: minimizar o estresse mecânico e químico dos cristais;

minimizar o espalhamento do meio carreador e janelas por onde passam os raios X; mini-

mizar o consumo de amostras; e permitir a mistura e difusão dos cristais e/ou ligantes de

maneira controlada.

3 Objetivos

Neste projeto pretendemos realizar estudos de modelagem e simulação por fluidodinâ-

mica da difusão de cristais e ligantes em sistemas microfluídicos. Além disso, pretendemos

desenvolver uma interface gráfica integrada à rotina de coleta da Manacá que permitirá ao

usuário definir as condições iniciais de fluxo e taxa de difusão durante a coleta de dados.

4 Materiais e Métodos

4.1 Simulações de fluidodinâmica

As simulações serão realizadas usando o pacote de programas ANSYS (versão R3 2019)

com temperatura (293 K) e pressão (1 atm) controladas. A geometria dos canais serão

obtidas partir do sólido 3D criado no programa autoCAD (autoDESK, Inventor 2018).

Os perfis de fluxo laminar serão simulados usando a solução da equação de Navier-Stokes

(4.1) e equação da continuidade em condições fluxo contínuo para líquidos incompressíveis

(2) [1]:

∂u

∂t
+ (u · ∇)u− ν∇2u = −∇w + g (1)

∇ · u = 0. (2)
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As condições de contorno da parede e entrada, assim como velocidade do fluido do nosso

sistema serão definidas posteriormente no planejamento das simulações. Adicionalmente, os

fenômenos de difusão serão simulados a partir da equação de difusão descrita por Einstein-

Stokes [2] com coeficiente de difusão dado por D =
kBT

ζ
[onde ζ = 6πηr e η a viscosidade

do líquido] e equação convecção dada por∇· (−D∇c)−u∇c = R [onde D é coeficiente de

difusão, R é uma variável do sistema simulado e c é a concentração das partículas do meio].

Além disso, o tempo de difusão de um dado substrato no interior de um cristal de proteína

será simulado usando a solução da equação de Fick[4]
∂C

∂t
= D∇2C [onde C é a variável

que descreve a concentração do ligante num volume].

4.2 Programação e interface gráfica

A interface gráfica de usuário (IU) será escrita em JavaScript aplicando o framework

Vue.js e compilada em uma plataforma executável pelo cliente (usuários). A programação

do sistema será feita com o pacote Python (pacote do Python 3), como back-end, e framework

vibe.d desenvolvido em linguagem D. A arquitetura da interface permite ao usuário simular

rapidamente as pré-condições do experimento a ser realizado na linha de luz [melhor taxa de

difusão dos cristais no meio carreador e tempo de difusão do ligante no crista, etc.] tomando

parâmetros previamente conhecidos experimentalmente[viscosidade do meio de carreamento

e unidades da cela unitária do cristal, etc.].
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