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Resumo

Técnicas experimentais espectroscopicos sao amplamente utilizadas para o estudo dos mais variados
tipos de sistemas. Estes técnicas sdo baseadas nas diversas formas de interacdo que a radia¢do possui
com a matéria, o que, por outro lado, depende das caracteristicas intrinsicas da radiacdo bem como de
sua faixa de energia. Uma grande classe de métodos espectroscdpicos sdo os métodos de espalhamento
de luz, particularmente luz visivel e raios X, bem como espalhamento de néutrons. Nestes casos 0s
dados experimentais podem fornecer informag6es estruturais importantes sobre o sistema como, por
exemplo, forma das particulas, arranjo estrutural, variacdo da densidade de contraste eletrdnico,
resposta a agentes externos como temperatura, pH, forca idnica etc. No entanto, uma das principais
dificuldades da utilizacdo destes métodos consiste na analise e interpretacdo dos resultados. Proponho
neste projeto o desenvolvimento de meétodos de simulacdo, analise e modelagem de dados
experimentais de difracdo e espalhamento a baixos angulos que s&o utilizados em uma vasta gama de
aplicagdes, permitindo a correta analise e descricdo de dados experimentais obtidos bem como a
obtencdo de parametros estruturais pertinentes. Este conjunto de ferramentas sera utilizado em
diversos projetos que desenvolvo bem como disponibilizado a comunidade cientifica para aplicacdo

em modelagem de dados experimentais.



Abstract

Spectroscopic techniques are widely used for the investigation of several types of systems. These
techniques are based on the several types of interaction of the used radiation with matter, which, on
the other hand, depends on the intrinsic characteristics of the radiation and its energy. A wide class of
spectroscopic methods is the scattering methods: light scattering, X-ray scattering and Neutron
scattering. In these cases the experimental data can provide interesting structural information about the
studied system as, for example, particle shape and its internal structure, overall structural arrangement
of particles, response to the variation of environmental conditions as temperature, pH, ionic strength,
etc. However, one of the main difficulties when using scattering methods is the analysis and
interpretation of the results. In this project it is proposed the development of methods of simulation,
analysis and modeling for small angle scattering experimental data, which can be used in a broad
range of applications, providing the correct determination of the structural parameters. The analysis
tools developed in this project will be used on the several projects that | coordinate as well as will also

be made available for the scientific community for its use on the modeling of experimental data.
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1. Introducao e Motivagao
Para compreender experimentos de espalhamento a baixos angulos pode-se iniciar com uma particula
fixa no espaco. Isso é mostrado na Figura 1 onde uma onda incidente com vetor de onda IZO incide nos

pontos O e P separados por um vetor T .
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Figura 1 — Representa¢do do processo de espalhamento por uma particula fixa. Figura tirada de (Oliveira,
2011).

Como o espalhamento é assumido como elastico (primeira aproximacgdo de Born), a onda espalhada

com vetor de onda Kk possui o0 mesmo médulo da onda incidente e entdo a diferenca entre os feixes

incidentes e espalhados é dado por:

q=K-k,  [K=[k)

g=2ksing (1)
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O que fornece a defini¢do do vetor transferéncia de momento do espago reciproco, g. A amplitude de

espalhamento f(q) ¢ dada pela transformada de Fourier da densidade de comprimento de

espalhamento do centro espalhador, o(F):
N1 ~ .
£(@)=— p(F)exp(~iq-T)dr (2)

A quantidade mensuravel é a intensidade de espalhamento, I(g) que é o modulo quadrético da

amplitude de espalhamento,

_ LN (e o . (3)
1,(@)=[ | p(F)p(F' - T)exp (- iq - T )drdr’
VvV
Em geral, assume-se que a particular ndo esta fixa, mas sim que pode assumir qualquer orientacao.
Desta forma, devem-se realizar médias da intensidade de espalhamento para as possiveis orientacoes
da particula. Estas operacBes de promediacdo permitem a escrita da intensidade de espalhamento
média para uma particula como sendo dada por (Feigin & Svergun, 1987):

4”_[ sm qr
(4)
r’t ., sm(qr)
p(r)zgjnq |1(Q)qu

Sendo que a fungdo p(r) é similar a funcdo de Patterson obtida em métodos cristalograficos, mas
promediada para todas as orientacdes da particula espalhadora.

Um esquema de uma configuracéo tipica de SAS (Small Angle Scattering) é mostrado na Figura 2.
Quando este método é utilizado com fontes de raios X recebe 0 nome de SAXS (Small Angle X-ray
Scattering) e com fontes de néutrons SANS (Small Angle Neutron Scattering).
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Figura 2 — Esquema de uma configuracéo experimental de SAXS. O feixe de raios X proveniente de uma
fonte é colimado utilizando elementos oticos (fendas, pinholes, etc) e incide na amostra. O feixe
transmitido é coletado e pelo perfil de espalhamento é possivel obter-se informacdes pertinentes a
amostra.

Para um sistema de particulas em solucdo, a intensidade espalhada pode ser representada pela seguinte

expressao,



1(a) = N { F2(@)(S(@)) (5)
sendo Ns 0 numero de particulas iluminadas pelo feixe incidente, <f 2(q)> =P(q) € o fator de forma da

particular espalhadora, com f(g) a amplitude de espalhamento e <S(ﬁ)> é o fator de estrutura do

sistema. Diferentes variactes da expressdo (5) podem ser obtidas dependendo do sistema em estudo. O
fator de forma fornece informacdes sobre a forma, dimensdes, anisotropia e contrastes de densidade
eletrbnica da particula espalhadora. O fator de estrutura fornece informagdes sobre possiveis
interacOes entre as particulas, estados de oligomerizagéo, agregacéo, etc.

Os “brackets” < > indicam uma média sobre todas as orienta¢Ges da particula. 1sso se deve ao fato de

termos um sistema de particulas randomicamente orientadas, as quais, quando submetidas a medidas
de espalhamento, fornecem um espalhamento isotrépico. Desta maneira uma curva de SAXS tipica é o
resultado da média sobre todas as possiveis orientacdes da particula e esta operacdo diminui
enormemente a quantidade de informacéo do sistema fazendo com que, por exemplo, diferentes tipos
de modelos possam ajustar igualmente os dados experimentais.

Diferentes metodologias podem ser utilizadas para se obter informacGes estruturais a partir de dados
de espalhamento. Usualmente a informacdo desejada é a distribuicdo de contraste de comprimento de
espalhamento Ap(r), que pode fornecer informagbes sobre forma, tamanho, polidispersidade,
periodicidade, etc. Este procedimento é chamado “problema inverso de espalhamento”, ou seja, obter
informacdo a partir de dados no espaco reciproco. A principal dificuldade decorre do fato de que ndo
temos acesso experimental a amplitude de espalhamento, mas sim a intensidade de espalhamento,

1(q)oc < f 2(q‘)>. Das caracteristicas intrinsecas de experimentos e espalhamento, o teste y? (chi-square)

é uma boa fungdo de minimizagdo para procedimentos de otimizagdo e ajuste de dados (Knoll, 2010,
Press, 1992). Dado um ndmero N de pontos experimentais, leq(qi), com desvios padrdes o(q) e a

intensidade tedrica lo(q;) calculada para os mesmos valores de g, a funcio > é definida como:

N (1 (@) — 1o (@) f
ZZ — Z( exp(ql) teo(ql))

(6)
i=1 O'(Qi)z

Uma pratica comum é a utilizagdo do % reduzido, z2 = »*/(N —M), sendo N o nimero de pontos

experimentais e M 0 nimero de pardmetros independentes no modelo teérico. Um bom ajuste dos

dados experimentais ocorre quando as diferengas entre o modelo e os dados experimentais s&o

menores do que os desvios o(qgi). Deste modo, como ;gé ¢ normalizado por (N-M), se N ¢

razoavelmente maior que M o valor de ;(é para um bom ajuste deve ser proximo a 1. Valores

consideravelmente maiores que 1 podem provavelmente indicar discrepancias entre o modelo e 0s
dados experimentais ou incertezas subestimadas. Por outro lado, valores consideravelmente menores

qgue 1 indicam incertezas superestimadas. Este teste, bem como variacbes do mesmo, pode ser



utilizado para minimizacdo nos processos de ajuste de dados experimentais pela utilizagdo de modelos
tedricos.

Varias metodologias de analise de dados podem ser utilizadas. Pode-se dividir estas metodologias em
varias classes: Modelagem independente da forma, Modelagem dependente da forma, Modelagem
ab initio e Deconvolucdo Quadratica. Todas estas classes se subdividem em sub-classes com
diferentes aplicacdes.

a) Modelagem independente da forma

Para sistemas bastante diluidos possiveis interacBes entre particulas espalhadoras podem ser
negligenciadas de modo que o fator de estrutura S(q) tem valor unitario. Nestes casos a intensidade de
espalhamento medida é proporcional a intensidade de uma Unica particula, a qual pode ser
representada através da transformada de Fourier de uma fung&o do espaco real, p(r):

I(Q):Ns<f2(q)>:Ns|1(q) (7)
|1(Q)=47TT p(r)%dr
p(r)= 2::2 !qzll(q)smq(?r)d

A fungdo p(r), também conhecida como funcdo de distribuicdo de distancias entre pares, tem o
significado fisico de histograma de distribuicdo de distancias no interior de uma particula. Existem na
literatura diversos procedimentos capazes de fornecer esta fungdo a partir de dados experimentais
(programa ITP and GIFT (Glatter, 1977, Bergmann et al., 2000, Fritz & Glatter, 2006) ; programa
GNOM (Semenyuk & Svergun, 1991); programa WIFT e WGIFT (Oliveira et al., 2009, Oliveira,
Monteiro, et al., 2014, Oliveira, Santos, et al., 2014a), entre outros. A forma desta curva fornece
informacdes importantes sobre a forma das particulas espalhadoras, como mostrado na Figura 3. Uma
informacao direta desta curva € o valor da maxima dimenséo da particula, fornecido pelo valor em r no

qual esta fungéo vai para zero.
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Figura 3 — Curvas tedricas para intensidades de espalhamento e correspondentes fungdes p(r) para corpos
com formas simples. As intensidades foram normalizadas. Figura tirada de (Oliveira, 2011).

Em um exemplo de aplicacdo deste método, mostrado na Figura 4, a agregagdo de lisozima foi
induzida pelo aumento da temperatura, € 0s dados experimentais sdo descritos pelo método de IFT
(Oliveira, 2011). Neste caso, apesar de sabermos que a lisozima é a subunidade agregadora base,
olhamos para o sistema como um todo, isto €, a fungdo p(r) fornece informacGes sobre a forma do

agregado formado.
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Figura 4 — Agregacao de Lisozima induzida por calor. Esquerda: Dados experimentais (circulos abertos) e
ajustes tedricos (linhas solidas). Os frames foram coletados com o sistema a 80° em intervalos de 5
minutos. Direita: curvas de distribuicdo de distancias p(r) para cada curva. Figura tirada de (Oliveira,
2011).



Em outras situagdes pode-se tentar utilizar a forma da subunidade e explicitamente introduzir o fator
de estrutura no sistema. Este procedimento foi proposto por Glatter no programa GIFT (Bergmann et
al., 2000) e também por Oliveira no programa WGIFT (Oliveira et al., 2009, Oliveira, Monteiro, et al.,
2014, Oliveira, Santos, et al., 2014a). O desenvolvimento deste método de IFT generalizado é uma das
propostas deste projeto.

b) Modelagem dependente da forma
Para formas simples pode-se integrar a equagéo (2) e obter o fator de forma de amplitude f(g). Com
esta expressdo para a amplitude pode-se fazer a média angular e de modo a obter a intensidade e de
espalhamento 1(g). Alguns exemplos sdo mostrados na tabela 1. Uma lista mais completa de fatores de
forma pode ser encontrada na literatura (Pedersen, 1997), bem como diversas implementagdes mais
avancadas (Szekely et al., 2010, Giehm et al., 2010).

Tabela 1 — Alguns exemplos de expressbes semi-analiticas para intensidades de espalhamento calculadas

para particulas com formas simples

Forma Fator de Forma Normalizado

i 2

Esfera Homogénea com raio R ,(a)=f,(q)* = [S[Sln(qR)(;s)Fj COS(qR)]J
. : [VR)f@R)-VR)@R,)]
Casca esférica com raio externo ll(Q){ VR)—V(R,)
R1 e raio interno R2
V(R)=4sR*/3
Cilindro Homogéneo com raio R R
e comprimento L W= 5 gRsina gLcosa /2
7l2

Elipsoide de revolucéo com semi- L(@)= [ f.(a.r(R & a))sinada

0

eixos R, Rand eR "
r(R & a)=R(sin® a+&c0s’ a)

A principal vantagem de se utilizar uma expressao analitica ou semi-analitica é o fato de que, em
geral, utiliza-se um namero relativamente pequeno de parametros para descrever o modelo. Além
disso, expressdes para modelos simples podem ser combinadas formando estruturas mais complexas
(YYan et al., 2009, Giehm et al., 2010). Em diversas aplicacGes a forma da particula é conhecida, mas o
calculo analitico € impraticavel. Nestes casos é possivel utilizar o método de elementos finitos para
construir a particula utilizando subunidades esféricas, e utilizar a equacao de Debye para o célculo da
intensidade (Debye, 1915, Glatter, 1980):



¥ & sin
PMOde|(q) q rbead z q(:l ) (8)
i,j=1 ij

Este procedimento permite o calculo e otimizacdo de modelos bastante complexos (Oliveira et al.,
2010, Pedersen et al., 2012, Oliveira et al., 2009, Oliveira, 2005, 2001). Em todos estes casos pode-se
incluir possiveis interacdes entre as particulas utilizando a aproximacéo de desacoplamento (equagéo
14). Um exemplo de aplicacdo é mostrado na Figura 5 onde é mostrado um estudo in situ da fibrilacéo
da molécula glucagon. Neste estudo foi possivel modelar as fibras no estagio final como sendo
compostas por trés fibras mais finas entrelacadas (Oliveira et al., 2009).
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Figura 5 — Estudos de SAXS para agregacao de glucagon em fibras amildides. Da esquerda para a direita:
Serie de dados de SAXS coletados em funcdo da temperatura, curvas de distribuicdo de pares de
distancias p(r) para cada curva de espalhamento, modelos obtidos através da construcéo por elementos
finitos e uma imagem de TEM obtida para o sistema de fibras amildides maduras. Figura baseada em
(Oliveira et al., 2009).

Em muitos casos a construgdo do modelo utilizando subunidades esféricas também pode ndo ser
trivial. Nestes casos deve-se desenvolver procedimentos especificos para a constru¢cdo dos modelos
antes do célculo da intensidade. Este procedimento foi desenvolvido em um artigo recente (Alves et
al., 2014) onde demonstramos em detalhe a constru¢do de modelos de alta simetria utilizando a técnica
de elementos finitos. Para estes desenvolvimentos, toma-se como ponto de partida um conjunto de
pontos na superficie de uma esfera, que pode definir uma dada geometria. Um exemplo é a biblioteca
netlib (Hume) que fornece uma grande quantidade de coordenadas dos vértices e conectividades para
mais de 150 corpos geométricos. Tendo-se estes vértices, diversos procedimentos de constru¢do do
modelo podem ser executados, como indicado na Figura 6. Corpos solidos e estruturas tipo casca
também podem ser construidos através da definicdo da regido externa/interna do modelo. Este

procedimento € explicado em detalhe em (Alves et al., 2014, Alves, 2015).



Figura 6 — Construcdo do modelo. A) Posicdo dos vértices de um cubo. B) Unido dos vértices com
segmentos de retas. C) Modelo do tipo solido. D) Uni&o dos vértices com subunidades esféricas. E) Unido

dos vértices com DNA. F) Modelo do tipo casca. Figura adaptada de (Alves et al., 2014).

Utilizando estes procedimentos de modelagem é possivel fazer o calculo tedrico de variados modelos
com geometrias variadas. Estes modelos sdo descritos por um nimero pequeno de parametros que
podem ser otimizados no ajuste de dados experimentais (Alves et al., 2014, Oliveira et al., 2010).
Exemplos de célculo sdo mostrados na Figura 7.

Um dos objetivos deste projeto é otimizar a construgdo de modelos utilizando o método de elementos
finitos bem como aprimorar as rotinas de minimizacdo de dados para a modelagem de dados

experimentais utilizando estes modelos.
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Figura 7 — Calculo de intensidades tedricas para diversos corpos geométricos. Corpos construidos unindo-
se 0s Vértices com segmentos de reta (a) corpos construidos com segmentos tipo DNA nas arestas (b),
corpos tipo casca (c) e corpos sélidos (d). Figura tirada de (Alves et al., 2014).

c) Modelagem ab intio
Existem na literatura diversos métodos de modelagem que fornecem um modelo tridimensional a
partir de curvas de espalhamento unidimensionais. Estes métodos, também chamados ab initio, podem
ser implementados de varias formas, dependendo de peculiaridades do sistema e também da
quantidade de informacdo disponivel (programa ASSA / SASHA (Svergun et al., 1997); programa
DALAI (Chacon et al., 1998); programa DAMMIN (Svergun, 1999); programa SAXS3D (Walther et
al., 2000); programa GASBOR (Svergun et al., 2001)). Um exemplo de aplicacdo € mostrado na
Figura 8 onde um modelo de baixa resolugdo para a lisozima é obtido diretamente dos dados

experimentais (Oliveira, 2011).
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Figura 8 — Exemplo de modelagem ab initio para dados de SAXS utilizando o programa GASBOR.
Esquerda: Estrutura otimizada (esferas soélidas) superposta pela estrutura real conhecida por
cristalografia de proteinas (arquivo pdb 6lyz.pdb). Direita: Ajuste dos dados experimentais. Circulos
abertos — dados experimentais. Linha sélida — ajuste do modelo. Figura tirada de (Oliveira, 2011).

Especificamente para sistemas compostos por proteinas, complexos protéicos, RNA e DNA, métodos
ab initio podem ser combinados com estruturas a nivel atdmico, obtidas por cristalografia de proteinas,
ressonancia nuclear magnética, modelos teéricos ou obtidos por outras técnicas (programa CRYSOL,
(Svergun et al., 1995) programas BUNCH, SASREF e CORAL, (Petoukhov & Svergun, 2005). Nestes
casos os dados de SAXS podem fornecer informacdes importantes sobre a forma dos complexos
formados bem como o arranjo de dominios. A principal limitagdo desta metodologia reside no fato de
que curvas de SAXS possuem uma quantidade de informagdo muito pequena o que faz com que néo se
possa obter um resultado Unico para as modelagens, isto €, diversos ajustes independentes fornecerdo
resultados parecidos, mas nédo idénticos. Devido a essa limitacdo, resultados de SAXS sempre devem
ser correlacionados com dados obtidos por outras técnicas (Oliveira, 2011).

Venho trabalhado ha varios anos com a utilizagdo destes métodos para o estudo de diversos tipos de
sistemas bioldgicos (da Silva et al., 2014, Demasi, Hand, Oliveira, et al., 2014, Demasi, Netto, et al.,
2014, Oliveira & Pedersen, 2013, Andersen et al., 2012, Behrens et al., 2012, Calcutta et al., 2012,
Silva et al., 2012, Oliveira, 2011, Rasmussen, Pinto Oliveira, et al., 2011, Rasmussen, Oliveira, et al.,
2011), entre diversos outros artigos. Em muitos casos € necessario desenvolver metodologias
complementares para o ajuste dos dados experimentais de modo a incluir elementos adicionais na
modelagem. Em um estudo recente, foi possivel obter a estrutura do complexo hemoglobina-
haptoglobina. A Hemoglobina é o transportador fundamental da molécula de oxigénio no sangue, mas
também um componente potencialmente nocivo a tecidos devido a seus grupos heme serem altamente
reativos. Durante a hemolise intravascular, comum quando o individuo possui maléria ou outras
hemoglobinopatias, hemoglobina é liberada no sangue sendo entdo capturada pela proteina
haptoglobulina, a qual possui acdo de protecdo para esta fase aguda. Este artigo foi publicado na
revista NATURE (Andersen et al., 2012) e apresentou, pela primeira vez, a estrutura cristalografica do
complexo hemoglobina-haptoglobulina em nivel atémico (resolucéo de 2.9A). A estrutura revelou que

o complexo é formado um homodimero de haptoglobulinas nas quais dois dimeros de hemoglobina se



ligam covalentemente. Também foi possivel obter como este complexo se liga ao receptor necr6fago
CD163, o qual possui a funcdo de limpeza e defesa do organismo. Com os resultados deste trabalho,
processos fundamentais relacionados a forma de interacdo entre a hemoglobina e haptoglobulina, bem
como sua forma de ligagéo ao receptor CD163 puderam finalmente ser compreendidos.
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Figura 9 — Complexo hemoglobina-haptoglobina-CD163. (a) estrutura cristalografica do complexo
hemoglobina-haptoblobina (Hp-Hb). (b) célculo da intensidade tedrica de espalhamento para as
cristalograficas do complexo em humanos (hHp-Hb) e em suinos (pHp-Hb). O ajuste dos dados do
complexo Hp-Hb com o receptor CD163 (hHp-Hb-CD163) e o correspondente modelo foi obtido
utilizando o programa CORAL. Figura tirada de (Andersen et al., 2012).

Um dos objetivos deste projeto € aprimorar o uso destas ferramentas disponiveis na literatura nos
projetos de desenvolvo e participo, bem como desenvolver ferramentas adicionais de modelagem e

combinagdo com dados experimentais obtidos por outras técnicas.

d) Deconvolucdo Quadrética
Em diversas aplicacdes a forma da particula é conhecida, mas o perfil de densidade de comprimento
de espalhamento e as dimensfes do sistema devem ser determinados. Moléculas anfifilicas como
surfactantes e diversos tipos de polimeros dibloco se auto-organizam em estruturas que podem ser
modeladas desta forma (Jones, 2002). Diversas proposi¢es para a deconvolucdo de perfis de
densidade eletronica a partir de dados experimentais podem ser encontradas na literatura (Pape &

Kreutz, 1978, Zhang et al., 1994). Nestas proposi¢cGes 0 passo inicial era tirar a raiz quadrada da



intensidade de espalhamento de modo a se obter o valor absoluto da amplitude f(g). Ao final, por uma
transformada de Fourier pode-se obter o perfil de densidade de comprimento de espalhamento p(r). No
entanto, este procedimento possui sérios problemas uma vez que os sinais corretos da amplitude f(q)
ndo sdo conhecidos e devem ser propostos. Além disso, a regido muito limitada do espaco reciproco
impede um célculo preciso da transformada de Fourier inversa. Um método mais estavel foi proposto
por Glatter (Glatter, 1981, Glatter & Hainisch, 1984, Bergmann et al., 2000, Pedersen, 1992) onde a
convolucado é feita a partir pelo uso da funcéo p(r). Este método permite a correta determinacao do
perfil de densidade eletr6nica como demonstrado em diversos exemplos na literatura (Rathgeber et al.,

2002). Um exemplo de aplicacdo é mostrado na Figura 10.
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Figura 10 — Exemplo de aplicagdo do método de deconvolugdo quadratica. A) Dados experimentais de
SDS (circulos abertos) e o ajuste obtido pelo método de IFT (linha sélida). B) Funcéo p(r) calculada pelo
método de IFT (circulos abertos) e a p(r) tedrica obtida pelo método de deconvolugdo usando o método de
Glatter (linha sélida). C) Perfil de densidade eletrdnica obtido representado por fungbes degrau (linhas
tracejadas) e por uma representacdo suave (linha solida). Figura retirada de (Oliveira, 2011).

Neste método de deconvolucéo é necessario o céalculo da fungéo p(r) do sistema uma vez que o ajuste
é feito nesta fungdo. Este requerimento limita a aplicabilidade do método, particularmente para a
deconvolugdo de sistemas com fatores de estrutura (Oliveira et al., 2012). Uma abordagem inovadora

pode ser utilizada, como apresento na descri¢do do projeto.

2. Projetos a serem desenvolvidos

As metodologias apresentadas anteriormente sdo bastante uteis, mas existem situacdes onde néo
sdo capazes de descrever os dados experimentais, particularmente em casos onde o fator de estrutura

do sistema esta presente. Nestes casos desenvolvimentos adicionais sao necessarios. Quando se tem a



formacdo de agregados ou interacOes interparticulas, O fator de estrutura, S(q) causa alteracOes
principalmente a baixos valores de g sendo que para a&ngulos maiores ter-se-a apenas o fator de forma
das particulas espalhadoras (Glatter & Kratky, 1982). Por outro lado, existem outros casos onde pode
ocorrer ordenacdo a longo alcance, o que acaba por gerar picos de correlagdo em curvas de
espalhamento. Nestas situagdes a inclusdo de fatores de estrutura € muito mais complicada, pois eles
afetardo a curva toda. Ao final, a curva de intensidade sera o resultado da combinagao dos fatores de
forma das subunidades e do fator de estrutura do sistema. Os picos de difracdo que aparecem nas
curvas de espalhamento sdo semelhantes aos obtidos por sistemas cristalinos, mas com a diferenca de

dizerem respeito a distancias de correlacdo cerca de duas ordens de grandeza maiores.

a) Método de Transformada Inversa de Fourier Generalizado
Neste caso pretende-se ajustar simultaneamente o fator de forma, dado por uma funcéo p(r) apenas
para a particula espalhadora e o fator de estrutura S(q) do sistema. A intensidade pode ser expressa em
funcéo da aproximacao de desacoplamento (Kotlarchyk & Chen, 1983),

(a)=k P(a)t+ A()S(a)-1) (9)
onde k é uma constante de proporcionalidade (para medidas em escala absoluta, k = NAp?V?, sendo

Ap 0 contraste de densidade de comprimento de espalhamento da particula e V o volume da particula);

P(q)=1,(a)=(f*(d)) € o fator de forma da particula; B(a)=(f(g))" /(£7(q)) sendo (f(q)) a
amplitude de espalhamento promediada em todas as orientacdes e S(g) o fator de estrutura médio do
sistema. Aproximagdes para o termo (q) podem ser obtidas através do ajuste de parte da curva por

um modelo de um elipséide de revolugdo ou cilindro (Oliveira et al., 2009). O fator de forma é

calculado usando a expressao,

P(q)=4r f p(r)smq(?r)dr (10)

que € similar ao indicado na equacado (4) mas o fato de que a particula possui uma maxima dimensdo
finita (Diax) € explicitado na integral.
Pode-se utilizar expressfes analiticas ou semi-analiticas para descrever o fator de estrutura do sistema.
Na literatura pode-se obter expressfes para sistemas de esferas rigidas (Kinning & Thomas, 1984),
esferas rigidas “colantes” (Baxter, 1968), esferas com interacdo de Coulomb (Hansen & Hayter,
1982), sistemas fractais (Teixeira, 1988), agregados flexiveis (Giehm et al., 2010), composicéo linear
de agregados (Oliveira et al., 2010), agregados globulares (Landa et al., 2013, Oliveira, Monteiro, et
al., 2014), entre diversos outros.

Grande parte destas metodologias de modelagem estdo implementadas no programa WGIFT
desenvolvido por mim, (Oliveira et al., 2009, Oliveira, Santos, et al., 2014a, Oliveira, Monteiro, et al.,

2014), permitindo sua aplicacdo para o estudo de diversos sistemas. O ponto principal desta



metodologia é a possibilidade de poder-se desacoplar informagdes de fator de forma e fator de
estrutura. Tal desacoplamento permite o estudo de peculiaridades dos sistemas, mesmo quando as
subunidades de interesse encontram-se agregadas. Neste projeto proponho a expansao deste programa

para lidar também com sistemas polidispersos bem como introduzir outras formas de interacéo.

b) Modelagem de sistemas com ordenamento bem definido
Vérios tipos de sistemas possuem estas caracteristicas. Por exemplo, na Figura 11 é mostrado
um exemplo de aplicacdo na qual estudamos a formacdo in situ de uma rede hexagonal de micelas

cilindricas de P123, induzida pela incorporacdo de silica no meio (Sundblom et al., 2009).
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Figura 11 — Estudo de silica mesoporosa ordenada em sistemas hexagonais. Esquerda: curvas de SAXS
obtidas para diferentes instantes do estudo in situ. Direita: Figura de TEM para o sistema final calcinado.
Figura tirada de (Sundblom et al., 2009).

Esta metodologia foi proposta por Foster (Forster et al., 2005), Freiberger (Freiberger &
Glatter, 2006) e (Sundblom et al., 2009) e permite a modelagem simultanea tanto do fator de forma
quanto de estrutura. Para o caso da rede hexagonal de micelas cilindricas utilizou-se a seguinte

expressdo para a intensidade:

1(a) = S¢,Pra (0 Fes (a) )0+ Ala)(2(a) - 1I6(a)) (11)

sendo Fcs(q) o fator de forma da sessdo transversal de um cilindro core shell,

A 2J.(gR 1 A 2J.(qR.
ch(q): A%UI Rozut ;(lg OUt)eXp{_quo'im}_(ﬁ_l}qiﬁ1(Tqm) (12)

in

out in

Sendo Rout o raio externo e Rin o raio interno do cilindro. Os termos Apout e Apin sdo 0s contrastes
de densidade eletrbnica externa e interna respectivamente. Desenvolvi e utilizei este método em
diversas publica¢des (Sundblom et al., 2011, Sundblom et al., 2010, SUNDBLOM et al., 2009, Manet,
Lecchi, et al., 2011, Manet, Schmitt, et al., 2011, Mariano-Neto et al., 2014). Neste projeto
expandiremos esta metodologia para casos mais complexos, como por exemplo, fatores de forma
compostos de multiplas camadas bem como outras geometrias espaciais, além de outros tipos de

fatores de estrutura como cubica simples, cubica de face centrada, etc.



c) Sistemas Planares — Deconvolugdo Gaussiana

Moléculas anfifilicas sdo compostas por duas regides, com diferentes afinidades para com
moléculas de 4gua. Uma regido, dita cauda hidrofobica, ndo faz pontes de hidrogénio e desta forma
guando inserida em sistemas aquosos obriga uma estruturacdo das moléculas de agua ao redor da
mesma. Um exemplo de moléculas puramente hidrofobicas sdo 6leos em geral: quando dispersados
em agua, dependendo da concentracdo do éleo na dgua pode-se ter até a separacdo das fases agua-6leo
(Jones, 2002). No entanto, as moléculas anfifilicas possuem outra regido, dita cabeca hidrofilica, que
faz pontes de hidrogénio e sendo assim possui afinidade com a agua. Esta molécula anfifilica, com
carater heterogéneo, quando colocada em agua apresenta uma auto-organizacdo, de modo a expor a
regido hidrofilica ao solvente e esconder a regidao hidrofébica diminuindo assim a energia livre total do
sistema. Dependendo de suas caracteristicas geométricas as estruturas formadas podem ser micelas
(esféricas ou cilindricas) ou estruturas planares, bicamadas, podendo estas serem unilamelares ou
multilamelares (Jones, 2002, Hamley, 2000). Dados de espalhamento a baixos angulos sdo bastante
pertinentes para o estudo destes sistemas devido aos diferentes contrastes de comprimento de
espalhamento. Quando o estudo ¢é feito utilizando raios X em sistemas aquosos, a “cabega” pode ter
contraste positivo com relagdo ao solvente enquanto que a cauda pode ter contraste negativo. Este
contraste positivo/negativo fornece uma caracteristica bastante peculiar a intensidade de espalhamento
para este tipo de sistema. Dados de espalhamento para estruturas planares multilamelares contém
informacdes sobre o fator de forma (da bicamada lipidica) e também fator de estrutura (do sistema
lamelar).
Desenvolvi recentemente uma metodologia capaz de obter simultaneamente o fator de forma e de
estrutura para este caso (Oliveira et al., 2012), mas que permite uma descri¢do otimizada do fator de
forma do sistema. Uma das principais vantagens deste método é o fato de modelar diretamente a curva
de espalhamento, o que confere uma grande flexibilidade ao método. O perfil de densidade de
comprimento de espalhamento para este caso é descrito por uma combinagdo de fungbes Gaussianas.
Um exemplo de aplicacdo é mostrado na Figura 12. Uma metodologia inovadora de modelagem foi
desenvolvida para a descri¢do deste tipo de sistema, como apresentado em detalhe no artigo original
(Oliveira et al., 2012).
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Figura 12 — Esquerda: Constru¢do do perfil de densidade eletronica utilizando quatro Gaussianas (G1,
G2, G3 and G4) com quatro diferentes amplitudes (-1, -0.3, 1, 0.3). Sdo mostrados com quatro linhas
diferentes. O perfil resultante € motrado em linha continua e grossa. Direita: Ajuste de dados
experimentais utilizando o modelo de 4 gaussianas. Circulos Abertos: dados experimentais para sistema
de lipossomas de fosfatidilcolina de ovo. Linha continua: Intensidade tedrica. Linha pontilhada: fator de
estrutura. Linha Tracejada: fator de forma |F(q)|% O perfil de densidade eletronica obtido é mostrado
como um inset. Abaixo: Método de ponto de inflexdo, executado automaticamente pelo programa de

ajuste para determinar o valor de A Figura tirada de (Oliveira et al., 2012)

Este método vem sendo utilizado em diversas aplicagdes (Oliveira et al., 2012, Balbino et al.,
2013, Balbino et al., 2012, Gerbelli et al., 2013, Carvalho et al., 2015). Neste projeto este método sera
ampliado de modo a permitir a modelagem de sistemas bifasicos bem como permitir a introducéo de

outras caracteristicas no modelo.

d) Método de Deconvolucédo Generalizado
Como mencionado anteriormente, modelagem de dados através do ajuste direto da curva de

espalhamento apresentam diversas vantagens. A modelagem no espago reciproco permite a facil
inclusdo de termos adicionais como backgrounds, anisotropias, polidispersidades e contribuicdes

diversas.



Diversos sistemas podem ser satisfatoriamente descritos como possuindo fatores de forma
compostos por lamelas (planos), cilindros ou esferas (esferdides), com uma densidade de
espalhamento varidvel ao longo da particula. Nestes sistemas pode-se ainda ter a presenca de fatores
de estrutura, seja ordenamento ou simplesmente algum tipo de interacdo. Sendo assim, 0 método de
modelagem deve permitir a descri¢do tanto do fator de forma, com forma definida para a particula,
mas permitindo a modelagem da variagdo da densidade de espalhamento ao longo da particula, e
também a descricdo do fator de estrutura, descrito por uma funcdo analitica, semi-analitica ou
simulada.

Este procedimento generalizado foi proposto por Glatter (Freiberger & Glatter, 2006, Fritz &
Glatter, 2006, Bergmann et al., 2000, Fritz et al., 2000), requerendo, no entanto, o calculo da funcéo
p(r) para a descricdo do fator de forma. A necessidade do calculo da funcdo p(r) gera dificuldades
intrinsecas devido a inclusdo de vinculos na modelagem, além de impossibilitar a inclusdo
caracteristicas como anisotropias, polidispersidades e componentes adicionais para a intensidade.
Como demonstrado para 0 Método de Deconvolugdo Gaussiana, ajustes no espago reciproco inferem
uma maior flexibilidade a modelagem.

Proponho neste projeto uma generalizacdo do Método de Deconvolugdo Gaussiana, 0 Método de
Deconvolugdo Generalizado, permitindo a inclusdo de outras possiveis geometrias no sistema, como
por exemplo, formas elipsoidais e cilindricas, a modelagem do perfil de densidade eletrénica bem
como a otimizagdo dos parametros relacionados ao fator de estrutura. Um procedimento inicial j& foi
aplicado ao estudo de lipoproteinas em duas publicacfes recentes (Oliveira, Santos, et al., 2014b,
Oliveira, Monteiro, et al., 2014), mas o método serd otimizado neste projeto de modo a permitir a

modelagem em diversas geometrias.

e) Desenvolvimentos adicionais
Alguns métodos e procedimentos ainda estdo em fase seminal, mas pretendo desenvolvé-los ao

longo do projeto. Por exemplo, nos dados apresentados ate 0 momento, o enfoque foi para sistemas
randomicamente orientados, de modo que a intensidade de espalhamento independe do &ngulo
azimutal, podendo entdo ser integrada, e fornece uma curva 1D.

No entanto, em diversos sistemas tem-se uma orientacdo das particulas e, neste caso, a intensidade
espalhada seré anisotropica. Um exemplo é mostrado na Figura 13, onde dados bidimensionais de
SAXS foram analisados. Neste caso uma analise tentativa foi realizada, através do ajuste de cortes na
imagem. No entanto, pode-se tentar uma abordagem mais elaborada através do calculo da intensidade

de espalhamento para sistemas orientados.
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Figura 13 — Dados de SAXS bidimensionais para amostras de agregados peptideo YYKLVFFC alinhado.
Este peptideo forma agregados cilindricos que se orientam naturalmente. A imagem mostra que estas
fibras se orientam na dire¢do horizontal. Os dois cortes, vertical e horizontal, estdo indicados e 0s ajustes
mostrados em (B). No ajuste utilizamos o modelo de cilindros orientados. Figura tirada de (HAMLEY et
al., 2010).

Para casos onde se tem uma expressdo analitica, ou semi-analitica para o sistema, pode-se

calcular o espectro bidimensional para o espalhamento da particula orientada. No entanto, em um caso
geral para formas ndo simples, este célculo ndo era possivel ate 0 momento devido a demandar um
custo computacional impraticavel (McAlister & Grady, 1998). Venho desenvolvendo um
procedimento baseado no método de elementos finitos que permite a simulacdo de dados de
espalhamento para sistemas orientados com formas diversas, em simulagdes rapidas. Este
desenvolvimento ainda esta em fase inicial, mas ja foi possivel obter dados promissores. Na Figura 14
apresento um exemplo de calculo para um poliedro. Como pode ser visto, 0 método é capaz de realizar

o célculo da intensidade bidimensional. Este trabalho vem sendo desenvolvido por meu estudante de
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Figura 14 — Simulacéo de padrdes de espalhamento em duas dimensdes dos poliedros de Johnson J54. A)
(cinza claro) Orientacao do modelo do s6lido de Johnson J54 na orientacao de incidéncia do feixe e abaixo
0 mesmo modelo rotacionado. B) Padrao de difracdo da intensidade de espalhamento do sdlido J54, de
acordo com a orientagé@o do modelo em A. Figura tirada de (Alves, 2015).



3. Resultados Esperados

Com os desenvolvimentos propostos neste projeto pretendo expandir a aplicabilidade do método
de espalhamento a baixos angulos ao estudo de sistemas bastante complexos, onde tem-se
conjuntamente tanto fatores de forma quanto fatores de estrutura, dos mais variados tipos. Como
demostrei ao longo do texto bem em como nos artigos citados, tal metodologia vem sendo aplicada
com sucesso em varias aplicacdes, e a otimizagdo dos procedimentos e inclusdo de novos modelos
aumentara ainda mais sua aplicabilidade. Os programas que desenvolvo sdo escritos na linguagem
FORTRAN, bastante robustos, sendo facilmente compildveis em diversos sistemas operacionais.
Pretendo aperfeicoar a interface destes programas para permitir uma utilizagcdo mais simplificada por
parte dos usuarios do programa. Além disso, na medida do possivel os executaveis ja compilados e
testados em diversos sistemas operacionais serdo disponibilizados na web para download ou utilizagéo

via site.

Pretendo utilizar estes desenvolvimentos em diversos projetos que desenvolvo e coordeno. Por
exemplo, no estudo de sistemas micelares e sistemas surfactantes-proteinas (Sun et al., submitted),
tema no qual ja tive um projeto FAPESP (#2010/09277-7), bem como tenho um posdoc atualmente
financiado pela FAPESP (Dr. Yang Sun # 2013/09604-6) o desenvolvimento de modelos teoricos para
a modelagem dos complexos formados foi implementada bem como esta sendo adaptada para diversos
outras aplicagdes. Além disso, possui um aluno de Doutoramento, Pedro L. O. Filho, que desenvolve
seu tema de pesquisa neste tema, tendo defendido recentemente uma tese de mestrado no estudo de
sistemas micelares (Oseliero Filho, 2013). Em outro projeto, desenvolvo diversos estudos de proteinas
em solugdo, combinando métodos desenvolvidos por mim em conjunto com a metodologia ab initio
descrita anteriormente, que permitem o estudo e caracterizacdo de proteinas em solugdo (Demasi,
Hand, Ohara, et al., 2014, da Silva et al., 2014). Por fim, tenho colaboracdes estabelecidas com
diversos grupos de pesquisa que utilizam meus métodos de modelagem para descricdo de dados
provenientes tanto dos equipamentos do IFUSP como de laboratérios e fontes sincrotron de todo o

mundo. Estas colaboracGes e projetos naturalmente requerem a otimizacdo dos métodos.



4. Cronograma

Semestres

Atividades Propostas

1 12[(3]4

Desenvolvimento do método WIFT e WGIFT para inclusdo de modelagem de sistemas
polidispersos e diversos fatores de estrutura

Desenvolvimento do método de Deconvolugdo Gaussiana, incluindo modelagem de
fases bifasicas bem como outras funcionalidades

Desenvolvimento do método de Deconvolucdo Generalizado, incluindo modelagem por
diversas geometrias, fatores de estrutura bem como outras funcionalidades

Otimizacdo do método de modelagem por elementos finitos de modo a permitir a facil
construcdo de modelos e ajuste de dados

Otimizacdo da interface grafica dos programas

Montagem de uma webpage interativa para disponibilizacdo dos programas

Participacdo em workshops, escolas e eventos

Publicacdo dos resultados obtidos pela utilizacdo dos métodos desenvolvidos

5. Contribui¢des para a Instituicao

Sou coordenador de dois equipamentos de SAXS de laboratério no instituto de Fisica da USP,
NANOSTAR-Bruker e XEUSS-Xenocs. Nestes equipamentos um numero muito grande de projetos
sdo desenvolvidos e grande parte dos mesmos se utiliza de meus programas para o tratamento dos
dados bem como modelagem e analise. Além disso, em diversos de meus projetos é necessario o
desenvolvimento de porta-amostras adicionais bem como a manufatura de pecas, suportes, etc. Tais
aparatos incrementam a infra-estrutura do proprio sistema, aumentando suas potencialidades. O
desenvolvimento dos métodos propostos bem como outras aplicagdes € extremamente importante para
a analise dos dados obtidos e obtencdo de informagdes estruturais. Na literatura diversos
procedimentos de analise estdo disponiveis (Kohlbrecher & Bressler, 2006, Petoukhov et al., 2012,
llavsky & Jemian, 2009), mas ndo oferecem as ferramentas de modelagem que proponho neste
projeto. Deste modo, tais programas serdo uteis tanto para os projetos que desenvolvo na instituicdo
bem como para a comunidade cientifica.

Criei recentemente um curso de pos-graduacdo aqui no IFUSP, “PGF5310: Espalhamento A
Baixos Angulos: Teoria e Experimentos”, tendo lecionado o mesmo no primeiro semestre de 2014.
Trata-se de um curso tedrico-pratico que fornece as bases essenciais para 0s estudantes utilizarem a
técnica. Além disso, organizei recentemente uma escola de Verdo, com recursos FAPESP
(#2013/17943-5), “EMBO Global Exchange Lecture Course on Structural and Biophysical Methods
for Biological Macromolecules in Solution 2014 / Sdo Paulo - Brazil”, onde métodos avangados para
estudo e caracterizagdo de macromoléculas bioldgicas foram apresentados, e dentre estes métodos, a
andlise e modelagem de dados de espalhamento a baixos &ngulos foi um dos principais destaques. Os
desenvolvimentos propostos neste projeto também serdo bastante uteis tanto no curso de p6s que
leciono, bem em como escolas de verdo, workshops, etc, que promovo, de modo a facilitar o acesso e

utilizagdo das ferramentas na analise de dados.
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