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RESUMO

Doengas neurodegenerativas, como as taupatias, representam um crescente desafio de satde
publica devido ao seu impacto devastador na qualidade de vida e a falta de tratamentos eficazes.
As taupatias, incluindo a doenca de Alzheimer, sdo caracterizadas pela agregacdo anormal da
proteina tau, proteina associada aos microtubulos, essenciais para a manutencao da estrutura e
do funcionamento dos neurénios, levando a disfun¢@o neuronal e ao declinio cognitivo. A
relacdo entre essas doencas e o diabetes mellitus, doenca metabodlica caraterizada pela
hiperglicemia, tem emergido como um foco importante de pesquisa cientifica. Esta
interconexao sublinha a importancia de entender as bases moleculares e celulares dessas
doengas para desenvolver estratégias terapéuticas eficazes. Este trabalho ¢ dividido em duas
partes: (i) revisao que destaca o uso da técnica de Microscopia de For¢ca Atdomica (AFM) como
uma técnica de pesquisa adequada para o estudo de danos celulares em taupatias, mesmo em
estagios iniciais, permitindo elucidar mecanismos patogénicos dessas doencas. Esta primeira
parte sintetiza os estudos recentes que aplicaram AFM para elucidar as alteragdes estruturais e
biofisicas associadas as taupatias, incluindo a doenca de Alzheimer e Parkinson, focando na
analise das propriedades mecanicas dos agregados de tau e nas mudangas na morfologia celular
e tecidual. Para isto, buscou-se na literatura pesquisas dos tltimos 5 anos que empregassem o
AFM na investigacdo de tecidos, células e proteinas no contexto de taupatias, reunindo a
principal abordagem e os resultados de cada estudo. Ao integrar e avaliar os avangos recentes,
este trabalho fornece uma visdo abrangente sobre o papel crucial do AFM na compreensao dos
mecanismos moleculares subjacentes as taupatias e na promog¢ao de novas abordagens para o
tratamento dessas doencas devastadoras; e (ii) caracterizacdo das alteracdes ultraestruturais,
nanomecanicas e vibracionais no tecido hipocampal hiperglicémico usando Microscopia de
Forga Atomica e Espectroscopia Raman (ER), investigando como o diabetes mellitus contribui
para o declinio cognitivo, examinando os efeitos da resisténcia a insulina no cérebro sobre a
funcdo neural. Os resultados revelam assinaturas moleculares distintas e propriedades
mecanicas alteradas em tecidos patoldgicos, fornecendo novos insights sobre os mecanismos
subjacentes a neurodegeneragdo e ao impacto do diabetes no cérebro. Ao aprofundar a
compreensdo dessas alteragdes, este trabalho contribui para o desenvolvimento de potenciais
biomarcadores para diagnosticos e abre caminho para novas estratégias terapéuticas

direcionadas as taupatias e sua relagdo com diabetes mellitus.

Palavras-chave: Taupatias. Neurodegeneracdo. Diabetes Mellitus. Biomecanica. Hipocampo.

Microscopia de For¢ca Atomica. Espectroscopia Raman.



ABSTRACT

Neurodegenerative diseases, such as tauopathies, pose a growing public health challenge due
to their devastating impact on quality of life and the lack of effective treatments. Tauopathies,
including Alzheimer’s disease, are characterized by the abnormal aggregation of tau protein, a
microtubule-associated protein essential for maintaining neuronal structure and function,
leading to neuronal dysfunction and cognitive decline. The connection between these diseases
and diabetes mellitus, a metabolic disorder characterized by hyperglycemia, has emerged as an
important focus of scientific research. This interrelationship underscores the importance of
understanding the molecular and cellular foundations of these conditions to develop effective
therapeutic strategies. This study is divided into two parts: (i) a review highlighting the use of
Atomic Force Microscopy (AFM) as a suitable research tool for studying cellular damage in
tauopathies, even at early stages, which allows for the elucidation of the pathogenic
mechanisms underlying these diseases. This section synthesizes recent studies that applied
AFM to investigate structural and biophysical changes associated with tauopathies, including
Alzheimer’s and Parkinson’s diseases, focusing on the analysis of the mechanical properties of
tau aggregates and changes in cellular and tissue morphology. To this end, a literature search
was conducted for studies from the past five years that utilized AFM to explore tissues, cells,
and proteins in the context of tauopathies, compiling the primary approaches and findings of
each study. By integrating and evaluating recent advancements, this work provides a
comprehensive view of AFM's crucial role in understanding the molecular mechanisms
underlying tauopathies and promoting new approaches to treating these devastating conditions;
and (ii) the characterization of ultrastructural, nanomechanical, and vibrational alterations in
hyperglycemic hippocampal tissue using Atomic Force Microscopy and Raman Spectroscopy
(RS), which investigates how diabetes mellitus contributes to cognitive decline by examining
the effects of insulin resistance in the brain on neural function. The results reveal distinct
molecular signatures and altered mechanical properties in pathological tissues, offering new
insights into the mechanisms underlying neurodegeneration and the impact of diabetes on the
brain. By deepening the understanding of these changes, this work contributes to the
development of potential biomarkers for diagnostics. paving the way for novel therapeutic

strategies targeting tauopathies and their relationship with diabetes mellitus.

Keywords: Tauopathies. Neurodegeneration. Diabetes Mellitus. Biomechanics. Hippocampus.

Atomic Force Microscopy. Raman Spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

As doengas neurodegenerativas, como as taupatias, representam um crescente desafio
para a saude publica devido ao seu impacto devastador na qualidade de vida e a auséncia de
tratamentos eficazes. As taupatias, incluindo a doenga de Alzheimer, sdo caracterizadas pela
acumulagdo anormal da proteina tau em neurdnios, o que resulta em disfungdo neuronal e
declinio cognitivo progressivo (Mandelkow et al., 2007). De acordo com a Alzheimer’s
Association (‘2023 Alzheimer’s disease facts and figures’, 2023), mais de 55 milhdes de
pessoas vivem com deméncia no mundo, e a doenca de Alzheimer ¢é responséavel por cerca de
60-70% desses casos. A deteccdo precoce e a compreensao dos mecanismos patologicos sao
cruciais para o desenvolvimento de terapias eficazes.

Paralelamente, o diabetes mellitus, especialmente o tipo 2, tem sido associado a um
aumento no risco de declinio cognitivo ¢ desenvolvimento de doengas neurodegenerativas
(Srikanth et al., 2020). Estudos indicam que individuos com diabetes tipo 2 t€ém uma
probabilidade 50% maior de desenvolver deméncia em comparagdo com aqueles sem a
condicdo (Janson et al, 2004). A resisténcia a insulina e outras disfun¢des metabolicas
associadas ao diabetes tipo 2 contribuem para alteragdes na fungdo cerebral e na estrutura
neuronal, exacerbando o risco de declinio cognitivo.

O diagnostico precoce de taupatias e do declinio cognitivo associado ao diabetes
mellitus representa um desafio significativo na pratica clinica. A complexidade dos
mecanismos patologicos envolvidos nessas condi¢des, aliada a natureza insidiosa e progressiva
dos sintomas, dificulta a deteccdo precoce e precisa. Nas taupatias, como a doenga de
Alzheimer, os biomarcadores tradicionais frequentemente ndo conseguem captar as mudancas
iniciais no tecido cerebral, limitando a eficdcia das intervengdes preventivas (Blennow ef al.,
2010). Além disso, a sobreposi¢cdo de sintomas entre diferentes doengas neurodegenerativas
complica ainda mais o diagndstico diferencial. No caso do declinio cognitivo associado ao
diabetes, a resisténcia a insulina e outras disfun¢des metabolicas podem exacerbar ou mimetizar
os sintomas de taupatias, tornando a identificagdo dos mecanismos especificos subjacentes a
neurodegeneracao ainda mais desafiadora (Srikanth ef al., 2020). Esta complexidade sublinha
anecessidade de novas abordagens diagnosticas, como as técnicas biofisicas e vibracionais, que
possam proporcionar uma analise mais detalhada e precoce das alteragdes patoldgicas no tecido
cerebral, possibilitando uma intervencdo mais eficaz e personalizada.

A Microscopia de Forca Atdmica (AFM) tem emergido como uma ferramenta crucial
no estudo de taupatias devido a sua capacidade de fornecer imagens de alta resolucdo e

medi¢des detalhadas das propriedades mecanicas e estruturais das proteinas e agregados
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patoldgicos. O AFM permite a visualizagdo das superficies celulares e dos agregados de
proteinas em escala nanométrica, bem como de célula e tecidos como hipocampo, oferecendo
uma compreensao detalhada das mudancas morfologicas e mecanicas que ocorrem em taupatias
como a doenga de Alzheimer (Makky et al., 2020a). A capacidade do AFM de medir forcas
intermoleculares e mapear propriedades mecanicas a nivel celular e subcelular torna esta técnica
essencial para elucidar os mecanismos de agregacao e propagacao da proteina tau, e também
da elucidagao de declinio cognitivo associado ao diabetes, contribuindo para o desenvolvimento
de novos biomarcadores diagndsticos e estratégias terapéuticas.

A Espectroscopia Raman, por sua vez, oferece uma abordagem complementar, focando
na analise das assinaturas moleculares e vibracionais dos tecidos cerebrais afetados por
taupatias e diabetes. Esta técnica baseia-se na dispersdo inelastica da luz para fornecer
informagdes sobre a composi¢ao molecular e as interagdes quimicas nos tecidos, permitindo a
identificacdo de alteragdes bioquimicas associadas a doengas neurodegenerativas e disfungdes
metabolicas (Paraskevaidi ef al., 2018). No contexto do declinio cognitivo associado ao
diabetes, a espectroscopia Raman tem sido utilizada para detectar mudangas nas assinaturas
vibracionais que refletem a presencga de resisténcia a insulina e outras alteracdes metabolicas
no cérebro (Huang and Isidoro, 2017). A aplicagdo desta técnica permite uma analise nao
destrutiva e altamente sensivel dos tecidos, facilitando a deteccdo precoce de alteragdes
patologicas e a identifica¢do de potenciais biomarcadores para o diagnostico e monitoramento
da progressao da doenca.

A integragao das técnicas de AFM e espectroscopia Raman na investigacao de taupatias
e declinio cognitivo associado ao diabetes oferece uma abordagem multidimensional e
abrangente. Enquanto o AFM fornece uma visdo detalhada das propriedades mecanicas e
estruturais em escala nanomeétrica, a espectroscopia Raman complementa essa informagdo com
dados sobre a composi¢ao molecular e as interagdes quimicas. Esta combinagdo de técnicas
avangadas ndo sé aprimora a compreensao dos mecanismos patoldgicos subjacentes, mas
também abre caminho para o desenvolvimento de novas estratégias diagnosticas e terapéuticas,
potencialmente transformando o manejo clinico dessas condi¢des devastadoras.

Apesar do potencial significativo da Microscopia de For¢a Atomica e da Espectroscopia
Raman na investigacdo de taupatias e declinio cognitivo associado ao diabetes, o uso dessas
técnicas ainda ¢ relativamente limitado na pesquisa biomédica. No contexto especifico do
declinio cognitivo associado ao diabetes, a aplicagdo do AFM e da Espectroscopia Raman ainda
estd em fases iniciais, sendo este um dos grandes diferenciais desta pesquisa, principalmente
no contexto do tecido do hipocampo. A maior parte dos estudos até o momento tem se

concentrado em modelos in vitro ou em pequenos cortes de amostras, limitando a generaliza¢ao
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dos achados para contextos clinicos mais amplos (Bashir et al., 2024). O potencial dessas
técnicas para fornecer insights detalhados sobre os mecanismos patoldgicos subjacentes as
taupatias e as disfuncdes cognitivas relacionadas ao diabetes ainda ndo foi plenamente
explorado, o que sublinha a necessidade de mais pesquisas e investimentos para expandir seu
uso.

Desta forma, o objetivo desta tese € integrar as abordagens biofisicas e vibracionais para
obter uma compreensao mais abrangente das taupatias e do declinio cognitivo associado ao
diabetes. A combinagao de técnicas avancadas como o AFM e a espectroscopia Raman oferece
uma perspectiva inovadora sobre os mecanismos patoldgicos e promove o desenvolvimento de
novas estratégias diagnosticas e terapéuticas, permitindo a comparacao direta de tecidos de
hipocampo normoglicémicos e hiperglicémicos, contribuindo significativamente para o avango
do conhecimento na area e para a melhoria das intervengdes clinicas voltadas ao combate dessas
condi¢des debilitantes.

Para tanto, este trabalho estrutura-se primeiramente com o capitulo 1, com esta
Introducdo. No capitulo seguinte, apresenta-se a Revisdo Bibliografica, onde sdo descritos
conceitos da fisiopatologia de diabetes e declinio cognitivo, além de uma revisdo de trabalhos
que utilizaram as técnicas de AFM e espectroscopia Raman no estudo de tecidos cerebrais. O
capitulo 3 trata da parte I: Microscopia de For¢a Atdmica aplicada ao estudo de taupatias. O
capitulo 4 trata da parte II: Diabetes e Declinio Cognitivo: uma Abordagem Inovadora para
Andlise das Propriedades Biofisicas e Vibracionais do Hipocampo. Por fim, no capitulo 5, tem-
se as Conclusdes e Perspectivas para esta pesquisa, além das Referéncias Bibliograficas. Nos
apéndices, sdo apresentados os principios das técnicas centrais deste trabalho, o AFM e

espectroscopia Raman.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresenta a revisdo bibliogréfica, incluindo informagdes acerca do
diabetes, assim como sua relagdo com o declinio cognitivo, destacando os mecanismos
fisiopatologicos envolvidos, os fatores de risco, as consequéncias clinicas e as estratégias de
manejo e prevencdo. Além disso, este capitulo apresenta uma se¢ao que destaca os principais
estudos que utilizaram as técnicas de AFM e Espectroscopia Raman na investigagdo de

patologias em tecidos e células cerebrais.

2.1 Diabetes Mellitus

O diabetes, com sua prevaléncia global cada vez maior, surgiu como um dos problemas
de saude mais importantes e desafiadores que a populagdo humana do mundo atual enfrenta.
Como mostra o estudo de Banday e colaboradores (Banday, Sameer and Nissar, 2020a), o
aumento da prevaléncia do diabetes na maioria das regides do mundo tem sido também
associado ao rapido desenvolvimento econdmico, levando a urbanizacgao e a adogao de héabitos
de vida modernos. Segundo o mesmo estudo, no ano de 2019, o nimero de adultos de 20 a 79
anos com diabetes foi estimado em cerca de 463 milhdes, o que representa 9,3% da populagdo
adulta mundial total. At¢ o ano de 2030, esse numero foi estimado em 578 milhdes,
representando 10,2% da populag@o adulta mundial total e aumentando ainda mais para 700
milhdes até o ano de 2045, o que representa 10,9% da populacao adulta mundial total. Ainda
em 2019, a prevaléncia de diabetes entre homens e mulheres foi estimada em 9,6% e 9,0%,
respectivamente, do total da populacdo mundial por género. Além disso, aproximadamente 4,2
milhdes de adultos com idades entre 20 e 99 anos morreram devido ao diabetes e suas
complicagdes associadas, e gastos com saude com diabetes foram estimados em pelo menos
760 bilhdes de dolares, o que representa 10% do gasto total com adultos. Estima-se que o
diabetes durante a gravidez tenha afetado mais de 20 milhdes de nascidos vivos em relagdo a
prematuridade (1 em cada 6 nascidos vivos) no ano de 2019 (Gojnic et al., 2022).

Os indices de diabetes mellitus no Brasil também tém aumentado significativamente nas
ultimas décadas. De acordo com a Pesquisa Nacional de Saude (PNS), realizada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em parceria com o Ministério da Satde, a
prevaléncia de diabetes diagnosticado entre adultos ¢ de aproximadamente 7,7%, o que
representa cerca de 11 milhdes de pessoas (Campos, 2020). A prevaléncia varia entre diferentes

regides do pais, sendo geralmente maior em 4areas urbanas, especialmente no Sudeste, devido a
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fatores como maior urbanizacdo, mudangas nos habitos alimentares e estilos de vida
sedentarios. A prevaléncia também aumenta com a idade e ¢ mais comum em mulheres do que
em homens. O impacto socioecondomico do diabetes ¢ significativo, com custos diretos e
indiretos relacionados ao tratamento e as complicacdes da doenca, como doengas
cardiovasculares, neuropatia e retinopatia diabética. Em resposta, o Ministério da Saude tem
implementado diversas politicas e programas para prevenir ¢ controlar o diabetes, incluindo
campanhas de conscientizagdo, promocao de habitos alimentares saudaveis, incentivo a pratica
de atividade fisica e programas de monitoramento e tratamento da doenca (Ministério da Saude,
2021). Esses esforcos sdo essenciais para controlar a progressao da doenga e minimizar suas
complicagdes.

De forma geral, o diabetes mellitus ¢ um disturbio metabolico complexo caracterizado
pela hiperglicemia, uma condicao fisiologicamente anormal representada por niveis elevados
continuos de glicose no sangue (Banday, Sameer and Nissar, 2020b). Trata-se de uma doenga
multifatorial, envolvendo fatores genéticos e fatores externos, tais como a obesidade, falta de
atividade fisica, dieta pobre e até mesmo estresse. A hiperglicemia cronica ¢ um grande
iniciador de complicagdes microvasculares diabéticas como, retinopatia e neuropatia. Além
disso, a hiperglicemia cronica pode induzir multiplas alteragdes celulares que levam a
complicagdes. Varios 6rgaos do corpo, como olhos, rins, figado e cérebro, sdo afetados pela
hiperglicemia e pelos disturbios metabdlicos de proteinas, lipidios e carboidratos que estdo
ligados a ela, o que prejudica o funcionamento adequado e desempenho de cada 6rgdo (Gupta
etal.,2022).

Caracteristicas clinicas semelhantes a do diabetes mellitus foram descritas ha 3000 anos
pelos antigos egipcios. O termo "diabetes" foi cunhado pela primeira vez por Araetus da
Capadocia. Mais tarde, a palavra mellitus (doce de mel) foi adicionada por Thomas Willis (Gra-
Bretanha) em 1675 apds redescobrir a dogura da urina e do sangue de pacientes, primeiramente
notada pelos antigos indianos. Foi somente em 1776 que Dobson (Gra-Bretanha) confirmou
pela primeira vez a presenca de excesso de aclicar na urina € no sangue como causa de sua
dogura (Ahmed, 2002).

O diabetes mellitus apresenta uma patogénese complexa e uma variedade de
manifestagdes, tornando qualquer tentativa de classificagdo desse transtorno dificil, mas ainda
assim util. Essas classificacdes sdo frequentemente influenciadas pelas condicdes fisioldgicas
observadas no momento da avaliagdo e diagnéstico. Atualmente, a classificagdo do DM ¢
baseada na etiologia e na patogénese da doenga, sendo 1til tanto na avaliacao clinica quanto na
decisdo sobre a terapia necessaria (Banday, Sameer and Nissar, 2020b). De acordo com essa

classificagdo, o diabetes pode ser dividido em quatro categorias principais: diabetes mellitus
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tipo 1 (DMT1), diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), diabetes mellitus gestacional (DMG) e
diabetes causado ou associado a certas condigdes, patologias e/ou transtornos especificos
(Ahmed, 2002). Neste trabalho, abordou-se especificamente os casos de diabetes mellitus tipo
1 e diabetes mellitus tipo 2, que s@o os dois tipos mais predominantes no mundo.

O DMTI1 ¢ caracterizado pela secrecao insuficiente de insulina e pela liberagdo
excessiva de glucagon. Por outro lado, o DMT?2 representa a forma mais comum de diabetes,
caracterizando-se por niveis inadequados de insulina, aumento da acumulacao de gordura no
figado, depuracdo de insulina comprometida e resisténcia hepatica a acdo da insulina (Bhatt and
Smith, 2015). A Figura 2.1 ilustra como ocorre o mecanismo de entrega de glicose em uma
situagdo saudavel, com DMT1 e DMT2. Em uma situagdo saudavel, a glicose ¢ regulada de
forma eficiente pelo corpo. Apds a ingestdo de alimentos, a glicose € absorvida pelo intestino e
entra na corrente sanguinea, elevando os niveis de glicose no sangue. Em resposta, o pancreas
libera insulina, um hormonio que facilita a entrada da glicose nas células para ser utilizada como
fonte de energia ou armazenada como glicogénio no figado e nos musculos, reduzindo os niveis
de glicose no sangue a valores normais. No diabetes mellitus tipo 1, o sistema imunologico
ataca e destrdi as células beta do pancreas que produzem insulina, resultando em pouca ou
nenhuma produgdo de insulina. Sem insulina, a glicose ndo pode entrar nas células e permanece
elevada na corrente sanguinea, levando a hiperglicemia. No diabetes mellitus tipo 2, o corpo
ainda produz insulina, mas as células se tornam resistentes a ela, e a quantidade de insulina
produzida pode ser insuficiente para superar essa resisténcia. Como resultado, a glicose também
se acumula no sangue, causando hiperglicemia. Em ambos os tipos de diabetes, o controle

inadequado dos niveis de glicose pode levar a diversas complicagdes de saude.
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Figura 2.1 Mecanismo de Entrega de Glicose em Diferentes Condi¢cdes Metabolicas. A. Situagdo Saudavel: A
insulina liberada pelo pancreas se liga aos receptores de insulina nas células musculares e adiposas, facilitando a
entrada de glicose nas células para producdo de energia. B. Diabetes Mellitus Tipo 1: Devido a destruigdo
autoimune das células beta pancreaticas, ha uma deficiéncia na produ¢@o de insulina. Como resultado, a glicose
permanece na corrente sanguinea, levando a hiperglicemia. C. Diabetes Mellitus Tipo 2: Apesar da produgdo de
insulina pelo pancreas, a resisténcia a insulina nos tecidos periféricos impede a entrada eficaz de glicose nas
células. Isso resulta em niveis elevados de glicose no sangue, caracteristicos de hiperglicemia.

Fonte: Adaptado do BioRender (Scientific Image and Illustration Software | BioRender, 2024).

2.1.1 Diabetes Mellitus tipo 1

O diabetes mellitus tipo 1 ¢ uma doenga autoimune cronica que geralmente se manifesta
na infincia ou adolescéncia, embora possa ocorrer em qualquer idade. A incidéncia e
prevaléncia do DMT1 tém aumentado globalmente e, segundo a International Diabetes
Federation (IDF) (IDF et al., 2021), estima-se que cerca de 1,1 milhdo de criangas e
adolescentes com menos de 20 anos vivem com DMT1 no mundo. O DMT1 ¢ caracterizado
pela destruicdo autoimune das células beta do pancreas, responsaveis pela producao de insulina.
Esta destruicao ¢ mediada por células T autorreativas que atacam as células beta, resultando em
deficiéncia absoluta de insulina. Fatores genéticos e ambientais, como infec¢des virais e
exposicao a certos alimentos na infancia, estdo implicados na patogénese da doenca (Banday,
Sameer and Nissar, 2020b).

O DMT1 ¢ caracterizado por varias alteragdes fisico-quimicas devido a deficiéncia
absoluta de insulina. Essa deficiéncia resulta em hiperglicemia, onde os niveis de glicose no

sangue permanecem cronicamente elevados(Atkinson and Eisenbarth, 2001). A insulina ¢
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crucial para o transporte de glicose para dentro das células, e sua auséncia impede a utilizagado
eficaz da glicose, levando a uma acumulagao no sangue. Esse excesso de glicose ¢ filtrado pelos
rins, causando glicostria e resultando em um efeito osmoético que promove poliuria e
desidratagdo. Em resposta a falta de glicose intracelular, o corpo aumenta a lipdlise, liberando
acidos graxos livres e glicerol, que sdo convertidos em corpos cetonicos no figado, culminando
em cetoacidose diabética, uma condicao caracterizada por acidose metabdlica e niveis elevados
de cetonas no sangue (Battelino et al., 2019). A hiperglicemia crénica e a cetoacidose
promovem um ambiente de estresse oxidativo e inflamacdo, que sdo prejudiciais aos tecidos e
contribuem para o desenvolvimento de complicagdes microvasculares e macrovasculares a
longo prazo. Essas alteragdes fisico-quimicas afetam a homeostase metabolica e estdo
associadas a sintomas como fadiga, sede excessiva, fome intensa e perda de peso (Daneman,
2006).

Os pacientes podem necessitar de terapia de reposi¢ao de insulina inicialmente, mas a
necessidade da terapia pode nao ser absoluta e pode variar de acordo com os padrdes episodicos
de insulinopenia e cetoacidose caracteristicos dessas formas de DMT1 (Banday, Sameer and
Nissar, 2020a). O tratamento do DMT1 envolve a administragdo de insulina exdgena para
manter os niveis de glicose no sangue dentro de uma faixa normal. As op¢des de insulina
incluem insulinas de acdo rapida, curta, intermediaria e longa. Recentemente, avangos na
tecnologia de bombas de insulina e sistemas de monitoramento continuo de glicose (CGM) tém
melhorado significativamente o manejo do DMT1(Bahal ef al., no date). Ensaios clinicos estao
explorando o uso de imunomoduladores para retardar ou prevenir a progressao do DMT1 em
individuos em risco. Além disso, avancos na medicina regenerativa, como o uso de células-
tronco para regenerar células beta funcionais, representam uma esperanga promissora para o
futuro tratamento do DMT1(Salama et al., 2024).

O diabetes mellitus tipo 1 continua sendo um desafio significativo para a saude publica,
com uma crescente incidéncia global. O manejo eficaz da doenga requer um entendimento
abrangente de sua patogénese, diagndstico precoce e terapias avancadas. Pesquisas em
andamento oferecem esperanca para novas abordagens terapéuticas que podem melhorar a
qualidade de vida dos pacientes e, eventualmente, levar a cura do DMT1 (Warshauer, Bluestone

and Anderson, 2020; Nagy et al., 2022).

2.1.2 Diabetes Mellitus tipo 2

O diabetes mellitus tipo 2 ¢ a forma mais comum de diabetes, representando cerca de

90-95% de todos os casos de diabetes. A prevaléncia global do DMT2 tem aumentado
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dramaticamente nas Ultimas décadas, impulsionada por fatores como urbanizagao,
envelhecimento populacional, dieta inadequada e sedentarismo. Segundo a Infternational
Diabetes Federation, em 2021, mais de 537 milhoes de adultos viviam com diabetes, e estima-
se que esse numero possa chegar a 783 milhdes até 2045. No Brasil, a prevaléncia do DMT2
também tem crescido, refletindo as tendéncias globais e os desafios locais de saude publica
(International Diabetes Federation, 2021).

O diabetes mellitus tipo 2 ¢ marcado por uma série de alteragdes fisico-quimicas devido
a resisténcia a insulina e subsequente disfungdo das células beta pancreaticas (Stumvoll,
Goldstein and van Haeften, 2005). A resisténcia a insulina impede que a glicose seja
eficientemente transportada para dentro das células, resultando em hiperglicemia persistente.
Diferentemente do DMT1, onde ha uma deficiéncia absoluta de insulina, no DMT2, os niveis
de insulina podem ser normais ou até elevados, mas a sinalizagdo defeituosa impede sua agao
efetiva. A hiperglicemia cronica leva ao aumento da producdo de insulina pelas células beta,
que eventualmente se exaurem, resultando em disfuncdo progressiva dessas células e
insuficiéncia insulinica relativa. Essa resisténcia a insulina e subsequente hiperglicemia estdo
associadas a processos de glicacdo avancada, que alteram a estrutura e a fung@o de proteinas e
lipidios, contribuindo para complicagdes microvasculares e macrovasculares. Além disso, a
hiperglicemia cronica promove um ambiente pré-inflamatorio e de estresse oxidativo,
exacerbando o dano tecidual. As alteragdes fisico-quimicas na DMT2 incluem dislipidemia,
com niveis elevados de triglicerideos e baixos de HDL, promovendo a aterosclerose. Essas
mudangas comprometem a homeostase metabolica e estdo associadas a sintomas como sede
excessiva, politria, fadiga e aumento do risco de doengas cardiovasculares e neuropatias(Kaze
etal.,2021).

Na fase inicial, o corpo compensa a resisténcia a insulina aumentando a produgao de
insulina. Com o tempo, essa compensagao falha, resultando em hiperglicemia. Fatores
genéticos desempenham um papel significativo, mas os fatores ambientais, como obesidade e
inatividade fisica, sdo os principais impulsionadores da doenga. A inflamagao cronica de baixo
grau e a deposicdo de gordura ectdpica em 6rgdos como figado e musculos esqueléticos
contribuem para a resisténcia a insulina (Antar et al., 2023a).

O diagnostico de DMT2 ¢ geralmente feito por meio de testes de glicose no sangue,
como a glicemia de jejum, o teste de tolerancia a glicose oral e a hemoglobina glicada (HbA1c).
A American Diabetes Association recomenda um diagnostico de DMT2 com niveis de HbAlc
iguais ou superiores a 6,5%, glicemia de jejum igual ou superior a 126 mg/dL ou glicemia de 2
horas pos-carga igual ou superior a 200 mg/dL (‘Diagnosis and Classification of Diabetes

Mellitus’, 2010). A deteccdo precoce ¢ crucial para o manejo eficaz da doenca e a prevencao
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de complicagdes. O tratamento do DMT2 envolve mudangas no estilo de vida e medicamentos.
A modificagdo do estilo de vida inclui dieta saudavel, aumento da atividade fisica e perda de
peso. Medicamentos como metformina sdo frequentemente a primeira linha de tratamento
farmacolodgico e insulina (Davies ef al., 2018).

Estd em foco a investigacdo sobre a eficacia de novos medicamentos, bem como
intervengoes de estilo de vida e tecnologias de monitoramento continuo de glicose. Além disso,
ha um interesse crescente na medicina personalizada, onde tratamentos sdo adaptados com base
em perfis genéticos e metabodlicos individuais. Ensaios clinicos estdo explorando o uso de
imunomoduladores e terapias celulares para restaurar a funcdo das células beta 2023). O
diabetes mellitus tipo 2 representa um desafio significativo para a satde publica global, com
uma crescente prevaléncia e um impacto substancial na morbidade e mortalidade. O manejo
eficaz do DMT2 requer uma abordagem multifacetada que inclua prevengdo, diagnostico
precoce, mudangas no estilode vida e tratamentos farmacolégicos avancados (Davies et al.,

2018).

2.2 Disturbios Metabdlicos e Declinio Cognitivo

Doencas neurodegenerativas sao condicdes caracterizadas pela degeneragao progressiva
do sistema nervoso, afetando principalmente os neuroénios no cérebro e na medula espinhal
(Gadhave et al., 2024). Essas doencas resultam em uma perda gradual de funcdes cognitivas,
motoras e comportamentais, impactando severamente a qualidade de vida dos individuos
afetados. Entre as doengas neurodegenerativas mais conhecidas estdo a doenga de Alzheimer,
a doenca de Parkinson e a doenga de Huntington. A etiologia dessas doencas ¢ multifatorial,
incluindo fatores genéticos, ambientais e de estilo de vida, o que torna o estudo e o tratamento
dessas condicdes particularmente desafiadores (Jucker and Walker, 2013).

A relagdo entre distirbios metabolicos e declinio cognitivo tem sido amplamente
estudada nas ultimas décadas, com o diabetes mellitus emergindo como um fator de risco
significativo para o desenvolvimento de deméncia (S. Roriz-Filho et al., 2009; Feinkohl ef al.,
2015; Biessels and Despa, 2018a; Mohamed-Mohamed et al., 2023). O diabetes mellitus,
especialmente o tipo 2, esta associado a uma série de complicagdes que contribuem para o
comprometimento cognitivo. Estudos mostram que a hiperglicemia cronica, caracteristica do
diabetes, provoca alteracdes neurovasculares e neuroinflamatdrias que podem predispor os
individuos a varias formas de deméncia, incluindo a doen¢a de Alzheimer e a deméncia vascular

(Chatterjee et al., 2016; Nagar et al., 2022). As anormalidades ligadas a resisténcia progressiva
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a acdo da insulina no tecido cerebral, com consequente comprometimento dos processos
centrais de sinalizacdo de insulina, acumulo de neurotoxinas, estresse neuronal ¢
neurodegeneracao, tém sido associadas ao chamado Diabetes Mellitus tipo 3 (Nguyen ef al.,
2020a).

A relagdo entre diabetes mellitus e o declinio cognitivo, incluindo a Doenga de
Alzheimer, envolve varios mecanismos fisiopatologicos complexos e inter-relacionados. Um
dos principais mecanismos ¢ a resisténcia a insulina, que ocorre tanto na periferia quanto no
cérebro (Biessels and Despa, 2018a). A insulina no cérebro ¢ crucial para a sinaliza¢do neural
e a homeostase energética. A resisténcia a insulina cerebral pode levar a disfungdes na
sinalizagdo neural, comprometendo a plasticidade sinaptica e a memoria, contribuindo assim
para o declinio cognitivo observado na DA (Talbot et al., 2012).

A hiperglicemia cronica, caracteristica da DMT2, resulta em niveis elevados de glicose
no sangue, que podem levar a formacao de produtos de glicagdo avancada (AGEs). Esses AGEs
se acumulam no cérebro, promovendo inflamacao e estresse oxidativo, ambos prejudiciais aos
neurdnios (De Felice and Ferreira, 2014a). A hiperglicemia também causa disfuncao endotelial,
que compromete a barreira hematoencefalica, permitindo a entrada de substancias toxicas no
cérebro e exacerbando a neurodegeneracao (Takeuchi and Yamagishi, 2008). Além disso, tanto
a DMT2 quanto a DA estdo associadas a um estado inflamatério cronico. No DMT2, a
inflamacdo sistémica pode levar a ativacdo de células microgliais e astrdcitos no cérebro,
resultando em neuroinflamagdo, um fator chave na patogénese da DA. O estresse oxidativo
resultante da inflamagdo pode causar danos ao DNA, lipidios e proteinas neuronais,
contribuindo para a degenera¢do neuronal e o declinio cognitivo (De Felice and Ferreira,
2014a).

A dislipidemia caracteriza-se por niveis elevados de triglicerideos e colesterol LDL, e
baixos niveis de colesterol HDL. Essa condigao pode levar a aterosclerose, reduzindo o fluxo
sanguineo cerebral e resultando em isquemia cerebral, afetando negativamente a funcao
cognitiva. A disfun¢do mitocondrial, outra consequéncia do diabetes, leva a producdo excessiva
de espécies reativas de oxigénio (ROS), causando danos neuronais e sinapticos que contribuem
para o declinio cognitivo (Sims-Robinson ef al., 2010).

A resisténcia a insulina também interfere na degradacao da proteina amiloide-beta (Ap),
resultando em seu acimulo no cérebro, uma caracteristica patologica da DA. Além disso, pode
aumentar a fosforilagdo da proteina tau, contribuindo para a formagdo de emaranhados
neurofibrilares, outro marco da DA. Essas alteragdes patologicas sdo exacerbadas pela
inflamacao e pelo estresse oxidativo associados a diabetes, criando um ciclo vicioso que

promove a neurodegeneracdo e o declinio cognitivo (Biessels and Despa, 2018a). Esses
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mecanismos inter-relacionados destacam a importancia do controle glicémico rigoroso e da
gestao de fatores de risco metabolicos na prevencao do declinio cognitivo e na reducao do risco
de desenvolver doengas neurodegenerativas como a DA.

A deméncia vascular ¢ particularmente prevalente entre pessoas com diabetes, devido a
alta incidéncia de aterosclerose e microangiopatia diabética (Li et al., 2023). A inflamagao
sistémica e o estresse oxidativo contribuem para a disfun¢do endotelial e a formagao de placas
ateroscleroticas, que podem levar a eventos cerebrovasculares e isquemia cerebral cronica (An
et al., 2023). Esses fatores comprometem a perfusdo cerebral e podem resultar em areas de
infarto silencioso ou lacunar, promovendo a degenerac¢do cognitiva.

Uma teoria comum, para o envelhecimento e para a patogénese dessa disfun¢do cerebral
no diabetes, relaciona também a morte celular ao estresse oxidativo mediado por radicais livres
(An et al., 2023). Assim, a hiperglicemia reduz os niveis de antioxidantes e aumenta
concomitantemente a produc¢ao de radicais livres. Esses efeitos contribuem para o dano tecidual
no diabetes mellitus, levando a alteragdes no potencial redox da célula com subsequente
ativacdo de genes sensiveis ao redox (Muriach et al., 2014). No entanto, a possivel fonte de
estresse oxidativo na lesdo cerebral também inclui a autoxidag¢do da glicose, a peroxidagdo
lipidica e a diminui¢do das concentragdes teciduais de antioxidantes de baixo peso molecular,
como a glutationa reduzida (GSH). Além disso, nessas condi¢des patologicas, o estresse celular
desencadeia dano oxidativo mitocondrial, que pode resultar em apoptose e/ou necrose. A
compreensdo da complexa relacdo entre diabetes e declinio cognitivo € crucial para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de prevencao e tratamento (Gudala ef al., 2013). A
gestao multifacetada do diabetes, incluindo controle rigoroso da glicemia, tratamento de
comorbidades como hipertensdo e dislipidemia, e intervengdes para reduzir a inflamacdo e o
estresse oxidativo, podem ser essenciais para proteger a fun¢do cognitiva em pacientes com
diabetes. Pesquisas futuras devem continuar a explorar as interagdes bioldgicas entre diabetes
e deméncia, com o objetivo de identificar novas abordagens terapéuticas que possam mitigar o
impacto desses distirbios metabdlicos no declinio cognitivo.

Além destes fatos, as taupatias, o diabetes mellitus e a doenca de Alzheimer,
compartilham mecanismos fisiopatologicos relacionados ao metabolismo energético e a
disfungdo proteica. A hiperfosforilagdo da proteina tau, que leva a formag¢ao de emaranhados
neurofibrilares, ¢ uma caracteristica central das taupatias e da DA, enquanto no DM, a
resisténcia a insulina cerebral e a hiperglicemia cronica promovem processos inflamatorios e
estresse oxidativo que exacerbam o acimulo de tau anormal (De Felice and Ferreira, 2014b). A
interacdo entre esses fatores sugere que o DM pode ser um fator de risco para o

desenvolvimento de taupatias.
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O estresse oxidativo e a inflamagao cronica também sao mecanismos comuns entre essas
condigdes. Como mencionado, a hiperglicemia leva a producao excessiva de espécies reativas
de oxigénio, que danificam proteinas e lipidios celulares, contribuindo para a degeneracao
neuronal. Na DA e nas taupatias, o estresse oxidativo ¢ um dos principais fatores que
impulsionam o aciimulo patolégico de tau e a disfuncdo sindptica. A neuroinflamagdo, mediada
por ativacao cronica da microglia e liberacao de citocinas pro-inflamatorias, ¢ amplificada pela
resisténcia a insulina e pela deposi¢ao de proteinas neurotdxicas (Heneka et al., 2015).

O estudo das conexdes entre taupatias, diabetes mellitus e doenca de Alzheimer ¢
fundamental para compreender os mecanismos comuns que levam a neurodegeneragao e buscar
novas abordagens terap€uticas. A partir dessa perspectiva, explorar os processos bioldgicos
compartilhados pode abrir caminhos para intervengdes precoces e estratégias terapéuticas
inovadoras que ndo apenas retardem a progressao da neurodegeneragdo, mas também oferecam

novas possibilidades para o tratamento integrado de doengas metabdlicas e neurodegenerativas.

2.3 AFM e Espectroscopia Raman no Estudo de Tecidos e Células Cerebrais

A Microscopia de For¢ca Atdmica ¢ uma técnica que permite a obtencao de imagens de
alta resolucao da topografia de superficies bioldgicas em nivel nanométrico. Nos tltimos anos,
o AFM vem sendo utilizado para investigar as propriedades mecanicas de células e tecidos
cerebrais, como os estudos mostrados a seguir, o que € crucial para entender as alteragdes
estruturais associadas a doengas neurodegenerativas e outros tipos de doencas. Neste sentindo,
a técnica tem se destacado como uma ferramenta poderosa nesta area de estudo, proporcionando
insights cruciais para a compreensdao de doencas neurodegenerativas. Porém, destaca-se a
auséncia de estudos na literatura que visem explorar o tecido cerebral hiperglicémico, e
correlacionar os efeitos da hiperglicemia com declinio cognitivo, que ¢ um dos objetivos deste
trabalho.

A Microscopia de Forga Atomica tem se mostrado uma ferramenta valiosa na
investigagdo das propriedades mecanicas de tecidos cerebrais. Por exemplo, o estudo de Liu e
colaboradores (Liu et al., 2024), utilizando AFM, revelou que tecidos corticais de pacientes
com doenca de Alzheimer apresentam menor rigidez em comparacao com tecidos saudaveis,
possivelmente devido a edema e desmielinizagdo. Além disso, Bouchonville e colaboradores
(Bouchonville et al., 2016) utilizaram o AFM para mapear as propriedades elasticas de tecidos
cerebrais, identificando gradientes de rigidez na escala de micrometros. Para alcangar esse
objetivo, os autores realizaram medi¢cdes de indentagdo in vitro em tecidos seccionados da

glandula pituitdria humana, ou hipofise, utilizando AFM. Este estudo mostrou que variagdes
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mecanicas podem influenciar significativamente o comportamento celular, incluindo o ciclo de
vida, diferenciagdo e potencial tumorigénico. Recentemente, o AFM foi combinado com
técnicas de fluorescéncia para explorar as propriedades mecanicas de regides cerebrais normais
e isquémicas em modelos de camundongos, no estudo de Fuhs e colaboradores (Fuhs et al.,
2023). Essa abordagem integrada permitiu uma andlise mais detalhada das alteracdes
biomecanicas associadas a condi¢des patologicas, oferecendo insights valiosos para o
desenvolvimento de intervengdes terapéuticas.

A Espectroscopia Raman também tem se mostrado uma ferramenta promissora na
analise de células e tecidos cerebrais, oferecendo uma abordagem nao invasiva para estudar as
mudangas bioquimicas e estruturais associadas a diversas condi¢des neuroldgicas. Esta técnica
baseia-se na dispersdo inelastica da luz para fornecer uma "impressao digital" molecular dos
tecidos, permitindo a deteccdo de alteragdes patoldgicas em nivel celular e subcelular
(Ryzhikova et al., 2021). No estudo das doengas neurodegenerativas, como a doenca de
Alzheimer, a Espectroscopia Raman tem sido utilizada para identificar e caracterizar depdsitos
de beta-amiloide e agregados de proteina tau, fornecendo insights sobre os mecanismos de
formagdo e progressdo desses agregados patologicos (Ramos and Lee, 2024). Além disso,
estudos recentes aplicaram a Espectroscopia Raman para investigar os efeitos do diabetes
mellitus no corpo humano, como diminui¢ao da intensidade das bandas de triptofano (545 cm’
1, fenilalanina (605 cm™), polissacarideos (714 cm™) no tecido sanguineos em pacientes com
diabetes mellitus, revelando mudangas nas assinaturas vibracionais que refletem a resisténcia a
insulina e outras disfuncdes metabolicas associadas ao declinio cognitivo (Loyola-Leyva et al.,
2020). A capacidade da Espectroscopia Raman de fornecer informagdes detalhadas sobre a
composicao molecular dos tecidos cerebrais faz dela uma ferramenta valiosa na pesquisa de
doencas neurodegenerativas e metabolicas, potencialmente contribuindo para o
desenvolvimento de novos biomarcadores diagnosticos e terapias direcionadas.

No que diz respeito a utilizagdo da espectroscopia Raman em tecidos cerebrais, em um
dos primeiros estudos realizados, Chen e colaboradores (Chen et al., 2009a) investigaram o
tecido do hipocampo cerebral de animais afetados pela doenga de Alzheimer. Os autores
encontraram alteracdes bioquimicas no tecido do hipocampo cerebral doente, incluindo o
depoésito de S -amildide, relacionado ao modo em 1670 cm’!, permitindo uma primeira
abordagem dessa vertente de estudo. Mais recentemente, Hashimoto e colaboradores
(Hashimoto et al., 2018) usaram a espectroscopia Raman para diferenciar células neuronais
excitatorias e inibitorias intactas devido as diferencas em suas atividades elétricas. Os autores

observaram que as bandas de hidroxiprolina e prolina s3o observadas nos coeficientes de



32

regressao ponderados, sugerindo que os neurdnios excitatorios e inibitorios tém diferencgas nas
estruturas de seus filamentos intermediarios que compdem seus citoesqueletos.

O estudo de Sudworth e Krasner (Sudworth and Krasner, 2004) demonstrou que a
espectroscopia Raman € uma técnica eficaz para diferenciar entre tecidos cerebrais saudaveis e
aqueles afetados pela doenga de Alzheimer. Eles observaram que os espectros Raman dos
tecidos afetados apresentavam assinaturas moleculares distintas, particularmente relacionadas
a alteragdes na composicao de proteinas e lipidios, especialmente em termos de intensidade de
pico e a presenca de uma banda de amida I mais forte na regido de 1667 cm™ que ocorre mais
proeminentemente no tecido doente. Os autores destacaram o potencial da espectroscopia
Raman como uma ferramenta complementar na pesquisa de biomarcadores e no
desenvolvimento de novas abordagens diagndsticas para a doenca.

Neste mesmo sentido, a espectroscopia Raman foi aplicada por Rivas-Arancibia e
colaboradores (Rivas-Arancibia et al., 2017) para evidenciar alteragdes na banda amida I nos
espectros de hipocampos de ratos submetidos a exposi¢ao cronica ao 0zonio, considerado um
possivel fator de risco para a doenga de Alzheimer. Foi observado um aumento no contetido de
folhas B, indicado por um crescimento no pico localizado em aproximadamente 1670 cm™ na
banda de amida I.

Kopec e colaboradores (Kopec et al., 2024) utilizaram a Espectroscopia Raman para
investigar alteracdes metabolicas causadas pela glicose em células cerebrais humanas normais
(astrdcitos) e cancerosas (astrocitoma e glioblastoma). Foram identificados biomarcadores
metabolicos em goticulas lipidicas, mitocondrias e nucleo, analisando vibracdes especificas. A
analise revelou diferencas vibracionais que distinguem células normais e cancerosas,
suplementadas ou ndo com glicose, correlacionando concentragdes de citocromo, lipidios e
proteinas ao grau de malignidade.

Observa-se na literatura alguns trabalhos que estudam, de forma isolada, tecidos e
células cerebrais com doengas neurodegenerativas. Entretanto, ndo ha estudos que abordam a
relagdo entre hiperglicemia e deméncia, do ponto de vista biofisico e vibracional. Esta tese
apresenta uma vasta revisao na literatura acerca do uso do AFM em tecidos, células e proteinas
que estdo envolvidas no contexto das taupatias, além de apresentar uma abordagem inovadora
do estudo da correlagdo entre deméncia e hiperglicemia no tecido do hipocampo, possibilitando
contribuigdes pertinentes em uma area que ainda carece de estudos utilizando técnicas que sao
ferramentas essenciais na pesquisa de doengas neurodegenerativas. Para isso, fez-se uso da
Microscopia de For¢a Atomica e a Espectroscopia Raman como ferramentas para analise de
propriedades vibracionais e ultraestruturais, como topografia, rugosidade, area e volume, além

do estudo de propriedades nanomecanicas, como adesdo e modulo de Young, de tecido de
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hipocampo hiperglicémicos e normoglicémicos. Esta andlise ¢ pioneira, contribuindo para

novos conhecimentos acerca da relagao entre deméncia e Diabetes.
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Parte 1

MICROSCOPIADE FORCA ATOMICA APLICADA AO ESTUDO DE
TAUPATIAS

Artigo de revisio publicado na revista ASC Chemical NeuroScience
Doi: https://doi.org/10.1021/acschemneuro.3c00819
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Capitulo 3

3.1 Introducio

A Microscopia de Forga Atdmica ¢ uma técnica versatil e robusta de Microscopia de
Varredura por Sonda (SPM) desenvolvida em 1986 por Binnig, Quate e Gerber (Binnig, Quate
and Gerber, 1986a). Métodos de SPM revolucionaram o campo da microscopia ao utilizar
sondas afiadas para mapear as superficies em estudo, em vez de usar luz como mecanismo de
sondagem (Bian ef al., 2021a). O primeiro AFM comercial foi introduzido em 1989. A técnica
permite a andlise de qualquer tipo de material, organico ou ndo, fornecendo informagdes sobre
suas propriedades mecanicas e ultraestruturais em escala atdomica (Marrese, Guarino and
Ambrosio, 2017). Esta técnica impulsionou avangos significativos na biofisica e na ciéncia dos
materiais.

Desde seu desenvolvimento, a técnica que utiliza o AFM tem sido usada na
caracterizagdo de superficies de materiais ndo bioldgicos (Kasas and Dietler, 2008). Embora
suas principais aplicagdes também sejam focadas em estudos de nanotecnologia e ciéncia dos
materiais, a AFM ganhou popularidade para estudar materiais bioldgicos desde sua invencao
(Kasas and Dietler, 2008; Last et al., 2010). Nesse sentido, o uso desse equipamento na biologia
e na medicina estd se tornando cada vez mais fundamental, contribuindo significativamente
nessa area (Chang et al., 2012).

Weisenhorn e colaboradores (Weisenhorn et al., 1993) empregaram medigdes de curvas
de forga versus distancia no AFM para analisar células macias em uma de suas primeiras
aplicacdes em sistemas bioldgicos, demonstrando a capacidade de quantificar a elasticidade
local e a nanoindentagdo de tais amostras. Este trabalho provou que a altura de uma amostra
macia nas imagens de AFM ¢ frequentemente baixa devido a deformagdo da amostra e a
superestimacao da forca aplicada. Na mesma direcdo, o estudo de Radmacher (Rianna and
Radmacher, 2017) demonstrou como usar o AFM para mapear a rigidez de varios materiais
biologicos, incluindo células vivas, utilizando a grande sensibilidade e precisdo desse
equipamento, revelando novas percepcoes sobre processos de migragao e diferenciagao celular.
Explorando diferentes propriedades em células, o AFM foi empregada por Goldmann e
colaboradores(Goldmann et al., 1996) no estudo da adesao celular, focando no envolvimento
da proteina vinculina, apresentando uma visdo integrada do papel dessa proteina na matriz. O
estudo reologico de células e tecidos foi realizado por Alcaraz e colaboradores (Alcaraz et al.,
2003) através do AFM, mostrando uma abordagem inovadora para estudar a viscoelasticidade

de sistemas bioldgicos. Os resultados reoldgicos mostraram, em resumo, que células alveolares
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e bronquicas exibem comportamento elastico em baixas frequéncias, e células epiteliais
pulmonares exibiram uma resposta semelhante a de materiais vitreos macios. Isso possibilitou
estudar as caracteristicas fundamentais da organizacao celular de tais sistemas.

O trabalho de Lekka e colaboradores (Lekka et al., 1999) utilizando o AFM demonstrou
que o mddulo de Young de células normais era quase uma ordem de magnitude maior do que
o das células cancerigenas nas aplicagdes iniciais. Isso se deve a diferengas no arranjo dos
citoesqueletos celulares. O AFM mostrou ser uma ferramenta versatil, permitindo que
biomoléculas individuais sejam visualizadas e até modificadas ao extrapolar as aplicagdes de
uma abordagem de imagem. Drake e colaboradores (Drake et al, 1989), por exemplo,
observaram a polimerizacao da fibrina, o bloco de construcao dos coagulos sanguineos,
demonstrando a capacidade da AFM de expor caracteristicas delicadas dos processos biologicos
em tempo real. Esses estudos mudaram o uso do AFM na biologia e inspiraram inimeras
investigagdes subsequentes no campo.

O uso do AFM no estudo de sistemas bioldgicos cresceu significativamente,
demonstrando que o uso dessa técnica para nanotecnologia contribuiu para o avango da
medicina moderna, favorecendo a compreensdo dos mecanismos moleculares de varias
doengas, sua patogénese e o desenvolvimento de novos métodos diagndsticos. A forma e a
mecanica dos tecidos, por exemplo, sdo criticas para regular a fun¢do dos 6rgaos. O AFM pode
capturar imagens de alta resolucdo e conecta-las com propriedades mecanicas e viscoelasticas,
tornando-a uma ferramenta ideal para estudar células sanguineas (Amorim et al., 2022a),
células cancerigenas (Rianna and Radmacher, 2017; Diniz Filho et al., 2023) e particulas
virais(de Araujo Dorneles ef al., 2022a), entre outros sistemas bioldgicos (Rates et al., 2022a).
Vale ressaltar que a AFM pode ser utilizada nas circunstancias fisioldgicas de células ou
biomoléculas. Ela ndo exige preparagdo complexa da amostra, o que justifica sua aplicagdo em
sistemas bioldgicos.

Dessa forma, o AFM e sua capacidade de caracterizacdo nanomecanica de amostras
biologicas emergem como uma ferramenta poderosa para estudar varios sistemas
biologicamente relevantes, destacando-se as taupatias. Taupatias sdo definidas como grupos
heterogéneos de doengas neurodegenerativas onde depositos da proteina tau mal dobrada se
acumulam em células neuronais e/ou gliais, resultando eventualmente em morte celular precoce
acompanhada de deméncia e/ou parkinsonismo (Zhang et al., 2022). A doenca de Alzheimer
destaca-se como a taupatia mais prevalente atualmente (Tahami Monfared ef al., 2022).

No cérebro, a proteina tau ¢ predominantemente encontrada em neurdnios. No entanto,
ela também pode ser encontrada na glia e na matriz extracelular, mesmo em baixos niveis e

com fungdes ainda elusivas (LoPresti et al., 1995; Yamada et al., 2014). O papel fisiologico
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mais bem compreendido da proteina tau ¢ aquele que a associa aos microtibulos, montando e
regulando a instabilidade dinamica dos microtibulos em axonios neuronais, garantindo sua
integridade estrutural (Mandelkow and Mandelkow, 2012; Barbier et al., 2019). Além disso, a
tau € essencial para a elongagdo, maturagdo e transporte axonal (Knops et al., 1991; Stamer et
al., 2002).

Portanto, este trabalho visa destacar as aplicagdes mais recentes do AFM no estudo das
taupatias, explorando as principais contribui¢cdes que esta técnica pode oferecer para entender
as alteragoes celulares em nivel nanoscopico e os mecanismos fisiopatologicos dessas doencas,
bem como métodos diagndsticos. Esperamos mostrar as vertentes dos estudos utilizando o
AFM, demonstrando que essa técnica ainda permitira muitas descobertas notdveis com

impactos relevantes nos estudos das taupatias e outras doencas neurodegenerativas.

3.2 Microscopia de Forca Atomica

Uma linha do tempo da evolugdo das técnicas de microscopia de varredura por sonda
comeca com a criagdo da Microscopia de Varredura por Tnel (STM), uma técnica precursora
desenvolvida por Gerd Binnig e Heinrich Rohrer em 1981, ambos laureados com o Prémio
Nobel de Fisica em 1986. O STM utiliza o principio de tunelamento quantico dos elétrons e
atua medindo os valores de corrente entre a ponta da sonda e a amostra em estudo (Binnig et
al., 1982). Devido a limitagdo do STM, que analisa apenas amostras condutivas, foi considerada
uma mudanga de abordagem. Assim, a forca entre a ponta da sonda e os 4&tomos da amostra
comegou a ser medida. Esta nova técnica foi chamada de Microscopia de For¢a Atomica. Esta
técnica tornou possivel o estudo de todos os tipos de materiais, pois ndo utiliza correntes de
tunelamento, mas sim forgas para estudar superficies. Além disso, a excelente relagdo sinal-
ruido em resolucao nanomeétrica levou ao desenvolvimento de diversas abordagens relacionadas
ao AFM, permitindo também o estudo de amostras em diferentes ambientes. Estas abordagens
utilizam uma variedade de sondas e modos de operagdo para detectar, por exemplo, interagdes
fisicas, quimicas e bioldgicas localmente (Xia and Youcef-Toumi, 2022).

AFM baseia-se na medi¢ao de forgas entre uma pequena ponta (normalmente de alguns
nanometros de tamanho) e a superficie da amostra e, posteriormente, na sua transformagao em
uma imagem que revela as caracteristicas topograficas tridimensionais da superficie da qual sao
extraidas propriedades mecanicas, elétricas e magnéticas (Sarid, 1994a). As sondas geralmente
sao feitas de silicio, diéxido de silicio ou nitreto de silicio, que sao produzidos por meio de

processos de nanofabricacdo (Tortonese, 1997; Dzedzickis et al., 2023a). Neste cenario, as
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forcas de interagcdo podem ser de van der Waals, eletrostaticas, magnéticas ou outras interagdes
dependendo da natureza da amostra e da ponta (Sarid, 1994a). Os principais componentes que
compdoem um AFM sdo uma sonda (cantilever e ponta), scanner piezoelétrico, que movimenta
a amostra ou cantilever em trés diregoes, laser, fotodetector e computador para controle do
sistema, armazenamento dos dados produzidos pelo fotodetector e conversao desses dados em
mapas topograficos tridimensionais (Voigtlinder, 2019a). A disposi¢dao desses componentes
esta esquematizada na Figura 3.1.

Inicialmente, a sonda ¢é colocada proxima a superficie da amostra. Quando a distancia ¢
pequena o suficiente para que dipolos elétricos sejam induzidos ou para que dipolos existentes
interajam, forcas elétricas atrativas entre a sonda ¢ os dtomos da amostra se manifestam. A
atracdo aumenta até atingir um limite maximo, o que ocorre quando a sonda chega muito perto
da amostra. Apds certa distancia, uma forca repulsiva proveniente da superposi¢do eletronica
dos atomos do par sonda/amostra passa a atuar, impedindo a superposi¢do espacial dos atomos
destas superficies. A repulsdo ¢ consequéncia do principio de exclusdo de Pauli, fendmeno

fisico que impede que dois elétrons ocupem simultaneamente o mesmo estado quantico.

Laser
Fotodiodo

Controladora

m

Amostra

Scanner
piezoelétrico

Figura 3.1: Esquema de funcionamento de um Microscépio de For¢ca Atomica com seus componentes. A
sonda AFM varre fibras de proteina tau com o auxilio do scanner piezoelétrico. A detec¢do da deflexdo do
cantilever ¢ avaliada pela reflexdo do laser na parte traseira do cantilever, que é enviado ao detector de 4
quadrantes, identificando variagdes horizontais e verticais do sinal. Os sinais sdo convertidos em mapas

topograficos a partir dos quais sdo obtidas as propriedades fisicas da superficie.
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A ponta ¢ fixada na parte inferior do cantilever, no lado oposto da superficie refletora.
Sob forgas atrativas e repulsivas, o cantilever deforma-se, alterando o angulo da superficie
espelhada e, consequentemente, o angulo de reflexdo do laser. Um detector de quatro
fotocélulas independentes capta a luz do laser, produzindo uma diferenga de potencial (PDD)
através do efeito fotovoltaico. Conforme visto na Figura 3.1, as duas fotocélulas superiores sao
rotuladas como A ¢ C, e as duas inferiores sao rotuladas como B e D. A diferenca entre a soma
das duas c¢lulas superiores menos a soma das duas células inferiores ¢ utilizada para rastrear a
deflexdo vertical do cantiléver. Quando o ponto do laser percorre o detector, o sistema de
feedback ajusta o atuador piezoelétrico ao longo do eixo Z para corrigir o desvio da deflexdo
do cantilever em relagdo ao ponto de ajuste predefinido. Cada pixel ¢ detectado como um
deslocamento vertical do scanner, gerando um mapa topografico da amostra (Voigtlander,
2019b).

Conforme mencionado, o AFM mede as forgas entre o par sonda-amostra. Estas forcas
dependem da natureza deste par, da distancia entre eles, da geometria da ponta e de qualquer
contaminagdo na superficie da amostra. Durante o processo de digitalizagcdo, os atomos na
extremidade da ponta interagem com aqueles na superficie da amostra, imediatamente abaixo
ou perto dela. Como o cantilever funciona como uma mola, a for¢a aplicada por ele obedece a
lei de Hooke: F = kd, onde k ¢ a constante elastica do cantilever e d ¢é sua deflexao (Sarid,
1994a). Dada a constante de mola de um cantilever, as deflexdes medidas sdo convertidas para
forgas de ponta/amostra. Portanto, o primeiro passo para fazer medi¢des precisas de forca ¢é
determinar a constante de mola do cantilever a ser usada. Os métodos Sader e de ruido térmico
sdo as opcoes mais populares (Sumbul ef al., 2020). O método de ruido térmico baseia-se na
analise das flutuagdes térmicas espontaneas do cantilever, causadas pelo movimento
browniano. Essas oscila¢des sao registradas por meio da densidade espectral de poténcia (PSD)
e ajustadas a um modelo de oscilador harmdnico amortecido. Aplicando a equiparti¢do da
energia térmica, ¢ possivel determinar k com alta precisdo, sem necessidade de contato ou
forcas externas. O método de Sader estima a constante de mola k do cantilever com base na
hidrodinamica de placas oscilantes em meio fluido. Ele utiliza a frequéncia de ressonancia (fo)
e o fator de qualidade (Q) do cantilever, além de suas dimensdes (comprimento, largura e
espessura). A partir desses parametros e da impedancia do fluido, aplica-se a equacao de Sader
para determinar a constante de mola. Esse método ¢ particularmente util para cantilevers
operando em meios gasosos ou liquidos, evitando contato fisico e possiveis danos ao
dispositivo. Sua principal vantagem ¢ a ndo interferéncia direta na amostra, garantindo

medic¢des mais seguras. No entanto, a precisdo depende da exatiddo na medigdo das dimensdes
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do cantilever e da correta modelagem dos efeitos hidrodindmicos. Pequenos erros na
caracterizacao do fluido ou nas propriedades geométricas podem levar a desvios nos valores de
k. (Song et al., 2015; Voigtlander, 2019c). A ponta e o cantilever podem ser modificados para
usos mais complexos. Por exemplo, a forma e o material da ponta podem ser alterados para
imagens de amostras de alta propor¢do com ponta afiada, nanoindentacdo com ponta esférica,
revestimento reflexivo de ouro para melhorar a detec¢do de laser ou mapear propriedades
elétricas com ponta condutiva, e até mesmo ser funcionalizado com material biolégico para
verificar interagdes especificas, como determinadas proteinas (Stamer et al., 2002; Ebner,

Wildling and Gruber, 2019).

3.2.1 Curvas de For¢a

A curva de forca ¢ a principal ferramenta para medir as caracteristicas fisicas das
amostras examinadas pelo AFM. As curvas forga-distancia podem ser medidas deslocando o
cantilever para uma frequéncia bem abaixo de sua ressonancia fundamental (fora de
ressonancia) ou para uma frequéncia que coincide ou estd muito proxima de sua ressonancia
fundamental (em ressonancia) (Garcia, 2020). As forcas podem ser atrativas ou repulsivas
dependendo da distancia entre a ponta e a amostra. Interagdes como as forcas de van der Waals
sdo predominantes em longas distincias, resultando em forgas de atracdo. Os orbitais de
elétrons entre a ponta e a amostra se sobrepdem em distancias curtas, resultando em forgas
repulsivas (Bergmann et al., 2013).

Virias informag¢des podem ser obtidas a partir da relagdo entre a distancia sonda-
amostra e as forcas predominantes nessas distdncias, como caracteristica de hidrofobia,
hidrofilia, caracteristicas eletrostaticas, modulo de Young, dissipagdo de energia e muitas outras
caracteristicas fisicas da superficie da amostra podem ser obtidas a partir de uma curva de forca
(Garcia, 2020). As curvas forga-distancia (separagdao ponta-amostra) obtidas através de uma
medicao de espectroscopia de forca AFM evidenciam o comportamento da intera¢do ponta-
amostra. A Figura 3.2 mostra a representagdo esquematica de uma curva de forga genérica
durante cada ponto de um ciclo de aproximacdo-retirada da sonda AFM da superficie da
amostra e como se pode identificar a partir desta curva algumas das forgas de interacao que
podem estar presentes, como adesdo, forcas elasticas e dissipativas. O eixo horizontal mostra a
distancia de separagdo entre a sonda e a amostra. Em contraste, a for¢a cantilever ¢ plotada no

eixo vertical e a distdncia aumenta a medida que a sonda se aproxima da amostra.
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Durante o processo de aquisicdo de uma curva de for¢a, a sonda aproxima-se da
superficie da amostra (curva laranja) desde uma certa distancia (tamanho da rampa) até atingir
a superficie da amostra (onde se inicia o regime de forgas repulsivas). A partir desse ponto, a
sonda aplica uma forga previamente determinada na superficie da amostra (for¢a de disparo),
atingindo o pico de forg¢a ao iniciar o ciclo de retra¢do (curva pontilhada azul). Quando a sonda
se retrai da superficie da amostra, ela eventualmente encontra resisténcia para sair dela, o que
induz uma deflexao do cantilever para baixo (valores de for¢a negativos). Esta regiao de forgas

negativas da curva de for¢a corresponde as forcas adesivas (area roxa). A forca méxima de

adesdo corresponde ao valor mais negativo da for¢a (Fmin).
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Figura 3.2: Esquema grafico de uma curva tipica de forca/separacgio, mostrando a curva de aproximacio
em laranja e a curva de retracfo, linha pontilhada em azul. No ponto 1, a sonda esta na regido sem contato,
aproximando-se da amostra. No ponto 2 ocorre o contato entre a sonda e a superficie. No ponto 3, encontra-se o
ponto de pico de forca, onde a sonda recua na amostra. A partir do ponto 4, a sonda se afasta da superficie devido
ao predominio de forgas repulsivas. No ponto 5, encontra-se o ponto de for¢a minima e a regido de adesdo maxima,
onde a sonda se desprende da amostra. A regido roxa representa a histerese e ¢ a soma das forgas dissipativas e de

adesao. No ponto 6 a sonda esta na regido sem contato, afastando-se da superficie da amostra.
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Geralmente, as forgas de adesdo estudadas no AFM combinam forgas eletrostaticas, de
van der Waals, capilares e devidas a ligacdes quimicas (Sadegh Hassani, Daraee and Sobat,
2021). Na obtengao do valor das forgas de adesdo das amostras, observa-se que, durante a
retracdo, o cantilever, sofre uma deflexdo negativa até que sua forca total supere as forcas de
adesdo, perdendo contato com a superficie da amostra. Utilizando estas caracteristicas gerais, a
adesdo das amostras pode ser deduzida quantitativamente de duas maneiras diferentes: 1)
tomando o valor maximo da for¢a de adesdo entre a ponta e a amostra (valor mais negativo da
deflexdo) e ii) calculando o trabalho realizado pelas forcas adesivas. O trabalho ¢ obtido
calculando-se a area da curva de deflexdo/deslocamento em sua por¢ao de deflexdo negativa
(parte correspondente as forcas adesivas) (Voigtlander, 2019d; Sadegh Hassani, Daraee and
Sobat, 2021).

Estas curvas também calculam propriedades como elasticidade e viscosidade aparente,
fornecendo mapas quantitativos destas magnitudes. Para investigar o modulo de elasticidade
das curvas de forca, a literatura (Dimitriadis et al, 2002; Dokukin and Sokolov, 2012;
Hermanowicz, 2021) considera diferentes modelos, como Hertz, Snnedon, Oliver Phar ou
DTM. Para amostras viscoelasticas, que € o caso da maioria das amostras bioldgicas, a resposta
da for¢a que atua no cantilever € composta por um componente elastico € um componente
viscoso (Fr =Fe + Fy), de modo que o trabalho realizado pelo cantilever ¢ parcialmente perdido
por atrito interno do proprio material, gerando uma histerese no ciclo de aproximagao/retragao

da curva de forca (Sadegh Hassani, Daraee and Sobat, 2021).

3.2.2 AFM em Sistemas Biologicos

A técnica de microscopia de for¢a atdmica (AFM) permite a investigacdo de sistemas
bioldgicos em nanoescala e com alta resolugdo, sendo uma importante ferramenta em biofisica
com diversas aplicagdes. Quantificar as caracteristicas biofisicas de sistemas bioldgicos
complexos ainda ¢ um desafio devido as suas caracteristicas heterogéneas e altamente
dinamicas, como montagem de proteinas em membranas celulares, adesdo celular e migragao.
Além disso, como os sistemas biologicos sdo sensiveis a varios parametros, como temperatura,
umidade, pressao, eletrolitos, pH e oxigénio (Voigtlinder, 2019d), uma analise necessita de
modificagdbes minuciosas nas condicoes ambientais. Como afirmado anteriormente, as
propriedades do AFM tornam-no um instrumento crucial no estudo de sistemas biologicos,
permitindo a anélise biomecanica de tais sistemas.

O AFM permite a caracterizagdo de amostras biologicas, incluindo células, tecidos,

proteinas, DNA e outras biomoléculas, com resolu¢do em nanoescala (Dufréne ef al., 2017).
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Isso fornece insights sobre a topografia de sua superficie, estrutura, propriedades mecanicas e
outras propriedades fisicas, criticas para a compreensao de suas fungdes e comportamentos em
processos biologicos. Além disso, 0 AFM permite estudos em tempo real e in situ de amostras
bioldgicas em seus ambientes nativos, inclusive em condi¢des liquidas ou fisiologicas. Isso
permite a investigacdo de processos bioldgicos dinamicos com alta resolugdo espacial e
temporal, como adesdo celular (Goldmann et al., 1996), interagdes de membrana (Lopes, no
date), dobramento de proteinas (Yang et al., 2021) e reconhecimento molecular (Amyot and
Flechsig, 2020). O AFM também pode ser usado para estudar os efeitos de varios estimulos
externos, como temperatura (Heath and Scheuring, 2019), pH (Magazzu and Marcuello, 2023)
e tratamentos quimicos (Busnel ef al., 2007), em amostras bioldgicas, fornecendo informagdes
valiosas sobre suas respostas e propriedades. Curiosamente, o AFM pode ser combinado com
outras técnicas espectroscopicas ¢ de imagem, como microscopia de fluorescéncia (Becerra et
al., 2021), espectroscopia Raman (Bussetti et al., 2023) e espectroscopia no infravermelho
(Dazzi et al., 2012), para fornecer informagdes complementares sobre amostras bioldgicas. Isso
permite a correlagdo das propriedades estruturais, mecanicas e quimicas das amostras
bioldgicas, caracterizando de forma abrangente suas propriedades e funcdes.

Para caracterizar as superficies em estudo, 0 AFM possui diferentes modos, com e sem
contato. No modo de contato, a deflexdo do cantilever ¢ medida quando a ponta do AFM esta
em contato fisico com a amostra na regido de forcas repulsivas (Sadegh Hassani, Daraee and
Sobat, 2021). Neste modo, o cantilever oscila proximo a superficie da amostra e a frequéncia
de ressonancia ¢ ligeiramente menor que a frequéncia de oscilacao. Esse ultimo modo ndo seria
adequado para amostras biologicas, pois estariam sujeitas a forgas de cargas elevadas (Xia and
Youcef-Toumi, 2022). No modo conhecido como modo de deflexdo continua ou modo de forga
constante, o sistema de feedback altera a altura z para manter uma deflexdo constante e uma
for¢a de carregamento para imagens de amostras suaves. Além disso, a altura do cantilever pode
ser modificada dependendo da frequéncia de ressonancia do cantiléver, utilizando o modo de
toque, amplamente utilizado no estudo de biomoléculas como DNA, proteinas e lipidios. Assim
como o modo de deflexdo de contato, o modo de toque gera imagens de erro de altura e
amplitude (Stan and King, 2020). No que diz respeito ao estudo e caracteriza¢do de sistemas
biologicos, alguns outros modos de operacdo do AFM foram importantes para o avanco desta
area de pesquisa.

A Figura 3.3 mostra alguns painéis representativos dos modos de operacdo do AFM que
sdo uteis para o estudo de sistemas biologicos. Uma das melhorias mais significativas nesta
tecnologia direcionada a aplicacdes bioldgicas, por exemplo, combina um sistema de detec¢ao

optica e célula de fluido que permite a operagdo em modo de contato AFM em solucdo aquosa
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(Bio-AFM) (Amyot and Flechsig, 2020), conforme mostrado na Figura 3.3A. Outra técnica
importante desenvolvida foi o Modo AFM Dinamico (DM-AFM) (Song and Bhushan, 2008),
que oscila a ponta do AFM para reduzir as forgas laterais enquanto contorna a amostra
bioldgica, conforme ilustrado na Figura 3.3B. Este método pode permitir a investigacdo de
amostras biologicas delicadas e ndo fortemente aderidas a um substrato, por exemplo. Medigdes
de AFM baseadas na curva forga-distancia (FD-AFM) (Garcia, Guerrero and Garcia, 2020) ¢
outra técnica importante para explorar as propriedades de amostras bioldgicas, que contorna a
superficie de um sistema bioldgico enquanto registra uma curva forga-distancia completa pixel
por pixel, sendo uma das mais utilizadas (Figura 3.3C). A partir daqui, caracteristicas como
viscoelasticidade e adesdao poderiam ser investigadas local e quantitativamente (Ganser et al.,
2018). Porém, uma limitagao desse modo de operacdo € o longo tempo de aquisi¢do das curvas
de forc¢a, resultando em mapas de forca com baixa resolucdo. Superando essa limitagdo, o modo
Nanomecanica Quantitativa de Forca de Pico (QNM-AFM) (Xu ef al., 2018) é uma técnica ndo
destrutiva, proporcionando controle extremamente preciso do pico em curvas de forca-
distancia, minimizando for¢as laterais, combinando modo dindmico ¢ técnicas de curva de
forga, com um frequéncia de aquisi¢cao de curvas da ordem de kHz, permitindo a aquisi¢ao de
um grande nimero de curvas em menor tempo, resultando em mapas de forga de alta resolucao,
ideais para investigacdo de processos biologicos (Figura 3.3D). Na mesma direcdo, o AFM de
alta velocidade (HS-AFM) (Casuso, Redondo-Morata and Rico, 2020), que acelera o tempo de
aquisicao de imagens em aproximadamente 1000 vezes, fornece acesso a processos dindmicos
em processos bioldgicos, como a dindmica dos canais proteicos (Heath and Scheuring, 2019),

conforme mostrado na Figura 3.3E.
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Figura 3.3: Esquema dos principais modos de operacio do AFM utilizados no estudo de sistemas biolégicos.
A) AFM Biologico (Bio-AFM). B) Modo AFM Dinamico (DM-AFM). C) Curva forca-distancia (FD-AFM). D)
Peak Force Quantitative Nanomechanics (QNM-AFM). E) AFM de alta velocidade (HS-AFM).

Com esses aspectos variados, o AFM tem sido amplamente utilizado em estudos
biofisicos para investigar diversos processos e fenomenos bioldgicos, incluindo adesao celular,
dindmica de membrana, interagdes proteina-proteina, dobramento e desdobramento de
proteinas, interagdes DNA-proteina, € muitos outros. Os dados derivados de AFM podem ser
usados para obter medi¢des quantitativas, como curvas de forca-distdncia, mapas de rigidez e
forcas de adesdo, que podem ser usadas para desenvolver e testar modelos e teorias biofisicas.
Em particular, destaca-se aqui a capacidade do AFM de estudar a superficie de sistemas
bioldgicos que operam em meios liquidos e sob condi¢des fisiologicas. A técnica também
permite a obten¢do de dados com resolugdo nanométrica, possibilitando o estudo de proteinas
isoladas, por exemplo, sem fixagdo quimica ou marcagdo (Yang et al., 2021). O Microscopio
de Forca Atomica também permite aos usuarios alterarem os modos de operacdo para estudar
uma propriedade mecanica de interesse. Por exemplo, o AFM foi usado para analisar o modulo
de Young de varias células (Fujii ef al., 2019; Ansardamavandi et al., 2020; Garcia, Guerrero
and Garcia, 2020; Offroy et al., 2020). O modulo de Young e outros parametros fisicos estao
ligados a marcadores biomecanicos da funcao celular saudavel. Qualquer alteragdo leva a uma

melhor compreensao da patologia.
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Também enfatiza a funcdo critica da analise da curva forca-distancia na investigacao de
materiais biologicos, onde podem ser obtidas propriedades mecanicas quantitativas dos
sistemas em estudo. Nesse sentido, a rigidez das células tumorais na mama e nos tecidos
adjacentes foi investigada para compreender melhor a mecanica celular e tecidual dos tumores
malignos (Pratt, Lee and Martin, 2020). De acordo com os achados deste estudo, os tecidos
tumorais sao substancialmente mais rigidos do que as células tumorais isoladas. Isto demonstra
a capacidade da AFM de explorar doengas do ponto de vista biofisico. Tang, Ruan, Zeng, Chen,
Wang e Yang (Yang et al., 2021) investigaram as propriedades biomecanicas de tecidos
tumorais de préstata utilizando AFM nesta linha de pesquisa. Os pesquisadores confirmaram
que a elasticidade e a viscosidade dos tecidos diminuem a medida que aumenta o grau da
doenca. Esses estudos demonstram como o uso da curva de forca AFM para compreender as
caracteristicas biomecanicas dos tecidos doentes pode fornecer um parametro para a distingao
clinica e o diagndstico do tecido tumoral. A este respeito, o estudo de Viljoen e colegas (Viljoen
et al., 2021) indica uma estreita relagao entre for¢a, mecanica ¢ funcao em células vivas,
contribuindo para o desenvolvimento da mecanobiologia. O artigo também descreve como usar
a espectroscopia de forca baseada em AFM para investigar a estabilidade e a dindmica da adesao
celular do nivel celular ao molecular.

Experimentos com microrreologia de altas frequéncias sdo outra ferramenta interessante
para examinar a resposta viscoelastica celular. Esta técnica permite a compreensao da dindmica
celular incomum. Rigato e colaboradores (Rigato et al, 2017) utilizaram uma faixa de
frequéncia de 1 Hz a 100 kHz para esse método. Eles investigaram a viscoelasticidade de tipos
celulares distintos que foram influenciados pela terapia medicamentosa do citoesqueleto. A
resposta viscoeldstica das células varia substancialmente dependendo da condigao
organizacional do citoesqueleto. Células cancerigenas benignas e malignas formaram uma
impressdo digital mecanica discreta com leis de escala significativamente divergentes em altas
frequéncias.

A deteccdo precoce de doencas humanas ¢ uma tarefa importante para estudos
biomédicos. Os estudos de diagndstico baseados em nanotecnologia que empregam métodos de
detec¢dao molecular estdo em ascensdo. AFM € uma ferramenta atraente nesta area e pode ser
utilizada para detec¢do altamente sensivel de moléculas, auxiliando no diagnostico e
compreensdo da génese da doenca. Exemplificando o exposto, sabe-se que o diagndstico
laboratorial da Dengue por meio de testes sorologicos e viroldgicos € caro, requer varios dias
para incubagdo e ainda apresenta diversas reagdes cruzadas (por exemplo, Covid-19 e Zika
virus), levando a resultados falso-positivos ou negativos (Kao et al., 2005; Langerak et al.,

2019; Harapan et al., 2021). Levando isso em consideragdo, os pesquisadores fabricaram um
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dispositivo a partir de um conjunto de nanofios de silicio piezoresistivos (SiINWs) para detecgao
de oligdmeros de DNA do virus da Dengue utilizando a técnica de Oxida¢ao Anddica Local do
Microscopio de Forca Atomica (AFM-LAO) (Yusoh and Yaacob, 2021). Neste estudo, os
autores investigaram a influéncia da rugosidade superficial na sensibilidade dos dispositivos.
Dispositivos gravados com diferentes concentragdes de alcool isopropilico (IPA) produziram
SiNWs com rugosidade e dimensdes superficiais. Em seguida, os SINWs foram funcionalizados
com glutaraldeido, acido nucleico peptidico (PNA) e (3-aminopropil) trietoxissilano (APTES)
para testar o DNA da Dengue. Os resultados mostraram que o dispositivo SINW mais sensivel
ao DNA da Dengue possui a superficie menos rugosa que foi atacada pela adi¢ao de 10% em
volume de IPA. Este resultado ilustra a potencialidade do AFM como uma ferramenta de
diagndstico precoce e mais rapida do que os métodos tradicionais.

Aplicagdes recentes em biomedicina também envolvem o uso de AFM para estudar a
arquitetura e a dindmica do envelope bacteriano em escala microscopica. A técnica foi utilizada
por Viljoen, Foster, Fantner, Hobbs e Dufréne (Dufréne et al., 2017) no estudo de membranas
isoladas e células vivas em condig¢des fisioldgicas, rastreando in vitro a resposta ao crescimento
ou a farmacos com potencial aplicacdo farmacoldgica, observando a dinamica estrutural da
superficie em analise. Kristi, Gafur, Kong, Ma, Ye e Wang (Kristi ef al., 2020) mostram que o
AFM também tem sido usado para identificacdo de células cancerigenas e imunoterapia. O
objetivo € mostrar perspectivas biologicas e quimicas para verificar quais substratos
moleculares estdo associados ao sistema imunoldgico e quais podem potencialmente eliminar
as células cancerigenas. O AFM ¢ capaz de quantificar as propriedades mecanicas de uma
amostra com precisdo nanométrica devido as suas capacidades multifuncionais e pode ser
utilizado para a finalidade mencionada acima.

Quando utilizado para pesquisar sistemas biologicos, 0 AFM pode medir diretamente as
forcas de contato em uma superficie sob condi¢des fisioldgicas, permitindo a determinagado de
forgas de adesdo em escalas de piconewton e a detec¢do de locais de interagdo especificos. Esta
vantagem permite o estudo das intera¢des da sonda entre uma tinica molécula (um ligante ligado
a sonda AFM ou um receptor incorporado na membrana celular), conforme demonstrado por
Knoops e colaboradores (Knops et al., 1991), ou mesmo entre a superficie do substrato,
conforme demonstrado por Prauzner-Bechcicki (Prauzner-Bechcicki et al., 2015). Como
resultado da capacidade de ajustar a sonda de varredura e manipular moléculas especificas, o
AFM mostrou ser um instrumento apropriado para aplicagdes bioldgicas e biomédicas (Lopes,
no date). Esta capacidade do AFM pode auxiliar na identificacdo de biomarcadores diagnosticos
e na diferenciacdo de diversos fenotipos associados a diversos graus de interagdo, bem como

na descoberta de alvos moleculares que auxiliardo diretamente na fabricagdo de medicamentos.
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Em relacdo a analise ultraestrutural, o AFM fornece um quadro diferenciado de
caracteristicas como rugosidade, area e volume, demonstrando que esses marcadores
superficiais podem revelar alteragdes precoces no sistema em estudo. A investigacao de
Amorim e colaboradores (Amorim et al., 2022a) revelou alteragdes precoces na area € no
volume celular dos eritrocitos de individuos com anemia hemolitica em células
morfologicamente preservadas. O estudo de Ihnatouski e colaboradores (Ihnatouski et al.,
2020) teve como objetivo avaliar alteragdes na rugosidade superficial da cartilagem articular
em pacientes com osteoartrite para células vivas de cartilagem saudavel. Como resultado,
descobriram que as propriedades Unicas da superficie permitiam a deteccdo da evolucdo da
osteoartrite na escala milimétrica através do exame de rugosidade, o que sugere que o AFM ¢
uma ferramenta adequada para exame superficial de materiais biologicos.

O tecido cerebral, um sistema complexo, pode ser dificil de investigar em escala
milimétrica devido a sua estrutura complexa. Apesar disso, Babu e Radmacher (Viji Babu and
Radmacher, 2019a) estabeleceram efetivamente o desempenho do AFM na investigagdo do
tecido cerebral, apresentando o mapeamento mecanico desse sistema ¢ demonstrando novos
desafios para a pesquisa das caracteristicas biofisicas do tecido cerebral utilizando o AFM.
Matrizes celulares em microescala e visualizagdo da matriz extracelular (ECM) em imagens de
tecido cerebral sdo muito procuradas, com o objetivo de melhor compreender o
desenvolvimento de diversas doencas, como doengas neurodegenerativas, por meio do estudo
da topografia e mecénica cerebral (Soria et al., 2020). Experimentos usando AFM em neurdnios
do hipocampo (Zhang et al., 2017), por exemplo, demonstram que as caracteristicas mecanicas
da rede actina-espectrina estdo ligadas a detec¢do de sinais mecanicos € a protecdo contra
impactos. Além disso, observou-se que os neurdnios periféricos sdo mais resistentes ao trauma
mecanico do que os neurdnios centrais.

Conforme evidenciado até agora, o AFM ¢ uma ferramenta biofisica poderosa que
permite imagens de alta resolugdo, caracterizacdo e manipulacdo de amostras biologicas em
nanoescala, fornecendo informacdes valiosas sobre suas propriedades, fungdes e interagdes.
Revolucionou a nossa compreensdo dos sistemas bioldgicos e tem aplicagdes em varios
campos, incluindo biologia celular, biologia molecular, bioquimica, biofisica e nanomedicina.
Assim, focamos agora em estudos recentes nos quais o AFM foi utilizado como principal
técnica para investigacdo de taupatias, mostrando os trabalhos mais recentes que utilizaram o
AFM para caracterizar a mecanica das proteinas (Ruggeri et al., 2015; Xie et al., 2016; Maeda,
Sato and Takashima, 2018; Zhang et al., 2018; Chowdhury and Lu, 2019; Al-Hilaly et al., 2020;
Esmaeili et al., 2020; Makky et al., 2020b; Banerjee and Ghosh, 2021; Venkatramani et al.,
2022), células (Gao et al., 2019; Perini et al., 2019; Woo et al., 2020) e tecidos patologicos
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(Menal et al., 2018; Kihan Park et al, 2019), destacando os principais resultados que
contribuem para a compreensao desta patologia e mostrando as perspectivas dos estudos que

derivam destes trabalhos.

3.3 Taupatias: aspectos clinicos e moleculares

O estudo das taupatias comegou ha mais de cem anos, quando o Dr. Alois
Alzheimer descreveu pela primeira vez uma série de alteragdes morfoldgicas e a presenca de
duas estruturas aberrantes no nivel cortical em uma mulher idosa com deméncia progressiva
(Alzheimer et al., 1995). Essas estruturas foram mais tarde chamadas de placas senis (SP) e
emaranhados neurofibrilares (NFT). A partir disso, foram aprofundados estudos sobre
emaranhados neurofibrilares. Quase 80 anos depois, descobriu-se que esses emaranhados eram
compostos por agregados de filamentos helicoidais emparelhados de proteina tau
hiperfosforilada (Grundke-Igbal, Igbal, Quinlan, et al., 1986; Grundke-Igbal, Igbal, Tung, et
al., 1986). Atualmente sabe-se que diversas doencas estdo associadas a presenca desses achados
aberrantes e sdo agrupadas como taupatias.

A proteina tau ¢ codificada pelo gene da proteina tau associada aos microtibulos
(MAPT) em seis isoformas com a presenca de trés ou quatro dominios de ligagdo aos
microtubulos (MTBDs), que sdo essenciais para a ligacdo dos microtibulos e determinantes
para sua classificagdo como 3R tau ou 4R tau, respectivamente (Shi ef al., 2021). Inicialmente,
a tau foi identificada como uma proteina associada a microtiibulos axonais. No entanto, muitas
novas fun¢des fisiolodgicas em diferentes compartimentos celulares foram descobertas
posteriormente. Em relacdo aos microtubulos, a tau ¢ fundamental para a montagem e
estabilidade do seu feixe, regulacdo do transporte axonal (Nam and Epureanu, 2017; Siahaan et
al., 2019) e protecao contra clivagem (Qiang et al., 2006). No que diz respeito a atividade
sindptica, a tau atua na potenciacao e depressao a longo prazo (Ahmed et al., 2014; Kimura et
al., 2014), na regulacdo da atividade neuronal hiperexcitabilidade (Pallas-Bazarra ef al., 2016),
neuro e sinaptogénese (Chen et al., 2012) e, por ultimo, aprendizagem e memoria (Chen et al.,
2012; Ahmed et al., 2014; Kimura et al., 2014; Ma et al., 2014; Pallas-Bazarra et al., 2016).
Além disso, a tau também desempenha um papel no processo de mielinizagdo (Yi ef al., 2019),
na saude mitocondrial (Szabo, Eckert and Grimm, 2020), na integridade do DNA gendmico e
do RNA citoplasmatico e nuclear (Sultan et al., 2011; Siano et al., 2019), na regulagdo do
transporte de ferro (Wan et al., 2019), na homeostase da glicose nos neurdnios (Wan et al.,

2019), no controle da ansiedade e da insonia (Ahmadian ef al., 2018) e na fungdo motora (Lei
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etal.,2014). As fungdes mencionadas estdo esquematizadas na Figura 3.4, e para mais detalhes,

leia a revisdo (Kent, Spires-Jones and Durrant, 2020) de Kent.
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Figura 3.4: Papéis fisiologicos da tau no sistema nervoso e da Tau disfuncional nas taupatias.

Como mencionado acima, as taupatias abrangem aproximadamente 26 tipos diferentes

de disturbios neurodegenerativos semelhantes entre si, acumulando a forma altamente

fosforilada da proteina tau associada aos microtiibulos nos neurdnios € na glia, levando a

neurotoxicidade seguida de deméncia, parkinsonismo e alteragdes comportamentais (Sexton et

al., 2022). O perfil desses dominios os classifica principalmente em 3R- (por exemplo, doenca

de Pick), 4R- (por exemplo, degeneracdo corticobasal, paralisia supranuclear progressiva e

doenca de graos argirofilicos) ou taupatia 3R/4R mista (por exemplo, doengas de Alzheimer e

Huntington e doengas frontotemporais e deméncia com parkinsonismo) (Hoglinger, Respondek

and Kovacs, 2018). No cérebro adulto normal, existem niveis semelhantes de 3R ¢ 4R tau, mas
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na neurodegeneragdo, esta propor¢do ¢ frequentemente alterada (Williams, 2006). Embora nao
existam estudos especificos, as taupatias destacam-se facilmente como as doengas
neurodegenerativas mais prevalentes em todo o mundo quando agrupadas. Na verdade, s6 a
doenca de Alzheimer afeta cerca de 416 milhdes de pessoas ou 22% de todas as pessoas com
50 anos ou mais a nivel mundial (Gustavsson et al., 2023).

A compreensao da génese da neurodegeneracao, mediada pela tau instavel nas taupatias,
ainda ndo esta totalmente explicada. Nao obstante, em alguns casos, a agregagao da tau parece
estar relacionada com mutagdes do gene MAPT (por exemplo, deméncia frontotemporal com
parkinsonismo). Ainda assim, as taupatias sdo frequentemente disturbios multifatoriais (por
exemplo, doenga de Alzheimer) com multiplos genes e fatores ambientais responsaveis pela sua
génese. Independentemente da causa, hd um consenso de que a hiperfosforilagdo da Tau e a
formacdo de emaranhados neurofibrilares atuam como um ponto de inflexdo para o
aparecimento de sintomas cognitivos e motores (Spillantini and Goedert, 2013). A tau pode
inicialmente se desdobrar mal nas taupatias, tornando-se um excelente substrato alvo para
enzimas quinases € um pobre para fosfatases. Essas interacdes podem resultar na
hiperfosforilacao da tau e no seu desprendimento dos microtibulos (Fan et al., 2022). Embora
o processo de fosforilagdo seja o maior responsavel pela agregacao da tau, outras modificagdes
pos-traducionais também podem ser observadas, como acetilacdo, glicagao, glicosilagdo com
N acetilglucosamina ligada a O (O-GlcNAcylation), ubiquitinagdo e truncamento (Ledesma et
al., 1994; Arnold et al., 1996; Cripps et al., 2006; Cohen et al., 2011; Irwin, 2016).

Apos esses processos de alteracdes, as fungdes fisiologicas da tau sdo perdidas,
resultando em danos celulares como perda da dinamica e clivagem dos microtibulos,
"engarrafamento" de proteinas de transporte axonal, incapacidade de propagar potenciais de
acdo nos neurodnios, perda de plasticidade e morte neuronal precoce, desmielinizagdo, estresse
oxidativo, acamulo téxico de ferro no citoplasma e resisténcia central a insulina. Esses fatores
resultam progressivamente em perdas de aprendizagem e memoria, alteracdes comportamentais
e parkinsonismo (Kent, Spires-Jones and Durrant, 2020) (Figura 3.4).

Amnésia anterdgrada, bradicinesia, oftalmoplegia, rigidez simétrica ou axial, afasia,
desinibicdo social, comportamento compulsivo, apatia, comprometimento das fung¢des
sensoriais e atrofia cortical estdo entre os sintomas cognitivos, motores, comportamentais
neurologicos mais comuns entre as taupatias. Vale ressaltar que as taupatias caracterizadas por
emaranhados neurofibrilares isolados parecem levar a maiores danos motores e, de forma mais
branda, a perdas cognitivas. Em contrapartida, a associacdo de emaranhados neurofibrilares
com placas senis parece diminuir o dano motor, mas, por outro lado, piora consideravelmente

o comprometimento cognitivo (Williams, 2006).
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Na doenga de Alzheimer, marcada por depdsitos amiloides e agregados de tau no
cérebro, sabe-se que os emaranhados neurofibrilares aparecem mais cedo que as placas senis,
sendo responsaveis por desencadear perdas cognitivas em individuos ainda nao idosos (em
alguns casos, pacientes com até 30 anos de iadade). Os emaranhados neurofibrilares
inicialmente se acumulam no locus coeruleus e se espalham para o cortex entorrinal e depois
para outras regioes do cérebro. Esta distribui¢do estd subjacente aos chamados estadgios de
Braak das taupatias, que variam de 1 a 6. Os estagios 1 a 2 referem-se a fase prodromica,
caracterizada por comprometimentos cognitivos (memoria episddica) e funcionais leves, mas
perceptiveis; estagios 3 a 4 com comprometimento cognitivo moderado e alteracdes de
comportamento; e estdgios 5 a 6 com comprometimento cognitivo grave, despersonalizacao e
morte por fraqueza motora (Takeda, 2019).

Mesmo com todos esses achados e alteragdes intracelulares promovidas direta ou
indiretamente por danos a proteina tau, o conhecimento sobre alteragdes ultraestruturais em
células neuronais com taupatias ainda ¢ incipiente. As técnicas de AFM e de mapeamento

adquirem destaque significativo para langar luz sobre este campo obscuro.

3.4 AFM em Taupatias

Estudar Proteinas Intrinsecamente Desordenadas (PDIs) associadas a patologias pode
fornecer novos conhecimentos sobre o mecanismo molecular apds dano neuronal ligado a
alteragdes estruturais destas proteinas. Com esse objetivo, Perini, Ciasca, Minelli, Papi,
Palmieri, Maulucci, Nardini, Latina, Corsetti ¢ Florenzano (Perini et al., 2019) utilizaram o
AFM para estudar as propriedades biomecanicas de neurdnios incubados com tau26-44 e sua
contraparte reversa. Um resultado importante deste estudo foi a confirmagdo da plasticidade
neural como um evento precoce antes do dano celular evidente, contribuindo para alteracdes
degenerativas. Isto foi verificado com neurdnios incubados brevemente (até 4 h) com espécies
ndo letais. Os autores conjecturaram que o tau26-44 inicialmente altera a morfologia da
superficie celular, modificando as propriedades eldsticas da membrana plasmatica. Este
processo comega depois que seu ion € adsorvido no lado externo da membrana neural.

Consequentemente, isso poderia desencadear a transducdao da sinalizacdo neural de
“morte”. Somente mais tarde (até 48 horas) esse peptideo € capturado/interiorizado pelos
neurdnios, gerando alteracdes nos componentes intracelulares levando a perda de sinapses,
retracdo de neuritos e déficit mitocondrial. Estes resultados podem ajudar a definir os

mecanismos neurotoxicos exercidos por uma das espécies de proteina tau secretada mais



53

patologicamente relevantes, que esta relacionada com o aparecimento de numerosas taupatias
degenerativas humanas.

Outro estudo relevante utilizando AFM foi desenvolvido por Menal, Jorba, Torres,
Montserrat, Gozal, Colell, Pinol-Ripoll, Navajas, Almendros e Farré (Menal et al., 2018), que
mostrou a redu¢do da rigidez do tecido cerebral associada a doenga de Alzheimer em
camundongos sob normodxia (AR ) e condigdes hipoxicas, motivadas pelo interesse em avaliar
as propriedades mecanicas do cérebro, como a rigidez. O modelo animal da DA ¢ caracterizado
pela deposicao de placas amiloides cerebrais e alteragdes neurocognitivas detectdveis na idade
dos camundongos utilizados neste estudo, que compreende entre 6 ¢ 8§ meses. O resultado
mostrou que o tecido da amostra com DA era mais macio do que o da amostra controle (que
nao foi significativamente alterado pela exposi¢ao a condigdes hipdxicas). O Modulo de Young
foi de 402 £ 97 Pa em normoxia e 651 + 138 Pa para amostras de DA e controle,
respectivamente. Apos exposi¢des a hipoxia, o Modulo de Young foi de 316 = 78 Pa e 637 +
115 Pa para DA e controle, respectivamente.

A diminui¢do do médulo de Young na amostra DA foi explicada pelo edema, avaliado
pelo aumento do peso do cortex e pela desmielinizagdo. Assim, o aumento da agua e a
diminui¢do da mielina sdo atribuidos como mecanismos que podem explicar as diferentes
propriedades mecanicas dos cérebros com DA, conforme relatado neste estudo. Assim, os
autores destacaram que o aumento da quantidade de agua no tecido reduz a sua rigidez. Além
disso, a desmieliniza¢ao observada em cérebros com DA, caracteristica desta doenca, contribui
ainda mais para a reducdo da rigidez tecidual.

Estudos de Park, Lonsberry, Gearing, Levey e Desai (Kihan Park et al, 2019)
procuraram investigar as propriedades viscoelasticas do tecido cerebral humano através de
nanoindentagdo para encontrar biomarcadores viaveis para a doenga de Alzheimer. Os autores
descobriram que o tecido cerebral afetado pela DA apresentava orificios aumentados € com
distribuicao irregular, ao contrario do tecido saudavel. As observacdes apoiam o critério
neuropatoldgico para o diagndstico da DA, onde os tecidos cerebrais afetados pela DA estao
cheios de placas e emaranhados que rompem o neurodpilo. Este fato motivou o estudo da
rugosidade superficial em ambos os tecidos, no qual foram calculadas as médias aritméticas
dos valores absolutos dos desvios da altura superficial medidos a partir do plano médio das
amostras de tecido (rugosidade média). O valor médio da rugosidade para o tecido cerebral
normal foi de 256 = 78 nm, enquanto o valor médio da rugosidade para o tecido cerebral afetado
pela DA ¢ medido em 367 £+ 102 nm, evidenciando que o tecido cerebral afetado pela DA possui

uma superficie mais rugosa que o tecido cerebral normal.
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No experimento de nanoindentacdo deste mesmo estudo, foram realizadas 1.200
indentagdes em 20 regides alvo por amostra, na substancia cinzenta e branca, com 6 frequéncias
de carga diferentes por regido alvo para 10 individuos. Vale ressaltar que os tecidos cerebrais
se comportam como um material mais rigido quando uma frequéncia de carga mais alta ¢é
aplicada. Esta ¢ uma das caracteristicas bem conhecidas das superficies macias. Além disso, os
tecidos cerebrais com DA apresentaram inclinagdes moderadas na fase de pré-carga em
comparagdo com os tecidos cerebrais normais € maior histerese na fase de carga sinusoidal.
Isso leva a conclusdo de que ocorreu maior dissipacao de energia durante o ciclo. Este resultado
mostra que os tecidos cerebrais afetados pela DA apresentam uma resposta mais viscosa quando
submetidos a frequéncias de carga mais baixas do que os tecidos cerebrais normais.

A proteina Af;_,4, ¢ altamente toxica para as células nervosas e esta frequentemente
presente no cérebro de pessoas com doenca de Alzheimer. Com essa motivagdo, Gao, Fang,
Zhang, Wong, Chan, Wong, Yung e Lai (Gao et al., 2019) usaram AFM para monitorar
mudan¢as na mecanica celular sob toxicidade induzida por Af;_4, para entender a
neurotoxicidade associada a sua presenga. Eles incubaram células de neuroblastoma humano
(SH-SY5H) com o oligobmero Af;_,, em diferentes concentragdes. O méddulo de Young foi
utilizado para entender o comportamento celular na presenca de Af;_4,. Como resultado
principal, os autores destacam a dindmica de dois estagios de mudanga na mecanica celular
durante a neurodegeneragdo. No primeiro estagio, o modulo de Young das células tratadas
aumentou rapidamente, associado a alteragdes na tensdo superficial, polimerizagao da actina e
pressdo osmotica. Posteriormente, a medida que as células continuaram a ser expostas a uma
alta concentragdo de Af;_4,, 0 modulo de Young diminuiu gradualmente. Esta segunda etapa
foi atribuida principalmente a desmontagem dos microtibulos. Este estudo mostrou que a
observagdo de mudangas na mecanica celular pode oferecer uma visdo mais abrangente da
neurodegeneracdo de células expostas ao oligdbmero AfS;_4,.

O parkinsonismo também ¢ classificado como uma taupatia e ¢ a segunda doenga
neurodegenerativa mais comum. A a-sinucleina (o-syn), uma proteina presinaptica
intrinsecamente desordenada, esta associada ao desenvolvimento desta doenca. Portanto,
estudos dessas proteinas podem contribuir para a compreensdo da génese da DP de vérias
maneiras, embora existam outras proteinas envolvidas na DP. A DP esta associada a lesdes
patoldgicas no cérebro chamadas corpos de Lewy, que consistem em a-syn auto-organizada.
Zhang, Hashemi, Lv, Williams, Popov, Dokholyan e Lyubchenko (Zhang et al., 2018)
estudaram a flexibilidade estrutural da a-sinucleina em um ambiente de solucdo aquosa por
meio da Microscopia de Forga Atdmica de Alta Velocidade (HS-AFM). Neste estudo, os

autores descobriram que o mondmero de a-sinucleina assume uma conformagdo globular e
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pode formar rapidamente protrusdes em forma de cauda. Inicialmente, o monomero tem uma
conformagdo globular (0 s) e transita para uma cauda (13,8 s, 26,0 s, 33,6 s € 125,6 s), duas
caudas (27,4 s, 62,6 s, 129,6 s e 132,6 s) e conformacdes estendidas (130,4 s € 136,6 s). Também
¢ notavel que ha intercalagdes com as outras conformagdes, onde 0 mondmero retorna a uma
conformacao globular (16,8 s ¢ 100,2 s). A doenca de Parkinson ainda ndo possui métodos de
tratamento eficazes, entdo estudos envolvendo a caracterizagdo da a-syn podem ajudar os
pesquisadores a encontrar mais explicagdes sobre a patogénese da doenca de Parkinson e
fornecer uma direcdo para os pesquisadores explorarem o tratamento desta tauopatia.

Uma enzima desubiquitinante da familia OTU, juntamente com a a-sinucleina, também
esta presente nos corpos de Lewy de individuos com doenga de Parkinson e em placas amiloides
na DA. Com essas informacdes, estudos de Xie, Li, Shen, Cao, Ning, Yuan, Ji, Wang ¢ Ke (Xie
et al., 2016) mostraram que a OTU desubiquitinase ubiquitina aldeido-ligante 1 (OTUB1) é um
agente que atenua a apoptose de células neuronais ap6s hemorragia intracerebral. Além disso,
OTUBI também atua diretamente na acumulacao de tau e tau fosforilada. Dessa forma, sua
presenca no cérebro sugere que ela desempenha um papel vital nas fun¢des neuronais. Ademais,
sua presenca nos corpos de Lewy e sua relagdo com a proteina tau também fornecem evidéncias
de que ela pode ser um elemento-chave na evolugdo das doengas neurodegenerativas. Nesse
sentido, Kumari, Kumar, Kumar, Singh, Hanpude, Jangir ¢ Maiti (Kumari et al., 2020)
buscaram estudar OTUBI e sua interacao com células neurais utilizando AFM.

O oligdmero OTUBI exibiu uma estrutura anelar, que foi ainda mais evidenciada pela
confirmacao dos cientistas usando a técnica AFM, que mostrou que OTUBI1 inicialmente cria
espécies oligoméricas de geometria especificada que subsequentemente se transformam em
fibras semelhantes a amiloides. Esta descoberta € significativa porque o acimulo de proteinas
amiloidogénicas nas células provoca mudangas no citoesqueleto em doengas
neurodegenerativas. Apos o tratamento de c€lulas neuronais com oligdmeros de OTUBI, eles
notaram uma deterioracdo na rugosidade da superficie da membrana. Isso sugeriu que os
oligbmeros de OTUBI1 também afetam o citoesqueleto das células neuronais, semelhante a
outras proteinas amiloides oligoméricas. Em conclusdo, OTUBI tem uma forma molecular
unica que amplifica a toxicidade neuronal, a desorganizacao do citoesqueleto, a rapida liberagao
de espécies reativas de oxigénio e o dano mitocondrial.

As mutacdes na proteina tau podem causar doencas neurodegenerativas conhecidas
como deméncias frontotemporais com parkinsonismo, que estdo associadas a regido do
cromossomo 17, onde se acumulam filamentos de tau, sugerindo uma conexao ténue entre os
filamentos de tau e a neurodegeneragdo. Ainda ndo se sabe como as mutagdes relacionadas as

deméncias frontotemporais com parkinsonismo afetam a formacdo de oligdmeros, mas o
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aparecimento dos filamentos de tau pode estar associada a neurodegeneracdo. No entanto, sdo
os oligdbmeros ou monomeros de tau, e ndo os filamentos de tau, que causam neurotoxicidade.

Assim, Maeda, Sato e Takashima (Maeda, Sato and Takashima, 2018) sugeriram a
possibilidade de que as mutagdes associadas as deméncias frontotemporais com parkinsonismo
promovam a formagao de oligomeros de tau. Eles utilizaram AFM para avaliar a agregacdo de
tau em mutacdes de deméncias frontotemporais com parkinsonismo, tanto em métodos de teste
in vitro quanto in vivo. Este trabalho mostrou que os oligobmeros de tau P301L formam
oligdbmeros menores do que outros oligdmeros e que as mutagdes relacionadas as deméncias
frontotemporais com parkinsonismo promovem o desenvolvimento de oligdmeros de tau. Esses
resultados sugerem que as deméncias frontotemporais podem usar a forma oligomérica de tau
com mutagdes de parkinsonismo para causar neurodegeneracdao. Além disso, eles argumentam
que uma mutacao especifica, P301L, aumenta a producdo de oligdmeros de tau ao reduzir a
quantidade de tau que precisa estar presente em cada particula. Esses resultados estdo alinhados
com estudos que demonstram estruturas intermediarias de tau toxicas, mas nao os proprios
filamentos.

As diferentes sequéncias mais curtas podem explicar os varios tamanhos de oligdmeros
para agregacdo e o numero de moléculas de tau integradas nos oligdmeros. Os autores
sugeriram que as agregacdes de tau sdo diferentes entre as taupatias. Portanto, ¢ razoavel que
os agrupamentos de P301L e outras mutagdes sejam diferentes. Isso € relevante para um fato
essencial: outras taupatias, além da DA, sdo causadas pela mutagdo P301L. Como resultado, os
autores demonstraram que as deméncias frontotemporais com mutagdes de tau ligadas ao
parkinsonismo causam um aumento na formag¢ao de oligbmeros de tau, confirmando que essas
mutagdes sdo cruciais no desenvolvimento dessa tauopatia. Este trabalho também mostrou que
o tau P30IL e outras construgdes de tau formaram diversos oligdmeros, sugerindo que
abordagens alternativas podem ser necessarias para prevenir a agregacdo de tau em varias
taupatias.

A formacao de amiloides, que sdo grupos de proteinas fibrilares insoluveis, também esté
associada a véarias doengas, incluindo taupatias. A Nanotecnologia de Espectroscopia no
Infravermelho, que emprega Microscopia de For¢a Atomica e Espectroscopia no Infravermelho
(AFM/IR), pode revelar as mudancas estruturais dessas proteinas durante a agregacdo em escala
nanométrica. Ruggeri e colaboradores (Ruggeri et al., 2015 ) visaram caracterizar as espécies
oligoméricas e fibrilares formadas especificamente durante a agregacdo amiloide. Suas
medicoes de morfologia mostraram que a fibrilacdo segue um processo comum de nucleagao
chamado oligomerizagao. De acordo com seus dados de volume-forca, a rigidez das espécies

amiloidogénicas aumenta com a maturidade da fibrilagdo. Oligdmeros semelhantes a fibrilas
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formam fibrilas maduras com uma estrutura rica em [} e propriedades mecanicas comuns aos
amiloides. Essa caracteristica nos permite identificar a impressao digital espectral da transigao
de a para B que proteinas nativas experimentam durante a fibrilagdo em escala nanométrica. Os
autores enfatizam que suas descobertas demonstraram pela primeira vez na escala de espécies
amiloides individuais que o contetido de folhas  amiloides ¢ um parametro importante para
determinar o aumento da rigidez amiloide. Portanto, o nanolR pode ter muitas vantagens, pois
¢ uma ferramenta Unica para estudar a via de agregacao de proteinas e até mesmo ajudar a
propor modelos de moléculas que podem prevenir a agregagdo amiloide.

Da perspectiva deste estudo, as distribui¢des estruturais em agregados de tau em estagio
inicial foram examinadas no estudo mais recente de Banerjee e colaboradores (Banerjee and
Ghosh, 2021). Os autores também examinaram espectros em nanoescala de fibrilas de tau
individuais em diferentes estagios de agregagdo usando a técnica AFM-IR. Eles encontraram a
presenga de varios polimorfos fibrilares, que apresentam outras estruturas secundarias. Como
mencionado, o0 AFM-IR combina a resolucao espacial do AFM e a resolucao quimica do
infravermelho para examinar estruturas em nanoescala com detalhes quimicos nunca antes
vistos. A principal conclusao foi que as fibrilas de tau podem apresentar variagdes estruturais
significativas, especialmente nos estagios iniciais de agregacdo. Polimorfos com morfologia
semelhante, mas estruturas secundarias diferentes, sdo exemplos de heterogeneidade. Em
particular, pode-se notar uma estrutura transitoria de folhas paralelas ordenadas nas primeiras
fibrilas; ap6s a maturacdo, transforma-se em uma estrutura fibrilar mais desordenada que
contém laminas antiparalelas. Estes resultados reforcam a necessidade de combinar a
espectroscopia com uma técnica versatil e precisa como o AFM.

Utilizando espectroscopia de for¢a compressiva, o trabalho desenvolvido por
Chowdhury (Chowdhury and Lu, 2019) forneceu informacdes adicionais sobre a flexibilidade
e rigidez das proteinas tau. Os experimentos mostraram que a forga compressiva de
aproximadamente 5 a 125 pN causou rupturas repentinas e espontaneas da proteina tau. Além
disso, descobriram que esta resposta estrutural de uma proteina a forca compressiva esta
intimamente relacionada com o ambiente eletrostatico local. Em outras palavras, um
desequilibrio de ions especificos pode alterar a reacdo de uma estrutura proteica a mudangas na
resisténcia a compressao, resultando em emaranhados protéicos. Esta pesquisa também mostra
que a ruptura espontinea e simultanea de numerosas proteinas adjacentes pode resultar num
terceiro estado de emaranhamento de proteinas.

Usando AFM de alta resolucao (HR-AFM) em ar e tampao, seis isoformas fibrilares
distintas da proteina tau foram montadas in vitro no trabalho de Makky e colaboradores (Makky

et al., 2020b). Foram também estudadas as suas caracteristicas morfoldgicas e nanomecanicas.
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Os pesquisadores descobriram que as estruturas de todas as fibrilas tau se assemelham a
filamentos helicoidais emparelhados formados por duas protofibrilas separadas por um sulco
raso. Em comparagdo com fibrilas amildides feitas de outras proteinas, os valores dos modulos
de Young axial e radial derivados dos comprimentos de persisténcia encontrados através de
experimentos de nanoindentagdo foram baixos. Esta descoberta foi explicada pelo destaque da
fraca interacdo intermolecular entre folhas B emparelhadas dentro das fibrilas de tau. Este
resultado foi importante porque a associagdo, dinamica, persisténcia e propagacao do tau podem
depender dele.

Alguns estudos mostram que produtos naturais como a shikonina, um medicamento
fitoterapico com diversas atividades biologicas, demonstraram apresentar capacidade
neuroprotetora (Chen et al, 2003). Com essas informacdes sobre sua capacidade
neuroprotetora, Venkatramani e colaboradores (Venkatramani et al., 2022) procuraram
determinar os efeitos da shikonina na agregacao da proteina tau. Usando AFM e outras técnicas
de microscopia, eles investigaram como a shikonina afetava os filamentos pré-formados de tau.
Verificou-se que a shikonina suprimiu a fibrilagcdo da tau e encurtou os filamentos da tau. O
comprimento médio dos filamentos diminuiu de 1,3 £ 0,5 um na auséncia de shikonina para 0,6
+ 0,3 pm e 0,3 = 0,1 pum na presenga de 5 uM e 10 uM de shikonina, respectivamente. Os
autores sublinham que as descobertas mostram que a shikonina inibiu véarias etapas da via de
agregacao da tau, particularmente as fases iniciais, como a separacao das fases liquido-liquido.
A shikonina também degradou os filamentos de tau e protegeu as células do neuroblastoma dos
oligdbmeros de tau. Os autores sublinham neste estudo que sdo necessarias mais pesquisas para
compreender como a shikonina exerce o seu impacto neuroprotetor. As descobertas sugerem
que a shikonina pode ser um candidato promissor a um medicamento para tratar taupatias, e
esta € uma area promissora a ser investigada.

O acido quinolinico, um metabdlito neuroativo em altas concentragdes, estd
frequentemente associado ao aparecimento e desenvolvimento de uma variedade de doengas
neurologicas, incluindo a doenga de Alzheimer. Rahman e colaboradores demonstraram que o
acido quinolinico aumenta os neurdnios e co-localiza-se com a tau em secgdes corticais de
pacientes com DA (Rahman et al., 2009). Também esta presente no perimetro de placas senis
e emaranhados neurofibrilares. Como resultado, o 4cido quinolinico induz a fibrilagdo da tau,
que pode ser outro mecanismo de toxicidade ou dano neuronal. Compreender essas vias
distintas é de enorme valor clinico. Para confirmar a produgao de fibrilas da isoforma tau 1N4R
na presenca de acido quinolinico, Esmaeili e colaboradores (Esmaeili ef al., 2020) empregaram
AFM para avaliar a incubagao da proteina tau com acido quinolinico, observando a criagao de

pequenos aglomerados oligoméricos curtos que se assemelhavam a agregados oligoméricos
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amorfos. A compreensdo da ligacdo do 4cido quinolinico na tau pode ajudar na compreensao
do processo basico de formacao da tau amiloide. De acordo com os pesquisadores, como ¢
muito provavel que o acido quinolinico crie emaranhados neurofibrilares nos cérebros de
pacientes com DA in vivo, a enzima metabolizadora do acido quinolinico pode ser vista como
um local prospectivo para métodos terapéuticos da DA.

Para formar os filamentos helicoidais emparelhados constituintes presentes nas
taupatias, a tau requer a adi¢ao de cofatores anionicos, como a heparina. O objetivo do trabalho
desenvolvido por Al-Hilaly e colaboradores (Al-Hilaly et al., 2020) foi demonstrar com AFM,
juntamente com outras técnicas, que um fragmento central proteoliticamente estavel de
filamentos helicoidais emparelhados, tau 297-391, conhecido como "dGAE", forma
espontaneamente filamentos helicoidais emparelhados com filamentos retos e cruzados em
condicdes fisiologicas. Eles realizaram analise in vitro e comparacdo das estruturas dos
filamentos formados pelo dGAE com aqueles depositados no cérebro de pacientes com DA.
Como resultado, demonstraram que o dGAE produz PHFs com estrutura molecular semelhante
a presente no tecido cerebral. As imagens AFM mostraram que os filamentos formados pelo
dGAE apresentam tor¢do para a esquerda. Este ¢ o mesmo comportamento observado para
PHFs na doenga de Alzheimer. Medi¢des de periodicidade, com média de 72,7 = 1,6 nm,
mostram que os filamentos truncados de tau compartilham caracteristicas macromoleculares
com os PHFs encontrados in vivo. Este estudo teve como objetivo enfatizar a capacidade dos
dGAEs de servir como um sistema modelo para estudar a montagem do dominio central, a
sele¢do de inibidores da agregagao de tau e apoiar o desenvolvimento de maior conhecimento
sobre taupatias.

A degeneracdo lobar frontotemporal, também caracterizada como taopatia, ¢ uma das
principais causas de deméncia no mundo. Depois de descobrir que a proteina f-arrestina2 ¢é
encontrada em altas concentragdes no cérebro humano e ¢ responsavel pelo acimulo de
emaranhados patologicos de tau, Woo e colaboradores (Woo ef al., 2020) decidiram investigar
seu papel na oligomerizagao usando AFM e outros métodos experimentais. Os resultados da
AFM mostraram que a B-arrestina2 oligomerizada, mas ndo monomérica, aumenta a tau,
bloqueando a autointeracdo do receptor de carga autofagico, evitando assim o fluxo da
autofagia, o processo de regeneracdo natural. Reforca-se que o aumento de fB-arrestina2 em
células com superexpressao de tau e cérebros com degeneracdo lobar frontotemporal humana
sugere que este pode ser um método til para entender a patogénese e encontrar um ponto de
interdicao terapéutica.

A Tabela 1 resume o uso das técnicas de microscopia de forca atdmica no estudo das

taupatias e os resultados encontrados na literatura nos tltimos dez anos, servindo como um guia
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rapido para investigagdes em taupatias utilizando técnicas de AFM. Também mostra os modos

de operagao utilizados em cada pesquisa e detalhes sobre o ambiente de digitalizagdo, sonda

utilizada e a abordagem utilizada para obter os resultados.

Tabela 1. Tabela apresentando resultados de pesquisas dos ultimos cinco anos utilizando a técnica AFM no estudo

das taupatias. Sdo apresentados os modos de operagdo, as especificagdes da sonda, a abordagem e os principais

resultados obtidos.

MODO DE OPERACAO ABORDAGEM RESULTADOS REFERENCI
A
Os estudos foram conduzidos Estudo do efeito da - Maior dureza do ax6nio em (Perini et al.,
em ambiente liquido utilizando incubagdo de curto prazo relacdo a soma celular. 2019)
cantilevers de silicio com de tau26-44 e sua -Osax0nios neuronais tornam-
constante de mola nominal de contraparte reversa nas se mais rigidos apés a
0,05 N/m e razdo de ponta de propriedades biomecanicas incubacédo in vitro com tau26-
10 nm. dos neurénios de controlee 44,
de DA.

As amostras foram analisadas Caracterizacdo da rigidez - O estresse oxidativo causado  (Menal et
em condi¢Bes ambientes (ar) a do tecido cerebral em pela apneia obstrutiva do sono  al., 2018)
uma temperatura controlada de camundongos  induzidos (AQOS) ndo provoca alteragdes
37°C. As curvas de forca foram  pela doenga de Alzheimer narigidez do cértex cerebral de
medidas usando um cantilever em  comparacdo com ratos acometidos pela DA.
de nitreto de silicio revestido camundongos  selvagens
de ouro com uma constante de  sob condi¢des de normdxia
mola nominal de 0,01 N/m. (AR) e hipoxia (HI).
Os testes de indentacdo foram Investigacdo das - Otecido cerebral afetado pela  (Kihan Park
realizados utilizando pontas propriedades viscoeldsticas DA  apresentava  orificios et al., 2019)
com diferentes geometrias. do tecido cerebral humano aumentados e distribuicdo

Dez regiGes do tecido cerebral
foram analisadas com seis
pontos de indentagdo em cada
uma. A temperatura ambiente e
a umidade relativa foram
mantidas durante 0
experimento em 21°C e 48%,

respectivamente.

na DA

nanoindentacdo

usando

irregular.
- O tecido cerebral da DA tem
uma superficie mais aspera do

que o tecido cerebral de

controle.
- Os tecidos cerebrais
comportam-se ~ como  um

material mais rigido ao aplicar
uma carga de frequéncia mais
elevada.

- Em comparacdo com tecidos
cerebrais saudaveis, os tecidos

afetados pela DA sdo mais
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viscosos em frequéncias de

carga mais baixas.

O experimento foi conduzido Monitoramento de - O modulo de Young das (Gaoetal.,
no modo QNM em condigbes mudancas dindmicas na células incubadas com AB;_,, 2019)
ambientais (ar) para obtengdo mecénica das células aumentou nas primeiras horas.

de imagens de células neuraise neurais sob toxicidade - O mddulo de Young diminuiu

em ambiente liquido para induzida por drogas por gradualmente, atribuido

ensaios de nanoindentacdo. Beta-amildide (AB;_42). principalmente a desmontagem

Para a andlise ao ar foi dos microtubulos.

utilizada uma sonda com

cantilever de silicio e constante

de mola nominal de 2 N/m.

Para andlise em liquido foi

utilizada uma sonda com

cantilever de nitreto de silicio e

constante de mola nominal de

0,7 N/m.

As amostras foram analisadas Estudo da flexibilidade -A  forma globular do (Zhang et
no modo AFM de alta estrutural da o-sinucleina mondémero a-Syn  permite al., 2018)
velocidade (HS AFM) associada a doenca de produzir saliéncias

utilizando sondas com Parkinson em ambiente de semelhantes a cauda em

constantes de mola entre 0,1 e  solucéo aquosa. segundos.

0,2 N/m e frequéncia de -Um mondmero globular pode

ressonancia entre  400-700 adotar uma  conformacéo

kHz. Varreduras de 50 x 50 nm totalmente expandida.

foram realizadas com

resolucdo de 128 x 128 pixels.

Os dados morfoldgicos da Estudo de OTUBL e sua - OTUB1 gera inicialmente  (Xieetal.,
proteina OTUB1  foram interagdo com  células espécies oligoméricas com 2016)
obtidos em modo de neurais na Doenga de determinado formato, que
rosqueamento utilizando uma Parkinson posteriormente se

sonda com cantilever de silicio desenvolvem em fibras

com frequéncia de ressonancia
entre 300-320 kHz e constante
de mola entre 13 - 70 N/m.
Para andlise celular, as
varreduras foram realizadas em
modo de contato usando uma
sonda cantilever de silicio

revestida de ouro com uma

semelhantes a amiloide.
- Comprometimento  da
rugosidade da superficie da
membrana em células
neuronais  tratadas

oligbmeros OTUBL1.

com
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constante de mola nominal de
0,1 N/m.

O experimento foi conduzido Avaliacdo da agregacdo de - Mutagdes no FTDP-17 (Maeda,
em modo de rosqueamento em  tau em mutacdes de FTDP- aumentam a formacdo de Sato and
ambiente  aquoso  usando 17 na doenca oligbmeros tau. Takashima,
sondas em balangco com frontotemporal em - Os oligbmeros tau P301L 2018)
constante de mola de 0,2 N/m, sistemas in vitro e in vivo. ~ formam oligdbmeros menores

frequéncia de ressonancia de que os demais.

9KkHz e raio de ponta de 20nm.

As medicdes foram realizadas Uso de nanoespectroscopia - A fibrilacdo segue um  (Ruggeri et
a temperatura ambiente sob infravermelha para medir processo de nucleacdo comum al., 2015)
atmosfera  controlada  de diretamente a estrutura e a conhecido como

nitrogénio com  umidade interacdo entre espécies B- oligomerizagdo.

abaixo de 5%. Os mapas AFM  amil6ides oligoméricas e - A rigidez das espécies

foram adquiridos com fibrilares. amiloidogénicas aumenta com

resolucdo entre 2 e 10 a maturidade da fibrilag&o.

nm/pixel. Foi utilizado um -Oligdbmeros semelhantes a

cantilever PR-EX-nIR2 fibrilas  formam  fibrilas

revestido com ouro de silicio maduras com uma estrutura

(Anasys, EUA) com um raio rica. em [ e propriedades

nominal de ~ 30 nm e uma mecénicas comuns aos

constante de mola de cerca de amildides.

0, 2 N/m.

A imagem AFM foi realizada Aplicacdo de microscopia -As fibrilas Tau podem  (Banerjee
em modo de toque a IR de forca atbmica para apresentar variacbes  and Ghosh,
temperatura ambiente com um examinar espectros em estruturais significativas, 2021)

instrumento Bruker NanolR3

equipado com um Laser

Quantum Cascade de
infravermelho médio (MIRcat,
Daylight solutions). A
frequéncia de ressonéncia
nominal e a constante de mola
do cantilever sdo 75+15 kHz e
1-7 N/m, respectivamente. A
velocidade de varredura foi
mantida entre 0,5-1 Hz. Foram
realizadas varreduras de AFM
da area (~5um x 5um) de cada

amostra.

nanoescala de fibrilas de
tau especificas em varios

estagios de agregagdo.

especialmente nos estagios
iniciais de agregacdo.

-Presenca de uma estrutura de
folha

transitoria nas fibrilas iniciais.

paralela  ordenada
- Apds a maturacdo, a proteina
se transforma em uma estrutura
fibrilar mais desordenada que

contém laminas antiparalelas.
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O experimento foi realizado Espectroscopia de forca -Uma forca compressiva de (Chowdhury
com uma sonda AFM revestida compressiva via AFM no aproximadamente 5 a 125 pN and Lu,
com Cr-Au com constante de estudo da flexibilidade e causou rupturas repentinas e 2019)
forca de 0,03 nN/nm e rigidez de proteinas tau. espontaneas da proteina tau.

curvatura menor que 35 nm, -A resposta estrutural de uma

em uma area de 1 x 1um2 sob proteina a forca compressiva

foco de laser, onde foi medida estd relacionada ao ambiente

acurva de forca AFM foi tirada eletrostatico local.

a cada intervalo de 30 nm para - A ruptura espontanea e

garantir que uma proteina simultanea de varias proteinas

estivesse sob a ponta do AFM. préximas pode resultar num

As moléculas de proteina terceiro estado de

foram quebradas sob uma emaranhamento de proteinas.

carga de forca compressiva,

seguida do registro das curvas

de forca de tracdo sob uma

solucéo tampéo (pH 7,4) com

uma velocidade aproximada de

2.000 nm/s.

O experimento foi feito em Estudo morfolégico e - As estruturas de todas as  (Makky et
modulacéo de amplitude AFM  nanomecénico de seis fibrilas tau assemelham-se a  al., 2020b)
(AM-AFM). Foram utilizados diferentes isoformas de tau filamentos helicoidais

cantilevers ACTG de silicio utilizando microscopia de emparelhados.

revestido de ouro (constante de  forca atbmica de alta -Em comparagdo com fibrilas

mola nominal 37 nN/nm, raio resolucéo. amildides feitas de outras

da ponta <10 nm). Para cada proteinas, os valores do

amostra, um grande nimero de modulo de Young axial e radial

conjuntos fibrilares foi 580 mais baixos.

sistematicamente  visualizado

em alta resolucéo (3 um x 3 um

ou 5 um 5 um).

No modo de toque, asimagens Uso de AFM  para -  Shikonin  suprimiu a (Venkatrama
AFM foram adquiridas em um determinar os efeitos da fibrilacdo de tau e encurtou os nietal,
microscopio de forca atbmica shikonina na agregacdo da filamentos de tau. 2022)

Bio-MFP-3D
Research). A
imagens e a medicdo do

(Asylum

analise de

tamanho, altura e comprimento
do filamento oligbmero foram
realizadas utilizando 0

software WSxM.

proteina tau.

- A shikonina preveniu o0s
estagios da via de agregacéo da
tau, particularmente 0S

estagios iniciais, como a
separacdo das fases liquido-

liquido. -
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-A shikonina destruiu 0s
filamentos de tau e evitou que
os oligbmeros de tau
prejudicassem as células do

neuroblastoma.

O AFM foi operado em modo AFM foi empregada para - A incubacdo de Tau com (Esmaeili et
sem contato usando cantilevers verificar a formagdo de &cido quinolinico produziu  al., 2020)
de 250 kHz, 15 N/m e raio de fibrilas da isoforma 1N4R pequenos aglomerados
ponta de 10 nm. tau na presenca de acido oligoméricos  curtos  que
quinolinico. pareciam agregados

oligoméricos amorfos.
AFM foi usado no modo O AFM foi utilizado no -dGAE produz PHFs com (Al-Hilaly et
nanomecanica quantitativa de estudo tau 297-391, estrutura molecular semelhante al., 2020)
forca de pico. Sondas Bruker conhecido como "dGAE", a do tecido cerebral.
ScanAsyst-Air (constante de para verificar a formacdo -As imagens de AFM
molanominal 0,4 Nm-1eraio de PHFs em condicbes mostraram que os filamentos
nominal da ponta 2 nm) foram fisioldgicas. formados por dGAE
usadas para escanear areas de 5 apresentam torcdo para a
um x 5 pum da superficie com esquerda, mesmo
uma resolucdo de 1024 x 1024 comportamento observado
pixels. para PHFs na DA.

-As medicdes de periodicidade

mostram que os filamentos

truncados de tau compartilham

caracteristicas

macromoleculares com oS

PHFs encontrados in vivo.
O AFM foi utilizado em modo  Investigar o papel da B- - A B-arrestina2 oligomerizada, (Woo et al.,
contato / modo togue com arrestina2 na mas ndo monomérica, aumenta 2020)
cantilever de revestimento de oligomerizacdo usando a tau blogueando a
Au (lado do detector) Microscopia de Forca autointeracdo do receptor de

(nanossensores) com constante
de mola nominal de 42 N/m e
frequéncia de ressonancia de
330 kHz.

Atdmica

carga autofagica
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3.5 Conclusoes

Neste trabalho revisamos as aplicagdes do AFM em sistemas bioldgicos,
especificamente no estudo de taupatias, mostrando a aplicagdo desta técnica como um método
eficaz de diagnostico e elucidagdo da génese de algumas doengas neurodegenerativas. Por conta
disso, vale ressaltar que o desenvolvimento do AFM trouxe novas possibilidades para o estudo
de sistemas biologicos em nanoescala. Sua capacidade de obter topografias tridimensionais com
alta resolucao atomica tornou-se uma técnica indispensavel quando se considera nanociéncia e
nanotecnologia.

Foi enfatizado que o AFM poderia fornecer novas informagdes sobre as propriedades
superficiais de diversos sistemas, como adesdo e propriedades viscoelasticas, e determinar o
Modulo de Young e as propriedades magnéticas ou eletrostaticas das superficies. Além disso,
o AFM pode analisar qualquer amostra em qualquer meio. Todas essas caracteristicas do AFM
fazem dele uma ferramenta unica para avaliar superficies de c€lulas, tecidos € membranas, por
exemplo, em nanoescala. Portanto, abre novas janelas no estudo de diferentes campos, como o
estudo das taupatias.

Esta revisdo mostra como a poderosa técnica de microscopia foi utilizada no estudo de
células neurais isoladas, antes e depois da interacao com a proteina tau, em tecidos cerebrais da
doenga de Alzheimer e Parkinson, entre outros estudos. A compreensao das fungdes adicionais
da tau € essencial para elucidar a génese das taupatias, mas também ¢é necessaria para determinar
a estratégia terap€utica mais adequada. Portanto, € necessario dedicar mais atengao a esta classe
de doengas.

Além disso, nota-se que também € necessario voltar a aten¢do para outras taupatias,
embora o nimero de incidéncias seja menor. Ficou claro que a técnica AFM pode ajudar de
diversas maneiras no tratamento de materiais biologicos associados a diversas doengas.
Portanto, estender esta técnica para outras aplicagdes em taupatias € importante uma vez que
ainda ha pouco na literatura que busca outras formas de unir os conhecimentos ja adquiridos

até o momento.
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Capitulo 4

4.1 Introducao

Doengas neurodegenerativas sao distirbios progressivos do sistema nervoso que afetam
a fungcdo e a manutencdo de populacdes neuronais especificas. O Instituto Nacional de
Disttirbios Neuroldgicos e Derrame (NIH) (Home | NHI Disorders and Stroke, 2024) descreve
mais de 600 disturbios neurologicos. Ele destaca as doengas de Alzheimer e Parkinson como
as doengas neurodegenerativas com maior incidéncia epidemiologica no mundo (Lamptey et
al., 2022). Em 2020, estimou-se que 47 milhdes de pessoas em todo o mundo viviam com
deméncia, tornando-a uma das principais causas de dependéncia e incapacidade. O niimero de
pessoas com deméncia deve aumentar nos proximos 30 anos devido ao rapido envelhecimento
da populagdo (Wolters et al., 2020). A neurodegeneragdo esta associada a disfungdo da sinapse
e da rede neural e a deposi¢ao de variantes proteicas alteradas fisioquimicamente no cérebro,
como tau e beta amiloide (Wilson et al., 2023).

Por outro lado, o diabetes mellitus (DM) ¢ uma doenga metabdlica cronica,
fisiologicamente caracterizada por altos niveis de glicose no sangue, causados principalmente
pela producao insuficiente de insulina ou pela falta de resposta a insulina pelo corpo (Antar et
al., 2023b). A Federacgdo Internacional de Diabetes (IDF) estima que 537 milhdes de adultos
(20-79 anos) tém diabetes e projeta que até 2030, haverd 643 milhdes, e até 2045, havera 783
milhdes (Diabetes, no date).

De acordo com estudos recentes (Hanyu, 2019; Barbiellini Amidei et al., 2021; Savelieff
et al.,2022), hd uma correlagdo entre diabetes e declinio cognitivo, com pacientes com diabetes
sendo mais predispostos a desenvolver deméncia do que individuos saudaveis, particularmente
com muitos casos de doenca de Alzheimer. Além disso, evidéncias estatisticas e biologicas
sugerem uma conexao entre demeéncia e diabetes (Celis-Morales et al., 2022; Janoutova et al.,
2022), possivelmente devido a vias celulares e moleculares semelhantes. Entre varias
comorbidades, o diabetes mellitus (DM) tem a maior influéncia no desenvolvimento da doenga
de Alzheimer (Santiago and Potashkin, 2021). A hiperglicemia crénica e a doenca
microvascular também contribuem para a disfungdo cognitiva no diabetes tipo 1 e tipo 2.
Ambos os tipos de diabetes estdo associados a lentiddo mental e motora, bem como redugdes
semelhantes nas medidas de atencdo e funcionamento executivo (Moran et al., 2022; Gupta et
al., 2023). Além disso, ambos os tipos de diabetes sdo caracterizados por lentiddo neural,
aumento da atrofia cortical e anormalidades microestruturais nos tratos da substancia branca

(Biessels and Despa, 2018b).



68

A Doenga de Alzheimer pode representar uma forma especifica de Diabetes no cérebro,
que seria chamada de Diabetes Mellitus Tipo 3 (de la Monte, Tong and Wands, 2018; Nguyen
et al., 2020b; Janoutova et al., 2022; Michailidis et al., 2022). Neste contexto, ha uma atengao
crescente sobre o papel das proteinas B-amiloide e tau no sistema nervoso periférico e na
inducdo da resisténcia a insulina (Jarosz-Griffiths et al., 2016). Estudos tém demonstrado que
a Doenga de Alzheimer ¢ o DM2 compartilham mecanismos fisiopatologicos comuns
associados a resisténcia a insulina, como estresse oxidativo, disturbio de sinalizagao da insulina,
disfun¢do mitocondrial, neuroinflama¢do, Produtos Finais de Glicagdo Avancada (AGEs) e
sindrome metabodlica (Michailidis et al., 2022; Carvalho and Moreira, 2023). A relacdo entre
Diabetes e deméncia ainda € pouco compreendida. Uma melhor compreensao das associagdes
metabolicas entre DM e declinio cognitivo pode fornecer uma compreensdo mais profunda do
inicio das doencas e da relagdo entre elas, explicando, pelo menos em parte, suas causalidades.
Esse entendimento pode ser alcangcado com a ajuda de técnicas experimentais que fornecem
informacdes detalhadas sobre a ultraestrutura e as propriedades biofisicas e vibracionais dos
sistemas bioldgicos, como a Microscopia de Forga Atomica e a Espectroscopia Raman.

AFM ¢ uma técnica de sonda de varredura desenvolvida por Gerd Binnig; sendo uma
ferramenta util para analise em nanoescala devido as forgas interatdmicas que atuam entre a
sonda e a superficie da amostra, variando de 10 pN a 10 uN para pequenas separacdes. Devido
as forgas atrativas de longo alcance, a resolucdo vertical da AFM ¢ menor que um nandmetro,
enquanto a resolucdo horizontal ¢ de cerca de 1 nm a 5 nm (Bian ef al., 2021b). A vantagem da
AFM sobre seus predecessores ¢ a possibilidade de estudar materiais condutores e isolantes em
temperaturas ambientes e sistemas bioldgicos em condi¢des fisioldgicas, como tecidos, células
e virus (Amorim et al., 2022b; de Araujo Dorneles et al., 2022b; Dias Rates et al., 2024a; do
Nascimento Amorim ef al., 2024). Por esse motivo, a AFM tem sido amplamente utilizada em
pesquisas que estudam o tecido cerebral (Elkin, [lankovan and Morrison, 2010; Viji Babu and
Radmacher, 2019b).

A espectroscopia Raman € outra técnica versatil e ndo destrutiva que analisa a interacao
entre a luz e diferentes sistemas. Esta técnica foi desenvolvida apos estudos do fisico indiano
Chandrasekhar Venkata Raman e seu aluno Krishnan (Raman and Krishnan, 1928). Na
espectroscopia Raman, um feixe de luz monocromatico ¢ direcionado a uma amostra, ¢ a luz
espalhada ¢ coletada e analisada. A maior parte da luz espalhada tem a mesma energia que a
luz incidente, conhecida como espalhamento eldstico, mas uma pequena fracdo da luz muda de
energia devido a interacdo com as vibracdes moleculares da amostra, conhecida como
espalhamento ineldstico ou espalhamento Raman (Orlando et al., 2021). Essas mudancas de

energia, chamadas de deslocamentos Raman, fornecem informagdes valiosas sobre vibragdes
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moleculares e ligagdes quimicas na amostra, resultando em picos caracteristicos que podem ser
usados para identificar compostos quimicos, determinar a estrutura molecular ¢ monitorar
reagoes quimicas in situ (Chen et al., 2009b).

Apesar da aplicabilidade dessas técnicas e da relevancia do comprometimento cognitivo
no DM, nenhum estudo aborda a relagdo entre hiperglicemia e deméncia do ponto de vista
biofisico e vibracional. Este trabalho apresenta uma abordagem inovadora para estudar a

correlagdo entre hiperglicemia e declinio cognitivo.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Desenho experimental

Ratos Wistar obtidos do biotério da Universidade Federal do Maranhdo foram alojados
em ambiente controlado (enriquecido com estimulos ambientais, 22 + 2 °C, umidade a 60%,
ciclo claro/escuro de 12 horas), com acesso ad libitum a 4gua e racdo padrdo. Todos os
procedimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso e Bem-Estar
Animal da Universidade Federal do Maranhdo, sob o nimero de parecer 23115.000747/2022-
90.

A Figura 4.1 inclui um gréfico de linha do tempo descrevendo as dietas e intervencdes
usadas, o que ajuda a entender melhor os experimentos. Ratas Wistar fémeas (n=6; 21 dias de
idade) foram categorizadas por peso em dois grupos: ratos alimentados com rac¢do padrdo
(Nuvital®, Nuvilab, Brasil) e ratos alimentados com uma dieta rica em sacarose (HSD) para
induzir diabetes mellitus tipo 2 em seus descendentes. Conforme descrito anteriormente, a HSD
foi fabricada adicionando-se a dieta padrao leite condensado e agucar refinado (Sousa et al.,
2018). Apods seis semanas de monitoramento, as fémeas foram alojadas individualmente para
acasalamento monogamico, e os machos foram alimentados exclusivamente com racgao padrao.
Apos a confirmagdo da gestacdo, as fémeas foram separadas dos machos e mantidas com a prole
até o desmame.

O experimento foi conduzido ao longo de 24 semanas e dividido em cinco fases,
conforme mostrado na Figura 4.1. Na Fase | (semanas -6 a 0), ratas fémeas foram alimentadas
com uma dieta rica em sacarose para induzir obesidade e diabetes tipo 2. O acasalamento
ocorreu na Fase Il (semana 0), e ratas prenhes amamentaram seus filhotes. Na Fase 111 (semana
12), os filhotes foram divididos em trés grupos: controle (CTR) recebendo solucéo salina, grupo
DMT1 1 induzido pela droga estreptozotocina (STZ) (65 mg/kg) e grupo DMT2 que continuou

a receber solucdo salina. Na Fase IV (semana 23), os ratos foram submetidos a testes cognitivos
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como o labirinto aquatico e testes de reconhecimento de objetos. Finalmente, na Fase V (semana
24), os ratos foram sacrificados, e amostras de sangue e cérebro foram coletadas para analises
bioquimicas e morfométricas, incluindo analises hipocampais por AFM e espectroscopia

Raman.

Phase Il Phase IV Phase V
Experimental Groups  Cognitive Assessment Euthanasia

Phase | Phase Il
Induction of T2DM in Conception

mothers

Blood

High CTR /_\ Blood
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Figura 4.1: Desenho experimental para obter amostras de controle, diabetes tipo 1 e tipo 2 em ratos. Na Fase
I, ratas fémeas foram induzidas ao DM T2 usando uma dieta rica em sacarose. Apds o acasalamento ¢ amamentagao
(Fase II), os filhotes foram divididos em grupos experimentais (Fase III): controle (CTR), DMT1 induzido por
STZ e DMT2. Na Fase IV, os ratos foram submetidos a testes cognitivos. Na Fase V, a eutanasia foi realizada para

coletar amostras de sangue e cérebro para analises bioquimicas e estruturais do hipocampo.

A exposi¢ao materna a dietas obesogénicas, particularmente aquelas ricas em gorduras
saturadas e acucares adicionados, durante a gestacdo e lactagdo tem sido cada vez mais
associada ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 na prole (Thompson and DeBosch,
2021). Essa associagdo esta enraizada no conceito de Origens do Desenvolvimento da Saude e
da Doenca (DOHaD), que postula que fatores ambientais durante periodos criticos do
desenvolvimento inicial podem ter impactos duradouros na saude de um individuo. A literatura
mostra consistentemente o modelo roedor de sindrome metabolica induzida por dieta rica em
sacarose (HSD) para estudar os efeitos metabolicos prejudiciais no final da vida da exposicao
precoce a agucares simples (Kereliuk, Brawerman and Dolinsky, 2017).

Apo6s o desmame, os filhotes machos foram segregados e alocados em trés grupos,
conforme a seguir: grupo controle (CTR; n=5), composto por filhotes de maes controle que nao
passaram por nenhuma intervencao por 24 semanas; grupo diabetes mellitus tipo 1 (DMTI;

n=5), composto por filhotes de maes controle que, na 12* semana de vida, receberam uma dose
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unica de estreptozotocina (65 mg/kg; i.p.; tampdo citrato; pH 4,5; apds jejum de 12 horas) e
foram entdo mantidos por mais 12 semanas; e, finalmente, grupo diabetes mellitus tipo 2
(DMT2; n=5), composto por filhotes de maes que receberam HSD antes e durante a gestacao
para induzir DM2, mas foram alimentadas exclusivamente com rag¢do padrao por 24 semanas.

Durante todo o periodo de acompanhamento po6s-inducdo (12 semanas), avaliacdes
semanais do peso corporal foram conduzidas. Na 11* semana, os animais passaram por um
periodo de jejum de 8 horas antes da administragao de 2 g/kg de glicose intraperitoneal para
avaliar a tolerancia a glicose (teste GTT). Amostras de sangue da veia da cauda foram coletadas
imediatamente antes (tempo 0) e 15, 30, 60 e 120 minutos ap6s o bolus de glicose para medigao
de glicose usando um glicosimetro (Accu-check Active®, Roche). Os dados sdo expressos
como a area sob a curva dos niveis glicémicos (Flister ez al., 2018). Além disso, na 11* semana,
os grupos foram submetidos a testes cognitivos - reconhecimento de novos objetos (Ennaceur
and Meliani, 1992) e labirinto aquatico (Morris, 1984).

Por fim, na 12* semana, os animais foram submetidos a jejum de 8 horas, anestesiados
e tiveram seus comprimentos naso-anal medidos para avaliar a obesidade pelo indice de Lee
(Bernardis and Patterson, 1968). Posteriormente, foram eutanasiados por pungdo da aorta
descendente e submetidos a laparotomia para coleta de gordura retroperitoneal, periepididimal
e mesentérica. Adicionalmente, os animais foram submetidos a craniotomia para retirada do
cérebro e isolamento do tecido hipocampal.

O sangue coletado foi deixado coagular e entdo centrifugado (3500 rpm, 10 minutos)
para separacao do soro, que foi utilizado para determinacao dos niveis de glicose e triglicerideos
(Labtest®, Brasil) e insulina (Sigma-Aldrich®, Alemanha) de acordo com as especificagdes
fornecidas pelo fabricante do kit. A partir dessas dosagens, a resisténcia a insulina foi
determinada pelo HOMA-IR (Matthews ef al., 1985; Guerrero-Romero et al., 2010). Os o6rgados
coletados foram pesados para avaliacio morfométrica, enquanto os hipocampos foram

dissecados para avaliagdes subsequentes.

4.2.2 Testes cognitivos

Os animais foram submetidos a um teste de labirinto aquatico para avaliar o
aprendizado espacial e a memoria dependentes do hipocampo (Morris, 1984). O aparelho era
composto por uma piscina circular de fibra de vidro cheia de agua (22 °C), dividida em quatro
quadrantes e com pistas visiveis nas paredes para orientagdo. Uma plataforma de escape
escondida foi posicionada 1,5 cm abaixo da superficie da 4gua em um quadrante predefinido.

Ao longo de trés dias consecutivos, os animais foram submetidos a quatro testes por dia. Eles
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foram liberados individualmente na 4gua de um dos quatro quadrantes, de frente para uma
parede do labirinto, e tiveram 60 segundos para localizar a plataforma escondida. Os ratos que
ndo conseguiram encontrar a plataforma dentro desse tempo foram gentilmente guiados até ela
e permaneceram la por 30 segundos. A laténcia para encontrar a plataforma escondida foi
registrada como um indicador de aprendizado espacial, expressa como o intervalo entre os testes
diarios. No quarto dia, a plataforma foi removida e os animais foram liberados no centro da
piscina para nadar por 120 segundos. O tempo gasto no quadrante onde a plataforma estava
localizada anteriormente foi registrado como uma medida de retengdo de memoria de curto
prazo.

Concomitantemente, a memoria episodica foi avaliada usando o teste de
reconhecimento de novos objetos (Ennaceur and Meliani, 1992), consistindo em trés estagios:
habituacdo, familiarizagdo e teste. Durante a habituacdo, os animais foram colocados em uma
caixa quadrada (2.500 cm?), idéntica & usada nos estigios subsequentes, e tiveram permissio
para explorar por 5 minutos livremente. Apds um intervalo de 24 horas, o estdgio de
familiarizagdo comegou. Dois objetos semelhantes foram posicionados em quadrantes opostos
dentro da caixa. Os animais foram entao introduzidos individualmente no centro da caixa por 5
minutos de exploracdo livre, durante os quais o tempo de exploragdo para cada objeto foi
registrado. Ap6s um atraso de 1 hora, a fase de teste comecou. Um dos objetos foi substituido
por um novo de formato diferente. Os animais foram reintroduzidos na caixa e receberam 5
minutos para exploragdo, com o tempo de exploragao para cada objeto registrado. A avaliagdo
da memoria episodica foi baseada no tempo gasto pelo animal explorando o novo objeto em

relagdo ao tempo total de exploragao.

4.2.3 Preparaciao de amostras

ApOs a eutandsia, os cérebros foram rapidamente removidos e colocados em nitrogénio
liquido para minimizar a degradag¢do do tecido. Este processo preserva a estrutura nativa do
tecido sem introduzir fixadores quimicos que podem alterar as propriedades mecanicas do
tecido. As se¢des foram preparadas usando um criostato, que permite o corte de amostras
congeladas em se¢des ultrafinas (tipicamente entre 10-50 micrometros de espessura), conforme
empregado por outros autores (Vinckier and Semenza, 1998; Dufréne, 2008; Plodinec et al.,
2012). A temperatura do criostato foi mantida entre -20 °C e -30 °C para garantir cortes precisos
e evitar a deformacao do tecido. As se¢des de tecido foram montadas em laminas de vidro para
analise de AFM e espectroscopia Raman. As laminas com se¢des de tecido foram secas ao ar

em temperatura ambiente. Todas essas etapas garantem a mais alta preservac¢do do tecido,
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proporcionando maior confiabilidade e fidelidade em dados quantitativos, pois ocorreu

intervencao minima.

4.2.4 Configuracio de AFM

A Microscopia de For¢a Atdmica foi analisada usando um AFM Multimode 8 (Bruker,
Santa Barbara, CA, EUA) no modo PeakForce Quantitative Nanomechanics (ONM). Sondas
qp-HBC (Nanosensors ™) com uma constante de mola nominal de 0,5 N/m e um raio de ponta
de < 10 nm foram usadas para todas as medi¢des. Toda a aquisi¢do de dados foi feita em um
ambiente de ar (temperatura de 23 °C e 44% de umidade) com parametros de varredura de taxa
de varredura de 0,3 Hz e 4rea de varredura de 25 x 25 um? para andlise de tecido. Cada grupo
de amostra tinha trés se¢des hipocampais, e nove regides foram analisadas para cada segdo
hipocampal, totalizando 27 mapas por grupo de amostra. As regides analisadas compreendiam
CA2 e CA3 do hipocampo.

O modo Peak Force Quantitative Nanomechanics (PF-QNM) na microscopia de forga
atOmica permite a caracterizacdo, em nanoescala, detalhada das propriedades mecanicas dos
materiais, incluindo rigidez, adesdo e dissipagdo de energia (Li, Xi and Liu, 2021). Durante a
varredura, a ponta do AFM faz contato peridodico com a superficie da amostra. Em cada ciclo
de contato, a ponta se aproxima da superficie, aplica for¢a crescente até atingir um valor
maximo (pico de forga) e entdo se retira, registrando uma curva forga-distancia em cada contato.
Esta curva mede a for¢a como uma fungao da distancia entre a ponta e a superficie, fornecendo
insights sobre as propriedades nanomecanicas da amostra. A curva de forca ¢ essencial para
analisar as caracteristicas da superficie e pode ser medida fora da ressonancia ou perto da

ressondncia fundamental do cantilever (Garcia, 2020).

4.2.5 Configuracao de Espectroscopia Raman

Foi utilizado um espectrometro Raman triplo (modelo T64000, Horiba), operando no

modelo single com resolugdio menor que 2 cm

. O instrumento possui um detector de
dispositivo de carga acoplada (CCD) resfriado por N2 liquido. Para excitagdo foi utilizada luz
verde de 532,0 nm (LAS-532-100-HREV) operando a 14 mW. Os espectros foram adquiridos
em cinco pontos diferentes da superficie para cada grupo amostral ap6s cinco aquisi¢des de 30
s cada em cada faixa do grau de dispersao espectral. Assim como nas medidas de AFM, as
regides analisadas compreenderam CA2 e CA3 do hipocampo, mantendo-se sempre a regiao

analisada para cada amostra, com prévia visualizagdo em microscopio optico.
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4.2.6 Analise de Dados

Para andlise dos dados estatisticos de rugosidade, o pardmetro escolhido consiste na
altura de cada pixel dos mapas de altura através da rugosidade quadratica média Rg, pois
representa um desvio padrao da distribui¢do de alturas na superficie, segundo a metodologia
utilizada por Rates e colaboradores (Rates et al., 2022b). Em resumo, antes da analise de
rugosidade, os mapas foram pré-tratados com ajuste polinomial de terceira ordem, permitindo
que diferencas de altura mais significativas, promovidas especialmente pela preparagdo da
amostra, fossem minimizadas, resultando em topografia com contribui¢des mais substanciais
das estruturas da superficie do hipocampo. Mapas topograficos medindo 25 x 25 pm? de area
foram analisados nesta etapa. Dados de adesdo nanomecéanica e mddulo de Young foram
calculados a partir de curvas de forga obtidas por meio de experimentos de espectroscopia de
forca. Dados de modulo de Young puderam ser extraidos de ajustes das curvas de forca em uma
faixa de deflexdo utilizando o modelo de um indentador em forma de cone, proposto por
Derjaguin Muller Toporov (DMT) (Derjaguin, Muller and Toporov, 1975a), que considera as
forcas de adesdo em medidas de AFM. De acordo com a metodologia de Cardoso-Lima e
colaboradores (Cardoso-Lima et al., 2021), a for¢a de adesao foi calculada a partir das curvas
de retracdo, considerando o valor minimo de deflexdo do cantilever. Este valor representa a
resisténcia da sonda em deixar a superficie do tecido hipocampal. A area da superficie do tecido
¢ computada por triangulacdo de superficie simples usando andlise estatistica do software
Gwyddion 2.60 (Gwyddion user guide, 2024). O volume do tecido foi calculado como a integral
da altura da superficie sobre a area escaneada usando o mesmo software (Gwyddion user guide,
2024).

O processamento de dados de espectroscopia Raman foi realizado usando o software
LabSpec6. Os picos estreitos causados por raios cosmicos foram removidos em sequéncia, € a
variagdo do fundo de fluorescéncia e o substrato de vidro foram estimados usando o ajuste
polinomial de quinta ordem e subtraidos. A técnica de Analise de Componentes Principais
(PCA) foi aplicada ao conjunto de dados espectrais, usando um método estatistico capaz de
reduzir a dimensionalidade dos dados, mantendo os valores com maior variagdo presente nos
dados originais. A analise de varidncia ¢ usada nas pontuacdes dos dez componentes principais
para identificar quais componentes principais apresentam diferengas significativas nas
pontuagdes médias entre os dois grupos de células (Ong, Lim and Liu, 2012). Esta analise foi

conduzida usando o software OriginLab.
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4.2.7 Analise Estatistica

A analise estatistica foi conduzida usando o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software Inc., EUA) e o software Origin 2024 (Originlab Inc., EUA). Os dados dos testes em
animais foram expressos como média + desvio padrao e submetidos a um teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov) seguido por ANOV A unidirecional (pds-teste Tukey) para um nivel de
significancia de 5% (p < 0,05) (Schaarschmidt, Ritz and Hothorn, 2022). Temos um valor
associado a cada curva de for¢a para dados nanomecanicos envolvendo adesdo e modulo de
Young, totalizando 65.536 curvas de for¢a por mapa. Para dados de rugosidade, um unico valor
R4 ¢ adquirido por mapa, considerando cada pixel da imagem em altura (256 x 256 pixels). O

erro calculado foi o desvio padrao (DP) em todos os dados.

4.3 Resultados e Discussoes

4.3.1 Caracterizacao do Diabetes

Inicialmente, foi determinado o estado metabolico geral dos animais CTR, DMTI1 e
DMT?2 (Figura 4.2). Animais do grupo DMT2 exibiram maior massa corporal que CTR,
enquanto ratos DMT1 apresentaram massa corporal reduzida. Consistente com os dados de
massa corporal, os animais com DMT1 pareciam magros (Figura 4.2C), exibiam sarcopenia
(Figura 4.2D) e experimentaram uma redug¢do significativa na massa adiposa (Figura 4.2E). Por
outro lado, os animais com DMT2 apresentaram sinais de obesidade central (Figura 4.2C),
sarcopenia obesogénica (Figura 4.2D) e acimulo de tecido adiposo visceral e ndo visceral

(Figura 4.2E).
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As diferengas nos estados metabolicos observadas entre os grupos de estudo (CTR,
DMT1 e DMT?2) refletem as caracteristicas distintas dos quadros de diabetes mellitus tipo 1 e
tipo 2,com implicagdes metabodlicas e fisioldgicas evidentes. O DMTI1 ¢ uma condigao
autoimune caracterizada pela destruicao das células  pancredticas, levando a deficiéncia de
insulina e consequente incapacidade de utilizacdo eficiente da glicose como fonte de energia
(Antar et al., 2023a). Esse quadro contribui para a redugdo da massa corporal, como observado
nos animais do grupo DMT1, e ¢ frequentemente associado a sarcopenia, que representa a perda
de massa e for¢ca muscular (Mankhong et al., 2020). A diminui¢ao da massa adiposa também ¢
esperada, ja que a lipdlise aumenta em condigdes de deficiéncia de insulina, resultando no
esgotamento dos estoques lipidicos (Holt et al., 2021). Por outro lado, o DMT?2 esta associado
a resisténcia a insulina e a uma produg¢ao compensatoria de insulina pelo pancreas, levando ao
acumulo de gordura corporal e obesidade central (Celis-Morales et al., 2022, p. 2). Os dados
apresentados indicam sinais de sarcopenia obesogénica nos animais com DMT2, o que esta de
acordo com a literatura, pois o excesso de gordura visceral frequentemente coexiste com a
reducdo da massa muscular, especialmente em estados de inflamagdo cronica de baixo grau
caracteristicos dessa condi¢ao (Stumvoll, Goldstein and van Haeften, 2005, p. 2). Além disso,
a redistribui¢ao da gordura para compartimentos viscerais € nao viscerais € uma caracteristica
marcante do DMT2, frequentemente associada ao aumento do risco de complicagdes
metabolicas e cardiovasculares (DESPRES, 2012). Essas alteracdes evidenciam a interago
entre metabolismo lipidico e resisténcia a insulina, exacerbando o acimulo de tecido adiposo
nos depositos centrais.

Em relagdo ao eixo glicose-insulina, o grupo DM T1 apresentou hiperglicemia grave em
jejum (Figura 4.3A), niveis elevados de triglicerideos (Figura 4.3B), intolerancia a glicose
(Figura 2C-D), hipoinsulinemia (Figura 2E) e resisténcia a insulina, tanto periférica quanto
hepatica (Figura 4.3F-G). Embora o grupo DMT2 também apresentasse niveis glicémicos
aumentados (Figura 4.3A), hipertrigliceridemia consideravel (Figura 4.3B) e intolerancia a
glicose (Figura 4.3C-D) semelhante ao grupo DMT1, demonstrou um padrao oposto em termos
de niveis de insulina, mostrando hiperinsulinemia (Figura 4.3E). Finalmente, o grupo DMT2
exibiu graus de resisténcia a insulina periférica (Figura 4.3F) e hepatica (Figura 4.3G) idénticos
aos do grupo TIDM. Nossos dados mostram caracteristicas classicas de DMT1 e DMT2 nos

respectivos grupos de animais.
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Como mencionado, o diabetes mellitus tipo 1 ¢ caracterizado pela destrui¢do autoimune
das células B pancreaticas, levando a uma deficiéncia absoluta de insulina (Antar ef al., 2023a).
Essa condicdo resulta em hiperglicemia grave em jejum, intolerancia a glicose e
hipoinsulinemia, como observado nos dados apresentados. O déficit de insulina também
contribui para a resisténcia periférica e hepatica a insulina, devido a redug@o do transporte de
glicose para os tecidos e aumento da produgdo hepatica de glicose (Matthews et al., 1985).
Além disso, os niveis elevados de triglicerideos refletem o aumento da lipolise e da produgao
hepatica de VLDL, uma caracteristica comum em estados de deficiéncia de insulina. Por outro
lado, o diabetes mellitus tipo 2 é predominantemente uma condi¢do de resisténcia a insulina,
frequentemente associada a hiperinsulinemia compensatoria, como evidenciado nos dados do
grupo DMT2 (Davies ef al., 2018). A hiperglicemia e a intolerancia a glicose ocorrem devido
a incapacidade dos tecidos periféricos de responder adequadamente a insulina e a produgao
hepatica aumentada de glicose. A hipertrigliceridemia no DMT2 ¢ atribuida ao aumento da
lipdlise no tecido adiposo visceral e a reducao da depuragdo de triglicerideos pelas lipoproteinas
lipase (Stumvoll, Goldstein and van Haeften, 2005, p. 2)

Portanto, os dados apresentados, que mostram resisténcia periférica e hepatica a insulina
tanto no grupo DMT1 quanto no DMT?2, sdo consistentes com a literatura. Enquanto no DMT1
a resisténcia ¢ secundaria a deficiéncia de insulina, no DMT2 ela ¢ um dos principais
mecanismos patogénicos, exacerbada pela inflamagao cronica de baixo grau e pela deposi¢ao

ectopica de lipidios nos tecidos.

4.3.2 Avaliacao da Cognicao

Apo6s a confirmacdo da inducdo dos diferentes tipos de Diabetes, os grupos foram
submetidos a testes de avaliagdo do desempenho cognitivo. Inicialmente, em relagdo a avaliacdo
morfométrica dos cérebros coletados, foram observadas diferengas apenas nos cérebros do

grupo DMT1, que eram mais pesados (Figura 4.4 A).
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Em contraste com os dados morfométricos, as repercussdes cognitivas associadas aos
diferentes tipos de Diabetes foram semelhantes. No teste de reconhecimento de objetos novos,
durante a etapa de familiarizagdo, ambos os grupos apresentaram tempos de exploragao mais
curtos dos dois objetos (Figura 4.4B). Isso pode ser interpretado como comportamento de
ansiedade (Karpha et al., 2022). Além disso, no teste em si, ambos 0s grupos apresentaram
interacao reduzida com o objeto desconhecido (Figura 4.4C), indicando prejuizos na memoria
episodica independente da fun¢do do hipocampo. Da mesma forma, os animais diabéticos
apresentaram maior dificuldade em aprender a localizacdo precisa da plataforma de fuga com
base em pistas ambientais (Figura 4.4D-E), e ndo conseguiram lembrar o quadrante onde a
plataforma estava anteriormente localizada (Figura 4.4F). Esses achados sugerem déficits
significativos na aprendizagem dependente do hipocampo e na consolidagdo da memdria.
Independentemente do modelo, os ratos diabéticos apresentaram comprometimento cognitivo.
Por exemplo, muitos animais diabéticos tinham medo do objeto dentro da caixa, reforcando a
relacdo entre Diabetes e ansiedade (Smith, Deschénes and Schmitz, 2018). Isto ¢ comparavel
com estudos anteriores. No estudo de Mennenga e colaboradores (Mennenga et al., 2015),
animais tratados com Harmine, um psicofarmaco, apresentaram deficiéncias motoras ¢
comportamentais, demonstradas pela falta de competéncia para realizar os componentes
processuais do teste do labirinto aquatico. No estudo de Gardner e colaboradores (Gardner et
al., 2020), os autores compararam os efeitos do envelhecimento na aprendizagem de diversas
tarefas sensiveis ao hipocampo, identificando desempenho prejudicado em uma tarefa de
localizag@o de objetos em ratos mais velhos.

Sabe-se que 0o DMT1 e o DMT2 levam ao comprometimento cognitivo por meio de
danos no hipocampo, de acordo com os resultados apresentados na Figura 4.4. Destacamos que
no DMT1, déficits cognitivos sdo frequentemente observados em fungdes executivas, atengao
e memoria de trabalho. Episédios frequentes de hipoglicemia podem causar danos neuronais e
reduzir a plasticidade sinaptica do hipocampo, comprometendo o aprendizado e a memoria
(Marzelli et al., 2014). Em contraste, o DMT2 esta associado a um risco maior de declinio
cognitivo progressivo e deméncia, incluindo Alzheimer. Pacientes com DMT2 frequentemente
apresentam dificuldades na memoria episodica, fungdes executivas e velocidade de
processamento. Resisténcia a insulina, inflamagdo cronica e comorbidades cardiovasculares
contribuem para o comprometimento cognitivo € aumentam o risco de neurodegeneracio

(Biessels and Despa, 2018a).
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4.3.3 Resultados ultraestruturais

Tanto o DMT1 quanto o DMT2 sao conhecidos por levar ao comprometimento
cognitivo por meio de danos no hipocampo (Karvani et al., 2019). Aqui, mostramos alteracdes
biofisicas fundamentais usando criossec¢ao do hipocampo de ratos com DMTI1 e DMT2. De
fato, ambos os modelos de ratos diabéticos tiveram cognicao prejudicada associada ao aumento
da rugosidade do hipocampo, volume, area de superficie e reducdo das forcas de adesdo e
Modulo de Young (MY). Essas alteragdes pareciam mais proeminentes em ratos DMT]I,
indicando danos mais significativos ao hipocampo. No geral, essas alteragdes biofisicas foram
associadas a um desarranjo global desses tecidos, conforme evidenciado pela Espectroscopia
Raman. Essas descobertas langam luz sobre os aspectos biofisicos de como o diabetes prejudica
o hipocampo e podem melhorar nossa compreensdo do declinio cognitivo associado ao
diabetes.

Para avaliar se o declinio cognitivo de ratos com DMT1 e DMT?2 estava associado a
alteragdes biofisicas, usamos AFM para estudar as caracteristicas morfoldgicas de seu
hipocampo. O estudo morfolégico dos tecidos cerebrais por meio de técnicas como AFM ¢ de
grande importancia, pois permite a visualizagdo de estruturas em nanoescala, fornecendo
detalhes precisos da morfologia do tecido cerebral, o que pode ser essencial para a compreensao
da organizacao microscopica do cérebro e identificacdo de alteragdes estruturais associadas a
condi¢des neuropatologicas. Essas descobertas podem ajudar a entender os mecanismos
subjacentes dessas doencas e identificar biomarcadores (Farniev et al., 2022). A Figura 4.5
mostra as diferencas na morfologia dos tecidos com DM em comparacdo ao controle.
Primeiramente, ao observar a barra da escala de altura, observa-se que essa escala aumenta para
os grupos com DM (Figuras 4.5C/D e E/F) em comparagdo ao grupo controle (Figuras 4.5A/B),
com destaque para a amostra com DMTI, indicando maiores diferencas de altura,
possivelmente associadas aos furos observados nesses tecidos (setas roxas). No perfil
morfologico do grupo controle, estdo presentes estruturas internas aos poros que nao sao vistas
nas amostras dos grupos DM (setas azuis).

Na Figura 5.4A/C/E, vérios furos podem ser vistos no perfil morfologico das amostras.
Usando o Gwyddion Software, o didmetro médio e a profundidade dos furos (n=30) de cada
mapa representativo para as amostras foram quantificados com erro padrao. Os resultados dos
diametros dos furos para as amostras controle, DMT1 e DMT2 foram, respectivamente, 1,4 £+
0,1 pm, 3,1 = 0,3 um e 2,6 = 0,1 um. Para o céalculo da profundidade, os resultados para as
amostras controle, DMT1 ¢ DMT?2 foram 179 + 28 nm, 513 + 53 nm e 454 + 32 nm. Esses
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dados indicam um aumento significativo no tamanho e na profundidade dos furos nas amostras
DMTI1 e DMT2 em comparacdo com as amostras controle, sugerindo maior dano tecidual em

casos de diabetes.
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Figura 4.5: Mapas morfologicos AFM. A. Mapa de altura do tecido hipocampal controle. As setas azuis apontam
para estruturas observadas apenas no tecido hipocampal controle. C. Mapa de altura dos tecidos do grupo DMT1
e D. Grupo DMT2. As setas roxas apontam para buracos no tecido DMT1 e DMT2. As Figuras B, D e F mostram
seus respectivos mapas tridimensionais.

Na Figura 4.5, varios buracos podem ser vistos. As mudangas mais marcantes no perfil
morfologico observadas podem estar relacionadas a redistribuicdo de proteinas e rearranjo
estrutural celular local decorrente de complicagdes hiperglicémicas, como também observado

nos resultados do didmetro e profundidade dos buracos nos tecidos hiperglicEmicos em relacao



83

ao tecido controle. De fato, Magarifios e colaboradores (Magarifios and McEwen, 2000)
mostraram mudangas morfologicas no DMT1 induzido por STZ, incluindo atrofia dendritica
em neurdnios piramidais, reorganizagdo sinaptica neuronal e aumento da proliferacdo de
astrocitos. Além disso, este mesmo estudo concluiu que houve uma redistribuicao de proteinas
sinapticas no tecido, o que poderia indicar a interrup¢do da formagdo de sinapses continuas
entre neur6nios no hipocampo de um modelo animal com Diabetes induzido por

estreptozotocina (Grillo ef al., 2005).

Em relagdao ao DMT2, dados do estudo de Wrighten e colaboradores (Wrighten et al.,
2009) indicam que o declinio cognitivo devido ao DMT2 pode ser parcialmente atribuivel ao
rearranjo estrutural e as alteragdes nas propriedades eletrofisiologicas dos neurdnios do
hipocampo. Ao mesmo tempo, um estudo de Park e colaboradores (Park et al., 2019) mostrou
que o tecido cerebral afetado pela Doenca de Alzheimer apresentava orificios alargados com
distribuicdo irregular, diferentemente do tecido saudavel. Esses estudos corroboram nossos
resultados de morfologia e convergem com as proposicdes aqui destacadas, mostrando que
alteracdes na morfologia do hipocampo diabético podem estar associadas a disfungdes
cognitivas, como memoria e aprendizagem, de acordo com os resultados cognitivos, que
mostram que animais hiperglicémicos tiveram memoria e capacidade de aprendizagem afetadas
negativamente.

A analise morfologica do tecido motivou o estudo de pardmetros ultraestruturais
quantitativos do hipocampo, conforme mostrado na Figura 4.6. A Figura 4.6A mostra os
resultados da rugosidade quadratica média dos tecidos analisados. Os valores médios de Rq e
seus respectivos erros padrao sdo 92 +4 nm, 122 + 11 nm e 103 + 5 nm para os tecidos controle,
DMTI1 e DMT2. De fato, a rugosidade média € maior para amostras de tecido com Diabetes em
comparagdo com a amostra controle. Esses resultados de rugosidade de superficie foram
identificados como um novo biomarcador de superficie de tecido e tém sido amplamente
aplicados no estudo de sistemas bioldgicos, incluindo a caracterizagdo de materiais na

nanotecnologia (Nosonovsky and Bhushan, 2008a) .
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Figura 4.6: Dados quantitativos de AFM. Dados quantitativos sobre propriedades ultraestruturais de tecidos do
grupo controle (normoglicémico) e pacientes com diabetes. (A) Rugosidade, (B) Area de superficie do tecido,

(C) Graficos de volume. Asteriscos indicam diferengas significativas no teste ANOVA com Turkey para p< 0,05.

Outros dois dados ultraestruturais importantes que podem ser analisados a partir de
medidas de AFM sdo area de superficie e volume (Figuras 4.6B e C). Os valores de Area de
Superficie e seus respectivos erros padrio sdo 652 =2 pm?, 671 £ 5 um? e 655 = 4 pm? para os
tecidos controle, DMT1 e DMT2. Pode-se observar um aumento no valor médio da area para
os grupos com Diabetes em relacao a amostra controle. A Figura 4.6C mostra os resultados de
volume dos tecidos analisados, mostrando o aumento de volume para os tecidos com DMT1 e
DMT?2. Os valores de volume e seus respectivos erros padrio sdo 295 + 12 um?, 411 £ 50 pm?
e 342 + 14pum? para os tecidos controle, DMT1 e DMT?2.

Em consonancia com as alteragcdes morfologicas, encontramos aumento da rugosidade
em amostras diabéticas, mostradas na Figura 4.6A. Isso pode ser atribuido ao acimulo de acidos
graxos livres, produtos de glicagdo avangada (AGE) e/ou excesso de citocinas e neurotoxinas
na superficie do hipocampo. E importante enfatizar que o hipocampo, uma regido do cérebro
crucial para a cognigdo, ¢ altamente sensivel a insulina e tem uma alta expressao de receptores
para esse hormoénio (Liu et al, 2022). Essa sensibilidade se deve principalmente ao
envolvimento direto da insulina na regulacdo da neurogénese, sinaptogénese e plasticidade
sinaptica (Spinelli, Fusco and Grassi, 2019). De fato, condi¢des de hipoinsulinemia, como as
observadas no DM1, levam a redu¢do da potenciagdao de longo prazo (Wang et al., 2022),
diminui¢do da transmissado sinaptica (Wang et al., 2022) e degeneracao progressiva € morte dos

neurdénios do hipocampo (Pamidi and Satheesha Nayak, 2012), resultando em graves
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comprometimentos cognitivos (Wang et al., 2022). Por outro lado, condigdes de
hiperinsulinemia, associadas a diminui¢dao da resposta a insulina — um contexto distinto do
DMT1 e caracteristico do DMT2 — também causam danos neuronais semelhantes (Matsunaga
et al., 2016) e deficiéncias funcionais (Pinto et al., 2022; Zhao et al., 2024). Isso destaca que
quaisquer alteracdes nos niveis e na resposta a insulina sdo prejudiciais @ homeostase do
hipocampo. O hipocampo ¢ um local-chave para a plasticidade sinaptica e formagdo da
memoria. A hiperglicemia cronica e a falta de controle glicémico podem levar a disfungao
neuronal e 2 morte celular no hipocampo, afetando sua estrutura e, possivelmente, a rugosidade
da superficie (Horvath et al., 2010). Também ¢ digno de nota que a rugosidade ¢ uma medida
nanométrica da altura, o que torna plausivel associar esses dados a alteragdes proteicas e
moleculares na membrana. Novamente, a atencao ¢ atraida para as amostras de DMT]1, que
obtiveram o maior valor médio de rugosidade em comparacao aos outros grupos. Curiosamente,
Park e colaboradores (Park ef al., 2019) encontraram maior rugosidade no tecido cerebral da
doenca de Alzheimer em comparacdo aos cérebros de controle. Portanto, a rugosidade
aumentada aqui identificada no hipocampo diabético pode estar ligada a neuroinflamagao e ao
estresse oxidativo, semelhante ao que foi encontrado em um estudo sobre a doenca de
Alzheimer.

E importante notar que as altera¢des na rugosidade do hipocampo no diabetes e na
doenca de Alzheimer podem ser sutis e exigir técnicas de andlise sensiveis, como a microscopia
de forca atdomica, que ¢ usada nesta pesquisa, para serem detectadas e quantificadas. Embora
existam algumas semelhancas nas consequéncias das duas condigdes patologicas no
hipocampo, os mecanismos subjacentes sdo diferentes. A doenga de Alzheimer envolve
processos neurodegenerativos especificos, enquanto o diabetes mellitus ¢ uma condicao
metabolica que pode afetar o cérebro de forma mais indireta.

Em condigdes normoglicémicas, o diabetes geralmente nao estd associado ao aumento
da area de superficie do hipocampo, como mostrado na Figura 4.6B. Pelo contrario, o diabetes
¢ mais frequentemente associado a efeitos adversos no sistema nervoso, como atrofia cerebral,
danos aos neurdnios e outras alteragdes prejudiciais na estrutura do cérebro, incluindo o
hipocampo. No entanto, o tamanho da varredura usada nesta pesquisa e a interpretagao dos
resultados devem ser destacados novamente, considerando que estamos examinando estruturas
celulares dentro do tecido. Portanto, para elucidar os dados de area apresentados acima,
observamos que, em alguns casos, o diabetes pode causar retencao de fluidos e edema cerebral.
Isso pode aumentar temporariamente o volume do cérebro, incluindo o hipocampo. O edema
cerebral também pode resultar em um aumento local na area de superficie do hipocampo (Arieff

and Kleeman, 1973). Um estudo de Song e colaboradores (Song ef al., 2003) mostrou que o
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conteudo de dgua cerebral de animais hiperglicémicos com edema cerebral aumentou em
comparagao ao grupo normoglicémico, o que concorda com o caminho proposto aqui. Nesse
sentido, Yuen e colaboradores (Yuen et al., 2008) demonstraram em seu estudo que ratos com
DMT]1 induzido por STZ apresentaram fenotipo semelhante ao dos nossos animais, além de
cetoacidose diabética, hipoperfusdo cerebral e edema. Dessa forma, ¢ razoavel sugerir que
nossos animais provavelmente apresentaram os mesmos disturbios, corroborando o volume de
dados apresentados. Novamente, conforme relatado nos resultados da morfologia, foi observada
alteracdo entre os grupos diabético e controle. A hiperglicemia cronica, caracteristica do
Diabetes, pode causar danos oxidativos e inflamacdo no cérebro, afetando a integridade das
células neuronais e das estruturas do hipocampo. Esse fato pode contribuir para alteragdes na
area de superficie.

As principais diferencas entre DMT1 e DMT2 em termos de alteragdes estruturais no
hipocampo estdo relacionadas a magnitude e aos mecanismos subjacentes dessas alteragdes. No
DMT]1, a maior rugosidade, volume e 4rea do hipocampo podem ser atribuidos a respostas
compensatdrias mais agressivas a episodios repetidos de glicemia anormal. Em contraste, no
DMT?2, a remodelagdo hipocampal ¢ menos pronunciada devido a resisténcia a insulina ¢ a
inflamacao cronica, resultando em um aumento estrutural menos significativo. Essas diferencas
destacam a necessidade de abordagens terapéuticas distintas para proteger a saide do cérebro

em pacientes com DMT1 e DMT2 (Ryan, Geckle and Orchard, 2003).

4.3.4 Resultados nanomecanicos

Os mapas de adesao caracteristicos de cada grupo sao mostrados na Figura 4.7A-C. O
estudo da adesdo via AFM em tecidos biologicos € altamente relevante para a compreensao de
processos celulares e moleculares, como conformagdo de proteinas e interagdes proteicas
especificas, e para inferir a distribuicdo de cargas na superficie sob investigacdo (Nandi and
Ainavarapu, 2021). Os valores médios da for¢a de adesdo, calculados a partir das curvas de
retracdo no AFM sdo 6,4 + 0,2 nN, 5,9+ 0,2 nN e 5,7 = 0,1 nN para os tecidos controle, DMT1
e DMT2 (Figura 4.7D). Curiosamente, a amostra controle tem um valor médio de adesdo maior
do que as amostras DMT1 e DMT2, seguindo uma tendéncia decrescente nos grupos controle,
DMTI1 e DMT?2. Esta sugestdo aponta para mudancas na eletronegatividade entre amostras
devido a diferengas nos momentos dipolares ou distribui¢des de carga (Trought and Perrine,

2021), o que pode ser atribuido a mudangas de proteina na ECM observadas no Diabetes.
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Figura 4.7: Dados de adesio AFM. Dados de adesdo qualitativos e quantitativos de tecidos do grupo controle e
individuos DM. (A) Mapa de adesdo do controle, (B) TIDM e (C) grupo T2DM. (D) Gréafico de barras das forgas
de adesdo comparando os diferentes grupos. Asteriscos indicam diferengas significativas no teste ANOVA com

Turkey para p< 0,05.

Em medidas de espectroscopia de forga via AFM, forgas de adesao podem ser associadas
a forcas eletrostaticas, de Van der Waals, capilares e forgas promovidas pela quebra de ligagdes
quimicas (H. J. Butt, Cappella and Kappl, 2005). Em sondas nao funcionalizadas (como as que
usamos), as forcas de adesdo sdo tomadas como interagdes nao especificas, sendo impossivel
separar a contribui¢cdo de cada uma dessas forgas. Entretanto, como as sondas usadas aqui para
analisar todas as amostras foram feitas do mesmo material e tém as mesmas especificagdes
(modelo, raio da ponta, etc.), assim como os experimentos para todas as amostras foram
realizados sob as mesmas condi¢des (temperatura e umidade do ar), diferencas nas forcas de
adesdo entre as amostras podem significar mudangas em suas propriedades fisicas resultantes
do Diabetes, indicando mudangas na superficie da amostra (Cardoso-Lima et al., 2022). Outra
caracteristica marcante das medidas de AFM realizadas no modo QNM (Dias Rates et al.,
2024b) ¢ a alta frequéncia de aquisi¢ao da curva de forca, permitindo um mapa de alta resolugdo

com 65.536 curvas de forca. Essa alta taxa de aquisi¢@o de curva pode induzir eletrificacdo por
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atrito do ar nas sondas de AFM. Assim, ¢ consistentemente observado em nossas medi¢des que
amostras conhecidas por terem cargas positivas t€ém interacdo de adesao mais significativa com
a sonda AFM neste modo. O oposto € observado para amostras com carga negativa (Amorim
et al., 2022b).

Diferencas na forca de adesdo observadas no hipocampo com DMT1 ¢ DMT2 em
comparagao ao hipocampo saudavel, quando analisadas via AFM, podem ser atribuidas a varias
causas e mecanismos complexos que podem estar relacionados as alteracdes microestruturais €
bioquimicas resultantes do diabetes, como altera¢des na matriz extracelular (ECM) (Biswas and
Chakrabarti, 2019). O diabetes pode levar a alteragdes na composigdo e organizacdo da ECM,
uma rede complexa de proteinas e glicoproteinas que circundam as células no tecido cerebral.
Essas alteracdes podem afetar a adesdo de células e sondas de AFM ao hipocampo diabético. O
diabetes esta associado ao acumulo de proteinas anormais, como agregacao f-amiloide (Stanciu
et al.,2020), que pode afetar as propriedades mecanicas e a adesao das células neurais. Tomadas
em conjunto, as alteragdes na ECM ou o acumulo de proteinas agregadas podem explicar as
alteragdes de adesdao encontradas no hipocampo diabético, embora outros componentes nao
possam ser excluidos.

Outra caracteristica importante que pode ser analisada via AFM ¢ o modulo de Young
(MY), também conhecido como moédulo de elasticidade. Um alto valor de MY indica que o
material € rigido e ndo se deforma facilmente sob estresse. Mapas caracteristicos de MY no
hipocampo sdo mostrados na Figura 4.8A-C. Os valores de MY e seus respectivos erros padrao
sao 18,5+ 0,6 MPa, 17,6 £ 0,5 MPa e 16,5 + 0,6 MPa para os tecidos controle, DMT1 e DMT?2
(Figura 4.8D). Embora a diferenca nas médias entre os grupos parega visualmente sutil, a
analise estatistica revelou uma diferenca significativa usando o teste de normalidade (Turkey)
seguido por ANOVA unidirecional. Este resultado sugere que a variacdo do grupo foi

suficientemente pequena para que a diferenga nas médias se tornasse significativa.
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Figura 4.8: Dados do modulo AFM. Dados qualitativos e quantitativos do médulo de Young (YM) de tecidos do
grupo controle e individuos DM. (A) Mapa MY do controle, (B) DM T1 e (C) grupo DMT?2. (D) Grafico de barras
do MY comparando os diferentes grupos. Asteriscos indicam diferengas significativas no teste ANOVA com

Turkey para p< 0,05.

Um valor médio de MY mais alto ¢ observado para tecidos de controle em comparagao
com tecidos DMT1 ¢ DM T2, como mostrado na Figura 4.8D. Isso pode ser atribuido a
alteragdes microestruturais e biomecanicas devido ao diabetes, como mencionado acima. Isso
inclui alteragdes na deposi¢ao de ECM, agregagao de proteinas, inflamagao e estresse oxidativo.
Por exemplo, alteragdes na ECM podem reduzir a elasticidade do tecido hipocampal diabético,
uma vez que a cé€lula tende a se reorganizar diante de alteracdes causadas pela patologia (Bruce-
Keller, Keller and Morrison, 2009). Além desses fatores, o inchago celular observado pelo
aumento do volume do tecido hipocampal também pode estar associado a alteragdes em MY.
No total, tanto o DM T1 quanto o DM T2 alteram profusamente a biofisica do tecido
hipocampal, diminuindo o MY e a adesdo, enquanto aumentam a rugosidade e o volume - todos

0s quais parecem estar associados ao declinio cognitivo.
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Materiais viscoelasticos exibem respostas variadas a diferentes perturbagdes. No
PeakForce QNM, o cantilever oscila em frequéncias na faixa de kHz, o que induz diferentes
comportamentos elasticos em cada frequéncia (Alencar et al., 2023). E importante notar que as
medi¢des de AFM em frequéncias de varredura mais altas revelam propriedades mais elasticas,
levando a valores de modulo elastico mais altos (Rebélo ef al., 2014). A medida que a
frequéncia de indentagdo aumenta, a resposta do material viscoelastico se torna mais rigida,
(Alencar et al., 2023), (Rebélo et al., 2014) , (de Barros et al., 2023). Como o modo QNM
adquire curvas de for¢a em frequéncias em torno de 1 kHz, o tecido parece ter um modulo mais
alto, particularmente em mapas de alta resolucdo (Dias Rates et al., 2024c). Isso deve ser
considerado ao interpretar os resultados, pois a viscoelasticidade pode introduzir variabilidade.
No entanto, apesar dos valores absolutos mais altos, as diferengas relativas entre os tecidos
controle e hiperglicémico permanecem validas e refletem com precisdo as mudangas mecanicas
devido a hiperglicemia, visto que todas as medi¢des foram conduzidas em condigdes
experimentais consistentes.

As curvas forga-distancia fornecem ainda informacgodes detalhadas sobre as propriedades
nanomecanicas dos tecidos, como rigidez e elasticidade, que podem ser afetadas por condigdes
patoldgicas (Garcia, 2020). Nas curvas apresentadas na Figura 4.9, a linha azul representa a
curva de aproximag¢do, que mostra a interagdo entre a ponta da sonda AFM e a superficie da
amostra conforme a sonda se aproxima do tecido. A linha vermelha representa a curva de
retracdo, que reflete o comportamento do tecido quando a sonda ¢ retirada.

A inclinacdo da curva de aproximacdo pode fornecer informagdes sobre a rigidez,
calculada como moédulo de Young, da superficie da amostra (Song and Bhushan, 2008). Uma
inclina¢do mais ingreme indica uma superficie mais rigida. Os valores do mdédulo de Young
foram extraidos de ajustes nas curvas de forca em uma faixa de deflexdo. Os resultados
representativos para as amostras Controle, DMT1 e DMT2 foram 20,1 MPa, 17,2 MPa e 15,6
MPa, respectivamente.

A partir dos resultados mostrados na Figura 4.9, pode-se observar que as amostras
hipocampais com DMTI e DMT2 apresentam alteracdes na rigidez em comparagdo ao
hipocampo controle, indicando que o tecido patoldgico € menos resistente a deformacao. Isso
sugere que o tecido pode se deformar mais facilmente sob pressdo ou estresse, como forgas
aplicadas pela sonda AFM em experimentos nanomecanicos. Em um contexto patologico, como
em tecidos hipocampais afetados por diabetes ou outras doencas neurodegenerativas, uma
diminui¢do no mddulo de Young pode refletir alteragdes estruturais, como degradagdo da matriz
extracelular, perda de integridade celular ou outras alteracdes na composicdo do tecido

resultando em maior maleabilidade, conforme mencionado no texto principal.
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Figura 4.9: Exemplos de curvas for¢a-distincia obtidas por AFM para amostras hipocampais. A curva azul
¢ a curva de aproximag@o. A curva vermelha é a curva de retracdo. A, controle. B, Diabetes Mellitus Tipo 1. C,

Diabetes Mellitus Tipo 2.

A curva de retragdo ¢ crucial para entender a elasticidade ¢ a adesdao do tecido (Heath
and Scheuring, 2019). Em amostras diabéticas, a curva de retragdo normalmente mostra desvios
maiores do que o hipocampo saudavel, sugerindo alteragdes na recuperagdo eldstica e possiveis
alteragdes nas caracteristicas de adesdao celular que podem estar associadas ao processo
degenerativo causado pelo diabetes. Essas curvas destacam as diferengas nos comportamentos
mecanicos entre tecidos saudaveis e aqueles afetados pelo diabetes, contribuindo para uma
melhor compreensdo das alteracdes microestruturais € suas implicacoes para a fungdo

cognitiva.

4.3.5 Resultados Vibracionais

A Figura 4.10 mostra os espectros médios dos grupos controle, DMT1 e DMT2. E
possivel identificar modos vibracionais dos componentes bioguimicos fundamentais das
estruturas dos tecidos: lipidios e proteinas. Na regido espectral de 700 a 1800 cm™, podemos
notar a presenca de modos vibracionais relacionados as proteinas, como o da Prolina (855 cm”
1), e os da Tirosina (831 cm™, 1172 cm™?, 1609 cm™), Fenilalanina (1004 cm™ e 1586 cm™) e
Triptofano (750 cm™, 1339 cm™, 1362 cm™, 1554 cm™ e 1619 cm™). A presenca das bandas
Amida, na faixa entre 1207 cm-1 e 1269 cm-1, atribuidas a Amida Il e 0 modo em 1659 cm™,
relacionado & Amida I, que é composta de a&tomos de carbono, oxigénio e nitrogénio (CONH),
desempenha um papel crucial na formacdo de proteinas, formando ligagcdes importantes que

conferem rigidez estrutural e fornecem informagdes sobre a organizagéo da estrutura secundaria
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em filamentos de actina (Bandekar, 1992). Além disso, bandas correspondentes a lipidios foram
identificadas nas posicdes 718 cm™, 880 cm™, 1032 cm™, 1307 cm™ e 1449 cm™. Esses modos

refletem a composicéo, organizacgéo e estrutura dos lipidios do tecido.
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Figura 4.10: ldentificagdo molecular. A. Espectros médios e identificagdo de modos relacionados ao grupo

controle (preto), grupo DM T1 (azul) e grupo DM T2 (vermelho). B. Analise de PCA mostrando a diferenciacgao

entre o grupo controle (preto), grupo DM T1 (azul) e grupo DM T2 (vermelho), com uma variancia total de 87,9%

Os comprimentos de onda exatos para cada um dos modos identificados estdo listados

na Tabela 2, abaixo.

Tabela 2. Assinatura de cada pico do espectro Raman (Movasaghi, Rehman and Rehman, 2007; Rygula et al.,
2013; Pezzotti, 2021)..

Wavenumber Aminoacido/proteina Lipidio/ Outros
(cm™) Carboidrato
700 Metionina
718 Colina
750 Triptofano
831 Tirosina
855 Prolina/Tirosina

880 Esfingomielina
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940 Polissacarideos
1004 Fenilalanina
1032 CH2CHslig.
1128 C - N alo.
1172 Tirosina
1207 — 1269 Amida III
1307 CH>/CHs tor.
1339 Triptofano
1362 Triptofano
1405 CH def.
1449 C -H vib.
1554 Triptofano
1586 Fenilalanina
1609 Tirosina
1619 Triptofano
1659 Amida I

Abreviaco: alo. = alongamento, vib = vibragdo, lig = ligacéo, tor = torc¢éo, def = deformation

Utilizando a Anélise de Componentes Principais (PCA) multivariada, foi possivel
identificar alteracbes nos modos vibracionais que distinguem claramente entre 0S grupos
controle e hiperglicémico (DM1 e DM2), conforme mostrado na Figura 4.10. A analise dos
espectros por PCA revela uma distingao significativa entre os grupos controle e hiperglicémico
(DM1 e DM2). As principais variacGes responsaveis por 87,9% da variacdo na ACP estdo
relacionadas as intensidades dos modos vibracionais em torno de 1004 cm™, 1207-1269 cm™,
1449 cm™ e 1659 cm™. Esses modos associados sdo componentes lipidicos (1449 cm™), o grupo
Amida (1207-1269 cm™ e 1659 cm?) e fenilalanina (1004 cm™), de acordo com a Tabela 2, e
todos foram diminuidos em amostras de diabetes, sugerindo um desarranjo global da assinatura
vibracional do hipocampo desses animais.

Em relacdo aos resultados vibracionais obtidos pela espectroscopia Raman, na Figura
4.10, observou-se uma diminuicdo acentuada para varios picos nos tecidos hiperglicémicos em
comparacdo aos tecidos controle. Os espectros individuais mostram que as alteragcdes mais
significativas estdo nas bandas amida, colesterol e lipidios. Isso sugere alteragdes moleculares
fundamentais no hipocampo no Diabetes, que estdo associadas a alteracfes em lipidios e
proteinas, mostrando novamente as alteracdes estruturais globais que o tecido apresenta, que
podem ser atribuidas a complicagdes decorrentes da hiperglicemia. Nota-se, portanto, como o
Diabetes, uma doenca caracterizada por distdrbios metabdlicos, pode causar tais alteracdes ao
afetar um tecido que desempenha um papel fundamental na producdo de sinapses, memoria,

aprendizagem e cognicdo. Esses resultados mostram como a alteracdo de diferentes substancias
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afeta o funcionamento e a morfologia do hipocampo em condi¢des diabéticas, como
corroborado com as descricdes a seguir.

A metionina é um aminoacido essencial que desempenha vérias funcGes no corpo,
incluindo a sintese de proteinas, a formagdo de neurotransmissores e a regulacdo do
metabolismo no hipocampo (Kim et al., 2019), pois atua na composicdo da dopamina e
serotonina, conforme mostra Dash e colaboradores (Dash et al., 2016). Ou seja, niveis mais
elevados de metionina podem estar associados a uma neurotransmissdo mais eficiente. O
resultado descrito para a metionina mostra que a menor intensidade deste composto, em 700
cmt, nos tecidos hiperglicémicos pode indicar disfungdes celulares advindas da condigdo de
diabetes. Como este aminoacido tem papel importante na acdo antioxidante e na
neurotransmissao, € plausivel correlacionar este resultado com os resultados que vém sendo
destacados até aqui, mostrando que o tecido de hipocampo diabético possui alterac6es biofisicas
que contribuem para processos neurodegenerativos que podem levar a deméncia, corroborando
com a via proposta de estudo proposta neste trabalho.

A colina é um lipidio presente na membrana celular relatado como um precursor da
acetilcolina, um neurotransmissor responsavel pela memoria, aprendizado e humor (Zeisel,
2004). Enzimas pancreéticas produzem colina a partir dos alimentos ingeridos na dieta, sendo
distribuidas por todo o corpo humano (Hollenbeck, 2012). Logo, uma complicacdo que afeta o
pancreas, como a diabetes mellitus, pode desregular a producédo de colina, como demonstrados
nos dados vibracionais aqui apresentados. Tais argumentacdes confirmam os dados de
alteracdes de colina em amostras de hipocampo com hiperglicemia estudadas neste trabalho, na
banda em 718 cm™, com diminuicéo da intensidade para os tecidos de hipocampo com DMT1
e DMT2, corroborando para as vias propostas aqui de correlacdo entre hiperglicemia e
processos neurodegenerativos.

O triptofano € um aminoacido essencial que desempenha um papel importante no
funcionamento do sistema nervoso, servindo como precursor da serotonina, um
neurotransmissor que desempenha varias funcdes no cérebro, incluindo regulacdo do humor e
fungdes cognitivas (Roth et al., 2021). O triptofano também auxilia a formacdo da melatonina,
horménio produzido pela glandula pineal que exerce papel neuroprotetor pela sua capacidade
de inibir a apoptose, estresse oxidativo e, até mesmo, da toxicidade da placa beta-amiloide
(Baptista et al., 2020). Como o triptofano € precursor da serotonina, ele ajuda na comunicacao
entre 0s neurdnios no hipocampo, e ao permitir niveis adequados de melatonina, promove um
sono de qualidade e permite um efeito antioxidante no organismo (Sudar-Milovanovic et al.,
2022). Algumas das alteragdes clinicas descritas em doencas neurodegenerativas, além do

déficit da memdria recente e comprometimento de fungdes executivas, s&o 0 comprometimento
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psiquico e alteracfes no comportamento, como ansiedade, depresséo, apatia e irritabilidade
(Self and Holtzman, 2023). Nesse contexto, a reducéo da intensidade das bandas do triptofano
em 750cm™, 1339cm?, 1362cm™, 1554cm™ e 1619cm™ nos hipocampos hiperglicémicos,
podem ser relacionados a processos explicando alguns sintomas presentes na diabetes e que séo
caracteristicos de deméncia, como depressao, insdnia, ansiedade, irritabilidade.

A fenilalanina é um aminoacido que atua na sintese de proteinas, na producdo de
neurotransmissores e na regulacdo do metabolismo no organismo (Pilotto et al., 2021). Este
aminoacido é o precursor da tirosina, que por sua vez € 0 precursor de neurotransmissores Como
a dopamina (Trepp et al., 2020). Portanto, a fenilalanina influencia a funcdo do hipocampo
principalmente por meio de sua conversdo em tirosina e subsequente producdo de
neurotransmissores, que desempenham papéis essenciais na regulacdo do humor, da motivacéo
e da funcdo cognitiva (Liu et al., 2021), além de possuir propriedades antioxidantes que podem
ajudar a proteger o cérebro contra danos causados pelo estresse oxidativo, sendo capaz de
neutralizar os radicais livres (Akram et al., 2020). A diminuicéo da intensidade deste modo, em
1004 cm?, para os tecidos de hipocampo hiperglicémico pode mostrar informagGes importantes
acerca das alteraces metabolicas advindas da diabetes e que levam a desordem no hipocampo,
como deficiéncia na memoria, alteracdo de humor, ansiedade, depresséao e até deméncia, como
vem sendo destacado até aqui.

A tirosina é um aminoacido ndo essencial que pode ser sintetizado pelo corpo a partir
da fenilalanina e atua como precursor de neurotransmissores, incluindo a dopamina
(Bloemendaal e al., 2018a). Esses neurotransmissores atuam na regulacdo do humor, do
estresse, da atencdo, do foco e de outras fungdes cerebrais, bem como a cognicéo e a memoria
(Bloemendaal et al., 2018b). A baixa disponibilidade de dopamina é frequentemente associada
a pacientes com sintomas depressivos (Flux and Lowry, 2020). No resultado vibracional, 0s
modos de tirosina de hipocampo hiperglicémico, em 831cm™, 1172cm™ e 1609cm™?, sofreram
alteracdo em relagéo ao tecido controle, exibindo diminui¢do da intensidade da banda. Este
resultado aponta novamente para possiveis complicacGes advindas da diabetes que levam a
problemas de declinio cognitivo, como perda de memoria e, nesse caso especifico, alteracdes
de humor, que séo sintomas clinicos comum de pacientes com doencas neurodegenerativas.
Este resultado mostra novamente como o estado hiperglicémico do tecido do hipocampo pode
levar a alteracfes de ordem neuroldgica.

A prolina é um aminodcido ndo essencial envolvido na adaptacdo ao estresse osmotico
e de desidratacdo, controle redox, eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e apoptose
(Fichman et al., 2015). No estudo de Xie e colaboradores (Xie et al., 2021), foi observado que

a prolina desempenha um papel crucial no desenvolvimento cognitivo saudavel, e sua auséncia
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pode levar a deméncia, visto que, segundo 0s autores, no contexto especifico do hipocampo a
prolina desempenha um papel relevante na regulacdo da neurotransmisséo e no funcionamento
cognitivo. Em relacéo a diabetes, como esta doenca esta associada a um aumento do estresse
oxidativo no cérebro, o que pode levar a danos neuronais e disfuncao cognitiva, a prolina, pode
desempenhar um papel na protecdo contra o estresse oxidativo no cérebro diabético, ajudando
a reduzir os danos neuronais (Misiura and Miltyk, 2019). A banda de prolina, em 855 cm™,
apresenta reducdo de intensidade para os tecidos de hipocampo hiperglicémico, o que mostra
que a modificacdo deste componente pode estar associada a exacerbada inflamacéo cerebral em
pessoas com diabetes, assim como presenca de espécies reativas de oxigénio.

O segundo maior grupo de lipidios encontrados na membrana sdo os esfingolipidios,
considerados essenciais para a preservacao da integridade da membrana, no metabolismo e na
transducédo de sinais, no crescimento, na diferenciacdo e na prevengdo de apoptose celular
(Yang and Chen, 2022). A esfingomielina é um tipo de esfingolipidio encontrado especialmente
na bainha de mielina membranosa que envolve alguns axdnios de células nervosas ajudando a
formar a estrutura das membranas celulares, conferindo-lhes estabilidade e fluidez (Bruhn et
al., 2006). No caso de diabetes, especialmente diabetes tipo 2, podem ocorrer alteracfes na
esfingomielina no hipocampo, bem como em outras partes do cérebro (Cermenati et al., 2017a).
Observamos a alteragdo desse lipidio na banda identificada em 880 cm™, com diminuicio da
intensidade para os grupos diabéticos em relacdo ao grupo controle. Os resultados mostrados
neste trabalho indicam que a composicdo lipidica, incluindo a esfingomielina, pode ser alterada
em condicOes de hiperglicemia e que essas alteracfes podem estar relacionadas a disfuncéo
neuronal, advindas do estresse oxidativo, por exemplo. Este fato pode levar a alteracbes no
metabolismo lipidico, incluindo a sintese e a manipulacdo da esfingomielina. Este resultado
evidencia mais um ponto em comum entre diabetes e deméncia, mostrando que alteracdes na
composicdo ou niveis de lipidios podem estar associadas a varias condi¢cGes neurolégicas,
afetando a funcdo cognitiva e a memodria.

Os polissacarideos sdao macromoléculas compostas por unidades de monossacarideos
ligadas entre si, que desempenham diversas fungdes em organismos vivos, incluindo o
hipocampo, atuando na reserva de energia celular, por exemplo (Cermenati et al., 2017b).
Alguns polissacarideos tambeém podem influenciar a plasticidade sinéptica, que é a capacidade
do cérebro de remodelar suas conexfes em resposta a estimulos (Zhou et al., 2020). A
diminuicdo da intensidade desse composto, em 940 cm™, leva novamente a correlagdo entre
alteracdes ocasionadas pelas condigcdes hiperglicémicas no funcionamento adequado do
hipocampo, o que resulta em modificacfes de memoria, aprendizado e neurodegeneracéo, como

mostrou Dun e colaboradores (Dun et al., 2016), destacando em seu estudo a melhora da
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memoria em ratos com diabetes induzido por estreptozotocina, associado ao potencial
mecanismo de terapias com polissacarideos.

Como mencionado, a informacdo acerca das bandas de amida é importante na
caracterizagdo de proteinas e na compreensdo de como sua estrutura esta relacionada com suas
funcgdes bioldgicas (Ji et al., 2020). Observa-se que a intensidade das bandas de amida | e amida
I11 sdo menores nos espectros medios de tecido DMT1 e DMT2, em relagéo ao tecido controle.
Essa diferenca pode indicar mudancas na composicdo quimica, estrutura molecular ou
concentracdo desse grupo funcional. Do ponto de vista biofisico, a diminuicdo da intensidade
das bandas de amida nos tecidos patologicos pode evidenciar a menor organizacgao estrutural e,
consequentemente, menor rigidez do tecido analisado, o que corrobora com os resultados de
rugosidade e médulo de Young apresentados anteriormente. Essas alteragdes no tecido do
hipocampo diabético podem levar a danos microestruturais e, por sua vez, estes danos podem
ocasionar danos na memoria e aprendizado, evidenciando novamente a relacdo entre
hiperglicemia e deméncia (Wang et al., 2006).

Na espectroscopia Raman, uma alteracdo na ligacdo CH,/CHjs refere-se a uma mudanca
nas caracteristicas das vibracGes moleculares associadas as ligagdes quimicas entre atomos de
carbono e hidrogénio em uma molécula, conforme encontrado na banda em 1032 cm™. As
ligacdes CH. e CH3 se referem as ligagdes entre atomos de carbono e hidrogénio em grupos
metileno (CH2) e grupos metila (CHs), respectivamente (Huang ef al., 2011). Ja a alteragdo na
razdo de torcdo CH2/CHs se refere a uma mudanca na proporcdo das bandas de vibragdo
associadas a esses grupos em uma molécula, conforme encontrado na banda em 1307 cm™. Os
grupos CH2 e CH3 sd8o comuns em muitas moléculas organicas, incluindo lipidios, proteinas e
carboidratos e a diminuicdo na intensidade da banda de vibra¢do CH2/CH3 pode sugerir uma
quebra ou alteracdo na ligacdo quimica desses grupos funcionais (Czamara et al., 2015), 0 que
poderia ocorrer devido a processos como oxidacdo, quebra de ligacdo ou rearranjos
moleculares, que podem estar relacionadas a processos fisioldgicos, como inflamacéo, estresse
oxidativo ou envelhecimento celular (Shi, Fung and Zhou, 2021). Diante disto e dos resultados
vibracionais apresentados aqui, observa-se que a diminui¢cdo dos modos relacionados a ligagdo
e a torcdo de CH2/CH3 no tecido diabético mostram que, de fato, ocorrem alteracdes de carater
lipidico e proteico no hipocampo hiperglicémico, o que corrobora com todos os resultados que
foram descritos anteriormente, mostrando novamente a via de convergéncia entre alteraces
metabdlicas e mudancas ultraestruturais, que podem ocasionar mudancas nos processos de
sinapse, memoria e cognicao.

Por fim, na espectroscopia Raman, as vibra¢oes de alongamento C-H, identificado neste

trabalho em 1449 cm?, sdo significativas devido a prevaléncia de ligagGes carbono e hidrogénio
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em moléculas organicas. Essas vibragdes fornecem informacdes sobre a estrutura molecular do
sistema em estudo (Howell et al., 1999). Mudancas na frequéncia dessas vibracGes podem
ocorrer devido a variagdes na estrutura molecular, como diferentes grupos funcionais ou
padrbes de substituicdo, como lipidios e proteinas (Larsson and Rand, 1973). A analise de
mudangas nas vibragbes C-H na espectroscopia Raman pode oferecer informagdes sobre
estrutura molecular, dindmica e interag¢6es, tornando-a uma técnica poderosa em varios campos,
como quimica, ciéncia de materiais e biologia. Neste ambito, estudos voltados para essa
perspectiva j& vém acontecendo ha um certo tempo, com énfase em outros constituintes de
sistemas bioldgicos, além do estudo de lipidios e proteinas (Aslanian, Négrerie and Chambert,
1986; Litman, Lewis and Levin, 1991). Desta forma, alteracdes na banda de vibragdes C-H
observadas nos tecidos diabéticos indicam podem indicar alterac@es na estrutura e interacdes
moleculares, destacando o impacto direto do Diabetes na fungéo cerebral.

A diminuicdo dos picos Raman, em geral, nos componentes do tecido hipocampal pode
estar relacionada as alteracGes morfoldgicas causadas pelo Diabetes. Esses picos representam
as propriedades moleculares dos tecidos, incluindo sua composicdo quimica e estrutura
molecular. Uma diminuicdo na intensidade desses picos pode indicar altera¢fes na integridade
estrutural do tecido cerebral, como reducdo da densidade celular, perda de conexdes neuronais
ou mesmo degeneracdo das células nervosas. No Diabetes, a hiperglicemia pode desencadear
estresse oxidativo e inflamacéo crénica, conhecidos por causar danos aos tecidos, incluindo o
hipocampo, conforme destacado nos resultados anteriores. Esse dano pode levar a alteracdes
morfolégicas, como atrofia neuronal, perda de neurdnios ou alteragcdes na arquitetura celular.
Como resultado, a diminuicdo dos picos Raman pode refletir essas alteracbes morfolégicas,
fornecendo informacdes importantes sobre os efeitos do Diabetes na estrutura e satde do tecido
cerebral.

Os dados apresentados aqui corroboram os dados do AFM. Enquanto a espectroscopia
Raman forneceu informacdes sobre alteragdes na composi¢do bioquimica, o AFM forneceu
dados complementares sobre alteracfes nas propriedades mecanicas do tecido. Juntas, essas
técnicas reforcam a conclusao de que a hiperglicemia induz alteragdes notaveis na composi¢do

e mecanica do tecido, corroborando os achados.
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4.4 Conclusoes

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram claros comprometimentos
biofisicos e vibracionais no hipocampo de ratos DMT1 e DMT2. Animais diabéticos
apresentaram déficits cognitivos associados ao aumento da rugosidade, area e volume e
diminui¢ao da adesdo e MY. Também encontramos uma reducao geral na assinatura vibracional
de amostras diabéticas quando comparadas as do tecido controle. Os resultados apresentados
neste trabalho sao fundamentais para melhor compreensao da relacao entre hiperglicemia e
comprometimento cognitivo, fornecendo pistas biofisicas do hipocampo ligadas ao declinio

cognitivo no Diabetes.
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5 Conclusoes e Perspectivas

Esta tese abordou a aplicacdo de técnicas biofisicas e vibracionais, especificamente a
Microscopia de Forga Atdmica e a Espectroscopia Raman, na investigacao de taupatias e do
declinio cognitivo associado ao Diabetes Mellitus. Na primeira parte desta pesquisa, com uma
extensa revisdo bibliografica, mostrou-se a utilizacdo do AFM como uma ferramenta que
permite uma andlise aprofundada das propriedades mecanicas e estruturais das proteinas tau e
seus agregados, elucidando os mecanismos patogénicos subjacentes as taupatias. As
descobertas obtidas com AFM destacam a rigidez e conformagdao dos agregados de tau,
revelando informagdes cruciais sobre a estabilidade e a formagao desses agregados patoldgicos.
Estes achados nao s6 aprimoram a compreensdo dos processos de agregacao de tau, mas
também abrem caminho para o desenvolvimento de novos biomarcadores e estratégias
terapéuticas para o diagnostico precoce e intervencao nas taupatias.

Na segunda parte, as técnicas de Microscopia de For¢a Atomica e de Espectroscopia
Raman foram empregadas para investigar as alteracdes ultraestruturais, nanomecanicas e
bioquimicas no tecido de hipocampo cerebral decorrentes do diabetes mellitus. O uso do AFM
permitiu a observacao de alteracdes na morfologia do tecido do hipocampo, e em propriedades
como rigidez e adesdo, evidenciando que a hiperglicemia afeta tais propriedades de forma a
contribuir para o processo de declinio cognitivo. A técnica de Espectroscopia Raman permitiu
a identificagdo de assinaturas vibracionais especificas associadas as disfuncdes metabodlicas que
contribuem para o declinio cognitivo. Os resultados revelam mudangas significativas nas
assinaturas moleculares dos tecidos cerebrais hiperglicémicos, fornecendo novos insights sobre
os mecanismos que ligam o diabetes a neurodegeneracdao. Destaca-se novamente a relevancia
deste estudo, que empregou uma abordagem inovadora e pioneira no estudo do hipocampo,
visando contribuir com uma érea ainda pouco compreendida.

De forma geral, os dados de cogni¢do mostraram que os animais que foram induzidos a
hiperglicemia apresentaram déficits de memoria e aprendizado. O estudo morfologico com
mapas de alta resolu¢do revelaram as diferentes ultraestruturas presentes em cada grupo
estudado. Os valores de rugosidade, mostraram alteragdes que foram associadas a remodelagao
da membrana extracelular, que seria promovida pelas complicagdes do diabetes, como
formacdo de espécies reativas de oxigénio e citosinas inflamatorias. Os resultados de area e
volume para o hipocampo diabético, com valor aumentado em relacao ao hipocampo controle,
mostraram que se pode associar a presenca de edema no tecido promovido pelas alteragdes,

entre outros fatores, nos canais i0nicos das células. O estudo da adesdo e do modulo de Young,
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obtidos através da analise das curvas de forga do AFM, mostraram as diferengas promovidas
no hipocampo pelo diabetes e foi possivel observar como tais alteragdes pode se relacionar com
declinio cognitivo, sendo possivel concluir que ocorrem alteragdes nos componentes de
membrana e a diminui¢do da rigidez tecidual, fatos ja descritos para doencas
neurodegenerativas e que ficaram evidentes que também estdo presentes no tecido de
hipocampo hiperglicémico. Desta forma, os dados ultraestruturais e nanomecanicos refor¢am
as hipoteses de correlagdo entre diabetes e declinio cognitivo.

Os resultados vibracionais mostraram que ocorreram diversas alteracdes moleculares no
tecido de hipocampo com diabetes, como os encontrados nas bandas relacionados a proteinas,
como o modo da Prolina (855cm™), Tirosina (831cm™, 1172cm™, 1609cm™), Fenilalanina
(1004cm™ e 1586ecm™!) e Triptofano (750cm™, 1339cm™, 1362cm’!, 1554cm™ e 1619cm™), bem
como a presenca das bandas Amida, na faixa entre 1207 cm™ a 1269 cm™!, atribuida a amida II1
e 0 modo em 1659 cm™, relacionado a Amida I, e as bandas atribuidas a lipidios (718cm™,
880cm™, 1032 cm™, 1307 cm™ e 1449 cm™). De forma geral, foi descrito o papel de cada lipidio
e proteina em fungdes de sinapse, memoria, aprendizado e neuro protecao e foi possivel
observar que todas as alteragdes podem ser relacionadas diretamente a processos de declinio
cognitivos que seriam consequéncia direta das alteragdes metabodlicas advindas do diabetes.

As perspectivas para esta linha de pesquisa sdo promissoras, principalmente no que se
refere a integracdo continua de técnicas avancadas como AFM e Espectroscopia Raman, que
fornecem uma visdo ainda mais completa das alteragdes patologicas em nivel molecular e
estrutural. Investigagdes adicionais podem focar na padronizacao de protocolos experimentais
e no desenvolvimento de novos métodos de andlise que aumentem a reprodutibilidade e a
comparabilidade dos resultados. Além disso, a expansdo dos estudos para modelos in vivo pode
validar e ampliar os achados, aproximando-os da aplicagdo clinica.

Além disso, também ¢ relevante a exploragdo de outras técnicas complementares, como
a Microscopia de Forca Elétrica, para enriquecer a analise biofisica dos tecidos cerebrais. A
colaboracdo interdisciplinar entre pesquisadores de diferentes areas, incluindo fisica, quimica,
biologia e medicina, sera crucial para maximizar o impacto dessas abordagens e traduzir os
achados de pesquisa em beneficios clinicos concretos.

Desta forma, a aplicacao de AFM e Espectroscopia Raman na investigag¢ao de taupatias
e declinio cognitivo associado ao diabetes mostrou-se altamente eficaz e inovadora,
proporcionando novas perspectivas para o diagnostico precoce e o desenvolvimento de terapias
mais eficazes. Com o avango continuo da tecnologia e da pesquisa interdisciplinar, estas
abordagens tém o potencial de transformar significativamente a compreensdo € o tratamento

das doencas neurodegenerativas e metabdlicas.
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APENDICES

A FUNDAMENTACAO TEORICA

A.1 Conceitos basicos de Microscopia de For¢ca Atomica

Para auxiliar o estudo dos fendmenos de superficies, diversas metodologias e
instrumentos foram desenvolvidos. Entre eles, destacam-se as técnicas de microscopia optica,
que utilizam luz para sondar propriedades especificas. No entanto, essas técnicas enfrentam
uma limitacdo devido ao fendmeno da difragdo, que impede a analise de propriedades em
escalas atdmicas e moleculares (Diaspro and Bianchini, 2020). A Gnica forma de contornar essa
limitagdo ¢ através do uso de comprimentos de onda extremamente pequenos, que requerem
energias muito altas, potencialmente comprometendo a integridade das amostras bioldgicas, por
exemplo. Os fendmenos fisicos que ocorrem nas interfaces dos objetos naturais determinam seu
comportamento geral, especialmente em escalas reduzidas, como em sistemas moleculares,
atdmicos e subatomicos. O conhecimento das propriedades fisicas nas interfaces, ou
propriedades de superficies, ¢ tdo essencial que uma area inteira da Fisica ¢ dedicada
exclusivamente ao seu estudo: a Fisica de Superficies (Ibach, 2006).

O desenvolvimento da teoria quantica da matéria no inicio do século XX impulsionou
grandes avangos nas metodologias microscopicas. Um exemplo notavel ¢ o uso de ondas de
particulas, como feixes de elétrons, néutrons e ions, em vez de ondas de luz para o mapeamento
de pequenas superficies. Entre essas técnicas destacam-se a Microscopia Eletronica de
Transmissdo (TEM) (Crewe, 1974), criada na Universidade Técnica de Berlim em 1931, e a
Microscopia Eletronica de Varredura (SEM). Aproximadamente 50 anos depois, foram
desenvolvidas técnicas mais avancadas que ndo utilizavam ondas de particulas para sondar
materiais, mas sim forcas atdmicas e/ou correntes de tunelamento de elétrons entre moléculas
ou atomos. A Microscopia de Varredura por Sonda (SPM) compreende um grupo de
instrumentos que geram imagens varrendo a superficie da amostra com uma sonda. Esses
instrumentos incluem sondas, ceramicas piezoelétricas (escaneres) para posicionar e varrer a
amostra, circuitos elétricos de realimentagdo para controlar a posi¢ao vertical e horizontal da
sonda, ¢ um computador que movimenta os escaneres de varredura, armazena dados e os
converte em imagens por meio de um software especifico (Sarid, 1994b)

Da classe das microscopias de varredura por sonda, a Microscopia de Tunelamento

Quantico— STM (Scanning Tunneling Microscope) foi a precursora, desenvolvida, em 1981,
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por Gerd Binnig e Heinrich Rohrer, o qual rendeu aos dois o Prémio Nobel de Fisica de 1986
(Binnig and Rohrer, 1983), tendo como principio de funcionamento o efeito tinel. De acordo
com a Mecanica Quantica, o efeito tinel surge como consequéncia da natureza ondulatéria do
elétron. Classicamente, para uma particula transpor uma barreira de potencial, ¢ necessario que
ela tenha um minimo de energia cinética, nao sendo possivel a transposi¢ao para energias com
valor abaixo deste minimo. A partir de uma perspectiva quantica, uma particula tem uma
probabilidade nao nula de atravessar uma regido classicamente proibida (barreira de potencial)
que separa duas regides classicamente permitidas, fendmeno comumente denominado de
tunelamento quantico.

A técnica de Microscopia de Forga Atdmica faz parte das metodologias de varredura por
sonda e foi derivada diretamente do STM. O AFM foi desenvolvido, em 1986, por Binnig e
colaboradores (Binnig, Quate and Gerber, 1986b). Esta metodologia, de forma geral, tem como
principio fundamental a medida das forgas intermoleculares ou interatdmicas entre uma ponta
muito fina (sonda) e a amostra e, posteriormente, sua transformacdo em uma imagem que revele
as caracteristicas topograficas da superficie. Com o AFM, tornou-se possivel estudar todos os
tipos de materiais, j& que ele ndo utiliza corrente de tunelamento, mas sim forgas.

Os principais componentes do AFM sdo: sonda (cantiléver+ponta); escaner
piezoelétrico; laser diodo; fotodetector e computador para controle do sistema, armazenamento
dos dados produzidos pelo fotodetector e conversdo desses dados em mapas topograficos
tridimensionais, dos quais se podem obter propriedades mecanicas, elétricas e magnéticas. A
figura A.1 mostra os componentes do AFM e sua disposicao no equipamento.

Inicialmente, uma ponta de prova (sonda) € colocada nas proximidades da superficie da
amostra. Quando a distancia € pequena o suficiente para que dipolos elétricos sejam induzidos
ou para que dipolos ja existentes interajam, forgas elétricas atrativas entre os atomos da sonda
e da amostra (forgas de van der Walls) se manifestam (Bhushan, Fuchs and Hosaka, 2014). A
atracdo aumenta até atingir um limite méximo, o que ocorre quando a sonda se aproxima muito
da amostra. A partir de uma determinada distdncia, uma forga repulsiva proveniente da
superposi¢ao eletronica dos atomos da sonda-amostra passa a atuar, evitando a superposicao
espacial dos atomos destas superficies. A repulsao ¢ consequéncia do Principio de Exclusao de
Pauli, fendmeno fisico que impede que dois elétrons possam ocupar o mesmo estado quantico

simultaneamente.
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Fotodetector

Monitor Tip e Cantilever

Controladora

Escaner Piezelétrico

Figura A.1: Esquema de funcionamento de um Microscopio de For¢a Atomica e seus componentes.

Fonte: Imagem cedida pela Prof*. Luciana Alencar.

Por meio do método de detecgdo Optica, medem-se as reflexdes de um laser em
diferentes direcdes a partir de superficie refletora na extremidade livre no dorso do cantiléver.
A ponta ¢ fixa na parte inferior do cantiléver, no lado oposto da superficie refletora. Sob agao
de forcas atrativas e repulsivas, o cantiléver se deforma, alterando o angulo da superficie
espelhada e, consequentemente, o angulo de reflexdo do laser. Um detector de quatro
fotocélulas independentes capta a luz do laser, produzindo uma diferenca de potencial (DDP),
via efeito fotovoltaico. Por fim, um computador produz uma imagem cujos detalhes sdo
proporcionais a intensidade da relativa entre as quatro fotocélulas.

O AFM opera medindo as forgas entre o par sonda-amostra. Essas forcas dependem da
natureza desse par, da distancia entre eles, da geometria da ponta e de qualquer contaminacao
que houver sobre a superficie da amostra. Durante o processo de varredura, os atomos
localizados na extremidade da ponta interagem com os da superficie da amostra, que estao
imediatamente abaixo dela ou nas vizinhangas (Bhushan and Marti, 2017). Na proxima segao,

detalharemos mais sobre essas forgas.
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A.1.1 Forcas em nanoescala

Quando dois objetos se aproximam, surgem forgas de diferentes ordens de magnitude e
dependéncias com a distancia. Algumas dessas forgas, como as magnéticas e eletrostaticas,
podem ser controladas por campos externos ou pela aplicagdo de voltagem. Isso possibilita a
medicao de diversas propriedades fisicas da amostra com alta resolugdo espacial, sendo a
imagem da topografia apenas uma das opgdes. Nesta secdo, serdo discutidas as forgas relevantes
para a microscopia de forca atdmica. A analise dessas forcas incluird a origem fisica de cada

uma, assim como os aspectos matematicos de forma simplificada.

A.1.1.1 For¢as de Van der Walls

A natureza das forgas de Van der Waals ¢ elétrica, decorrente da polarizagao de
moléculas que ocorre através de campos elétricos associados a vizinhos ou dipolos permanentes
(Dzyaloshinskii et al., 1992). Essas for¢as sdo uma combinacdo de trés forcas: (i) Forgas de
orientagdo, (ii) Forcas indutoras e (iii) Forcas dispersivas (H.-J. Butt, Cappella and Kappl,
2005). A interacao de van der Waals descreve a interagdo eletromagnética de dipolos induzidos
nas superficies (como exemplo, na extremidade da ponta e superficie da amostra, no caso do
AFM) e manifestam uma dependéncia com r ¢. Em razio das flutuagdes inerentes ao ambiente
quantico, mesmo em um orbital eletronico totalmente ocupado, existe um deslocamento entre
as cargas positivas e negativas, de modo a criar um dipolo elétrico dentro de uma escala de
tempo mensuravel. Esses dipolos apresentam valores médios nulos sob uma inspe¢dao em
tempos suficientemente longos. No entanto, momentos de dipolos induzidos analisados em
escalas de tempo menores podem polarizar 4tomos vizinhos. Este mecanismo leva a um
potencial de interagdo atrativo.

As forcas de orientagdo, também conhecidas como forcas de Keesom, sdo um tipo
especifico de interacao intermolecular que se enquadra dentro das forcas de van der Waals (Park
and Seo, 2011a). Essas for¢as ocorrem entre moléculas polares, ou seja, aquelas que possuem
dipolos permanentes. Quando duas moléculas polares se aproximam, seus dipolos interagem de
modo que as extremidades de carga oposta se atraem, alinhando-se de maneira a minimizar a
energia potencial do sistema.

Essas interagdes de orientagdo sao dependentes da orientagdo relativa das moléculas e

da distancia entre elas. A energia dessas forgas ¢ proporcional ao produto dos momentos



106

dipolares das moléculas e inversamente proporcional a sexta poténcia da distancia entre os
centros das moléculas. Em termos matematicos, a energia potencial (V) das for¢as de Keesom
pode ser descrita pela seguinte expressao:

2 2
Hi™ U2
Vo« — s (D

onde i, e U, sdo os momentos dipolares das moléculas e r ¢ a distdncia entre os centros dos
dipolos.
As forcas de Keesom sdao mais fortes que as forcas de dispersao de London (que ocorrem

entre moléculas ndo polares), mas sdo mais fracas que as ligagcdes de hidrogénio (Brown, 2018).
Elas desempenham um papel crucial em diversas propriedades fisicas dos liquidos e solidos
moleculares, como pontos de ebuli¢ao e fusao, solubilidade, e comportamento de fase.

A relevancia dessas interagdes intermoleculares ¢ amplamente discutida na literatura
cientifica. Atkins e de Paula (Atkins, Paula and Keeler, 2022) explicam que as for¢as de Keesom
sdo uma parte integral das forcas de van der Waals, que abrangem todas as interagdes
intermoleculares ndo covalentes. Israelachvili (Israelachvili, 2011) detalha a importancia dessas
forcas em sistemas biologicos e materiais, destacando como influenciam a coesdo e a
estabilidade das estruturas moleculares. McQuarrie ¢ Simon (McQuarrie and Simon, 1997)
fornecem uma abordagem mais profunda da fisica por tras dessas forcas, descrevendo suas
implicagdes em termos de termodinamica e dinamica molecular. Além disso, o trabalho seminal
de Johannes Diderik van der Waals (Waals, 1988) estabeleceu a base para a compreensao dessas
forgas intermoleculares, e Keesom expandiu esse conhecimento ao detalhar as interacdes
especificas entre dipolos permanentes.

As forcas indutoras, também conhecidas como for¢cas de Debye, sdo um tipo de
interacdo intermolecular que fazem parte das forcas de van der Waals (Park and Seo, 2011b) .
Essas forcas ocorrem entre uma molécula polar (com dipolo permanente) e uma molécula
apolar (sem dipolo permanente). A molécula polar pode induzir um dipolo momentaneo na
molécula apolar, resultando em uma atracdo entre as duas.

A forca indutora ¢é proporcionada pela interagao entre o dipolo permanente da molécula
polar e o dipolo induzido da molécula apolar. A energia dessas forgas € inversamente
proporcional a sexta poténcia da distancia entre as moléculas, de forma semelhante as forgas de
orientagdo (Keesom) e as forgas de dispersdo de London. A expressdo matematica para a energia

potencial (V) das for¢as de Debye ¢ (Margenau, 1939):

2
wra
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onde u ¢ o momento dipolar da molécula polar, a ¢ a polarizabilidade da molécula apolar, e r
¢ a distancia entre as moléculas.

Essas forcas sdo importantes para explicar varias propriedades fisicas dos materiais,
como a solubilidade e os pontos de ebuli¢ao. As for¢cas de Debye sdo geralmente mais fracas
que as forgas de Keesom e as ligagdes de hidrogénio, mas ainda assim desempenham um papel
crucial na estabilidade e comportamento de muitas substancias.

Atkins e de Paula (Atkins, Paula and Keeler, 2022) explicam que as for¢as de Debye
sdo um componente essencial das for¢as de van der Waals, que abrangem todas as interacdes
intermoleculares ndo covalentes. Israelachvili (Israelachvili, 2011) destaca a relevancia dessas
forcas em sistemas biologicos e materiais, mostrando como elas influenciam a interagdo entre
moléculas polares e apolares. McQuarrie e Simon (McQuarrie and Simon, 1997) fornecem uma
analise detalhada das for¢as indutoras, descrevendo sua importancia em termos de dindmica
molecular e propriedades termodinamicas.

As forcas dispersivas, também conhecidas como for¢cas de London, sdo outro tipo
especifico de interacao intermolecular que faz parte das forgcas de van der Waals (Margenau,
1939). Estas forcas ocorrem entre todas as moléculas, sejam elas polares ou apolares, e sdo
resultado de flutuagdes temporarias na distribuicao eletronica que criam dipolos instantineos e
induzem dipolos em moléculas vizinhas.

As forcas de London sdo as mais fracas das trés categorias de forgas de van der Waals
(as outras duas sendo as forcas de Keesom e as forcas de Debye), mas sdo universalmente
presentes (Parsegian, 2005). A energia dessas interagdes ¢ inversamente proporcional a sexta

poténcia da distincia entre as moléculas, expressa matematicamente como:
a,a;

=€)

onde a4 e a, sdo as polarizabilidades das duas moléculas e r ¢ a distancia entre elas.

V < —

Essas forcas sdo responsdveis por muitas propriedades fisicas das substancias,
especialmente na fase liquida e so6lida. Por exemplo, as forcas de London sdo cruciais para
explicar a condensagdo de gases nobres e a coesdo de moléculas apolares (Parsegian, 2005).

A relevancia das forcas de dispersao de London ¢ amplamente documentada na literatura
cientifica. Atkins e de Paula (Atkins, Paula and Keeler, 2022), por exemplo, descrevem essas
forcas como essenciais para a coesdo de moléculas apolares e para a existéncia de gases nobres
em estado liquido. Israelachvili (Israelachvili, 2011) discute a importancia das for¢as de London

na estabilidade de coldides e na adesdo de materiais. McQuarrie e Simon (McQuarrie and
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Simon, 1997) fornecem uma explicagdo detalhada sobre como essas forgas surgem de
flutuagdes quanticas e como afetam as propriedades termodinamicas dos materiais.

Fritz London, em 1930, foi o primeiro a teorizar sobre estas forgas, explicando que elas
resultam de correlagdes instantdneas nos movimentos dos elétrons em atomos ou moléculas
adjacentes (London, 1930). Este trabalho formou a base para a compreensdo moderna das

interacdes intermoleculares em sistemas quimicos e bioldgicos.

A.1.1.2 Forcas de Adesao

A partir das medidas de AFM, ¢ possivel obter as forcas de adesdo entre a sonda e a
amostra; para tanto, € preciso se aprofundar sobre a mecanica de contato, descrevendo o contato
entre uma ponta de AFM que indenta a superficie da uma amostra. Uma vez que o cantiléver
funciona como uma mola, a for¢a aplicada por ele obedece a lei de Hooke (Dzedzickis et al.,

2023b):
F=kd (4,

onde k ¢ a constate eléstica do cantiléver e d € a sua deflexdo. (2.9) A lei de Hooke ¢ aplicada
de forma satisfatoria para amostras que apresentam comportamento linear, ou seja, superficies
rigidas. No entanto, para amostras que apresentam comportamento viscoelastico, a forca nao ¢
descrita adequadamente com esta equagdo. Superficies “macias” (como as observadas na
maioria dos materiais bioldgicos) se deformam de maneira nio linear durante a indentagdo.
Assim, este tipo de sistema passa a ser melhor descrito por uma relagdo do tipo (Radmacher,

2002):
F <™ (5),

onde F ¢ em forga externa, § ¢ a deformacdo do sistema e n ¢ um expoente relacionado a
geometria do indentador. A constante de proporcionalidade descreve, além de fatores
geométricos, as propriedades elasticas do material. Trata-se, portanto, de um problema de
contato mecanico entre duas superficies.

O primeiro trabalho a abordar o problema do contato entre duas superficies foi o de
Heinrich Hertz (Hertz, 1882), pesquisador pioneiro do campo da mecanica de contato. Uma
relagdo por ele determinada foi o contato entre uma superficie plana e uma esfera, pressionadas
entre si, com uma carga normal P. Esse contato ocorria dentro de uma area circular, com raio

de contato a, de acordo com a seguinte equagao:
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1
3

(PR > 6)

a= |—

K

onde R ¢ o raio da esfera e K ¢ uma constante que relaciona os modulos de Young da esfera e
da superficie (E;, E,), considerando a razao de Poisson da esfera e da superficie (vq,V),
respectivamente. O parametro K ¢ descrito por:

K—4 1_V12+1_V22 7
3\ E E, (7)-

Na literatura, o modelo de Hertz tem sido amplamente utilizado no estudo das
propriedades mecanicas de superficies macias, como, por exemplo, as células humanas
(Alencar, 2010; Kontomaris, Malamou and Stylianou, 2022; Mendova ef al., 2024), tendo como
base ensaios de forca como AFM. Essa teoria descreve a area de contatos macroscopicos suaves,
sendo aplicada somente em materiais elasticos, lineares, homogéneos, isotropicos e que nao
apresentam forgas de superficie atrativas (adesdo). A teoria de Hertz também presume que o
raio de contato ¢ muito menor que o raio da esfera, de modo que a esfera pode ser aproximada
como um paraboloide (Johnson, 1987).

Os pesquisadores Johnson, Kendall e Roberts propuseram, em, 1971, uma nova teoria,
denominada JKR(Johnson, Kendall and Roberts, 1971), que explicava a adesdo entre dois
corpos elasticos. O modelo JKR considera experimentos cujas areas de contato sdo maiores do
que as previstas pela teoria de Hertz. A equagdo abaixo descreve o raio de contato entre uma

esfera e uma superficie, considerando a acdo da forga de adesdo entre elas:

1

R 3
a= <— (P + 3ynR + /6ynRP + (3)/7TR)2)> (8),

K

onde v ¢ o trabalho das forcas de adesao, realizado em separar completamente o indentador da
superficie. Essa teoria inclui a tensdo de tracdo na area de contato, com carga normal minima e
com uma area de contato diferente de zero. Essa carga minima pode ser chamada de forca de

pull-off ou forca de adesdo, dada por:

3
KR
le((_{l ) _——ETL')/R (9)
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Derjaguin, Muller e Toporov (Derjaguin, Muller and Toporov, 1975b) elaboraram um
modelo, chamado de DMT, que considerava a contribui¢do das for¢as adesivas no contato entre
corpos elasticos. Para o mencionado modelo, considera-se que o perfil de contato permanece o
mesmo da teoria de Hertz; no entanto, considera-se uma carga total maior devido a for¢a de
adesdo. Esse fato equivale a interagdes atrativas entre uma esfera e a superficie. Para esse

modelo, o raio de contato a ¢ dado por:

1
3

a= (g P+ 2]/7TR)> (10)

Assim, a forca de adesao € descrita por:

EPMD = _2myr  (1D).

Quando as forgas de superficie sdo de curto alcance em comparagao com as deformagdes
elasticas resultantes, o0 modelo JKR descreve a area de contato com precisdo. Para o limite
oposto (isto é, materiais rigidos, pequenos raios esféricos e forcas de adesdo fracas e de longo
alcance), o modelo DMT ¢ mais adequado (Lima ef al., 2019).

No processo de retragdo da ponta para longe da superficie da amostra, a ponta
permanece em contato com a superficie até que a forca do cantiléver supere a interagdo entre o
par ponta-amostra. A forca sentida pelo cantiléver ¢ medida através da sua deflexdo e a forga
de pull-off ou adesdo ¢ definida como a for¢ca maxima de atracdo durante a retracdo da ponta
saindo do contato com a superficie. De forma geral, as forgas de adesao Faq s30 uma combinagao
de forcas eletrostaticas Fei, forcas de van der Waals Fvaw, for¢as de capilaridade Fcap € forcas
devido a ligacdes quimicas Fquim, de acordo com a equacdo (H.-J. Butt, Cappella and Kappl,
2005):

Fad = Fel + FvdW + Fcap + Fquim (12).

E importante explanar sobre a contribui¢do das forgas de ligagdo quimicas (Fquim) para
as forca de adesdo. Dependendo dos grupos quimicos presentes na extremidade da ponta e na
superficie do substrato, ligagdes quimicas podem se formar durante o contato ou outras
interagdes quimicas especificas (por exemplo, receptor ligante) podem ocorrer e, em seguida,
muitas vezes, dominam a for¢a adesdo resultante. Esse tipo de interacdo ocorre em pontas

funcionalizadas com grupamentos quimicos especificos (H.-J. Butt, Cappella and Kappl, 2005).
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A.1.1.3 Forc¢as Capilares

Os experimentos de SPM em ar também devem considerar o papel que a umidade
atmosférica desempenha na interagdo ponta-superficie. A presenca de camadas de liquido na
ponta ou superficie pode introduzir algum comportamento descontinuo em sua interagao (Cao
et al., 2021). Além de reduzir a intensidade de todas as outras interacdes por um fator k
(constante dielétrica), as camadas de liquido formardo meniscos entre as superficies e surgirdo
forcas capilares. Embora tenha um nome diferente, a origem das forcas de capilaridade ¢ a
atracdo de van der Waals entre as moléculas do liquido e os atomos do sélido, que neste contexto
sao denominadas de forg¢as de adesdo. Essa camada sera entdo comprimida até o contato
maximo entre a ponta e a superficie. O movimento adicional da ponta vai pressionar o menisco
até que se rompa, com o ponto de ruptura determinado pela espessura da camada original.

As forcas capilares podem ser mais fortes do que outros efeitos, como forgas de ligagdes
eletrostaticas ou quimicas, além das for¢as de Van der Waals, com as quais podem ser
comparaveis em escala nano (Harrison, Corti and Beaudoin, 2015). Se a espessura da camada
de liquido for irrelevante, os efeitos serdo mais sutis. Para um sistema de superficie e ponta
considerado seco, por exemplo, em vacuo ou em vapor de nitrogénio, a forca de adesdo serad
devida principalmente as for¢as de dispersao, de acordo com a equagao:

Fad = 4mRys (13),
em que ys € a energia superficial dos solidos. Se algum vapor for introduzido, a energia da
superficie serd modificada por adsor¢cdo e em alguma pressdo de vapor relativa ocorrera
condensagdo capilar. A forca entre a ponta e a superficie ¢ entdo dada por (Harrison, Corti and
Beaudoin, 2015):
Fad = 4nRy,, cos@ + 4nRys  (14)

em que s, | e v denotam sélido, liquido, vapor. y;,, é a tensdo superficial do liquido-vapor, 6 ¢
o angulo de contato do liquido e y; € a tensdo interfacial solido-liquido. O primeiro termo ¢
devido a pressdo capilar na parte liquida e o segundo termo esta associado a interagao solido-

solido.

A.1.1.4 Potencial de Lenard-Jones

De forma geral, as principais for¢as que envolvem a interacdo entre dois &tomos surgem

(Lenhard, Stephan and Hasse, 2024):
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1. das forgas de polarizagdo, nas quais as cargas em um atomo induzem dipolos nos dtomos

vizinhos;

2. Das forgas provenientes de efeitos quanticos, que dao origem a ligagdes covalentes e forgas

repulsivas devido a simetria de troca entre as particulas.

Essa tultima advém do Principio de Exclusdo de Pauli, que proibe que elétrons de
diferentes 4&tomos possam ter os mesmos niumeros quanticos. Como consequéncia deste tipo de
interagdo, os elétrons migram para niveis de maior energia, o que pode ser interpretado como
uma forca de repulsdo entre eles. Experimentalmente, observa- se que tais forcas repulsivas
caem a zero para distancias superiores a 3A, enquanto, para distAncias maiores, as componentes

atrativas predominam.

O potencial de Lennard-Jones ¢ um modelo empirico que combina as forgas atrativa e
repulsiva. Na literatura, ele ¢ descrito de varias maneiras diferentes, sendo uma das mais usadas

a seguinte (Schwerdtfeger and Wales, 2024):

vy = [(22)” 2 ()] ),

sendo 7,,;, a distancia na qual o potencial assume o menor valor possivel, no caso —V,. Este é
o resultado individual mais importante quando se trata da analise de AFM de um material, pois
todas as interagdes estdo contempladas nele. A forga associada a este potencial pode ser escrita
na forma:

12 6

Tmi Tmi
F(r)=1zvolﬂ— m”l

L (16)

Quando a distancia sonda-amostra atinge o valor r;,,;,, as duas forgas atingem a mesma
intensidade e o sistema entra em equilibrio, caso ndo haja forca externa sobre ele
(Schwerdtfeger and Wales, 2024). Em busca da posicdo de equilibrio das forgas, a sonda
montada sob um cantilever flexivel se aproxima ou se afasta da superficie da amostra a medida
que se move sobre ela. A esséncia do AFM estd exatamente em monitorar essas distancias 7,
localmente sobre a amostra, a partir das quais se pode obter informagdes acerca das forgas. Com
as informacGes do perfil das forgas encontram-se as propriedades desejadas da amostra em

estudo.
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A Figura A.2 ilustra o perfil espacial das forcas de atracdo (F. o« r~7) e repulsdo (F, o
r~13), assim como da forca total F(r) e do potencial de Lennard-Jones V;. A dependéncia
espacial de F_ é obtida a partir do conhecimento do arranjo das cargas elétricas, enquanto a
dependéncia de F, é usada empiricamente para obter o melhor ajuste para a curva de forga. Por
se tratar de um fenbmeno puramente quantico originado na interacdo de troca, ndo ha como
prever teoricamente a dependéncia de F,. por principios fisicos gerais. Para distancias acima de

T'min a forca atrativa predomina, enquanto para valores abaixo de r;,,;, a forca repulsiva domina.

Vi F(r)

Tmin

Figura A.2: Descrigdo qualitativa para o potencial de Lennard-Jones V(r) e para as forgas atrativas de van der
Waals e repulsivas de origem quantica.

Fonte: Propria Autora.

A.1.2 Modos de operacio do AFM

Como as interagdes entre a sonda de AFM e a superficie da amostra podem ter natureza
repulsiva ou atrativa, o AFM pode operar em diferentes modos, cada um atuando em uma regido
do seu potencial de interagdo (Figura A.3). Os modos de operagdo (ou varredura) mais comuns
no AFM sd3o: modo contato, modo ndo-contato, contato intermitente (fapping-mode) e

espectroscopia de forga (Kiracofe, Raman and Yablon, 2013).
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Repulsivas
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I:IModo Nao-Contato

Separacao
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Figura A.3: Potencial de interag¢@o entre sonda-amostra e suas respectivas regides nas quais os modos de operagao

do AFM atuam.

Fonte: Propria Autora.

No modo contato (indicado para amostras mais rigidas), a varredura ¢ feita sempre com
a ponta em contato fisico com a superficie da amostra; portanto, nesse regime, as forcas
resultantes sao predominantemente repulsivas, causando deflexdo positiva no cantiléver, que
aplica uma forga sobre a amostra (Fujimoto and Oshima, 2008). A medida que a ponta percorre
a amostra, o cantiléver se deflexiona, medindo as alteragcdes de topografia da superficie por
meio da alteracdo do sinal do laser (posicionado no dorso da extremidade livre do cantiléver)
no fotodetector. Para que a ponta ndo danifique a amostra, € necessario que o cantiléver tenha
uma constante de mola menor que a constante de mola da amostra, a fim de se deflexionar sem
a deformar.

No modo de contato intermitente (zapping mode), o cantiléver oscila em uma frequéncia
proxima da sua frequéncia de ressonancia, enquanto varre a amostra (Kocun et al., 2017). A
sonda ¢ aproximada até que comega a realizar contato intermitente com a amostra (realizando
pequenas batidas), eliminando as forgas de arraste laterais da sonda com a amostra, permitindo
a varredura em amostras macias e com pouca adesdo ao substrato. A amplitude de oscilagdo da

sonda durante a varredura ¢ suficiente para que o cantiléver tenha forga restauradora que impede
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que a sonda fique presa na camada de contaminagdo devido a forcas de menisco ou
eletrostaticas que estao presentes na superficie da amostra, especialmente em medidas feitas em
ar (Alencar, 2007).

No modo de ndo contato, a sonda ndo toca a superficie da amostra. Na microscopia de
contato, as for¢as interatomicas de curto alcance sdo estudadas medindo as deflexdes quase
estaticas do cantiléver, que possui uma constante de mola conhecida (Yang et al., 2007). Apesar
de as forcas de van der Waals de longo alcance estarem também presentes no modo de contato,
elas ndo contribuem para obten¢do da imagem em escala atdmica. Aumentando a separagdo
entre a sonda (aproximadamente 100 nm), somente contribuirdo para a deflexdo do cantiléver
as forgcas de interagdo de longo alcance, como forgas eletrostaticas e forcas dipolares
magnéticas.

O método de detecgao das forgas de interagdo no modo de operagdo de ndo-contato ¢
diferente do contato. Assim como no modo de contato intermitente, o cantiléver vibra perto de
sua frequéncia de ressonancia (por meio de um piezelétrico posicionado do suporte da sonda),
porém, ao invés de medir suas deflexdes quase estaticas, medem-se as variagdes na frequéncia

de ressonancia que resultam da interagao das forgas entre a ponteira € a amostra.

A.1.3 Espectroscopia de Forc¢a

Diversas informacdes podem ser obtidas analisando a interacdo entre a sonda e a
amostra em diferentes distancias. Esse tipo de andlise, que explora a relagdo entre forca e
distancia, ¢ conhecido como espectroscopia de forga (Hugel and Seitz, 2001). As curvas de
forca-distancia F(z) obtidas através de uma medida de espectroscopia de for¢ca por AFM nos
mostram o comportamento da interagdo ponta-amostra. A Figura 3.2 apresentou um grafico de
curva de for¢a mostrando o movimento relativo da sonda de AFM para cada ponto desta curva,
como mencionando na primeira parte do texto.

Enquanto a sonda desce para a amostra, a distancia sonda-amostra diminui. O ciclo de
aproximacao e retracdo exibe uma histerese entre as curvas, uma consequéncia da resposta
viscoelastica do material. O ajuste dessas curvas em um dado intervalo de deflexdo (em verde),
com modelo de Hertz, proporciona um valor estimado do modulo eléstico da amostra. A partir
da histerese, emprega-se um modelo especifico para determinar a viscosidade aparente das
amostras (Li et al., 2016). A partir dessas curvas, propriedades como elasticidade, viscosidade
aparente e adesividade sdo calculadas, fornecendo mapas quantitativos dessas grandezas, além

da andlise desses pardmetros em curvas de forca individuais.
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Para a analise do modulo elastico das curvas de forca, consideramos a teoria de contato
DMT, cuja relagao forga-indentagao para um indentador conico, como a sonda de AFM, ¢ dada

por (H.-J. Butt, Cappella and Kappl, 2005):

2E* tanf§?
Foone = T—ZFRY 7).

A quantidade 6 representa o angulo de abertura da ponta conica e E* representam o
modulo de elasticidade reduzido, que relaciona e a razao de Poisson do material ( v;)e da sonda

(v3) e o mddulo de elasticidade do material (E;) e da sonda (E,), dado por:

1_1_V21+1_V22 18
E*  E E, (18)

Na obtengdo do valor das for¢as de adesdo das amostras, observa-se que durante a
retracdo do cantiléver ele sofre uma deflexdo negativa até que sua forga total supere as forcas
de adesdo, perdendo o contato com a superficie da amostra (Dos Santos Ferreira et al., 2010).
O ponto em que a for¢a de adesdo entre a ponta e a amostra atinge o seu valor maximo ¢é aquele
que corresponde ao ponto de minimo de deflexdo. Usando essas caracteristicas gerais, a
adesividade das amostras pode ser deduzida qualitativamente de duas diferentes formas: 1)
tomando-se o valor de forca maxima de adesdo entre a ponta € a amostra (valor mais negativo
de deflexao) e 1i) calculando o trabalho realizado pelas forgas adesivas. O trabalho ¢ obtido
calculando a 4rea da curva de deflexdo/deslocamento em sua por¢do negativa de deflexdo
(por¢do que corresponde as forgas adesivas).

Indentagdes sucessivas podem resultar em deformagdes plasticas da superficie se o
stress (pressao) aplicado exceder o ponto de maxima carga do material. No entanto, o modelo
de Oliver e Pharr (Oliver and Pharr, 2004) considera que, durante o processo de retragdo da
sonda, apenas a parte eldstica da deformagdo retorna ao seu estado inicial, enquanto a parte
plastica permanece inalterada. Portanto, de maneira distinta ao modelo de Hertz, esta
abordagem considera apenas o processo de alivio da carga de forga sobre a superficie.

Um parametro definido nesta abordagem ¢ a dureza da superficie S, cujo valor ¢ dado

por:

S = ar 19
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ou seja, a derivada da forga aplicada a superficie em relag@o a distancia percorrida pela sonda
h durante a retragdo e aproximag¢ao da sonda. De posse do valor de S para varios pontos da

superficie da amostra, monta-se um mapa dessa grandeza ao longo da area analisada.

A.1.4 Dados quantitativos a partir de mapas topograficos

Uma superficie, independentemente de como foi formada, apresenta variagdes na sua
geometria. Essas variagdes podem ocorrer tanto em escala macroscopica quanto microscopica
(Drelich and Mittal, 2005). Quando analisamos essas irregularidades em micro e nanoescala,
passamos a utilizar o conceito de rugosidade. Todas as superficies naturais, quando observadas
em escala microscopica, apresentam algum grau de rugosidade, que pode ser definida como as
variagOes presentes na textura da superficie.

A rugosidade pode ser quantificada utilizando trés tipos de parametros obtidos da
analise da superficie: pardmetros de amplitude, de espacamento e hibridos. Os parametros de
amplitude consideram apenas as variagdes verticais, como a altura dos picos e a profundidade
dos vales. Entre esses parametros, os mais utilizados sdo a rugosidade média e a rugosidade
média quadratica (Drelich and Mittal, 2005)

A rugosidade média (Ra) ¢ amplamente utilizada como parametro principal no controle
geral de qualidade de superficies rugosas. Esse parametro ¢ matematicamente descrito como o
desvio médio absoluto das irregularidades em relagdo a linha média ao longo de um
comprimento especifico da amostra. Por ser facil de definir e medir, a rugosidade média fornece
uma descri¢do geral eficiente das variagdes de altura na superficie. A defini¢gdo matematica para

a rugosidade média é:

n
1
Ro=- DIyl (0)
i=1

em que n ¢ o nimero de pontos (pixels) no cursor da caixa (espago escolhido para medir Ra) e
y; a distancia vertical maxima entre os pontos de dados mais alto e mais baixo na imagem antes
do ajuste do plano. Os valores obtidos por Ra nao definem as irregularidades do perfil, podendo
assim ter o mesmo valor para perfis com distribuicao de picos e vales diferentes; para tal
distingdo ¢ necessario a utilizagdo de outros parametros.

A rugosidade média quadratica (RMS), ou Rq, representa o desvio padrao da distribui
¢do das alturas na superficie, ou seja, ela ¢ semelhante ao pardmetro Ra, porém a média medida

¢ quadratica. Este ¢ um importante parametro para descrever a rugosidade por métodos estatis
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ticos, sendo mais sensivel do que Ra para grandes flutuagdes da altura da superficie em relagao

a linha central. A expressao matematica que descreve Rq ¢:

O fenomeno da rugosidade ¢ perceptivel tanto em escalas macroscopicas quanto
microscopicas. Por isso, ¢ possivel desenvolver teorias que descrevam o sistema estudado com
base em suas caracteristicas especificas de escala. Essas teorias empregam dados estatisticos
para caracterizar o sistema e simular a mecanica de contato entre superficies (Bhushan , 2000).
Um aspecto importante a ser considerado ¢ a escala de andlise da superficie. Em determinados
materiais, as caracteristicas podem variar conforme a ampliacdo da imagem, enquanto outros
mantém suas propriedades independentemente da escala de observagao. Como as equagdes que
determinam os pardmetros de rugosidade dependem do niimero de pixels de uma imagem e das

alturas associadas a cada pixel, ¢ recomendavel padronizar os tamanhos de varredura e a

resolucao em medidas realizadas por AFM.

A.2 Espectroscopia Vibracional Raman

Existe uma grande variedade de técnicas relacionadas a espectroscopia vibracional,
sendo as mais importantes a espectroscopia de infravermelho, por transformada de Fourier
e a Espectroscopia Raman (Abbas, Pissard and Baeten, 2020). Essas técnicas permitem
obter informacBes sobre os modos vibracionais das moléculas e grupos moleculares. A
seguir serdo abordados alguns aspectos acerca da técnica de Espectroscopia Raman,
ferramenta que foi utilizada nesta pesquisa.

Muitos estudos sobre a disperséo da luz na agua, relacionados, por exemplo, a cor
azul do mar, estavam em evidéncia no inicio da década de 20 do século passado. Em 1928,
apos varios experimentos, o fisico indiano Chandrasekhar Venkata Raman, juntamente com
seu aluno Krishnan, publicou um artigo em que explicavam de forma diferente a coloracao
azul observada nas aguas do mar(Raman, 1953). Raman baseou seus trabalhos nos estudos
realizados por Rayleigh. Para Rayleigh, a coloracdo do mar era uma reflexéo da cor do céu,
mas para Raman a cor resultava da interacdo da luz do sol com as moléculas de agua, ou
seja, era resultado de um fendmeno proprio ocorrido nas moléculas de agua, que
posteriormente foi explicado como espalhamento da luz devido as interagdes com suas

moléculas (Ferraro, Nakamoto and Brown, 2003)



Para justificar a sua afirmativa, Raman confeccionou um experimento simples, que
consistia no Sol como fonte de luz, um telescopio e o detector, que seriam seus proprios
olhos. Com este experimento, Raman conseguiu comprovar que a luz provinda da amostra
era composta por outras componentes de luz, diferentes da luz incidente. Apos essa
confirmacéo experimental, esse fendmeno passou a ser chamado de Espalhamento Raman.
Concluiu-se, entdo, que a luz espalhada é composta por luz advinda do espalhamento
Rayleigh (elastico), que é bem intenso e tem a mesma frequéncia que da luz incidente (vo)
e do espalhamento Raman (inelastico), cuja intensidade é cinco ordens de grandeza menor
em relacao ao espalhamento elastico e tem frequéncias vo + vvis, ONde vvir € uma frequéncia
de vibracdo de uma molécula (Medeiros Guasque De Mesquita, 2003)

As frequéncias vo — vvip € vo + vvib S80 chamadas de linhas Stokes e anti-Stokes,
respectivamente. Classicamente as duas bandas deveriam ter a mesma intensidade, mas
observa-se que as bandas do lado Stokes, que corresponde a uma diminuicao de energia,
sdo mais intensas do que a Anti-Stokes, que expressa um aumento de energia. Este efeito
ocorre porque a temperatura ambiente a quantidade de moléculas que ja se encontram em
estados vibracionais excitados € menor do que aquelas que estdo no estado fundamental.
Assim, é preferivel medir os espectros Raman no lado do espalhamento Stokes. A
frequéncia vibracional da molécula é medida na espectroscopia Raman com uma mudanca
de frequéncia do feixe incidente (Keresztury, 2001). Pela lei de conservacdo de energia, 0
foton espalhado deve ter uma energia igual a energia do foton incidente menos a energia do
fonon resultante.

A Figura A.4 representa os diferentes tipos de espalhamento de luz observados na
espectroscopia Raman. A intensidade do Stokes é geralmente maior devido a predominancia
de moléculas no estado fundamental, conforme descrito pela estatistica de Boltzmann. O
diagrama de energia explica as transi¢des, destacando o estado virtual transitério. Esses
conceitos sdo fundamentais para identificar modos vibracionais e caracterizar propriedades

moleculares em diversas areas cientificas.
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Figura A.4: Representagdo esquematica do espalhamento Rayleigh e Raman.
Fonte: Cedido por Joel Félix (Filho and Silva, 2024).

O campo eletromagnético ird perturbar as particulas carregadas da molécula
resultando em um momento de dipolo induzido:

p = aE (22)
em que a é a polarizabilidade, E é o campo elétrico incidente e p € momento de dipolo
induzido.

Para pequenas amplitudes de vibracdo, a pode ser escrito como uma série de
poténcias a partir das amplitudes de vibracao g, dada por:
da

0

, . . - CrL d , .
em que a, é a polarizabilidade na posicao de equilibrio e (i) é a taxa de variacdo de a
0

em relacdo a amplitude da variacdo em torno da posicao de equilibrio.

Para uma onda eletromagnética, o vetor campo elétrico varia com o tempo conforme
a equacéo abaixo:

E(t) = Eocos(vaot) (24)

A molécula vibra com uma frequéncia vvis, cujos deslocamentos dos nucleos séo

descritos por:

q(t) = qocos(2mvypt) (25)



Neste caso, 0 momento de dipolo elétrico induzido pode ser descrito por:
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. - d -
p = aEycos(2mvyt) + (_a) qoEo{cos[2nt(vy — vyip)t] + cos[2m(vy — vyip)t]} (26)

aq

As regras de selecdo Raman sdo fundamentadas no principio de que, para uma
vibracdo molecular ser ativa no espectro Raman, deve ocorrer uma variagdo na
polarizabilidade da molécula durante o movimento vibracional. Essa condi¢cdo pode ser

expressa matematicamente como

Em termos fisicos, isso implica que o campo elétrico do féton incidente induz uma
deformacdo na nuvem eletrénica da molécula, e essa deformagdo deve variar

periodicamente durante a vibragdo molecular (Long, 1977).

A analise da atividade Raman também envolve o conceito de tensor de
polarizabilidade de transicdo ([a]ﬂ), cujos elementos representam as mudancas na

polarizabilidade associadas a transi¢cdo entre os estados f e i. Apenas 0s modos vibracionais
que causam variac@es significativas nesses elementos do tensor sdo detectados no espectro
Raman. Além disso, a intensidade dos picos Raman depende ndo apenas da variacdo da
polarizabilidade, mas também da orientacdo molecular e das condi¢bes experimentais,

como a polarizagdo da luz incidente (Ferraro and Nakamoto, 2012).

Em moléculas centrosimétricas, ou seja, onde ha um ponto dentro da molécula em
que cada parte da estrutura possui um equivalente exatamente oposto em direcéo e distancia
em relacdo a esse ponto, as regras de exclusdo determinam que os modos vibracionais ativos
no Raman sdo inativos no infravermelho e vice-versa. Esse comportamento se deve a
natureza distinta dos critérios de selecdo: enquanto o Raman depende da variacdo da
polarizabilidade, o infravermelho requer mudangas no momento de dipolo molecular
(McCreery, 2005). Assim, a complementaridade entre as técnicas Raman e infravermelho

permite uma caracterizagdo detalhada das vibragdes moleculares.

A analise de simetria molecular, baseada na teoria de grupos, fornece uma
ferramenta rigorosa para prever quais modos vibracionais s&o Raman-ativos. Usando

tabelas de caracteres, é possivel identificar os modos que pertencem as representacdes



irredutiveis que satisfazem as condicfes de atividade Raman. Isso destaca a importancia da

teoria de grupos na interpretacdo espectroscopica e na determinacgao estrutural (Long, 1977).

Analisando as equagOes anteriores, podemos identificar varias caracteristicas do

efeito Raman (Larkin, 2011).

O primeiro termo da equacgdo contém apenas a frequéncia da radiacdo incidente e
corresponde ao espalhamento Rayleigh.

O segundo termo contém termos que oscilam com frequéncias v, — v,;p€ vy +
V,ip que correspondem aos espalhamentos Raman Stokes e anti-Stokes,
respectivamente.

Apenas as vibracOes que alteram a polarizabilidade da/dq causam o efeito Raman.
A polarizacao € linear com a intensidade do laser: p ~Ebo.

Os deslocamentos Raman podem ser negativos Stokes (S) e positivos Anti-Stokes
(AS).

da/0r < ao e 0 espalhamento Raman é muito menos intenso do que o espalhamento
Rayleigh.

A espectroscopia Raman é uma das ferramentas experimentais mais versteis,

fornecendo informacg6es quimicas e conformacionais dos 4&tomos através da interacdo da

radiacdo com os elétrons. Como exemplo, temos:

e O tipo de atomos/moléculas do material (informacéo quimica).
e A energia dos elétrons (propriedades eletrénicas).

e A energia dos fonons (propriedades atbmicas e moleculares).
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Quanto aos aspectos experimentais, um espectrdmetro Raman contém lasers que

produzem um feixe de luz monocromatico intenso. Apos interagir com a amostra, a maior parte

da luz é refletida sem alteracdo em suas propriedades. Com isso, sdo necessarios filtros que

permitam a passagem dos fétons com comprimentos de onda alterados. A fracdo de luz que

passa € analisada em um espectrometro Optico que dispersa a luz com grades de difracao.

Assim, diferentes comprimentos de onda séo detectados em uma camera CCD (charge-coupled

device), ou Dispositivo de Carga Acoplada. Daqui, resulta um espectro Raman caracteristico

da amostra (Larkin, 2011). Um espectro Raman apresenta varios picos, mostrando a intensidade

e a posicdo do comprimento de onda da luz espalhada. Cada pico corresponde a uma vibracao

de ligagdo molecular especifica, incluindo liga¢des individuais como CC, C=C, NO, CH. Um

esquema experimental € ilustrado na figura A.5
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Amostra Divisor de feixe Laser

K X C 0

Espalhamento de luz

Espalhamento de luz

Raman

Grade de Difracao

Figura A.5: Esquema de um espectrémetro Raman. A linha vermelha ¢ a trajetdria do laser e a linha azul é a

trajetoria dos fotons que foram alterados.
Fonte: Propria Autora.

A espectroscopia Raman sonda a estrutura quimica de forma qualitativa de um
material e fornece informac@es sobre estrutura quimica, fase, contaminacao e impureza. Ou
seja, um espectro Raman pode ser considerado uma impressao digital quimica para uma
molécula ou material. Neste equipamento se pode analisar amostras solidas, pés, liquidos,
organicos e inorganicos, o que lhe confere ainda mais importancia e aplicabilidade no ramo

da espectroscopia.
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ABSTRACT: Atomic force microscopy (AFM) is a scanning probe microscopy
technique which has a physical principle, the measurement of interatomic forces
between a very thin tip and the surface of a sample, allowing the obtaining of
quantitative data at the nanoscale, contributing to the surface study and mechanical
characterization. Due to its great versatility, AFM has been used to investigate the
structural and nanomechanical properties of several inorganic and biological materials,
including neurons affected by tauopathies. Tauopathies are neurodegenerative
diseases featured by aggregation of phosphorylated tau protein inside neurons,
leading to functional loss and progressive neurotoxicity. In the broad universe of
neurodegenerative diseases, tauopathies comprise the most prevalent, with
Alzheimer’s disease as its main representative. This review highlights the use of
AFM as a suitable research technique for the study of cellular damages in tauopathies,
even in early stages, allowing elucidation of pathogenic mechanisms of these diseases.
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KEYWORDS: AFM, tauopathies, amyloid fibers, Alzheimer’s disease, nanomechanics

1. INTRODUCTION

Atomic force microscopy (AFM) is a versatile and robust
scanning probe microscopy (SPM) technique that was
developed in 1986 by Binnig et al.' SPM methods have
revolutionized the field of microscopy by using sharp probes to
map the surfaces under study rather than using light as the
probing mechanism.” The first commercial AFM was
introduced in 1989. The technique allows the analysis of any
type of material, organic or not, providing information about
its mechanical and ultrastructural properties on an atomic
scale.” This technique has driven significant advances in
biophysics and materials science.

Since its development, AFM has been used in the
characterization of surfaces of nonbiological materials.*
Although its main applications are also focused on nano-
technology and materials science studies, AFM has gained
popularity for studying biological materials since its inven-
tion.”> In this sense, using this equipment in biology and
medicine is becoming increasingly fundamental, making
important contributions in the area.’

Weisenhorn and colleagues’ employed force versus distance
curve measurements in the AFM to analyze soft cells in one of
their earliest applications in biological systems, demonstrating
the capability of quantifying such samples’ local elasticity and
nanoindentation. This work proved that the height of a soft
specimen in AFM images is frequently too low due to
specimen deformation and overestimation of the applied force.

© XXXX American Chemical Society

WACS Publications

In the same direction, Radmacher et al.’s study” demonstrated
how to use AFM to map the stiffness of various biological
materials, including living cells, using this equipment’s great
sensitivity and precision, revealing new insights into cell
migration and differentiation processes. Exploring different
properties in cells, AFM was employed by Goldmann and co-
workers” in the study of cell adhesion, focusing on the
involvement of the vinculin protein, presenting an integrated
picture of this protein’s role in the matrix. The rheological
study of cells and tissues was carried out by Alcaraz and
collaborators'® through the AFM, showing an innovative
approach to studying the viscoelasticity of biological systems.
The rheological results showed, in summary, that alveolar and
bronchial cells exhibit elastic behavior at low frequencies, and
lung epithelial cells exhibited a response similar to that of soft
vitreous materials. This made it possible to study the
fundamental characteristics of the cellular organization of
such systems.

The work by Lekka and collaborators'' utilizing AFM
demonstrated that Young’s modulus of normal cells was nearly
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ABSTRACT: Diabetes Mellitus (DM) is a disease characterized by high PATHOPHYSIOLOGICALDEMENTIA ASSOCIATED

blood glucose levels, known as hyperglycemia. Diabetes represents a risk

factor for the development of neurodegenerative diseases, such as ﬁ
Alzheimer’s Disease (AD), one of the most prevalent neurodegenerative | it e

diseases worldwide, which leads to progressive mental, behavioral, and
functional decline, affecting many brain structures, especially the
hippocampus. Here, we aim to characterize the ultrastructural,
nanomechanical, and vibrational changes in hyperglycemic hippocampal
tissue using atomic force microscopy (AFM) and Raman spectroscopy.
DM was induced in rats by streptozotocin injection (type 1) or dietary
intervention (type 2). Cryosections of the hippocampus were prepared
and analyzed on an MM8 AFM (Bruker) in Peak Force Quantitative
Nanomechanics mode, performing 25 pm® scans in 9 regions of 3
samples from each group. Ultrastructural and nanomechanical data such as surface roughness, area, volume, Young’s modulus, and
adhesion were evaluated. The hippocampal samples were also analyzed on a T64000 Spectrometer (Horiba), using a laser 4 = 632.8
nm, and for each sample, four spectra were obtained in different regions. AFM analyses show changes on the ultrastructural scale
since diabetic animals had hippocampal tissue with greater roughness and volume. Meanwhile, diabetic tissues had decreased
adhesion and Young’s modulus compared to control tissues. These were corroboratedby Raman data that shows changes in the
molecular composition of diabetic tissues. The individual spectra show that the most significant changes are in the amide,
cholesterol, and lipid bands. Overall, the data presented here show that hyperglycemia induces biophysical alterations in the
hippocampal tissue of diabetic rats, providing novel biophysical and vibrational cues on the relationship between hyperglycemia and
dementia.

Bl INTRODUCTION Conversely, Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic
disease physiologically characterized by high blood glucose
levels, mainly caused by insufficient insulin production or the
body’s lack of insulin response.” The International Diabetes
Federation (IDF) estimates that 537 million adults (20—79
years) have diabetes and projects that by 2030, there will be
643 million, and by 2045, there will be 783 million.°
According to recent studies’”” there is a correlation between
diabetes and cognitive decline, with patients with diabetes

Neurodegenerative diseases are progressive nervous system
disorders that affect specific neuronal populations’ function
and maintenance. The National Institute of Neurological
Disorders and Stroke (NIH)' describes more than 600
neurological disorders. It highlights Alzheimer’s and Parkin-
son’s diseases as the neurodegenerative diseases with the
highest epidemiological incidence in the world.” In 2020, it was
estimated that 47 million people around the world were living
with dementia, making it one of the main causes of
dependence and disability. The number of people with Received:  June 24, 2024
dementia is predicted to increase in the next 30 years due to Revised:  September 9, 2024
the population’s fast aging.” Neurodegeneration is associated Accepted:  September 12, 2024
with synapse and neural network dysfunction and the Published: September 19, 2024
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Keywords:
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The development of new drugs capable of treating or alleviating the symptoms of Alzheimer’s diseases become a
global goal in the last few years. The rapid, uncontrolled and devastating progression of the Alzheimer disease
has been affecting over 55 million patients worldwide, representing over 270 billion U$ in cost. Nonetheless, the
limited effective drugs, capable just to restrict and temporally control the progression of the disease, also remain
a drawback and increase the urgency o new therapies. In this direction, we have fully developed, characterized

and evaluated nanomicelles of taurine against the formation of beta amyloid plaque as the safety use. The results
demonstrated that the nanomicelles were capable to reduce the beta amyloid plaque as a safety profile in healthy
cells. Although preliminary, the results provides evidences that taurine nanomicelles are effective in the treat-

ment of Alzheimer diseases.

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative syndrome associ-
ated with aging, which presents cognitive, functional, and behavioral
decline, making it the leading cause of dementia worldwide [1]. In 2019,
the annual costs of treating AD in US were estimated at 1313.4 billion
dollars considering 55.2 million people diagnosed, which corresponds to
an expense of 23,796 dollars/person [2]. In 2021 care costs reached
271.6 billion dollars [3] following the increased risk of emotional
distress and negative mental and physical health outcomes for family
caregivers [3].

The typical form of AD is associated with genetic and environmental
factors [4]. The etiological mechanisms that trigger the AD are diverse
and unknown, however is well-documented that choline acetyl-
transferase, responsible for the synthesis of choline acetylcholine in
cholinergic neurons [5,6] the excess of glutamate, responsible for the

excitotoxicity; the overexpression of extrasynaptic N-methyl-p-aspartate
receptors (NMDARg) responsible for influx of calcium and glutamatergic
activity [7,8] he overproduction of p-Amyloid (Ap) plaques [9] and
neurofibrillary tangles composed of hyperphosphorylated Tau protein
(microtubule-associated protein) [10] are intimately interwined in the
development and progression of AD.

The Ap peptides are the main biomarker of AD, characterized by the
formation of aggregates, intrinsically, related to the development of the
disease [11]. These peptides are produced by proteolytic cleavage of the
hydrophobic transmembrane portion of the amyloid precursor protein
(APP) by beta-and gamma-secretases [12]. Once formed, they adopt
several isoforms, in particular, isoforms APj.49 and Afi.42. These iso-
forms are the main constituents of the amyloid plaques found in the
brains of patients with AD [13].

The inflammatory profile of AD is very well described, hyper-
phosphorylation of Tau protein and Ap protein can lead to the induction
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Mannose-binding lectin (MBL) is an important glycoprotein of the human innate immune system. Furthermore,

Erythrocyt'es individuals with sickle cell anemia (SCA) and MBL deficiency seem more susceptible to vaso-occlusive crises,

gfmogl()blprathy suggesting an MBL role on HbSS red blood cells (RBCs). This study investigated the interaction of MBL with HbA
ycoprotein

(healthy) and HbSS RBCs using optical tweezers (OT) and atomic force microscopy (AFM). OT was employed to
measure the RBC overall elasticity, while AFM was applied to assess the local stiffness and roughness of the cell
membrane. Osmotic fragility assays were also performed. Additionally, cationic quantum dots (QDs) were
applied to evaluate the membrane charges of HbSS RBCs. Results using QDs indicated that HbSS RBCs have a less
negatively charged surface than HbA RBCs, potentially due to a reduced sialic acid content. Osmotic fragility
assays showed that MBL enhanced the resistance of RBCs to lysis, while OT and AFM indicated a decrease in their
elastic capacity following MBL incubation. Moreover, OT and membrane roughness results suggested a greater
interaction of MBL with HbSS RBCs. We believe this study provided insights into the MBL interaction with HbSS

RBCs, inciting further investigations to better understand its involvement in SCA pathophysiology in vivo.

1. Introduction

Mannose-binding lectin (MBL) is a key biomolecule in the human
innate immune system that plays an important role in host defense,
serving as a broad-spectrum recognition protein against a wide variety
of infectious agents (i.e., bacteria, viruses, fungi, and parasites) as well as
altered host cells, such as apoptotic and tumor cells [1]. Structurally,
MBL consists of multimers of identical polypeptide chains (~ 32 kDa
each), characterized by four regions: a carbohydrate-recognition
domain (CRD), a hydrophobic neck region, a collagenous region
(CLR), and a cysteine-rich N-terminal region. The CRD and CLR are
primarily responsible for the biological functions of MBL [2].

MBL exhibits a high affinity for glycostructures containing D-
mannose, L-fucose, N-acetyl-D-glucosamine, and N-acetyl-D-mannos-
amine, which are found on the surfaces of pathogens and altered host

cells. As a C-type lectin, MBL binding to these glycostructures, through
CRD, is calcium-dependent, and facilitated by the cluster effect, which
enhances the lectin’s ability to recognize and interact with multiple
sugar moieties simultaneously [3,4]. Thus, in the innate immune system,
MBL functions as a pattern-recognition receptor (PRR) in association
with serine proteases through its CLR, forming MBL-associated serine
proteases (MASPs). Then, upon binding to pathogens or altered host
cells that expose specific carbohydrate patterns, MBL triggers the acti-
vation of the lectin pathway of the complement system, enhancing
opsonization and promoting phagocytosis by immune cells such as
macrophages and neutrophils. Through these processes, MBL plays a
dual role against infectious agents as well as host apoptotic or tumor
cells, acting as a PRR and modulating the immune response and
inflammation, mediating cell signaling and clearance [4]. Its activity
may also extend to cells undergoing other biological changes, including
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CERTIFICADO (04/2022)

Certificamos que a proposta intitulada: “Intervengées nutriclonais como reprogramadoras de
desordens neuroendécrinas em prole de ratas obesas” Processo 23115.000747/2022-90,
sob a responsabilidade do Prof. Dr. Bruno Aradjo Serra Pinto, que envolve a produgao,
manutengao ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA),
e foi considerado APROVADO pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da
Universidade Federal do Maranhao, na reuniao realizada em 19 de Janeiro de 2022.

We certify that the proposal: “Nutritional interventions as reprogrammers of neuroendocrine
disorders In offspring of obese rats", Process 23115.000747/2022-90, under the responsibility
of Prof. Dr. Bruno Aratjo Serra Pinto, which involves the production, maintenance and/or use
of animals belonging to the phylum Chordata, sub phylum Vertebrata (except humans beings) for
sclentific research purposes (or teaching) - is in accordance with Law No. 11,794, of October 8,
2008, Decree No. 6.899, of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council
for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethics Committee
on Animals Use of the Federal University of Maranhao (CEUA - UFMA), in meeting of January 19,
2022.

Finalidade: Pesquisa Area: Clénclas da Sadde

Vigéncia: 01/02/2022 a 31/01/2024

Origem: Biotério Central da Universidade Federal do Maranhao
Espécle: Rattus Sexo: Fémeas Idade: 30dias
norvergicus Peso: 45g
var. Wistar

Machos Idade: 90 dlas
Peso: 350g

Local do experimento: Biotério Setorial da P6s-Graduagao do Centro de Ciéncias Blolégicas e
da Saulde, Universidade Federal do Maranhao - CCBS/UFMA.

Sao Luls, 25 de janeiro de 2022

Profa. Dra. Rachel Melo Ribeiro
Vice-Presidente da Comissao de Etica no uso de Animais - CEUA/UFMA
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