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1. RESUMO DO PROJETO PROPOSTO

A neurodegeneracao ¢ um fendmeno que ocorre no sistema nervoso central (SNC) através
de alteragdes associadas a perda de estrutura e fun¢do neuronal. A etiologia da maioria das
doengas neurodegenerativas ¢ multifatorial e consiste em uma interacdo entre fatores
ambientais e predisposi¢do genética. Dentre os fatores ambientais, estudos tém discutido o
potencial da exposi¢do a metais como fatores de risco para doencas neurodegenerativas, devido
a inducao de estresse oxidativo por espécies oxigénio-reativas (ROS) e radicais livres e ativagao
microglial. Atualmente, tém se explorado novos modelos animais para estudo in vivo da
neurotoxicidade em influéncia a elementos metalicos. Dentre tais modelos, a Drosophila tem
sido um grupo animal de grande aplicagdo para andlise de padrdes de atividade neural.
Entretanto, essa andlise ¢ realizada através de uma inspe¢do visual ¢ manual de marcadores
fluorescentes via microscopia confocal, sendo propicia a uma variabilidade inter e intra
observadores. Assim, técnicas de machine learning t€ém sido amplamente utilizadas para analise
de imagens, proporcionando uma avaliagdo quantitativa mais acurada e precisa. Nesse sentido,
o principal objetivo dessa pesquisa sera a implementagdo de machine learning para estudo de
neurotoxicidade em Drosophila expostas as nanoparticulas metéalicas. Assim, avaliaremos
computacionalmente se a exposi¢do dos elementos metalicos pode causar alteragdes nos
padrdes de atividades encefalicas através das imagens de microscopia confocal, com
reconhecimento e contagem automatica de células da glia (associadas ao processo de

neurotoxicidade), geracdo de ROS e sinapse nervosa.

2. ATIVIDADES REALIZADAS NO PERIODO (01/11/2022 a 01/07/2023)

Este periodo engloba a parte inicial do projeto que foi desenvolvida no Laboratorio de
Materiais Avancados e Nanotecnologia da Faculdade de Ciéncias - UNESP Campus de Bauru.
O objetivo desta etapa foi o desenvolvimento e caracterizagdo das nanoparticulas metalicas que

serdo utilizadas na segunda etapa desta pesquisa para exposicao as Drosophilas.

2.1. Atividades Propostas:

A seguir estdo apresentadas as atividades que estavam previstas para o periodo inicial deste
projeto:

a. Sintese das nanoparticulas metalicas;

b. Caracterizacdo das nanoparticulas metalicas;

c. Preparo dos modelos animais e exposi¢do as nanoparticulas.



2.2. Atividades Desenvolvidas

Durante o periodo que abrange este relatorio de estagio de pesquisa foram realizadas
reunides quinzenais com o supervisor deste projeto e seu grupo de pesquisa para debate e
atualizag¢do das atividades do projeto, bem como discussdo dos resultados obtidos em cada
etapa. Além disso, nas reunides eram discutidos assuntos relacionados a outros projetos e
trabalhos dos demais integrantes do grupo (alunos de graduagdo, mestrado e doutorado), e
topicos relacionados ao funcionamento do grupo. A seguir estdo apresentadas de forma

detalhada as atividades desenvolvidas durante esse periodo inicial:

a. Sintese das Nanoparticulas Metalicas

Este periodo foi dedicado para realizar a sintese das nanoparticulas de ferro (NPs-FeO)
utilizando o método sol-gel descrito por Abdulkadir et al. (1). Inicialmente, as nanoparticulas
foram preparadas utilizando 7,2 g Fe(NO3)3.9H,0 que foram dissolvidas em 200 mL de agua
mili-Q e 32,6 g de acido citrico foram dissolvidos em 800 mL de dgua mili-Q. A solucdo de
nitrato férrico foi adicionada lentamente a solucdo de acido citrico sob agitacdo. A mistura foi
entdo aquecida a cerca de 90°C em um agitador magnético até¢ a formagao de um gel. O gel
obtido foi seco em estufa a 100 °C por 24 h, seguido de tratamento térmico a 400°C por 2 h.
Apos o ultimo tratamento térmico, o gel foi triturado para obtencdo das nanoparticulas em po.

A Figura 1 ilustra as etapas deste processo de sintese sol-gel para obten¢ao das NPs-FeO.

Figura 1. Representacio das etapas da sintese das NPs-FeO. A) Acido citrico dissolvido em 4gua. B) Nitrato de ferro dissolvido
em agua deionizada. C) Mistura das duas solugdes A e B sob agitagdo. D) Mistura em aquecimento a 90°C. E) Amostra apos
secagem em estufa. F) Apoés calcinagdo na mufla elétrica e obten¢éo das NPs-FeO.

As nanoparticulas de 6xido de cobre (NPs-CuO) também foram sintetizadas por processo
sol-gel. As NPs-CuO foram sintetizadas utilizando o método quimico sol-gel adaptado de Pires
et al. (2). Inicialmente, foi preparada em um béquer uma solu¢do de 100 mL de 4gua deionizada
com 15 mL de acido nitrico, a qual foi levada a um agitador magnético a 300 rpm e temperatura
de 90°C, e gradualmente foi adicionado ao liquido 5,0 g de CuO amorfo. Em seguida preparou-
se uma segunda solu¢do, em outro béquer, composta por 5,5 g de acido citrico em 190 mL de

agua deionizada. Os dois conteudos liquidos foram misturados no béquer maior. Apds a espera



de 15 minutos, adicionou-se 10,5 mL de etilenoglicol, o qual ficou em agitagao por algumas
horas para iniciar a medi¢ao do pH a temperatura de 290°C. Para tornar o pH basico foram
adicionadas 3 gotas de 2 mL cada de etilenoglicoamida. Posteriormente, diminuiu-se a
temperatura para 180°C e depois para 70°C até a evaporagdo total do solvente. Apos ocorrer a
cristalizagdo, o produto foi levado para secagem em uma mufla elétrica por um periodo de 2
horas a 350°C com taxa de aquecimento de 1°C/min, seguido de um periodo de 30 minutos a
500°C com taxa de aquecimento de 5°C/min. Apds o ultimo tratamento térmico, o material foi
triturado para obtenc¢ao das amostras em po fino. A Figura 2 ilustra as etapas deste processo de

sintese sol-gel das NPs-CuO.

Figura 2. Representagdo das etapas da sintese das NPs-CuO. A) Solugdo com CuO amorfo, apds a mistura da solugéo dos dois
béqueres. B) Adigdo da 1* gota de etilenoglicoamida. C) Adigdo da 2* gota de etilenoglicoamida D) Adico da 3* gota de
etilenoglicoamida. E) Processo de evaporagdo. F) Processo de cristalizag@o. G) Pos cristalizagdo. H) NPs-CuO obtidas apos
ultimo tratamento térmico e trituragdo.

b. Caracterizacdo das Nanoparticulas Metélicas via DRX e MEV

Nesta etapa foram realizadas duas técnicas de caracterizagdo das NPs sintetizadas na etapa
anterior, a técnica de Difracdo de Raios X (DRX) e a técnica de microscopia eletronica por
varredura. A natureza cristalina das NPs foi caracterizada pela técnica de DRX. O padrao DRX
dos nanopos foram adquiridos a temperatura ambiente com a ajuda de um difratdmetro de raios
X Rigaku DMAX, com radiacdo Cu-Ko (4 = 1,54056 A), escaneado de 20° a 80°. A
caracterizacdo para determinar a morfologia das NPs foi realizada pela técnica de microscopia
eletronica de varredura (MEV).

Através da técnica de DRX foi possivel obter os respectivos espectros contendo as
informagdes estruturais nas NPs dos dois elementos metalicos deste trabalho (Fe, Cu). Como

resultado, obteve-se um grafico de Intensidade (u.a.) por 28 (graus), podendo-se visualizar



diferente picos produzidos por interferéncia construtiva do feixe monocromatico de Raios X
espalhados em angulos de 20° a 45° para cada conjunto de planos da rede da amostra. As
intensidades de pico foram determinadas pelas posi¢des atdmicas dentro dos planos da rede e
os espectros obtidos foram comparados com os espectros padrdoes de referéncia (Joint
Committee on Powder Difraction Standards - JCPDS), segundo a literatura (1,2).

A Figura 3 mostra o padrdo de DRX obtido do nanocompésitos de Fe;O3 comprovando que
a amostra apresentou padrao de DRX com picos em 20 =24,21°,33,21°,35,71°, 40,94°, 49,55°,
54,13°,57,57°,62,51°, 64,10° e 71,52° designados aos planos (012), (104), (110), (113), (024),
(116), (122), (214), (300) e (1010) de reflexdes de Bragg da fase romboédrica. Os parametros
de rede das amostras foram: a =b = 5,0285A e ¢ = 13,7360A. Os nossos resultados de picos de
difragdo corroboram com o padrdo JCPDS n°®: 01-084-0307, conforme os dados encontrados

por Darezereshki et al. (3) e Abdulkadir et al. (1).
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Figura 3. Padrdo DRX das NPs-FeO sintetizadas.

A Figura 4 mostra o padrdo de DRX obtido das NPs-CuO, comprovando que a amostra
apresentou padrdo de DRX com picos em 26 = 32,56°, 38,75°, 46,33°, 48,89°, 53,51°, 58,30°,
61,62°, 66,39°, 68,13°, 72,43° e 74,98°, que sdo atribuidos aos planos (110), (111), (112),
(202), (020), (202), (113), (311), (113), (311) e (004), além disso um pico com 20 de 35,58°
integrado ao longo do plano (111) da fase monoclinica do Cu20O. Os valores dos parametros de
rede das amostras sdo: a = 4,682A, b =3,424A e ¢ = 5,127A. Os nossos resultados de picos de
difracdo corroboram com o padrao JCPDS n°: 89-5895 e n°05-661 e com demais estudos que

realizaram a sintese de nanoestruturas de 6xido de cobre (4,5).
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Figura 4. Padrio DRX das NPs-FeO sintetizadas.

Para obten¢do das micrografias em MEV, as nanoparticulas foram dispersas em etanol e
passadas em um sonicador por 5 minutos. Uma gota da solucdo foi colocada sob stubs, deixadas
secas e posteriormente cobertas com ouro antes de serem caracterizadas em um microscopio
Jeol ISM-7500F e feixe de 10 kV. As micrografias obtidas (Figura 5) evidenciaram a formagao
de aglomerados compostos por varias pequenas NPs com formato esférico com uniformidade

de distribuicdo de tamanho para ambas as NPs sintetizadas.

Figura 5. Micrioscopias das nanoparticulas A) Fe;O3; e B) CuO.



c. Preparo dos Modelos Animais € Exposicdo as Nanoparticulas

Esta etapa engloba a parte do projeto que foi em desenvolvimento em colaboragdo com a
Profa. Dra. Carolina Zilli Vieira e a Profa. Dra. Marina Piacenti Silva, realizada na Harvard
T.H. Chan School of Public Health. O sistema modelo que foi utilizado neste estudo era
composto por moscas Drosophila melanogaster, amplamente utilizadas como organismos
modelo por apresentarem caracteristicas favoraveis, como um ciclo de vida rapido (~50 dias),
genética simples (4 pares de cromossomos), baixo custo e facil manuseio (6-8). Para todos os
ensaios de exposicdo, as moscas foram cultivadas em meio de dgar de milho a 25°C, 60% de
umidade relativa em ciclos de 12 horas claro/12 horas escuro (LD) em uma sala com luz branca
de ~70 lux (7). Apds este arrastamento basico, as moscas foram encaminhadas para os ensaios
de exposi¢do as NPs especificas. A metodologia para a exposi¢do das moscas sera baseada
conforme descrito por Ng et al. (9) e Siddique et al. (10), em que as diferentes concentragdes
de NPs serdo misturadas na dieta das moscas. Além disso, foi mantido um grupo de moscas
sem exposi¢ao as NPs, como grupo controle.

A Figura 6.A mostra as suspensdes aquosas com diferentes concentracdes de NPs-FeO que
foram preparadas e adicionadas a comida padrao do grupo animal e misturadas fortemente.
Ap6s a adigdo das suspensdes, as concentragdes finais nos tubos foram de 10 mg a 1,0x107° mg

de NPs-FeO por grama de alimento (Figuras 6.B).
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Figura 6. Preparo do alimento suplementado com FeNPs. A) solu¢des de NPs-FeO. B) Tubos com alimento e NPs



Em seguida, em cada tubo foram colocadas 20 moscas (10 fémeas e 10 machos), que
permaneceram depositando ovos por 24 horas. Apos esse periodo as moscas foram retiradas e
os ovos depositados se desenvolveram. Para todos os experimentos, os tubos foram mantidos
dentro de uma incubadora a 25°C e 70% de umidade relativa e ciclo de luz 12 claro e 12 escuro
(12:12 L/D). Todas as amostras foram feitas em triplicata. Por fim, duas concentragdes foram
definidas para andlise de alteragdes morfoldgicas e fisioldgicas neurais junto ao grupo controle:
10 mg/g e 0,001 mg/g de NPs-FeO. A Figura 7 representa os trés tubos finais com as diferentes

concentragdes e o desenvolvimento dos ovos.

Figura 7. Tubos com moscas e alimento contendo 10 mg/g, 0,001 mg/g e 0 mg/g de NPs-FeO (da esquerda para direita).

3. ATIVIDADES REALIZADAS NO PERIODO (01/07/2023 a 01/11/2023)

Este periodo engloba a segunda parte do projeto, que também foi em desenvolvimento em
colaboragdo com a Profa. Dra. Carolina Zilli Vieira ¢ a Profa. Dra. Marina Piacenti Silva. O
objetivo desta etapa foi a analise do processo inflamatorio em associagdo a exposicao das NPs,
bem como o desenvolvimento de uma ferramenta computacional para deteccdo e quantificacao

dos processos oxidativos associados ao processo neuroinflamatorio.



3.1. Atividades Propostas:

A seguir estdo apresentadas as atividades que estavam previstas para a segunda etapa deste
projeto:
a) Avaliacdo de alteragdes morfologicas e fisioldgicas neurais;
b) Machine learning para avaliagdo do impacto de nanoparticulas metalicas nas imagens
de microscopia confocal,

c) Escrita de artigos e relatdrio final.

3.2.Atividades Desenvolvidas

Durante o periodo que abrange esta segunda etapa de pesquisa foram realizadas reunides
online quinzenais com as colaboradoras desta pesquisa para debate e atualizagdo das atividades.
A seguir estdo apresentadas de forma detalhada as atividades desenvolvidas durante esse

periodo inicial:

a. Avaliacio de Alteracoes Morfologicas e Fisiolégicas Neurais

Ap6s a exposicao dos modelos a diferentes concentragdes de NPs, a avaliagdo das possiveis
alteracdes funcionais e morfoldgicas quanto aos padrdes de atividade neural foi feita a partir do
processo de geragdo de ROS, células da glia e neurdnios in vivo.

Para a detec¢do de ROS in situ foi utilizado dihidroetidio (DHE) (Sigma-Aldrich) e 2',7'-
diclorofluoresceina (H2DCF) (Sigma-Aldrich) seguindo metodologia descrita por Vaccaro et
al. (8). Para avaliar as células da glia a técnica de imuno-histoquimica foi realizada com
anticorpos Repo, Elav e HRP, seguindo metodologia descrita por Read ef al. (11). As respostas
neuronais foram medidas de acordo com o aumento (ou diminui¢ao) da fluorescéncia durante
a estimulagdo. As alteragdes funcionais e morfoldgicas quanto aos padrdes de atividade neural
foram avaliadas a partir de imagens de microscopia confocal (Zeiss LSM 510).

Em suma, larvas foram coletadas, colocadas em solucdo PBS (do inglés Phosphate
Buffered Saline, solug¢do salina tamponada com fosfato) e os cérebros dissecados (l6bulos
centrais e ventral nerve cord). Os cérebros foram fixados em formaldeido 4% por 20 minutos
em temperatura ambiente e lavados trés vezes por 20 minutos com PBS. Os tecidos foram
incubados overnight a 4°C e sob rotacdo em uma solu¢cdo de PBS/0.5% Triton X-100 + 2%
BSA para bloquear ligagdes ndo especificas a outras proteinas. Apos isso, os anticorpos
priméarios foram incubados a 4°C e sob rotagdo. Apds aproximadamente 24 h os cérebros foram
lavados trés vezes por 20 minutos com PBS/0.5% Triton X-100 + 2% BSA e os anticorpos

secundarios incubados por 2 h em temperatura ambiente e sob rotacdo. Em seguida, os tecidos



foram lavados trés vezes por 20 minutos com PBS e montados em ldminas com reagente
Vectashield antifade (8,12).

Em adi¢do, os anticorpos primarios utilizados para marcacdo de células neurais e glia,
respectivamente foram: anti-Repo de camundongo (8D12) 1:40 (DSHB) e anti-Elav 1:750
(DSHB). Cabe ressaltar que as moscas Nrf2-GFP ja indicavam a exposi¢cdo dos tecidos ao
estresse oxidativo. Para detectar os anticorpos primarios, os anticorpos secundarios utilizados
foram Alexa 488 e 568 (1:1000).

As imagens foram obtidas por um microscopio confocal Leica SP8 com objetiva de 20x
em Oleo. As configuragdes de laser, filtro e ganho permaneceram constantes em cada
experimento. Entre 5 a 10 amostras por tratamento foram avaliadas em pelo menos 2
experimentos independentes.

A Figura 8 mostra as imagens obtidas para a expressao de estresse oxidativo em larvas. O
marcador GstD-GFP indicou o aumento da expressdo de Nrf2, associada ao estresse oxidativo.
Tanto na Figura 8 quanto no histograma da Figura 9 observa-se que o GstD-GFP foi expresso

em niveis baixos em larvas suplementadas menores concentracdes.
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Figure 8. Expressdo de Nrf2 por Gstd-GFP marcador. Imagens obtidas com lente de 20x. Soma das projecdes.
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Figure 9. Niveis de Gstd-GFP associados com estresse oxidativo no encéfalo das larvas. Valores médios de 5-7 amostras por
grupo.



A Figura 10 apresenta as imagens obtidas de imunofluorescéncia para a expressdo de

células neurais e células de glia em larvas.
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Figura 10. Expressido de ELAv (total neurons) e REPO (glia). Imagens obtidas com lente de 20x.

b. Machine Learning para Avaliacdo do Impacto de Nanoparticulas Metalicas nas

Imagens de Microscopia Confocal

Nesta etapa, a analise da neurotoxicidade foi realizada computacionalmente pelo programa
desenvolvido a partir das imagens microscopicas via contagem automatica das células da glia,
de producdo de ROS e identificacdo dos neurdnios. Atualmente, os trabalhos na literatura
realizam essa andlise através de uma inspe¢do visual e manual de marcadores fluorescentes,
sendo propicia a uma variabilidade inter e intra observadores (9,13,14). O programa
computacional que foi desenvolvido aplicou a técnica de machine learning com o método
baseado em redes neuronais profundas para deteccdo e quantificagcdo das células da glia, corpo
neuronal e espécies oxigénio reativas nas imagens de microscopia confocal de fluorescéncia
(15,16). Esta técnica envolve multiplos bancos de filtros convolucionais baseados nos
principios de segmentacdo por limites, andlises de histogramas e clusters. Neste momento foi
utilizada uma rede neural convolucional (CNN do inglés convolutional neural network) para
obtencao do modelo de predicao, a partir do banco de dados de treinamento (17).

Inicialmente, dois pacotes de filtros convolucionais foram aplicados paralelamente em abas
as sequéncias de imagens (c€lulas da glia e neur6nios) para extracdo de caracteristicas da
imagem. Assim, a CNN aprendeu o reconhecimento das células de interesse por meio das
intensidades na imagem. Cada pacote convolucional era composto por cinco filtros de tamanhos
diferentes. Em seguida, as imagens de saida desses pacotes foram concatenadas e novamente
passadas pelos filtros convolucionais. Por fim, os rétulos das células de interesse foram gerados

por convolugdo da segmentagdo manual com um filtro de Gaussian kernel, e assim obtido o



modelo de treinamento. A arquitetura desta rede neural convolucional usada para segmentacao

das células encefalicas esta representada na Figura 11.
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Figura 11. Arquitetura da CNN usada para segmentagdo das lesdes esclerdticas encefalicas com pacotes de filtros
convolucionais para aprendizagem de caracteristicas. O ntimero do filtro ¢ listado acima e o tamanho de cada filtro ¢ denotado
em baixo (adaptado de (18)).

Em seguida, uma vez o modelo treinado, a implementa¢do do codigo iniciou com a
aplicagdo da rede neural convolucional de treinamento em todas as imagens de microcopia do
grupo de teste, seguida da conversdo da quantidade de voxels reconhecida e contabilizada nas
mascaras bindrias de segmentacdo das células em volume comprometido (em percentagem de
comprometimento). Assim, foi possivel realizar a quantificagdo volumétrica da regido marcada
pelas células de interesse das imagens do grupo teste. A Figura 12 mostra um exemplo de todo

o processo realizado computacionalmente pelo programa desenvolvido.

QUANTIFICACAO
(CONTAGEM AUTOMATICA
DAS CELULAS MARCADAS)

PREPROCESSAMENTO DETECGAO
(REMOGAO DE RUIDO E SEPARAGAO POR CANAL) (APLICAGAO DA CNN)

IN PUT
(IMAGEM ORIGINAL)

CANAL 1: NEURONIOS

CANAL2: GLIA

Figura 12. Exemplo de segmentacdo e quantificagdo das células da glia e neurénicos com aplicacdo da CNN.



A Figura 13 mostra os resultados obtidos volumetricamente com o processo de aplicagdo

da CNN para segmentagao especifica da célula da glia encefalica.

DETECGAO
(CELULAS DA GLIA)

IN PUT
(IMAGEM ORIGINAL)

QUANTIFICACAO
(PERCENTAGEM)

Figura 13. Exemplo de segmentacdo volumétrica das células da glia com a CNN.

Pro fim, vale ressaltar que a avaliagdo subjetiva do observador consome tempo e esta
susceptivel as variagdes inter e intra-observadores. Assim, a utilizagdo de ferramentas
computacionais estd em constante desenvolvimento e aplica¢do para avaliacdo de imagens.
Deste modo, ¢ de extrema importancia a utilizagdo de programas computacionais que possam
auxiliar os observadores em sua andlise e aumentar a acurdcia da avaliagdo realizada,
proporcionando um suporte maior para o seguimento da progressdo de uma doenca, bem como
o acompanhamento do tratamento aplicado. Além disso, nessa etapa de discussdo com o
especialista obtivemos um retorno positivo sobre a detec¢ao automatica, sendo essencial para

garantir a interagdo entre o trabalho proposto e o campo de aplicacdo em que serd inserido.

c. Redacdo do Artigo e Relatério Final:

Este projeto de pesquisa teve como objetivo principal o estudo da influéncia da exposicao as
nanoparticulas metalicas no processo de neuroinflamacdo em Drosophilas. A sintese e
caracterizacdo das nanoparticulas permitiu ndo sé a producdo nos materiais metalicos, mas
também as andlises estruturas e morfologicas das nanoparticulas metalicas. Os resultados
encontrados mostraram que as alteragdes nos niveis metéalicos estdo envolvidos com a produgdo
de espécies reativas de oxigénio e possivelmente associadas as inflamagdes encefalicas, podendo
ser considerados como fatores externos toxicos. Em adi¢do, o programa computacional
desenvolvido mostrou grande potencial para realizacdo desta andlise de toxicidade

automaticamente, proporcionando uma acuracia maior € em menor tempo. Em suma, todas as



etapas desenvolvidas durante o periodo de estagio deste pds-doutoramento e os resultados

obtidos foram incluidos neste relatério e estdo sendo inseridos na redacdo do artigo final.
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