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Resumo do Projeto - Bolsa no Pais

A demanda por alimento em nivel mundial requer sua producdo em larga escala. Neste
contexto, a aplicacdo de agrotdxicos, entre outras estratégias para o aumento de
produtividade por éarea plantada, ¢ uma realidade. Porém, a aplicacdo intensiva de
agrotoxicos pode induzir sua retencdo nas culturas e no solo e, principalmente por
escoamento ou lixiviagdo, esses podem atingir desde dguas superficiais até subterraneas.
Portanto, a determinagdo de residuos de agrotdxicos em agua, solo e alimentos tem atraido
a atencdo de diversos pesquisadores para melhor compreender e determinar os impactos
ambiental e na saude. Neste projeto, pretende-se detectar por meio de técnicas
cromatograficas os agrotoxicos Clorantraniliprole (CLTP), Isoxaflutol (ISF), Imazapique
(IMZ), Parationa Metilica (PM) e Simazina (SMZ) aplicados em lavouras de cana-de-actcar
na regido de Presidente Prudente. Além da vertente de deteccdo, o trabalho visa contribuir
no entendimento dos possiveis efeitos destes agrotoxicos sobre sistemas bioldgicos: 1)
modelos da estrutura lipidica da membrana celular através de filmes de Langmuir
(monocamadas) e por meio de vesiculas unilamelares gigantes (GUVs — giant unilamellar
vesicles - bicamadas) do fosfolipidio dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolin (DOPC); ii) cultivo in
vitro de células humanas para testes de viabilidade celular; iii) sistemas in vivo (peixes e,
eventualmente, ratos). Em ambas as vertentes, deteccao e efeitos sobre sistemas biologicos,
os agrotoxicos serdo investigados ndo s6 de forma individual, mas também em coquetel
(mistura) e oriundos de amostras reais de rios da regido de Presidente Prudente. Este projeto
insere-se no Tematico Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia (INCT) em Eletronica
Orgéanica (INEO), 2014/50869-6, e sera desenvolvido no Laboratorio de Pesquisa com
Certificagio de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos, Agua e Solos,
coordenado pelo Prof. Dr. Aldo Eloizo Job e construido na FCT/UNESP em parceria com
os Ministérios Publicos Estadual e Federal. Além do mais, um estagio BEPE ser4 realizado

na Espanha/Malaga.



Project Summary — BEPE - 30/08/2022 a 29/08/2023

This research internship abroad project (BEPE) is related to the postdoctoral project
FAPESP 2020/05423-0, which involves the detection and effects of the pesticides
Chlorantraniliprole, Isoxaflutol, Imazapique, Methyl Parathion, and Simazine on biological
systems. The high consumption of pesticides causes irreversible damage to human health,
such as carcinogenesis, and to the environment, contaminating the soil and, mainly,
groundwater and water sources. According to a report by the United Nations (UN), it is
estimated that around 200,000 people die each year worldwide as victims of acute pesticide
poisoning. Therefore, this study will aim to verify the effect of the pesticides
Chlorantraniliprole (CLTP), Isoxaflutol (ISF), Imazapique (IMZ), Methyl Parathion (MP)
and Simazine (SMZ) on the liver and cardiac, and muscle tissue, analyzed by the CARS
(Coherent Anti-Stokes Raman Spectroscopy) microscopy technique. This technique will
complement the studies under development of the post-doctoral research project (n°
2020/05423-0), helping to understand the effect of pesticides on human liver epithelial cells
(HeP G2) and on the liver and gill tissues of fish of the species Oreochromis niloticus
(Tilapia). In addition to this study, we will carry out micro-Raman spectroscopy/imaging
studies combined with SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering) in order to check the
powerfulness of this technique for detecting these kinds of pollutants. For that, we will have
the collaboration of Prof. Dr. Carlos Juan Otero (Letter from the BEPE supervisor and

University attached to SAGE) from the University of Malaga, Spain.



Motivo: Relatorio Final Antecipado - Encerramento da Bolsa

Venho com imensa satisfacdo e gratiddo mencionar que eu beneficidrio do processo
Fapesp 2020/05423-0 fui aprovado no concurso publico EDITAL N° 336/2023 -
STGP/IGCE/CRC para o cargo de Professor Assistente, com titulagdo minima de Doutor,
sob o regime juridico efetivo, na area de conhecimento de Fisica da Matéria Condensada,
junto ao departamento de Fisica do Instituto de Geociéncias e Ciéncias Exatas (IGCE) da
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho (UNESP), campus de Rio Claro,
em RDIDP - Regime de Dedicacdo Integral a Docéncia e a Pesquisa, aplicado pela Portaria
de 14/06/2024, publicada no DOE de 17/06/2024. Proc. 350/2024-IGCE/CRC. A admissdo
referente ao concurso foi assinada em 01/07/2024 (comprovante em anexo no SAGE) no
mesmo dia do envio do pedido de cancelamento da bolsa de pesquisa.

Importante relatar que, nesse periodo de pds-doutorado (01/01/2021 a 30/05/2024), foram
publicados cerca de 19 artigos cientificos, sendo 6 como primeiro autor (Anexo 01). Antes
de iniciar o relatério, gostaria de mencionar alguns pontos que julgo serem importantes
durante esse periodo. Em 01 de janeiro de 2021, iniciei o pds-doutorado; no entanto, até
aquele momento, eu ndo trabalhava com sistemas bioldgicos complexos (in vivo). Desses 19
artigos, 6 foram voltados a area bioldgica, com analises em ratos e peixes. Esses 6 artigos na
area bioldgica sdo frutos do pds-doutorado e de novas colaboragdes adquiridas durante esse
periodo (Anexo 02). Ja os 13 artigos restantes sdo de colaborac¢des adquiridas ao longo da
carreira cientifica, que foram mantidas até chegar no pos-doutorado. Portanto, o bolsista
chega em 2024 na data de 30 de junho de 2024 com o pedido de finalizag¢do da bolsa com
um total de 19 artigos publicados (Anexo 03). Além desses trabalhos publicados
(comprovantes em anexo no SAGE), o candidato possui cerca de 8 artigos em fase final de
preparacdo para submissdo (comprovantes no Anexo 04). Desses, quatro sdo na area de
espectroscopia vibracional e 4 voltados para a analise de sistemas bioldgicos.

Os estudos em material biologico ocorreram devido a uma sugestdo de um dos revisores
da FAPESP:

“Adicionalmente, seria interessante também ser
realizado andlises dos efeitos dos agrotoxicos em
organismos aqudticos (peixes), e eventualmente testes
com ratos, e tentar estabelecer correlacées com modelos
de membranas. Certamente isto elevaria os impactos do

resultado do projeto”. Revisor FAPESP.



O bolsista ¢ grato ao revisor (a), pois fez o pesquisador sair da zona de conforto. Aceitei
o desafio mesmo sendo Fisico de formagao e nunca ter entrado em um biotério. Desta forma,
comeco a trabalhar com sistemas in vivo no pos-doutorado no Laboratério de Pesquisa com
Certificagio de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos, Agua e Solos. O objetivo
do projeto de pés-doutorado era estudar a deteccdo de agrotdxicos utilizados nas lavouras de
cana-de-aglicar e seu efeito sobre sistemas biologicos complexos, como peixes, ratos e
células. Os resultados obtidos durante o pds-doutorado foram de grande relevancia,
permitindo a publicagdo do artigo intitulado "Biological responses to imazapic and methyl
parathion pesticides in bioinspired lipid membranes and Tilapia fish” em 2023 na
conceituada revista Journal of Hazardous Materials. Em 2022 foi possivel realizar um
estagio sanduiche BEPE de pods-doutorado financiado pela FAPESP (Processo n°
2021/13884-0) na Universidade de Malaga (UMA), na Espanha, onde foi possivel trabalhar
com técnicas avancadas de microespectroscopia a sistemas biologicos. O projeto
desenvolvido no BEPE era intitulado "Analise de sistemas biologicos expostos a pesticidas
por meio de espalhamento Raman anti-stokes coerente (CARS)". Recentemente (2024) com
parceria do Prof. Dr. Juan (supervisor BEPE) foi publicado o artigo “Assessing the negative
impact of chlorantraniliprole, isoxaflutole, and simazine pesticides on phospholipid
membrane models and tilapia gill tissues” na Environmental Pollution (artigo completo no
SAGE). Além da parceria com o Prof. Dr. Juan Carlos o estdgio BEPE possibilitou, a
cooperagdo com a Universidade de Coimbra, onde o bolsista passou um periodo aprendendo
andlise multivariada de espectros Raman em sistemas bioldgicos com a Profa. Dra. Paula
Marques e o Prof. Dr. Luis Alberto Esteves Batista de Carvalho, sendo este grupo uma
referéncia mundial na utilizacdo de Raman em analise clinica (artigos em elaboragdo). O
objetivo principal no projeto BEPE era aprimorar a compreensdo sobre como os
contaminantes afetam os sistemas bioldgicos complexos. Para isso foram utilizadas técnicas
de microespectroscopia avancadas lineares como espectroscopia Raman, Infravermelho
(FTIR), Fluorescéncia, e ndo lineares como CARS e Microscopia de Segunda Harmdnica
(SHG), o que permitiu a andlise de processos dindmicos em sistemas bioldgicos complexos.

Na data de elaboragao deste relatorio de conclusao da bolsa FAPESP, o projeto intitulado
“Efeitos dos Agrotoxicos utilizados em plantagdes de Cana-de-Acucar da regido de
Presidente Prudente em Ratos Wistar: Analise via Microespectroscopia Raman”, proposto a
FAPESP com a renovagdo (de 10 de janeiro de 2024 a 10 de janeiro de 2025), foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) e assinado SOMENTE no dia

19/09/2024 (certificado anexado no SAGE), momento em que o bolsista se encontrava
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exercendo o cargo de professor na UNESP de Rio Claro. No entanto, mesmo com o fim da
bolsa, o bolsista, em parceria com a Prof.* Dr.* Giovana Rampazzo, continuara utilizando o
biotério para gerar resultados que subsidiem futuras publicacdes deste trabalho. Além disso,
importante destacar que, mesmo com a conclusdo do projeto, o pesquisador mantera todo o
conhecimento e linha de pesquisa adquirida no p6s-doutorado e no BEPE. Concentrando-se
na investigagdo dos efeitos dos contaminantes em sistemas bioldgicos via
microespectroscopia Raman. Neste contexto, o beneficidrio submeteu um projeto Jovem
Pesquisador (JP) (comprovante em anexo no SAGE) intitulado como “Biofotdnica: analise
dos efeitos de agrotdoxicos em sistemas bioldgicos via microespectroscopia Raman.”
Portanto, no dia 12/07/2024 com o processo FAPESP n° 2024/11108-1 (escopo do projeto
Figura 1), foi submetido o projeto para ser realizado na UNESP campus de Rio Claro focado
no estudo de sistema biologico (peixes, ratos e abelhas). Importante ressaltar que este
projeto vislumbra abrir uma nova linha de pesquisa no campus da universidade, € como
objetivo futuro, aplicar os conhecimentos adquiridos no projeto JP em amostras biologicas
humanas. Essa iniciativa futura buscara colabora¢do com hospitais da regido de Rio Claro,
com o proposito de contribuir para avangos significativos nessa area de pesquisa. Portanto,
agradeco ao incentivo do revisor da FAPESP por ampliar meus objetivos e me tirar da zona

de conforto, o que abriu vérias perspectivas.
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Figura 1: ilustracdo dos passos necessarios para a execu¢do do projeto JP, tendo como
objetivo final a obtencao de diagndsticos precisos e efetivos.



1. REALIZACAO NO PERIODO DE VIGENCIA (01/01/2024 a 31/12/2024)

Descricao geral

Este relatério de pesquisa abrange os resultados referentes ao periodo de 01/01/2024 a
31/12/2024, conforme mencionado no pedido de renovacdo. No entanto, devido ao pedido
de cancelamento da bolsa em virtude da aprovacdo em concurso publico para o cargo de
professor no campus da UNESP de Rio Claro, os resultados contemplam apenas o periodo
de 01/01/2024 a 30/06/2024. Um fato relevante a ser mencionado foi, infelizmente, a demora
na aprovacdo do projeto pelo CEUA de Presidente Prudente. Isso ¢ evidenciado no
comprovante anexado no SAGE, que foi assinado somente em 19/09/2024, momento em
que o bolsista j& estava exercendo suas fungdes como professor na UNESP de Rio Claro.
Como previsto anteriormente, o primeiro semestre foi utilizado para a elaboragdo do projeto
e do formulario para o comité de ética (comprovantes anexados no SAGE), sendo o segundo
semestre programado para o uso dos animais e todos os experimentos. Nesse periodo, os
tecidos hepaticos, 6sseo, cardiaco e o fluido sanguineo na auséncia e na presenca dos
agrotoxicos, serdo estudados via microespectroscopia Raman com analise multivariada dos
espectros e mapeamentos quimicos em 2D e 3D. Até o momento da elaboragdo deste
relatério para a finalizagdo da bolsa, o bolsista estd organizando o biotério em colaboragao
com a Prof. Dra. Giovana Rampazzo. Portanto, durante o periodo do primeiro semestre de
2024, o bolsista trabalhou em artigos que foram publicados e em outros que estdo em fase
de submissao (Anexos 3 e 4). Como o bolsista precisa dos animais para dar continuidade ao
estudo, neste periodo trabalhou em experimentos de microespectroscopia Raman nos tecidos
dos peixes, como mostram os resultados abaixo. Importante mencionar que estes resultados
a baixos, juntamente com os resultados da BEPE serdo compilados em 2 artigos, como
intitulados abaixo:

1) Victor R.G. Batista; Rafael R. Correia; Luis A. E. Batista de Carvalho; Maria Paula M.
Marques; Giovana R. Teixeira; Aldo E. Job; Juan. C. Otero; Rafael J.G. Rubira.; Exploring
Vibrational Changes with CARS and Raman in Tilapia Gills and Livers Exposed to CLTP
and MP Pesticides and Detection by Surface Amplified Raman Spectroscopy (SERS) of the
Pesticides. 2024. Em Elaboracao.

2) Rafael R. Correia; Victor R.G. Batista; Rafael R. Correia; Luis A. E. Batista de Carvalho;
Maria Paula M. Marques; Giovana R. Teixeira; Aldo E. Job; Juan. C. Otero.; Rafael J.G.
Rubira. Analysis of the effect of pesticides used on sugar cane on the gills and livers of
Tilapias. 2024. Em Elaboracio.




Este RC foi estruturado de acordo com as normas de relatérios cientificos de bolsa no

pais, disponivel em https://fapesp.br/14453/formato-para-os-relatorios-cientificos-anuais-e-

final-bolsas-no-pais (atualizado em 22/09/2020). A Secdo 1 trata-se desta descricao geral do

relatério. A Seg¢do 2 traz o cronograma proposto e o que foi realizado. A Secdo 3 relata de
forma resumida os materiais ¢ métodos, enquanto a Se¢do 4 mostra um resumo dos
resultados (detalhes completos nos artigos em anexo no SAGE). A Se¢do 5 abrange as
conclusdes. As segdes 6 e 7 trazem as atividades realizadas, como a lista de publicacdes
durante todo o pds-doutorado (01/01/2021 a 30/06/2024) e os artigos em fase de submissdo
(01/01/2024 a 30/06/2024). A secdo 8 mostra as demais atividades realizadas durante o pos-
doutorado (01/01/2021 a 30/06/2024), tais como prémios, atuacdo como editor, parcerias
internacionais e nacionais, cursos, docéncia, coorientagdes, participagdes em bancas,
participagdo em eventos, entrevistas, divulgagao, trabalhos com destaque e revisao de artigos
de periddicos internacionais. Por fim, a se¢do 9 traz o Plano de gestdo de dados da bolsa no
pais.

2. CRONOGRAMA PROPOSTO/ATIVIDADES REALIZADAS

Previsto - 1° Semestre:

1. Elaboragdo do projeto para submissio ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da UNESP, campus de Presidente Prudente.

2. Elaboragio do formulario para submissdo ao Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da UNESP, campus de Presidente Prudente.

3. Submissdo do artigo 2 referentes ao efeito dos agrotoxicos em sistemas aquaticos
(artigo aceito, DOI: 10.1016/j.envpol.2024.123904).

Previsto - 2° Semestres:

1. Compra dos 90 camundongos machos da linhagem C57BL/6 com 21dias de vida
provenientes do Biotério Central de Botucatu-SP apos a aceitagdo do projeto do CEUA.

2. Inicio dos experimentos no Biotério de Pequenos Mamiferos da FCT/UNESP, em
condi¢des controladas e de acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) ap6s a aprovagio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNESP.

3. Eutanasia por decapitacdo para coleta do sangue através do rompimento dos vasos
cervicais. A prdstata ventral, o testiculo e o epididimo direitos, coragdo, musculo séleo
extensor digital longo (EDL), e figado serdo coletados e pesados em balancga analitica.

4. Analise dos tecidos biologicos via espectros Raman correlacionando com anélise
multivariada

5. Elaborag¢ao do relatorio cientifico final,


https://fapesp.br/14453/formato-para-os-relatorios-cientificos-anuais-e-final-bolsas-no-pais
https://fapesp.br/14453/formato-para-os-relatorios-cientificos-anuais-e-final-bolsas-no-pais

As atividades referentes ao segundo semestre serdo realizadas, porém, até 0 momento
da elaboracao deste relatorio cientifico, foram concluidas até o item 3 do 1° semestre. Isso
ocorreu porque o bolsista foi aprovado no concurso para professor na UNESP, campus de

Rio Claro, como mencionado acima.

3. MATERIAIS E METODOS

Esta secdo visa destacar as principais facetas experimentais do experimento realizado
durante o primeiro semestre de 2024 do projeto.

3.1. Agrotoxicos

Os herbicidas Isoxaflutole (massa molar 359,32 g/mol), Imazapic (massa molar 275,30
g/mol), Simazina (massa molecular 201,66 g/mol) e os inseticidas Clorantraniliprole (massa
molar 483,15 g/mol) e Metil Paration (massa molar 263,21 g/mol) foram adquiridos
comercialmente da Sigma Aldrich. A utilizagdo desses agrotdxicos esta relacionada ao fato
de serem encontrados em coquetéis para aplicacdo em lavouras de cana-de-agticar na regido
de Presidente Prudente-SP, Brasil.

3.2. Figado de peixe

Peixes pesando 30g foram expostos aos agrotoxicos mencionados em 3.1 por 24 ¢ 96
horas. Apds o periodo de exposicdo, os peixes foram eutanasiados por sec¢do medular para
coleta de amostras de tecido hepatico. As amostras foram pesadas e congeladas em freezer
a -80°C, e fixadas em formalina 10% diluida em tampao fosfato de sédio, pH 7,4, lavadas
em alcool 70%, desidratadas, clarificadas, embebidas em paraplastico e cortadas com 4 um
de espessura. A pesquisa foi e esta sendo desenvolvida de acordo com as normas éticas
nacionais e internacionais. O protocolo do estudo foi aprovado pelo Conselho de Etica no
Uso de Animais (CEUA), da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - FCT/UNESP sob

protocolo numero 01/2021.

Tabela 1: nome comercial, classe a que pertence, qual aplicagdo, classificacdes
toxicologicas nova e antiga, classificagdo ambiental e Dose Letal (DL) dos agrotoxicos
Clorantraniliprole, Imazapique, Isoxaflutole, Parationa Metilica, € Simazina.

Principal Classificacio Classificac¢io . ~
P Nome .. . 1. 9 A g: Classificacao DL50
elemento na . Classe |Aplicacio Toxicologica Toxicologica .
.~ Comercial . Ambiental (mg/Kg)
composicao Antiga Nova
\Y% I
Clorantraniliprole (gltazi);) Inseticida Aéreo (Me diamerllgt Téxico) (Improvavel de Causar (Muito Perigoso ao f :t;%
up Dano Agudo) Meio Ambiente)
\Y% III
Plateu .. I . . Entre
Imazapique Herbicida Terrestre s (Improvavel de Causar (Perigoso ao Meio
(Basf) (Extremamente Toxico) Dano Agudo) Ambiente) 50 e 500




\Y% I

Isoxaflutol I;;;Jée(ng: Zj)o Herbicida Terrestre (Ex tremameIn te Téxico) (Improvavel de Causar | (Muito Perigoso ao f thge(:)

Y Dano Agudo) Meio Ambiente)
PARACAP I I 1 Entre

Parationa Metilica Inseticida Terrestre - - (Muito Perigoso ao
450 CS (Extremamente To6xico) (Extremamente Toxico) . . 5e50

Meio Ambiente)
Atrasimex 111 v 1t Entre

Simazina WG Herbicida Agreo (Mediamente Toxico) (Pouco Toéxico) (Perliﬁgizitgew 50 ¢ 500

Intensidade Raman

3.3. Medidas no Raman

As medidas Raman foram realizadas em figados de peixes Oreochromis niloticus
(Tilapia) com o intuito de analisar e quantificar a saturacdo lipidica, proteinas, acidos
nucleicos e glicogénio na auséncia e presenga dos agrotdxicos. Os espectros Raman foram

correlacionados com analise multivariada via softwerar Quasar e OriginLab 12 Pro.

4. RESULTADOS

Como mencionado acima, em paralelo as atividades referentes ao primeiro semestre de
2024, o bolsista procurou realizar analises de microespectroscopia Raman nos tecidos
hepaticos dos peixes!, como mostra as Figuras 1 e 2 abaixo. Isto se deu em virtude de esperar
a aprovacdo do comité de ética, relacionado ao projeto de estudar os efeitos dos agrotdxicos
em ratos. Portando, como exemplo, a Figura 1 mostra um total de 25 espectros Raman dos
tecidos hepaticos de peixes (tilapias), incluindo o grupo controle (Figura la), o tecido

exposto ao agrotoxico IMZ por 24 horas (Figura 1b) e por 96 horas (Figura 1c).

a) Espectro Raman médio (25 espectros) de tecido b) Espectro médio (25 espectros) do tecido hepatico b) Espectro médio (25 espectros) do tecido hepatico
hepitico do grupo CT exposto ao IMZ 24h exposto ao IMZ 96h

Intensidade Raman
Intensidade Raman
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Figura 1: 25 espectros Raman dos tecidos hepaticos de tilapias para o a) grupo controle e
para animais expostas ao agrotoxico IMZ por b) 24 e c¢) 96 horas.

A Figura 2a mostra os 25 espectros coletados todos juntos com seus respectivos
biomarcadores, e o PCA (Figura 2b) das amostras com suas diferenciagdes. Os primeiros
dois componentes principais (PC1 e PC2) geralmente explicam a maior parte da variagdo

nos dados??. Assim, a analise do grafico de dispersdo de PC1 vs. PC2 fornece uma visdo
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inicial das principais diferengas entre os grupos. Separacdo clara entre grupos (amostra
controle (CT) e na presenca dos agrotdxicos), sugerindo que os efeitos principais dos
tratamentos ou condi¢des analisadas sdo capturados por esses dois componentes. A analise
de PC1 vs. PC3 pode fornecer informagdes adicionais que ndo foram capturadas na
combinagdo de PC1 e PC2. Isso ¢ ttil especialmente quando o PC3 também explica uma
parte significativa da variancia (embora menor que PC1 e PC2). Subgrupos ou variagdes
secunddrias entre amostras que ndo estavam evidentes no grafico de PC1 vs. PC2. No
entanto, como podemos observar a separagao clara tanto em PC1 vs. PC2 e PC1 vs. PC3,
isso sugere que o PC2 e PC3 capturam variagcdes bem explicadas, podendo representar
efeitos sutis ou interagdes complexas. Nos artigos em elaboragdes mencionados na Se¢ao I
sera aprofundado essa andlise, estudando a contribui¢do das variaveis através dos loadings,
que permite identificar quais bandas espectrais (picos) estdo associadas aos diferentes
grupos, destacando aquelas que mais influenciam a distin¢do entre eles. Assim, a analise dos
loadings dos componentes (PC1, PC2 e PC3) ¢ importante para entender quais variaveis

(bandas espectrais) tém maior contribui¢do para cada componente?.

b) Analise de Componente Principal (PCA) dos espectro Raman
de tecido hepitico do grupo CT e expostos ao IMZ por 24 e 96h.
a) Espectro Raman médio de tecido hepatico do grupo CT e expostos ao IMZ por 24 e 96h. 022
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Figura 2: a) espectros Raman dos tecidos hepaticos de tilapias para o grupo controle e para
animais expostas ao agrotoxico por 24 e 96 horas. b) andlise via PCA dos componentes (PC1,
PC2 e PC3) para os espectros Raman dos tecidos hepaticos.

Os espectros Raman refletem as vibragdes moleculares dos componentes bioquimicos
presentes nos tecidos, como proteinas, lipidios, acidos nucleicos e carboidratos>®. Para
identificar alteracdes especificas no figado exposto aos agrotoxicos, € necessario focar em
bandas caracteristicas, como mostra a Figura la: Proteinas: Analisar as bandas de Amida I

(~1650 cm™) e Amida III (~1260 cm™) para identificar mudancas estruturais, como a
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formacao de a-hélices e B-pregas. Lipidios: Avaliar as bandas em ~1445 cm™ e ~1300 cm ™',
que indicam a presenca de grupos CHz e CHs. Mudangas nesses picos sugerem variagdes na
concentragio ou no estado de agregacio dos lipidios. Acidos nucleicos: Observar bandas
em ~785 cm™! (anéis de purinas) € ~1090 cm™ (ligagdes fosfodiéster), que indicam alteragdes
na estrutura do DNA/RNA. Carboidratos: Detectar picos como ~480-500 cm™ e7ou ~1080
cm™', associados a glicogénios e polissacarideos. Diferencas significativas nas intensidades
ou nos deslocamentos de frequéncia dessas bandas entre amostras controle (sem agrotoxicos)
e amostras tratadas podem indicar modificagdes bioquimicas induzidas pela exposigdo’?.
Para distinguir as alteragcdes induzidas pelo agrotdxico, métodos comparativos, como a
Analise de Componentes Principais (PCA), sdo essenciais. Nesse caso, o PCA ¢ utilizado
para reduzir a dimensionalidade dos dados e evidenciar as principais variagdes entre as
amostras. A separagdo clara no grafico de PCA, como mostrado na Figura 2b, entre as
amostras controle e aquelas expostas aos agrotoxicos (IMZ) por 24 e 96 horas, indica
diferencas nos perfis espectrais, sugerindo que os pesticidas estdo causando alteracdes
bioquimicas no tecido hepatico dos peixes em comparacdo ao sistema na auséncia de

agrotoxicos.

5. CONCLUSOES

Os estudos realizados com animais aquaticos (tilapias) utilizando a microespectroscopia
Raman proporcionaram uma andlise aprofundada ndo apenas da membrana plasmatica dos
tecidos, como explorado em publicagdes anteriores pelo bolsista, mas também abriram novas
perspectivas para o uso da técnica em diferentes contextos bioldgicos. Através da
microespectroscopia Raman, foi possivel identificar e monitorar biomarcadores essenciais
para a sobrevivéncia e funcionamento de qualquer organismo, como glicogénios, acidos
nucleicos, proteinas e lipidios, permitindo uma compreensao mais abrangente das alteragdes
bioquimicas provocadas pela exposicdo a agrotoxicos. Além disso, a técnica possibilita a
constru¢do de mapeamentos espectrais detalhados, gerando milhares de espectros
distribuidos por grandes areas do tecido analisado. Essa abordagem fornece um panorama
mais representativo e preciso das condigdes dos sistemas biologicos estudados, permitindo
a visualizacdo de heterogeneidades e a diferenciacdo de respostas bioquimicas nos tecidos
em estado normal e sob estresse quimico. Assim, conseguimos estabelecer uma correlagdo
direta entre as mudancas observadas e o impacto dos agrotdxicos nos organismos aquaticos,

fornecendo subsidios valiosos para futuras investigagdes em ecotoxicologia.
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Por fim, a capacidade de obter informagdes moleculares ndo destrutivas e em alta
resolucdo amplia o potencial da microespectroscopia Raman para o estudo de outros
modelos biologicos, incluindo sistemas mais complexos, como amostras humanas. Esses
resultados reforgcam o papel dessa técnica como uma ferramenta poderosa na investigagao
dos efeitos ambientais de contaminantes, contribuindo para a geragdo de novos

conhecimentos que possam orientar politicas de conservagao e manejo sustentavel.

ATIVIDADES REALIZADAS
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Colaboragao ou Ameaga?” 2023.

6) VII Encontro Brasileiro de Espectroscopia Raman (EnBraER) do trabalho intitulado
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scattering (SERS)” de autoria Marcelo J.S. Oliveira; Rafael J.G. Rubira; Augusto Batagin-
Neto; Carlos E.M. de Campos; Carlos J.L. Constantino e Leonardo N. Furini. 2022 em Sao
Pedro — SP, Brasil.

9) Curso de curta duragdo em “Desafios para a Analise de Agua-Sessio III: EDX e FTIR”.
Shimadzu, UNESP, Brasil. 2021.

10) Curso de curta duragdo em “Desafios para a Analise de Agua-Sessdo V: Utilizagio de
TOC em substituicdo a DBO e DQO”. Shimadzu, Brasil. 2021.
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11) Curso de curta duracdo em Seguranca de Alimentos - Téopico I: MOSH ¢ MOAH.
Shimadzu, Brasil. 2021.

12) Rubira, R.J.G. Deteccdo de pesticidas via espectroscopia Raman amplificada em
superficie (SERS). 2° Congresso Online Nacional de Quimica Analitica e Ambiental —
CONQUIAMB. 2021. (Palestrante).

13) Oliveira, M.J.S.; Rubira, R.J.G.; Sanchez-CORTES, S.; Constantino, C.J.L. Anisotropic
nanoparticles as substrates for surface-enhanced Raman scattering (SERS). Sociedade
Brasileira de Pesquisa em Materiais (SBPMat). 2021. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso).

14) 2° Workshop Qualidade da Agua: Solugdes e Desafios para o Futuro da Agua. Jun/2021.
(Ouvinte).

15) Workshop INEO: Instituto Nacional de Eletronica Organica. mar/2021. (Ouvinte).

16) Evento: “Latin American Seminar on Open Science and Open Access. Mar/2021.
(ouvinte).

Entrevistsa — Divulgacao — trabalhos com destaque :

1) Rubira, R.J.G; Estudo revela que dois pesticidas usados na cana-de-aguicar causam morte
de tilapias por asfixia, 2024. Home page: https://theconversation.com/estudo-revela-que-
dois-pesticidas-usados-na-cana-de-acucar-causam-morte-de-tilapias-por-asfixia-224931.

2) Rubira, R.J.G; Pesquisa mostra o efeito letal de pesticidas sobre o sistema respiratério de
Tilapias, 2024. Home page: https://agencia.fapesp.br/pesquisa-mostra-efeito-letal-de-
pesticidas-sobre-o-sistema-respiratorio-de-tilapias/50961.

3) Rubira, R.J.G; Pesticidas usados na cana-de-agucar causam morte de tilapias, 2024. Home
page: https://www.uol.com.br/ecoa/ultimas-noticias/2024/04/06/pesticidas-usados-na-cana-

de-acucar-causam-morte-de-tilapias.htm.

4) Entrevista no 4° Episdédio do LebioCast. Laboratério Experimental de Biologia.
Entrevista, Link: https://www.youtube.com/watch?v=pewf89-10ms. Jun/2021.

Revisor: Parecer/Revisao

1) Biosensors (1);

2) Journal of Environmental Science and Health, Part B (1);

3) Spectrochimica Acta Part A Molecular and Biomolecular Spectroscopy (3)
4) Chemical Papers (1);

5) Molecules (1);

6) Journal of Materials Sciences and Applications (1);

7) Chemosensors (2);

Demais atividades
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1) Participacdo na implementac¢do do “Laboratorio de Andlise de Residuos de Pesticidas em
Agua, Alimentos e Solos”, uma parceria entre a FCT/UNESP e o Ministério Publico Estadual
e Federal. 2021-2022.

2) Colaborador no projeto de Pesquisa (processo FAPESP n® 2021/11344-9) intitulado
“Avaliagdo da citotoxicidade de agrotdxicos empregados em lavouras de cana-de-agucar no
cultivo in vitro de células derivadas de hepatocarcinoma humano (HepG2)” da Aluna de

Iniciacdo cientifica Daniella Mayra dos Santos da Universidade Estadual de Sao Paulo “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP)/Campus de Assis. 2022-2023.

3) Colaborador no projeto de Bolsa Pesquisa de Estagio no Exterior (BEPE) (processo
FAPESP n° 2022/15041-3) intitulado “Unveiling molecular interactions of pesticides in
biomimetic membranes from human hepatocarcinoma (HepG2) cells” da Aluna de Iniciacao
cientifica Daniela Mayra dos Santos da Universidade Estadual de Sdo Paulo “Julio de
Mesquita Filho” (UNESP)/Campus de Assis. 2023.
9. PLANO DE GESTAO DE DADOS (ANEXO 6)

O plano de gestdo de dados da bolsa no pais foi gerado seguindo as normas da FAPESP
e se encontram no Anexo 06. Os dados serdo armazenados e disponibilizados no repositdrio
de dados cientificos da Universidade estadual Paulista (UNESP) (https:/
https://repositorio.unesp.br/), de acordo com a politica do repositorio. No caso dos estudos
envolvendo os peixes, o projeto (Processo FAPESP n° 2020/05423-0), passou pela
aprovacao do comité de ética para a utilizagdo dos animais. O projeto aprovado pelo comité
de ética consta em anexo no SAGE, juntamente com o certificado de aceite. Portanto, ele
foi aprovado de acordo com o protocolo n® 01/2021, Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n° 6899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS- CEUAS da Faculdade de Ciéncia e Tecnologia da UNESP,
campus de Presidente Prudente, em reunido de 24.08.2021. Os dados obtidos estdo
disponiveis em .dts, .spc e .csv, os quais podem ser analisados utilizando os softwares,
Zetasizer, GRAMS e OriginLab, respectivamente. As imagens em PJG e JPEG foram
analisadas utilizando o software ImageJ. No caso do projeto em relacdo aos camundongos,

o projeto foi aprovado pelo CEUA com o numero de protocolo, n® 02/2024.
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