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RESUMO

Efeito mutagénico da exposi¢cao aguda e crénica ao herbicida acido 2,4-
diclorofenéxiacético (2,4-D)

Introdugdo: O herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) foi o primeiro
herbicida seletivo produzido ainda em 1940, pertencente a classe dos
fenoxiacéticos. A ingestdo, respiragdo ou contato dérmico com esse herbicida pode
causar perda de apetite, enjéo, vémito, fasciculagcdo muscular e até mesmo cancer.
Objetivo: Avaliar o efeito mutagénico da exposigdo aguda e crdnica ao herbicida
2,4-D as células da medula éssea de roedores e avaliar a performance de algoritmos
de aprendizagem em detectar as diferengas dos grupos de exposi¢ao, através do
reconhecimento executado a partir de caracteristicas genotoxicas. Material e
métodos: Para a realizagcdo do experimento foram utilizadas trés concentracdes de
2,4-D: 3,71 x 10 gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a’/ha) — considerado
baixa concentragao; 6,19 x 10 g.i.a/ha — média concentracdo; e 9,28 x 10-3 g.i.a/ha
— alta concentragdo. Na fase aguda, utilizaram-se 88 camundongos Swiss, divididos
aleatoriamente: C — Grupo salina; BG - Grupo Baixa Concentracao; MC - Grupo
Média Concentracao; AC - Grupo Alta Concentracao e CPa - Grupo controle positivo
da exposicdo aguda. Todos os camundongos foram expostos as nebulizagbes
preconizadas para cada grupo durante 15 minutos e em diferentes intervalos de
tempo: 24, 48, 72 e 192 horas. Para a realizacdo do experimento na fase crénica,
foram utilizados 88 ratos Wistar albinos, divididos em: Cl - Controle Inalatorio; CO -
Controle Oral; BCI: Baixa Concentragao Inalatério; BCO - Baixa Concentragao Oral;
MCI - Média Concentracao Inalatério; MCO - Média Concentragcdo Oral; ACI - Alta
Concentragao Inalatério; ACO - Alta Concentragado Oral e CPc - Controle positivo da
exposi¢cao crbénica. Os animais dos oito primeiros grupos foram eutanasiados 6
meses apos o inicio do experimento e os animais do CPc, 24 horas apoés. As células
da medula 6ssea do fémur dos roedores da fase aguda e cronica foram coletadas
para o teste do micronucleo e ensaio do cometa. Para a analise estatistica foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. O reconhecimento
de padrao foi executado a partir de caracteristicas genotdxicas (micronucleos e
cometas), utilizando-se algoritmos de aprendizagem de maquina. O nivel de
significancia utilizado para cada teste foi de 5%. A matriz de confuséo foi criada com
base no conjunto de dados divididos em categorias, sendo o total desses resultados
exibidos em uma matriz e para os experimentos computacionais foram consideradas
5 versdes do conjunto de dados coletados. Os dados foram avaliados pelos
seguintes algoritmos de reconhecimento de padrdes: K-Nearest Neighbors (k-NN),
Support Vector Machine (SVM) e Decision Tree (DT). Resultados: Na exposigao
aguda, observou-se que as concentragdes média e alta, induziram dano ao DNA,
independentemente do numero de nebulizagdes pelo ensaio do cometa, mas nao
aumento de células micronucleadas. Na exposicao cronica, observou-se aumento de
micronucleos e também de dano ao DNA ensaio do cometa em todos os grupos
expostos, independente da via de exposig¢do. A aprendizagem de maquina, na fase
aguda, observou-se que o grupo MC apresentou acuracia muito boa (73%) usando
DT e o CPa excelente acuracia (95%) usando k-NN. Na exposigdo cronica,
observamos excelente acuracia em CO (100%) e Cl (84%). As classes
BCI+MCI+ACI+BCO+MCO+ACO (98%) e CPc (100%) apresentaram acuracia
excelente. Conclusao: Nossos dados mostraram que tanto a exposigdo aguda
inalatéria quanto a exposicéo crdnica por via oral e inalatéria ao 2,4-D pode causar



efeito genotdxico, independente da concentragdo e da via de exposi¢gdo. Na
aprendizagem de maquina, o algoritmo reconheceu o0s grupos com excelente
acuracia, mostrando representar adequadamente os grupos expostos e néao
expostos ao 2,4-D. Assim, é necessario um maior cuidado na aplicagédo de 2,4-D em
lavouras, uma vez que seu uso pode causar risco a saude.

Palavras-chave: Acido 2,4-diclorofenoxiacético, Aprendizagem de maquina, Cancer,
Modelo experimental, Testes para mutagenicidade.



ABSTRACT

Mutagenic effect of acute and chronic exposure to herbicide 2,4-
dichlorofenoxyactic (2,4-d) acid

Introduction: The herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) was the first
selective herbicide produced in 1940, belonging to the class of phenoxyacetics.
Ingestion, breathing or dermal contact with this herbicide can cause loss of appetite,
nausea, vomiting, muscle fasciculation and even cancer. Objective: To evaluate the
mutagenic effect of acute and chronic exposure to the herbicide 2,4-D to rodent bone
marrow cells and to evaluate the performance of learning algorithms in detecting
differences in exposure groups, through recognition performed based on mutagenic
characteristics . Material and methods: For the experiment, three concentrations of
2,4-D were used: 3.71 x 10-3 grams of active ingredient per hectare (g.i.a / ha) -
considered low concentration; 6.19 x 10-3 g.i.a / ha - medium concentration; and
9.28 x 10-3 g.i.a / ha - high concentration. In the acute phase, 88 Swiss mice were
used, randomly divided: C - Saline group; BG - Low Concentration Group; MC -
Medium Concentration Group; AC - High Concentration Group and CPa - Positive
control group for acute exposure. All mice were exposed to the recommended
nebulizations for each group for 15 minutes and at different time intervals: 24, 48, 72
and 192 hours. For the experiment in the chronic phase, 88 albino Wistar rats were
used, divided into: Cl - Inhalation Control; CO - Oral Control; BCl: Low Inhalation
Concentration; BCO - Low Oral Concentration; MCI - Average Inhalation
Concentration; MCO - Average Oral Concentration; ACI - High Inhalation
Concentration; ACO - High Oral Concentration and CPc - Positive control of chronic
exposure. The animals of the first eight groups were euthanized 6 months after the
beginning of the experiment and the animals of the CPc, 24 hours after. Femur bone
marrow cells from acute and chronic rodents were collected for the micronucleus test
and “comet assay”. For the statistical analysis, the Kruskal-Wallis test was applied,
followed by the Dunn test. Pattern recognition was performed based on mutagenic
characteristics (micronuclei and comets), using machine learning algorithms. The
level of significance used for each test was 5%. The confusion matrix was created
based on the data set divided into categories, the total of these results being
displayed in a matrix and for the computational experiments 5 versions of the
collected data set were considered. The data were evaluated by the following pattern
recognition algorithms: K-Nearest Neighbors (k-NN), Support Vector Machine (SVM)
and Decision Tree (DT). Results: In acute exposure, it was observed that medium
and high concentrations induced DNA damage, regardless of the number of
nebulizations by the comet assay, but not an increase in micronucleated cells. In
chronic exposure, there was an increase in micronuclei and also damage to the
comet assay DNA in all exposed groups, regardless of the exposure pathway.
Machine learning, in the acute phase, was observed that the MC group presented
very good accuracy (73%) using DT and CPa excellent accuracy (95%) using k-NN.
In chronic exposure, we observed excellent accuracy in CO (100%) and Cl (84%).
The classes BCI + MCI + ACI + BCO + MCO + ACO (98%) and CPc (100%) showed
excellent accuracy. Conclusion: Our data showed that both acute inhalation
exposure and chronic oral and inhalation exposure to 2,4-D can cause genotoxic
effect, regardless of concentration and route of exposure. In machine learning, the
algorithm recognized the groups with excellent accuracy, showing that they
adequately represent the groups exposed and not exposed to 2,4-D. Thus, greater



care is needed in the application of 2,4-D in crops, since its use can cause health
risk.

Keywords: 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, Mutagenicity, Cancer, Experimental
model, Mutagenicity tests.
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1 REVISAO DA LITERATURA

Nos ultimos anos, o elevado crescimento demografico forgou o aumento da
producao de alimentos e a utilizagao intensa de defensivos agricolas, visando o alto
indice de producdo. A descoberta do potencial de algumas substancias em relagao
ao controle de pragas, plantas daninhas e fungos indesejaveis na agricultura,
possibilitaram o aumento das areas para o cultivo, além da produgao de alimentos
(BOMBARDI, 2012).

A perfilhagdo, no Brasil, dos termos agrotoxicos, pesticidas, defensivos
agricolas e agroquimicos € apontada por diversas controversas. O termo agrotoxico
foi definido pela legislagao brasileira através da Lei 7.802/89 e dos Decretos
98.816/90 e 4.074/2002. Neste trabalho, o termo agrotdxico foi utilizado com o intuito
de abranger diferentes esferas de seu uso (herbicidas, inseticidas, fungicidas, etc.)
(CARNEIRO et al., 2015).

Os agrotéxicos sao utilizados com o objetivo de proteger as diferentes
culturas de doencgas, pragas e plantas daninhas, mas por outro lado, trazem riscos a
saude humana. A exposi¢gao do homem aos agrotoxicos apresenta grave problema
de saude publica e que acomete, principalmente, os paises que estdo em
desenvolvimento.

Desde o ano de 2009, o Brasil é considerado o maior consumidor de
agrotoxicos e também o principal produtor agricola mundial (BOMBARDI, 2012). Seu
crescimento, em 2005, foi de 7 quilos por hectare, equivalente a um aumento de
43,2% (BOMBARDI, 2012). O estado do Mato Grosso é considerado o maior
consumidor de agrotoxicos do Brasil (18,9%), seguido de Sao Paulo (14,5%),
Parana (14,3%) e Rio Grande do Sul (10,8%) (BOMBARDI, 2012).

1.1 Agrotoéxicos utilizados no Brasil

Os ultimos 10 anos foram marcados pelo aumento significativo do consumo
de agrotoxicos em todo o mundo (BOMBARDI, 2012). A cultura da soja ocupou no
Brasil, em 2012, a maior area plantada com cerca de 24 milhdes de hectares e em
20 anos, cresceu cerca de 100%. Por outro lado, a cana-de-agucar duplicou sua

area plantada em aproximadamente 10 anos (FRIEDRICH, 2014). Com isso, o
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aumento do uso de agrotoxicos esta intimamente relacionado a expanséo destes
cultivos.

O aumento da venda de agrotdxicos no Brasil deu-se entre os anos de 2002
e 2003. Entre 2005 e 2006 foi observada uma queda em suas vendas, seguida por
um aumento significativo a partir de 2006, apresentando uma leve diminuicdo em
2009 (BOMBARDI, 2012).

Um dos principais fatores que dificultam a producao de alimentos no pais e
também em todo o mundo é a prevencédo e o controle de pragas, patégenos e
plantas daninhas, que s&o considerados os grandes responsaveis por perdas
significativas no campo (GODOY; OLIVEIRA, 2004). Essa problematica resulta em
diversos danos a lavoura, provocando o aumento dos pregos, a diminuicdo da
qualidade e o aumento da importagédo de alimentos (RAMOS; SILVA FILHO, 2004).

Os agrotdxicos podem ser classificados de diferentes maneiras como, por
exemplo, de acordo com a agao do ingrediente ativo no alvo do organismo desejado:
bactericidas, acaricidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, algicidas, rodenticidas,
entre outros (OLIVEIRA; FAVARETO; ANTUNES, 2013).

Estima-se que em 2013, comercializaram-se no Brasil 495.764,55 toneladas
de ingredientes ativos (CARDOSO et al., 2017). Ao analisar os cinco ingredientes
ativos mais vendidos no pais naquele ano, destacou-se o glifosato, totalizando
185.956,13 toneladas (PAGANELLI et al., 2010). De acordo com Miranda e Rezende
(2016), 0 2,4-D é o terceiro agrotoxico mais utilizado no pais, totalizando 5% de todo
0 CONsSuUmMo.

Em relagdo aos registros dos agrotéxicos, ha normas para que eles sejam
autorizados e comercializados no pais. Para que isso ocorra, ha orgaos
responsaveis pela aprovacao (autorizagdo) desses ingredientes no pais como, por
exemplo, o Ministério da Saude (MS), Ministério do Meio Ambiente (MMA) e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2002).

Ha alguns agrotéxicos que sao proibidos em alguns paises e tem seu uso
liberado no Brasil, tais como Parathion Etilico, Paraquat, Carbofuran, Aldrin, entre
outros (ANVISA, 2018). As empresas fabricantes desses ingredientes ativos
instalam suas unidades de producdo em paises onde os mesmo tém seu uso
autorizado (ANVISA, 2018).

Dos 50 agrotoxicos mais utilizados no pais, 22 deles sao proibidos na Uniao

Européia, o que faz com que o Brasil seja considerado o maior consumidor de
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agrotoxicos ja banidos em outros paises. De acordo com a Lei 7.802 de 1989,
devem ser proibidos os agrotoxicos que se relacionam com a possibilidade de
causar carcinogénese, teratogénese, mutagénese e alteragbes hormonais ou no
aparelho reprodutor (BRASIL, 2002). Mas o que se vé atualmente sdo enormes
desafios observados no campo da ciéncia e do governo, ja que sdo publicados,
frequentemente, trabalhos que demonstram diferentes alteragdes em decorréncia da
exposicao aos agrotoxicos e mesmo assim, eles ainda continuam sendo

comercializados no pais.

1.2 Impactos ao meio ambiente - Contaminagdo do solo e dos recursos

hidricos

A agua e o solo sdo recursos naturais e essenciais para que haja a
sobrevivéncia de todo o Planeta. A produgdo de alimentos depende desses
recursos, porém a utilizacdo de diversas e modernas técnicas nos sistemas de
produgcao provocou a inser¢cdo de uma imensa variedade de substancias sintéticas
no meio ambiente (STEFFEN; STEFFEN; ANTONIOLLI, 2011).

O solo consegue absorver quantidades significativas de contaminantes sem
apresentar grandes alteracbes. No entanto, com o passar dos anos, as
transformacdes sofridas por ele tornaram-se irreversiveis na maioria dos casos, e 0s
danos causados ao ambiente mostram-se de dificil recuperagdo (MARTINI et al.,
2012).

No momento em que uma particula de agrotoxicos € aplicada no meio
ambiente, ela atinge o solo, independentemente da maneira como foi aplicada-
pulverizagdo aérea ou diretamente no solo (STEFFEN; STEFFEN; ANTONIOLLI,
2011). Aproximadamente 50% de todo o produto sofre diversos processos quimicos,
fisicos e bioldgicos, que determinam seu comportamento, além de serem dispersos
para outros compartimentos presentes no ecossistema, como a agua e a atmosfera
(FRAGA et al., 2016).

Essas substancias podem ser depositadas no solo por meio do uso de agua
contaminada na aplicagdo dos defensivos agricolas, manejo direto do agrotéxico no
controle de plantas daninhas ou por contaminagdo quando em contato com
embalagens dos defensivos que ndo foram devidamente descartados durante a
triplice lavagem (STEFFEN; STEFFEN; ANTONIOLLI, 2011).
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Existem diferentes formas nas quais esses compostos podem ser
encontrados no meio aquatico: escoamento superficial, lixiviagcdo e através de sua
evaporagao para a atmosfera, contaminando os recursos hidricos por meio da
precipitacdo (CATTANEO, 2009).

O escoamento superficial propicia a contaminagdo das aguas superficiais,
devido ao transporte do agrotoxico absorvido as particulas do solo ou em solugéo. A
lixiviagado resulta da contaminagdo das aguas subterrdneas através do transporte
dos defensivos juntamente com a agua que alimenta os rios (FRAGA et al., 2016).
Além disso, a contaminagao pode prejudicar a saude humana de maneira direta,
ainda mais quando os recursos sao utilizados como fonte de agua potavel para a
sociedade (MARTINI et al., 2012).

Alguns agrotdxicos, quando presentes no meio ambiente ou ao atingirem o
ambiente aquatico, oferecem riscos as espécies de animais ali presentes, devido a
sua toxicidade e capacidade de bioacumular-se ao longo de toda a cadeia alimentar
(MILHOME et al., 2009).

1.3 Pulverizagao aérea

O Brasil destaca-se em relagéo a produgao de algodéo, alimentos, madeira,
celulose e biocombustiveis (BAYER et al., 2011). Na safra de 2012, a agricultura
brasileira pulverizou aproximadamente 1,05 bilhdes de litros de agrotoxicos
(PIGNATI; OLIVEIRA; SILVA, 2014).

A pulverizagdo de agrotoxicos sobre uma area especifica, condicionada a
critérios meteoroldgicos, produz desvios na trajetéria das gotas em relagao ao alvo
desejado, ocasionando na perda do produto, processo conhecido como deriva
(MADUREIRA; RAETANO; CAVALIERI, 2015). Sendo assim, o objetivo da técnica
de pulverizagdo aérea € administrar a quantidade correta de agrotoxicos no alvo
desejado, com eficacia e de maneira econbmica, sem que haja contaminagao
ambiental (ALVARENGA et al., 2014).

Se a pulverizagdo aérea nao for feita de acordo com as condigdes
meteoroloégicas adequadas, € presumivel que parte dela sofrera deriva. Além disso,
€ de extrema importancia que se conhega qual a maneira de aplicagédo do produto,
com o intuito de minimizar os desvios de trajetéria que pode acarretar em impactos a
saude humana e ao meio ambiente (MADUREIRA; RAETANO; CAVALIERI, 2015).
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A maioria dos impactos negativos em decorréncia da pratica de pulverizagao
aérea é observada com maior frequéncia em areas ao redor das plantagcbes, em
especial nas pequenas propriedades rurais (BOIN; JARDIM; TAVARES, 2017).

O municipio de Lucas do Rio Verde, localizado no estado do Mato Grosso,
apresenta fortes indicios dos efeitos da pulverizacdo aérea relacionado a
contaminacdo dos alimentos, da agua e do ar. Ja foram realizadas pesquisas que
tentaram identificar residuos de agrotéxicos em diversos elementos, dando destaque
ao leite materno de méaes residentes no municipio. Em um destes estudos, foram
coletadas 62 amostras de leite proveniente das maes que estavam amamentando e
detectou-se, em todas as amostras, a presengca de agrotdoxicos (MELO;
RODRIGUES; SOUZA, 2013).

Em um estudo realizado, os entrevistados relataram que os principais
sintomas sentidos por eles durante a pulverizagdo aérea de agrotoxicos foram:
cefaléia, olhos ardendo e boca seca. Os sintomas duravam de 3 a 5 dias apds a
pulverizagdao (REGALA, 2014).

Outro estudo conclui que ndo ha condi¢cdes de se realizar a técnica de
pulverizagdo aérea de forma segura na regido do Pontal do Paranapanema, visto
que os parametros meteorologicos (velocidade dos ventos, umidade relativa do ar)
sdo improprios € que mesmo assim, a pratica é realizada na regido provocando
diversos impactos ao meio ambiente e a saude humana (BOIN; JARDIM; TAVARES,
2017).

1.4 Impactos a saude humana - Exposi¢gao humana aos agrotéxicos

A motivagao para as pesquisas relacionadas com a utilizagao inadequada e
aos efeitos nocivos causados pelos agrotéxicos teve inicio a partir de 1962, pela
obra “Primavera Silenciosa” de Rachel Carson, a qual abordou a presenca destes
efeitos nocivos, sendo que os residuos dos agrotdxicos se acumularam no tecido
adiposo dos animais, consumidos sobre a forma de alimentos pelos seres humanos,
bem como seu acumulo nos adipécitos do homem, aumentando os riscos para o
desenvolvimento de neoplasias e alteragcbes genéticas (BURNS; BEARD;
CARTMILL, 2001).

A exposigcao aos agrotdxicos ocorre por diferentes vias. A via inalatéria (por

meio da respiragdo) e dérmica (pele), sdo as vias que propiciam o transporte dos



18

agrotoxicos para a corrente sanguinea, além de serem as vias de exposi¢gao mais
comuns em individuos que trabalham com essas substancias (CARMO, 2007).
Também fazem parte desse grupo, pessoas que se localizam proximas as areas
onde ocorre a pulverizagdo das substancias e/ou também contato com agua e/ou
alimentos contaminados. Outra forma de contaminagao que deve ser destacada € a
oral, relacionada a ingestdo de alimentos e/ou agua também contaminados. O
embrido e o feto, ainda em formacao, através da placenta, podem entrar em contato
com o agrotoxico caso a mae tenha sido exposta antes ou durante a gestacéo
(FRIEDRICH, 2014).

A exposi¢cdo humana aos agrotoxicos pode ser classificada de acordo com a
frequéncia de exposicdo em: aguda (ocorre em um curto periodo de tempo,
geralmente inferior a 24 horas, e se caracteriza por uma Unica exposi¢ao e em
grandes quantidades de agrotoxicos), subaguda (semelhante a exposicdo aguda,
mas o tempo de exposi¢cao € maior, de alguns dias a 1 més), subcrénica (exposi¢cdes
repetidas em um intervalo de tempo de 1 a 3 meses e em baixas doses de
agrotoxicos) e crbénica (exposigdes repetidas ou continuas a baixas doses de
agrotoxicos acima de 3 meses). Em exposigdes agudas, os efeitos manifestam-se,
geralmente, nas primeiras 24 horas apds a exposicdo (AMARANTE JUNIOR et al.,
2002).

Dependendo da via de absorgdo que o agrotoxico percorre, ele pode ser
metabolizado de maneiras e/ou velocidades diferentes, formando produtos
diferentes que podem ser mais danosos ou n&o, dependendo da concentragao,
idade do individuo e presenga de outros contaminantes (BARBOSA, 2014).

Os niveis de agrotdxicos utilizados tém sido mais encontrados nas regioes
agricolas do Brasil, provavelmente, isto se relaciona com a vasta utilizagdo, o néao
cumprimento das normas de utilizacdo, o comércio livre desses produtos e a
cobranga das industrias alimenticias sobre a producado dos alimentos. Além disso,
podem ser considerados fatores de risco para a contaminagao por agrotoxicos, o ato
de reentrar na lavoura apos a aplicacao, a utilizacdo do equipamento de protegao
por periodo superior a 10 dias mensais e a manipulagdo dos agrotéxicos em mais de
uma propriedade (CHARLES et al., 1999).
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1.5 Toxicidade aguda e cronica associada a exposi¢cao aos agrotéxicos

Quando empregados nas plantagbes, os agrotoxicos apresentam a
possibilidade de se dissiparem e desviam-se de sua finalidade primaria, que é o
combate a algumas espécies em especifico e com isso, podem apresentar efeitos
inesperados em outros constituintes do meio ambiente como, por exemplo, os seres
humanos (ALAVANJA; ROSS; BONNER, 2013).

Sao descritos na literatura diversas patologias e/ou alteragées no organismo
humano em decorréncia da exposi¢cdo aos agrotoxicos (McBRIDE et al., 2013;
OLIVEIRA, 2010). Em um estudo realizado com agricultores expostos aos
organofosforados mostrou que estes apresentavam sintomas de depresséo
(STALLONES; BESELER, 2002). Em outro com trabalhadores rurais expostos a
agrotoxicos, foi observado o desenvolvimento de leucemia mieloide aguda (BEARD
et al., 2003).

Em intoxicagcbes agudas, os sintomas e os sinais sao nitidos e aparecem
rapidamente. Na maioria desse tipo de intoxicagdo sao observadas dorméncia na
lingua, labios e membros inferiores, cefaléia constante, fraqueza, vertigens,
nauseas, vomitos, tremores, convulsdes, coma e até a morte. Caso o agrotdxico
tenha sido inalado, o individuo pode apresentar rouquidao, tosse, edema pulmonar,
taquicardia e broncopneumonia (OLIVEIRA, 2010).

Fraqueza, cefaléia, mal-estar, dor de estdmago e sonoléncia sdo os
principais sinais e sintomas de intoxicagdes subagudas e surgem de maneira mais
lenta (RAMOS; SILVA FILHO, 2004).

Os sinais e sintomas das intoxicagdes crbnicas e subcrdnicas surgem
tardiamente e se caracterizam por alteracbes no Sistema Nervoso, como cefaléia,
vertigens, excitabilidade e contragdes musculares involuntarias (FRIEDRICH, 2014);
hormonais e metabdlicas, como atrasos no desenvolvimento em criangas e as
relacionadas a reprodugcédo, bem como o aborto; no sistema imunolégico, pode
causar imunossupressao; no sistema respiratério, as alteracbes podem iniciar-se
com irritagbes no nariz e garganta e evoluir para broncoconstrigdo, dispnéia e
enfisema, principalmente em individuos que ja possuem doengas respiratorias, como
por exemplo, asma (FRIEDRICH, 2014).

Além disso, o contato com os agrotoxicos pode ter efeitos nas células

sanguineas, pois o monoéxido de carbono se liga a molécula de hemoglobina,
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impedindo sua capacidade de transportar oxigénio, e afetam consequentemente,
orgaos nobres como o ceérebro (o principal efeito relatado € a isquemia), coragéo e
corrente sanguinea (KAMPA; CASTANAS, 2008). Pode haver também influéncia
sobre a coagulagdo sanguinea, e com isso, causar angina, infarto agudo do
miocardio (IAM) e taquicardia (VERMYLEN et al., 2005), bem como inibir a
hematopoese, causando anemia (HUANG; GHIO, 2006).

Ha relatos de que individuos apresentaram cancer de figado, intestino
(KAMPA; CASTANAS, 2008), pancreas, linfoma nao-Hodgkin e mama por conta da
exposic¢ao crénica aos agrotoxicos (LONGNECKER; ROGAN; LUCIER, 1997).

1.6 Monitoramento da exposi¢gao humana aos agrotéxicos

Dentre as classes de agrotoxicos existentes no mercado, os herbicidas séo
0s que mais predominam seguidos dos pesticidas, inseticidas e fungicidas
(HERNANDEZ et al., 2013). A gravidade da exposicdo a esses produtos pode variar
entre os individuos, categoria quimica, dose, duragdo da exposigdo e o tipo de
exposi¢ao. Apesar de sua aplicacado ser direcionada para as plantas, pode ocorrer
fenbmenos que favorecam a deriva destes toxicos, principalmente quando ha a
mistura destes produtos, facilitando a ocorréncia de toxicidade nos seres humanos
(HERNANDEZ et al., 2013).

Existem alguns 6rgaos que fiscalizam as quantidades de agrotoxicos no
ambiente (solo, alimentos, ar, agua) como, por exemplo, a Entidade Européia de
Seguranga Alimentar (European Food Safety Authority — EFSA). A EFSA estima a
exposicao alimentar dos consumidores aos residuos de agrotoxicos, e a exposi¢cao
esperada é comparada com o0s niveis aceitaveis de exposicdo a fim de avaliar o
risco para os consumidores (EFSA, 2016).

Segundo a EFSA (2016), analisando os dados referentes as amostras
provenientes da Unido Européia, 97,1% destas, encontravam-se dentro dos limites
permitidos, 43,4% continham residuos dentro do permitido e 1,5% excederam os
limites permitidos para as concentragdes de agrotoxicos nos alimentos.

A partir da identificagdo do risco da contaminagdo, algumas medidas séo
tomadas, as infracbes sdo compartilhadas com os gestores de risco, que incluem os

diretores das empresas do setor alimentar, e sdo realizadas a¢des a fim de melhorar
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a conscientizacdo sobre as areas mais afetadas, e assim, ha a elaboracdo de
atividades de controle de contaminacéo (EFSA, 2016).

Segundo dados do Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos (PARA) (ANVISA, 2011), foram analisadas amostras de alimentos, e
constatou-se que 63% destes, apresentaram contaminagdo por agrotoxicos, 28%
continham substancias nédo autorizadas para aquele determinado cultivo, ou as
substancias encontravam-se em maior proporgcao do que o recomendado.

Segundo a ANVISA (2014), para autorizar a utilizagdo de um ingrediente
para a formulagdo de agrotéxicos, a mesma realiza o calculo da ingestdo diaria
maxima tedrica, que consiste na soma dos produtos do consumo médio por pessoa,
por dia, de cada alimento e seu limite maximo de residuo por peso.

Porém, apesar de haver este cuidado, segundo a Associagao Brasileira De
Saude Coletiva (OLIVEIRA; FAVARETO; ANTUNES, 2013), muitos destes produtos
sao utilizados antes mesmo de ocorrer a permissdo para seu uso, acarretando em

diversos problemas para a saude coletiva.

1.7 Herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

Os altos indices de produgao agricola alcangados pelo Brasil demandam
0 uso intenso de agrotéxicos de variadas composigdes quimicas. Com a constante
abertura de novas fronteiras, a agricultura intensiva praticada no pais vem batendo
recordes de produgdo que, paralelamente, refletem num crescente volume de
agrotéxicos comercializados em territério brasileiro. Segundo estatisticas, o Brasil €
o0 maior consumidor de agrotoxicos no mundo e o grupo dos herbicidas € o mais
comercializado mundialmente. No Brasil, 127 mil toneladas desse grupo foram
comercializadas em 2009, sendo o glifosato e o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D) os mais comercializados oficialmente (MACEDO NETO; FROEHNE; MACHADO,
2012).

O acido 2,4-D (CgHsCl,03) foi o primeiro herbicida seletivo desenvolvido
ainda nos anos de 1940, sendo amplamente utilizado para aplicagao na pré ou pés-
emergéncia de plantas infestantes em cultivos de trigo, soja, milho, arroz, cana-de-
agucar e pastagens (MACEDO NETO; FROEHNE; MACHADO, 2012). Esse
defensivo agricola é um acido organico, pertencente a classe dos acidos

fenoxiacéticos, com pKa 2,6 e possui solubilidade de 45 g/L em agua. Sua dose letal
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(DL50) oral € de 370 mg/kg (em coelhos) e por via dérmica € de 1400 mg/kg (em
camundongos) (VIEIRA et al., 1999).

Nao é recente a larga aplicagdo do 2,4-D. Desde a guerra do Vietna,
quando foi usado pela forga aérea norte-americana como agente desfolhante, junto
com o acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T) e o pentaclorofenol (PCF), formando
o “Agente Laranja”. Esse defensivo vem substituindo a capina manual e mecéanica,
diminuindo a mao-de-obra e resultando no aumento da produtividade agricola
(AMARANTE JUNIOR; SANTOS; NUNES, 2003).

Os modos de utilizagao indicados na monografia do ingrediente ativo do
herbicida 2,4-D permitem que ele possa estar presente em diversas matrizes como
ar, agua e solo, contaminando diretamente as pessoas que residem préximas a
areas onde ele é pulverizado. O tipo de pulverizacao autorizada nao esta descrita na
sua monografia, disponibilizada no sitio eletronico da Agéncia Nacional de Vigiléncia
Sanitaria (ANVISA) (ANVISA, 2014; FRIEDRICH, 2014).

Estudos realizados em animais e com populacdes expostas ao defensivo
agricola mostram que ele apresenta toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento
(teratogenicidade), toxicidade sobre o sistema hormonal ou desregulagdo enddcrina
e risco de cancer (FRIEDRICH, 2014).

1.8 Herbicida acido 2,4-D: Mutagenicidade, genotoxicidade e cancer

O herbicida 2,4-D nado foi avaliado individualmente pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), mas o grupo de herbicidas
clorofenoxiacéticos ao qual ele pertence foi inserido no grupo 2B (evidéncias de
carcinogenicidade para seres humanos) (IARC, 1987). Porém, outros estudos
mostram que esse defensivo agricola ndo € genotdxico e ndo tém evidéncias de
carcinogenicidade em animais de laboratério (CHARLES et al., 1999; GOLLAPUDI
et al., 1999). No entanto, a carcinogenicidade do 2,4-D em seres humanos tem sido
muito debatida desde o estudo de caso-controle do linfoma nao-Hodgkin (NHL)
precoce associado ao uso de herbicidas por agricultores (HOAR et al., 1986).
Revisores determinaram que os dados epidemioldgicos subsequentes de
2,4-D eram inadequados para "concluir que qualquer forma de cancer é causalmente
associada com a exposigao 2,4-D” (GARABRANT; PHILBERT, 2002). No entanto, a

carcinogenicidade do 2,4-D continua a ser examinada em estudos epidemiologicos
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(BURNS; BEARD; CARTMILL, 2001) e as diferencas de resultados desses estudos
podem ser justificadas por fatores associados a caracteristicas genéticas das
populagcdes de diferentes regides, que podem ser mais resistentes ou mais
suscetiveis a exposi¢cao aos agrotoxicos (ALAVANJA; ROSS; BONNER, 2013).

As taxas de mortalidade por cancer da empresa Dow Chemical em
trabalhadores que utilizavam 2,4-D em Midland, Michigan, foram avaliadas (BOND et
al., 1988; BLOEMEN et al., 1993), mas n&o foi demonstrado aumento significativo de
mortalidade por cancer em geral e a mortalidade por NHL n&o foi observada entre os
trabalhadores envolvidos na fabricagao e formulacéo de 2,4-D.

O estudo de McBride et al. (2013) mostrou maior incidéncia de leucemia
linféide cronica em veteranos neozelandeses que participaram da Guerra do Vietna,
os quais foram expostos ao “Agente Laranja”, quando comparados a populagédo em

geral.

1.9 Testes para avaliagao de mutagenicidade e genotoxicidade

Testes de genotoxicidade dispbéem de diversas metodologias que os
tornam importantes para pesquisa e avaliagdo de toxicidade celular podendo
identificar potenciais carcinogénicos e mutagenicidade. Os testes atuam em um
sistema experimental, divididos em quatro niveis, onde o primeiro nivel engloba
ensaios moleculares e em bactérias (avaliagdo de mutagcdo em gene bacteriano); o
segundo nivel consiste em provas in vitro em células de cultivo (avaliagdo de
aberragbes cromossémicas); o terceiro nivel compreende analises in vivo (avaliagao
de mutacbes génicas em células de mamiferos); o quarto e ultimo nivel
correspondem aos estudos em populagdes expostas a materiais genotdxicos
(RIBEIRO, 2003).

Varias técnicas podem ser utilizadas para testes, tais como: coeficiente
DNA/proteina, atividade de enzimas mitocondriais, proliferagdo celular, quebras e
reparo de DNA, indices mitéticos, identificacdo de danos, aberracdes
cromossOmicas, ndo disjungdes, detecgdo de apoptose e necrose (RIBEIRO, 2003).
Dentre os principais testes estao:

1. Teste de Ames: Este teste fundamenta-se na restauragcdo ou
compensagao de um defeito genético especifico que causa exigéncia a um

determinado nutriente. A frequéncia de mutacéo reversa € facilmente medida pela
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contagem do numero de col6nias que crescem em meio minimo apds exposi¢ao de
uma populagdo a um agente mutagénico. Este teste permite a monitorizagdo da
agao direta sobre o material genético e a verificagcdo da atividade positiva e ou
negativa de metabdlitos apds biotransformacao, semelhante ao o que ocorreria nos
figados dos mamiferos (RIBEIRO, 2003).

2. Eletroforese para célula unica em gel (SCGE) ou Ensaio do Cometa:
Consiste na quantificagdo de danos em DNA de células embebidas em gel de
agarose, permitindo a detecgédo de danos e reparos em uma unica célula. Suas vias
de reparo de DNA podem ocorrer das seguintes formas: reversdo da lesao, reparo
por exciséo, reparo recombinacional e toleréncia a lesées (RIBEIRO, 2003).

3. Teste do micronucleo: O micronucleo € um nucleo adicional e
separado do nucleo principal de uma célula durante a divisdo celular por
cromossomos ou seus fragmentos que se atrasam em relagdo aos demais. Resulta
de alteragdes estruturais cromossdmicas espontédneas ou experimentais induzidas
ou ainda, falhas no fuso celular, sendo, portanto, excluido do novo nucleo formado
na teléfase (RAMIREZ; SALDANHA, 1998).

1.10 Teste do microntcleo

O termo “teste do micronucleo” foi sugerido pela primeira vez em 1970 por
Boller e Schmid e posteriormente por Heddle em 1977 (EVANS, 1997). Este tipo de
teste detecta substancias mutagénicas que quebram os cromossomos (substancias
clastogénicas) ou que interferem na formacdo do fuso mitotico, alterando a
distribuicdo equitativa dos cromossomos durante a divisdo celular (FLORES;
YAMAGUCHI, 2008).

Atualmente, o teste do micronucleo é uma ferramenta amplamente
utiizada para pesquisa e afericdo da segurangca de inumeras substancias,
classificando-as ou ndo como carcinogénicas, fornecendo resultados com forte
suporte estatistico (FENECH et al., 1999).

A facilidade da sua realizacdo leva a ampla ado¢ado mundial como teste
de genotoxicida de in vitro, assim como no monitoramento da populagdo humana
(KERN, 2006; RIBEIRO, 2003) e tem sido usado extensivamente em testes de
genotoxicidade de produtos quimicos, pois o0s micronucleos sao facilmente

visualizados nos eritrécitos e sao fortes indicativos para mensuracédo de aberracdes
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cromossbmicas (FLORES; YAMAGUCHI, 2008). Podendo ser realizados de duas
maneiras diferentes: 1. In vivo: Ocorre a detecgdo de agentes clastogénicos (que
qguebram cromossomos) e aneugénicos (que induzem aneuploidia ou segregacgao
cromossbmica anormal) e é desenvolvido em eritrocitos de medula &ssea
(camundongos, ratos); 2. In vitro: Caracterizado pela identificacdo de células que
completaram uma divisdo nuclear, como analise de linfocitos coletados do sangue
periférico (VILLELA et al., 2003; RIBEIRO, 2003).

Este tipo de teste possui como vantagens a analise mais simples quando
comparadas a outros testes, sendo util para o diagnostico de doengas e
monitoramento ambiental, alta sensibilidade e precisdo, deteccdo de perdas
cromossémicas e de ndo-disjuncdes, medidas de extensdo e progressao da divisdo
nuclear e deteccdo de eventos de reparo por excisao (VILLELA et al., 2003;
RIBEIRO, 2003).

1.11 Ensaio do cometa

O ensaio do cometa ou gel de eletroforese em célula unica (SCGE) foi
introduzido pela primeira vez por Ostling e Johanson em 1984 através da técnica
microeletroforética para visualizagdo direta dos danos no DNA em células
individuais. Nessa técnica observou-se que nas células irradiadas, apds a corrente
elétrica com pH neutro, partes do DNA foram arrastadas do seu nucleo e fragmentos
produzidos por crosslinks (ligagbes cruzadas) e quebras duplas na fita de DNA
(DSB) migraram mais, resultando na imagem de um “cometa” (LEFFA, 2008). E uma
técnica valiosa por permitir a deteccéo de diferengas intercelulares de mutacgdes e
reparo de material genético em qualquer célula eucariética (FREITAS, 2007).

Modificagdes no protocolo de SCGE facilitam a detec¢do de quebras em uma
fita de DNA e sitios alcali-labeis, quebras em ambas as fitas do DNA, bem como
sitios onde houve reparo incompleto envolvendo excisdo das bases. Além disso, é
capaz de permitir estudos de diferentes vias de reparo de DNA, tal como, por
excisdo das bases e por excisdo de nucleotideos (KLEINSASSER et al., 2004;
HAGIWARA et al., 2006).
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1.12 Algoritmos de classificagao

A Inteligéncia Artificial (IA) vem evoluindo ao longo dos anos e em diversos
ramos, em decorréncia da crescente precisdo e eficacia dos servicos que
proporciona em industrias, automodveis, computadores e também na area médica
(NUNES; MARQUES, 2018).

A Aprendizagem de Maquina (AM) é considerada uma subarea da IA, que
faz uso de programas computacionais para aprimorar um método de desempenho,
utilizando dados ou experiéncias do passado como exemplos (LEMM et al., 2011).
Os diferentes métodos utilizam ferramentas matematicas e estatisticas que
apresentam amplo espectro de aplicagdes, tais como, classificacdo de e-mails,
planejamento logistico, reconhecimento de linguagem, entre outros (HENKE et al.,
2011). Com isso, proporciona o uso de diferentes abordagens de aprendizado como,
por exemplo, por intuicdo, por dedugado, habito, analogia e por indugcédo (BATISTA,
2003).

Os sistemas de AM sdo compostos por caracteristicas peculiares que
proporcionam uma classificagdo de sistemas em fungéo da linguagem de descrigao,
do paradigma, do modo, das formas e tarefas de aprendizagem (STANGE, 2011).

Nesta técnica, sdo utilizados algoritmos com o objetivo de aprender a
discriminar e a classificar os exemplos que pertencem aos grupos distintos através
da identificacdo de caracteristicas e aspectos comuns presentes nos exemplos da
base de dados (CHAVES, 2012).

Desta forma, é possivel dividir as técnicas em dois grupos: Aprendizagem
supervisionada e nao supervisionada (BATISTA, 2003). No caso do aprendizado
supervisionado, seu principal objetivo é classificar os exemplos novos que ainda néo
foram rotulados, a partir da analise na base de dados (CHAVES, 2012).

Por outro lado, a aprendizagem n&o-supervisionada envolve problemas
onde n&o ha ideia dos resultados, fazendo com que sejam descobertas as relagdes
ou padrdes, de maneira isolada (CHAVES, 2012).

E sabido que o uso de agrotéxicos apresenta vantagens, principalmente no
aumento dos produtos cultivados, em virtude do controle de doengas e/ou pragas
indesejaveis. Por outro lado, os agrotdxicos provocam impactos negativos na saude

humana, animal e também no meio ambiente.
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Os critérios econdmicos e sustentaveis criam um antagonismo e
estabelecem uma responsabilidade dual em virtude de seu uso. Outro aspecto que
deve ser levado em consideragédo sao as dificuldades encontradas na organizagéao
dos dados de individuos intoxicados no pais e também os desafios encontrados no
monitoramento dos casos de intoxicagao.

A utilizagdo da técnica de aprendizagem de maquina traz ferramentas que
possibilitam melhor acuracia de analise dos resultados, inclusive daqueles
associados a alteragdes mutagénicas.

Ainda, fazem-se necessarios mais estudos que avaliem alteragdes frente a
exposi¢cao ao 2,4-D, pois o0 mesmo vem sendo amplamente utilizado em todo o

mundo.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito mutagénico da exposigdo aguda e crdnica ao herbicida acido
2,4-diclorofendxiacético (2,4-D) as células da medula 6ssea de roedores e avaliar a
performance de algoritmos de aprendizagem em detectar as diferengas dos grupos
de exposicao, através do reconhecimento executado a partir de caracteristicas

mutagénicas.

3.2 Objetivos especificos

— Avaliar o possivel efeito mutagénico do herbicida acido 2,4-
diclorofendxiacético (2,4-D) em células da medula éssea pelo teste do
micronucleo;

— Avaliar o possivel efeito mutagénico do herbicida acido 2,4-
diclorofendxiacético (2,4-D) em células da medula éssea pelo ensaio do
cometa.

— Avaliar as diferencas da exposicdo aguda e crbnica via inalatéria ao
herbicida acido 2,4-diclorofendxiacético (2,4-D) sobre a mutagenicidade;

— Avaliar as diferencas da exposi¢cao cronica por via oral e inalatéria ao
herbicida acido 2,4-diclorofendxiacético (2,4-D) sobre a mutagenicidade;;

— Avaliar a performance de algoritmos de aprendizagem de maquina para
identificacdo dos diferentes grupos de exposigdo, por meio do

reconhecimento executado a partir de caracteristicas mutagénicas.
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HIGHLIGHTS
e NOs simulamos a exposicdo ao acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) a
concentracdes relevantes da exposicdo humana.
e A exposigado aguda e crbnica ao 2,4-D causa genotoxicidade.
e Na exposicdo crbnica, a genotoxicidade do 2,4-D foi independente da via de
exposicao.
e A aprendizagem de maquina mostrou distingdo entre os grupos controle e os

expostos ao 2,4-D.
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RESUMO

O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) € um dos herbicidas mais utilizados no
mundo. Seu potencial mutagénico e cancerigeno ainda é controverso. O presente
estudo simulou a exposicdo ambiental ao 2,4-D, utilizando trés concentracdes reais
de exposi¢do no campo, com o objetivo de avaliar o efeito genotdxico da exposicéo
aguda e crbnica ao herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) em roedores.
Neste estudo, também avaliamos a performance de algoritmos de aprendizagem em
detectar as diferengas dos grupos de exposicdo, através do reconhecimento
executado a partir de caracteristicas genotdxicas. Na fase aguda, foram utilizados 88
camundongos Swiss adultos, distribuidos em cinco grupos e expostos as
nebulizagdes em diferentes intervalos de tempo (24, 48, 72 e 192 horas). Na fase
cronica, foram utilizados 88 ratos Wistar albinos, distribuidos em dois grupos
(inalatorio e oral), expostos durante seis meses. As células da medula 6ssea do
fémur foram coletadas para o teste do micronucleo e ensaio do cometa. Os dados
foram avaliados por algoritmos de reconhecimento de padrbes. Na exposi¢cao aguda,
observou-se que as concentragdbes meédia e alta, induziram dano ao DNA,
independentemente do numero de nebulizagdes pelo ensaio do cometa, mas nao
aumento de células micronucleadas. Na exposi¢céo cronica, observou-se aumento de
micronucleos e também de dano ao DNA ensaio do cometa em todos os grupos
expostos, independente da via de exposi¢gao. Consideramos os seguintes algoritmos
de classificagdo: Support Vector Machine (SVM), k-Nearest Neighbors (k-NN) e
Decision Tree (DT). DT mostrou uma boa classificagdo (precisdo> 80%) ao usar o
Dataset2 (agrupando-se os grupos expostos ao 2,4-D) e o Dataset5 (agrupando-se
0s grupos expostos ao 2,4-D, independente da via de exposi¢cédo), na fase aguda e
crbnica, respectivamente. Os dados mostram um padrao robusto de distingdo entre
expostos e ndo expostos ao 2,4-D. Nossos dados mostram que tanto a exposigao
aguda inalatéria quanto a exposigéo crénica por via oral e inalatoria ao 2,4-D pode
causar efeito genotoxico, independente da concentragdo e da via de exposigédo. A
aprendizagem de maquina evidenciou que os efeitos da exposi¢do nédo sdo dose-
dependentes, mas ha um efeito claro de distingdo entre os grupos controle e os
expostos ao 2,4-D.

Palavras-chave: saude ambiental, cancer, exposi¢do a praguicidas, saude publica,

testes de genotoxicidade.
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1. Introducgao

O herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é uma auxina sintética
pertencente ao grupo dos fenoxiacéticos, desenvolvido durante a Segunda Guerra
Mundial com o objetivo de controlar ervas daninhas de folhas largas [1]. O 2,4-D é
considerado um dos herbicidas mais utilizados em todo o mundo em virtude do
baixo custo e por ser altamente seletivo e sistémico, sendo facilmente transportado
pela planta, inibindo seu crescimento [2].

A exposicdo humana aos agrotdxicos representa um enorme problema de
saude publica em virtude da possivel indugao de mutagdes no material genético [3].

O herbicida 2,4-D nao foi avaliado individualmente pela International Agency
For Research on Cancer (IARC), mas o grupo de herbicidas clorofenoxiacéticos ao
qual ele pertence, foi inserido no grupo 2B (evidéncias de carcinogenicidade para
seres humanos) [4]. A genotoxicidade ao 2,4-D é controversa. Ha estudos
mostrando que a quebra da fita primaria de DNA, em peixes, ocorre apos 7 dias de
exposicao ao 2,4-D [5]. Outros estudos mostram que o 2,4-D ndo € genotdxico e nédo
tém evidéncias de carcinogenicidade em animais de laboratério [6,7,8]. No entanto,
a carcinogenicidade do 2,4-D em seres humanos tem sido muito debatida desde a
descricdo do aparecimento de Linfoma ndo-Hodgkin em agricultores que utilizavam
este herbicida [9].

A aprendizagem de maquina avangou consideravelmente nos ultimos anos por
ser uma tecnologia pratica e ampla [10]. Com isso, o uso de algoritmos de
aprendizagem de maquina na area médica tem trazido importantes resultados. Esse
tipo de aprendizagem pertence a Inteligéncia Artificial (IA), sendo um processo de
automacao que busca generalizar a experiéncia expressa em um conjunto de dados
[11].

Embora existam diversos estudos que avaliam os danos genéticos induzidos
por agrotoxicos em diferentes modelos experimentais, ndo ha dados disponiveis
para concentragdes de exposi¢gdes reais ao herbicida 2,4-D. No presente estudo
adequamos a exposicdo ambiental do 2,4-D, utilizando concentragdes reais de
exposicao no campo, com o objetivo de avaliar o efeito genotdxico da exposigcéo
aguda e crbnica ao 2,4-D em células da medula 6ssea de roedores e avaliar a

performance de algoritmos de aprendizagem em detectar as diferengas dos grupos
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de exposicao, através do reconhecimento executado a partir de caracteristicas

genotodxicas.
2. Material e Métodos
2.1 Aprovacgéo ética do estudo

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade do Oeste Paulista (Protocolos 3140 e 3761) (Anexo A).

2.2 Exposigéo ao acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)

Os animais foram expostos ao herbicida 2,4-D (Nortox® S.A., Arapongas,
Parana, Brasil), com a seguinte composicdo: sal de dimetilamina de (2,4-
diclorofenoxiacético): 806g/litro (80,6% m/v), equivalente acido de 2,4D: 670g/litro
(67,0% m/v) e ingredientes inertes: 424g/litro (42,4% m/v).

Para cada tipo de lavoura, € necessaria uma concentracao especifica do 2,4-
D. Assim, foram utilizadas as seguintes concentragdes, baseadas na recomendagao
do fabricante e ajustadas ao tamanho da caixa de experimentagdo, simulando a
exposicdo ambiental [12]: 3,71 x 107 gramas de ingrediente ativo por hectare
(g.i.a/ha): correspondendo a 187,17 mg/m?®; 6,19 x 107 g.i.a/ha: correspondendo a

313,31 mg/m?; e 9,28 x 10 g.i.a/ha: correspondendo a 467,93 mg/m?.

2.3 Protocolo de nebulizagéo

Para proceder a nebulizagéo, na fase aguda o 2,4-D foi diluido em 10 ml de
solugao de cloreto de sédio (NaCl) a 0,9% e na fase cronica foi diluido em 10ml de
agua destilada [12].

O protocolo de nebulizagdo contou com duas caixas (32x 24x 32 cm), cada
uma delas ligada a um nebulizador ultrassénico da marca Pulmosonic Star®
(Soniclear Ind. Com. Imp. e Exp. Ltda., Sdo Paulo, Brasil) [12]. Para a simulagdo de
uma exposicao ambiental foram confeccionados, manualmente, orificios em ambas

as caixas, possibilitando a trocar de ar entre o ambiente interno e externo de cada
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uma delas. O tempo de nebulizagdo foi de aproximadamente 15 minutos (tempo
necessario para que toda a solugéo fosse nebulizada).

2.4 Protocolo animal

Para a exposi¢ao aguda, foram utilizados 88 camundongos Swiss adultos
(idade inicial de 60 dias) e machos; e para a exposi¢ao cronica, foram utilizados 88
ratos Wistar albinos, adultos (idade inicial de 90 dias) e machos [13].

Os animais foram alocados em gaiolas plasticas coletivas medindo
30x16x19cm e armazenados em ambiente controlado (biotério climatizado), com
fotoperiodos de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, temperatura ambiente de 22
+ 2°C [14]. Os animais receberam agua filtrada e ragdo comercial balanceada
(Supralab®, Alisul, Brazil) ad libitum.

2.5 Delineamento da exposi¢do aguda (somente inalatoria)

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos: C: Grupo
salina (n=20), expostos a nebulizagdo com 10 ml de solugédo de cloreto de sodio
(NaCl a 0,9%); BC: Expostos a nebulizagdo com baixa concentragdo de 2,4-D
(n=20); MC: Expostos a nebulizagdo com média concentragéo de 2,4-D (n=20); AC:
Expostos a nebulizagdo com alta concentragdo de 2,4-D (n=20); CPa: Controle
positivo da exposicdo aguda (n=8), receberam ciclofosfamida (Genuxal, Baxter
Oncology GmbH, Halle/Westfalen, Alemanha) em dose unica subcuténea (50mg/kg)
no primeiro dia do experimento [15].

Os animais dos grupos C, BC, MC e AC foram expostos as nebulizagbes ao
herbicida em diferentes intervalos de tempo (24, 48 e 72h), sendo 5 animais para 24
e 48 horas e 10 animais para 72 horas. Os animais foram eutanasiados 24 horas
apos a ultima nebulizagdo, sendo que cinco animais nebulizados por trés vezes
foram eutanasiados 192 horas ap6s a ultima nebulizagao [12] (Figura 1). Os animais

do grupo CPa foram eutanasiados 24 horas apos o inicio do experimento [15].
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Fig. 1. Delineamento da exposigdo aguda. NEB: Nebulizagéo; C: Grupo salina; BC: Baixa

concentracdo de 2,4-D; MC: Média concentragao de 2,4-D; AC: Alta concentragéo de 2,4-D.

2.6 Delineamento da exposigdo cronica (inalatéria e oral)

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grandes grupos,
exposicao inalatéria e exposicao oral com seus respectivos subgrupos, os quais

estao representados na Tabela 1.
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Tabela 1
Grupos de estudo avaliados na exposicao cronica.
Intensidade da Exposicao Exposicao
exposicao inalatéria oral Amostra

Controle Cl (610) n=10/grupo
Baixa concentragao BCI BCO n=10/grupo
Média concentracao MCI MCO n=10/grupo
Alta concentragao ACI ACO n=10/grupo

CO: Controle oral; BCI: Baixa concentragao inalatério de 2,4-D; BCO: Baixa concentragéo oral de 2,4-
D; MCI: Média concentragao inalatério de 2,4-D; MCO: Média concentragéo oral de 2,4-D; ACI: Alta

concentracéo inalatério de 2,4-D; ACO: Alta concentragao oral de 2,4-D.

Um nono grupo (n=8), constituiu o controle positivo da exposigdo cronica
(CPc), cujos animais receberam ciclofosfamida (Genuxal, Baxter Oncology GmbH,
Halle/Westfalen, Alemanha) em dose unica subcutanea (50mg/kg) no primeiro dia do
experimento [15].

Os animais expostos por via inalatéria foram nebulizados durante cinco dias
seguidos na semana para simular a exposi¢ao ocupacional do trabalhador rural. A
racado dos animais do grupo oral foi nebulizada um dia antes de ser ofertada a eles,
sendo trocada a cada dois dias. A racao residual foi pesada a cada troca.

Os animais de todos os grupos da exposi¢ao crénica foram expostos durante
6 meses e posteriormente eutanasiados. Os animais do grupo CPc foram
eutanasiados 24 horas ap6s o inicio do experimento [15].

A eutanasia de todos os animais (exposicdo aguda e exposi¢ao crbénica) foi
realizada com Tiopental soédico (Syntec, EUA), na dose de 100 mg/Kg de peso,
administrado na cavidade peritoneal [16].

2.7 Teste do micronucleo

Para o teste do micronucleo foi coletado material da medula 6ssea de um dos
fémures de cada animal no momento da eutanasia e foram realizadas duas Iaminas
por animal [15]. As laminas foram coradas pelo corante de Giemsa (Dolles, Sao
Paulo, Brasil). Para determinagdo do numero de micronucleos, foram contados 2000
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eritrocitos policromaticos por animal, utilizando-se um microscopio Optico, no
aumento de 400x [15]. Micronucleos foram considerados conforme descrito por
Tolbert et al. [17]. A andlise das laminas foi cega e realizada por um avaliador
(GAN).

2.8 Ensaio do cometa

Amostras de medula 6ssea foram coletadas de um fémur de cada animal e as
células foram ressuspensas em meio de armazenamento constituido por soro fetal
bovino (Cultilab, Brasil), meio RPMI 1640 e DMSO (dimetilsulfoxido — Merck, USA) e
armazenadas a -80°C.

As laminas foram preparadas e, posteriormente, colocadas em uma camara
de eletroforese horizontal, recobertas com tampdo de eletroforese, onde
permaneceram em repouso por 20 minutos. Logo apds, a eletroforese foi realizada
em condi¢des alcalinas (pH> 13) a 25V e uma corrente de 300 mA por uma hora.
ApoOs a eletroforese, as amostras foram neutralizadas com tampéao Tris (Tris 0,4 M
pH 7,5). Posteriormente, as laminas foram colocadas em solug&o fixadora [contendo
acido tricloroacético, sulfato de zinco (hepta-hidratado) e de glicerol] e
posteriormente lavadas. As amostras foram entdo coradas por em solugéo de prata
a 37°C e sob agitacado até a solugdo comecgar a escurecer. Em seguida, as laminas
foram lavadas e colocadas por cinco minutos em solugéo stop e novamente lavadas.
ApOs esse processo, as laminas foram secadas a temperatura ambiente e
recobertas com laminula para analise [18].

Cem células de cada animal foram escolhidas aleatoriamente e analisadas ao
microscopio 6ptico com aumento de 400x. Elas foram classificadas de acordo com a
forma e tamanho da cauda em quatro classes de danos no DNA: 0 (sem dano), 1, 2,
3 e 4 (maior grau de dano) [19]. A analise das |aminas foi cega e realizada por um
avaliador (FMA).

2.9 Analise Estatistica

As variaveis nado apresentaram normalidade pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov e nem homogeneidade das variancias pelo teste de Levene, entdo foi
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aplicado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para as comparagdes
multiplas.
O software utilizado foi o SPSS V. 23 e o nivel de significancia utilizado para

cada teste foi de 5%.

2.10 Algoritmos de Aprendizagem de Maquina

Os experimentos da analise de aprendizagem de maquina foram realizados
conforme descrito por Tomiazzi et al. [20].

Com o objetivo de avaliar a hipétese de que a exposi¢cdo aguda e cronica ao
2,4-D provoca efeito mutagénico nas células da medula éssea, foram utilizados os
algoritmos de aprendizagem de maquina. O reconhecimento de padrdo foi
executado a partir de caracteristicas genotoxicas: (a) cometas e (AA) micronucleos.
A hipotese sera confirmada se o algoritmo de classificagdo for capaz de indicar o
grupo (controle ou de exposi¢cao) de acordo com os parametros apresentados em
cada grupo.

A matriz de confusao ou de classificag&o foi criada a partir de um conjunto de
dados divididos em categorias, que determinaram se os valores esperados
correspondem ao valor real, sendo o total desses resultados exibidos em uma
matriz.

Os algoritmos de classificagdo conseguem aprender a partir de um primeiro
conjunto de exemplos, em que o grupo € conhecido anteriormente, sendo chamado
de conjunto de treinamento. Neste conjunto, os algoritmos sdo responsaveis por
identificar os diferentes tipos que podem ser utilizados para perfazer a tarefa de
classificagado. Apds o treinamento, as amostras que foram obtidas pelos algoritmos e
pelo grupo verdadeiro s&o testadas. A hipotese € comprovada caso os métodos
utilizados para a classificagdo forem capazes de identificar os grupos com alta
precisao.

Para os experimentos computacionais, foram consideradas cinco versées do

conjunto de dados coletados:

Dataset1: Grupos submetidos a exposi¢ao aguda (C, BC, MC, AC e CPa) no

teste do micronucleo e no ensaio do cometa.
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Dataset2: Grupos submetidos a exposi¢ao aguda (C, BC+MC+AC e CPa) no
teste do micronucleo e no ensaio do cometa.

Dataset3: Grupos submetidos a exposigao crénica (Cl, CO, BCI, BCO, MCI,
MCO, ACI, ACO e CPc) no teste do micronucleo e no ensaio do cometa.

Dataset4: Grupos submetidos a exposi¢ao crénica (Cl, CO, BCI+MCI+AClI,
BCO+MCO+ACO e CPc) no teste do micronucleo e no ensaio do cometa.

Dataset5: Grupos submetidos a exposigao cronica (CI+CO, BCI+MCI+ACI+

BCO+MCO+ACO e CPc) no teste do micronucleo e no ensaio do cometa.

Para o tamanho de cada conjunto de treinamento e cada versao do conjunto
de dados, foram realizadas 20 execucdes. Todos os experimentos foram realizados
em um computador com um processador i5 6500U Intel com 8 GB de RAM
utilizando o Linux como sistema operacional. As amostras e os conjuntos de testes
faziam parte de um conjunto de recursos que delineavam as medidas dos
camundongos e dos ratos, além de um rétulo responsavel por representar suas
respectivas classes (C, BC, MC, AC, CPa, ClI, BCI, MClI, ACI, CO, BCO, MCO, ACO
e CPc). Foram utilizados cinco tamanhos distintos de conjuntos de treinamento (50,
60, 70, 80 e 90%), com o objetivo de investigar a taxa de aprendizagem dos
algoritmos de classificacdo e dos conjuntos de dados, de todos os treinamentos e

para o restante do teste.

2.10.1 K-Nearest neighbors

O primeiro algoritmo de aprendizagem de maquina utilizado na analise
computacional foi o k-Nearest Neighbors (k-NN). O k-NN é uma técnica simples e
eficaz, sendo conhecido por fazer uso de todas as amostras, que foram utilizadas
para o treinamento como protétipo através do parametro de entrada k. A
classificacdo de uma amostra € realizada considerando as k amostras de
treinamento mais proximas. Para o valor de k=1, a amostra de testes acaba sendo
classificada de acordo com a classe da amostra de treinamento que se encontra

mais préxima a ela [21].



46

2.10.2 Support Vector Machine

O segundo algoritmo de aprendizagem de maquina utilizado na analise
computacional foi a abordagem de maquinas de vetores de suporte (SVM), que se
baseia na redugao de riscos estruturais [22]. Seu objetivo é firmar uma fungdo que
faca a discriminacdo entre duas classes de padrdes. Durante a analise dos
resultados, o kernel utilizado foi o RBF (Fungdes de Base Radical). Os parametros
SIGMA e C foram determinados por meio de um grid-search no intervalo [271°,2"9]
com passo de poténcia de 2.

2.10.3 Decision Tree

O terceiro algoritmo de aprendizagem de maquina utilizado na analise
computacional foi a Decision Tree (DT). Este modelo utiliza uma arvore de deciséo
com possiveis resultados, incluindo os acidentais. Este algoritmo € comumente
utilizado em pesquisas operacionais, com destaque em analises de decisdes,
auxiliando na constatagcdo de estratégias que atingem a meta com maior

probabilidade.
2.10.4 Métricas

No contexto deste trabalho, utilizamos a acuracia como métrica de
desempenho. Dado um conjunto com n amostras de testes, calculamos a acuracia
(Acc) como:

Acc = hits / n

Onde hits denota a quantidade de classificagdes corretas.

3 Resultados

3.1 Exposigdo aguda

3.1.1 Teste do micronucleo



47

A mediana de micronucleos no grupo controle negativo (C) foi de 0, no grupo
BC de 0, no grupo MC de 0, no grupo AC de 1 e no grupo controle positivo (CPa) de
11,5. Houve diferenga entre os grupos estudados (p< 0,0001) e a diferenga foi entre
o grupo CPa x (C, BC, MC, AC) (p< 0,05), mas nao houve diferenga em relagéo aos
tempos de exposicéo (p>0,05) (Tabela 2, Fig. 2).

Tabela 2
Numero minimo e maximo de micronucleos em cada grupo por tempo de exposigao

na exposi¢ao aguda.

Grupos Tempos de avaliagao
24h 48h 72h 192h
c 0-0" 0-0™@ 0-0™@ 0-1%2
BC 0-3"° 0-0%@ 0-182 0-1°2
MC 0-3"° 0-0%@ 0-3%@ 0-1°2
AC 0-3"2 0-2°2 1-57° 0-2°2
CPa 7-15°

C: Grupo salina; BC: Grupo de baixa concentragao de 2,4-D; MC: Média concentragéo de 2,4-D; AC:
Alta concentracdo de 2,4-D; CPa: Controle positivo da exposicdo aguda. Letras mailsculas
comparam o mesmo grupo em linha. Letras minusculas comparam os grupos ao mesmo tempo e na

mesma coluna. Letras diferentes: p <0,05.
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Fig. 2. Contagem de micronucleos por grupo de estudo independentemente do

tempo de exposi¢cado (mediana e intervalo interquartilico). C: Grupo salina; BC: Grupo de
baixa concentracdo de 2,4-D; MC: Média concentragédo de 2,4-D; AC: Alta concentragao de 2,4-D;

CPa: Controle positivo da exposigdo aguda.®,*: outlier e nUmero do animal.

3.1.2 Ensaio do cometa

Em relagdo as células apresentando escore 0, houve diferenca entre os
grupos C x (MC, AC, CPa) e BC x (MC, AC, CPa) (p< 0,0001) (Fig. 3A). Em relagéo
as células apresentando escore 1, ndo houve diferenga entre os grupos (p= 0.2013).
O numero de células apresentando escore 2 diferiu entre os grupos BC x MC
(p=0,0180). Em relacado as células apresentando escore 3, houve diferenga entre os
grupos C x (MC, AC) e BC x AC (p< 0,0001). Para o escore 4, houve diferenca entre
os grupos C x (MC, AC, CPa) e BC x (MC, AC, CPa) (p< 0,0001) (Fig. 3B). Houve
diferenca em relacdo aos tempos de exposicdo somente para o escore 2, com
aumento do numero de células com escore 2 para o grupo controle e para os grupos
expostos apds 192h quando comparado aos grupos controle e expostos a 24 e 48h
(p<0,001) (Tabela 3).
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Numero minimo e maximo de células de cada escore ao ensaio do cometa em cada

grupo por tempo de exposigao na exposi¢cao aguda.

Grupos Escore

Escore 0

Escore 1

C Escore 2
Escore 3

Escore 4

Escore 0

Escore 1

BC Escore 2
Escore 3

Escore 4

Escore 0

Escore 1

MC Escore 2
Escore 3

Escore 4

Escore 0

Escore 1

AC Escore 2
Escore 3

Escore 4

Escore 0

Escore 1

CPa Escore 2
Escore 3

Escore 4

Tempos de avaliagao

24h 48h 72h 192h
41-96" 9-85" 5-39° 15-78"
3-57* 5-53* 4-32° 4-26"
0-2* 5-16° 6-21° 4-35°
0-0* 1-178 7-30° 6-26°
0-0* 0-62° 17-55° 8-26°
2-944 19-87* 15-40* 5-27°
1-19% 2-28" 7-20* 13-38"
1-15% 2-13* 5-14* 2-30"
1-29% 3-16* 12-25% 2-27%
1-55% 6-31° 31-50% 5-43"
1-20" 0-13* 2-24" 1-10%
1-32% 4-30" 10-26" 9-21*
12-18" 10-16" 8-25" 17-25%
7-27" 9-27% 16-27* 14-23*
35-66" 36-60" 26-48" 35-47%
1-174 2-5" 2-114 1-5%
0-34* 4-20" 5-19* 3-9°
0-26" 5-12* 7-39" 12-39%
1-424 12-22% 17-274 25-33%
19-98" 48-68" 23-62" 30-48"
32-44
8-27
17-27
11-21
8-13

C: Grupo salina; BC: Grupo de baixa concentragao de 2,4-D; MC: Média concentragéo de 2,4-D; AC:

Alta concentragdo de 2,4-D; CPa: Controle positivo da exposicdo aguda. Letras mailsculas

comparam o mesmo grupo nos diferentes tempos por escore. Letras mailsculas diferentes: p <0,05.
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Fig. 3. Ensaio do cometa. A — Numero de células com escore 0 em cada grupo de

estudo independente do tempo de exposi¢cdo. B — Numero de células com escore 4

em cada grupo de estudo independente do tempo de exposi¢do. C: Grupo salina; BC:

Grupo de baixa concentracao de 2,4-D; MC: Média concentracao de 2,4-D; AC: Alta concentragao de

2,4-D; CPa: Controle positivo da exposigdo aguda.®: outlier e nUmero do animal.
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3.2 Exposigdo crénica
3.2.1 Consumo da ragdo
Nao houve diferenga no consumo de ragao entre os grupos expostos e nao

expostos (p> 0,05).

3.2.2 Teste do micronucleo

A mediana de micronucleos nos grupos controles inalatério (Cl) e oral (CO) foi
de 0, no grupo BCI de 1,5, no BCO de 3, no MCI de 4, no MCO de 6, no ACI de 5,
no ACO de 5, e no grupo controle positivo (CPc) de 9. Houve diferenga entre os
grupos estudados (p< 0,0001) e a diferencga foi entre o grupo Cl x (ACI, CPc), entre
CO x (MCO, ACO, CPc) e entre os grupos CPc x (BCI, BCO) (Figura 4). Nao houve

diferenca entre as vias de exposicao (oral e inalatoria) (p> 0,05).
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Fig. 4. Contagem de micronucleos por grupo de estudo (mediana e intervalo

interquartilico). ClI: Controle inalatério; CO: Controle oral; BCI: Baixa concentragdo inalatério de
2,4-D; BCO: Baixa concentragao oral de 2,4-D; MCI: Média concentragao inalatério de 2,4-D; MCO:
Média concentracdo oral de 2,4-D; ACI: Alta concentracdo inalatério de 2,4-D; ACO: Alta
concentracdo oral de 2,4-D; CPc: Controle positivo da exposi¢cdo crbnica.®,*: outlier e nimero do

animal.
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3.2.3 Ensaio do cometa

Em relagdo as células apresentando escore 0, houve diferenca entre os
grupos CI x (MCI, ACI), entre CO x (MCO, ACO), entre BCO x MCO e entre CPc x
(MCO, ACI, ACO) (p< 0,0001) (Figura 5A). Em relacdo as células apresentando
escore 1, houve diferenga entre os grupos CIl x ACI, entre BCI x ACI, entre BCO x
(MCO, ACO) e entre CPc x (ACIl, ACO) (p< 0,0001). Em relacdo as células
apresentando escore 2, houve diferenca entre os grupos Cl x ACI e entre CO x
(ACO, CPc) (p< 0,0001). Para o escore 3, houve diferenca entre os grupos CI x
(MCI, ACI), entre CO x (MCO, ACO) e entre BCO x (MCO, ACO) (p< 0,0001). Para o
escore 4, houve diferenga entre os grupos CO x (MCO, ACO), entre BCO x MCO e
entre CPc x (MCO, ACO) (p< 0,0001) (Figura 5B). Nao houve diferenca entre as vias

de exposicao (oral e inalatéria) (p> 0,05).



53

p=0,0001 p< 0,0001
80~ p< 0,0001
|8
50
o
50
w T
=
3
= ﬁ
(]
o
= r—
£ 40
L]
=]
B
=
[=]
[&]
2] I
A =
0 =
T T T T T T T T T
=] o BCI BCO ME1 MCO ACI ACO CPc
Grupos
| p< 0,0001
80
2]
[y
Els
=
(=]
&
-
£
@
g
-E 40+
o
(&)
20
é 79
13 *
o o)
I 75
T T T T T é ? Q T
B cl co BCI BCO Ml MCO Al ACO CPc

Grupos

Fig. 5. Ensaio do cometa. A — Numero de células com escore 0 em cada grupo de

estudo. B — Numero de células com escore 4 em cada grupo de estudo. CI: Controle
inalatério; CO: Controle oral; BCI: Baixa concentragao inalatério de 2,4-D; BCO: Baixa concentragéo
oral de 2,4-D; MCI: Média concentragao inalatério de 2,4-D; MCO: Média concentragao oral de 2,4-D;
ACI: Alta concentragdo inalatério de 2,4-D; ACO: Alta concentragdo oral de 2,4-D; CPc: Controle

positivo da exposigao crénica.®,*: outlier e nUumero do animal.
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3.3 Aprendizagem de maquina

As analises de matriz de confusdo foram realizadas de modo individual, de
acordo com as caracteristicas genotoxicas: cometa e micronucleo. Utilizaram-se
diferentes algoritmos de aprendizagem de maquina (k-NN, SVM e DT) em virtude do
efeito do tamanho amostral de treinamento da acuracia. Escolheu-se o algoritmo DT
para a analise e construgdo da matriz de confusdo na maioria dos conjuntos de
dados, pois foi o que apresentou os melhores valores com relacdo ao efeito de
tamanho da amostra de treinamento, pois sua acuracia oscilou entre 40 e 80% (Fig.
6).
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Fig. 6. Acuracia da classificagdo e diferentes tamanhos do conjunto de treinamento:
Dataset2. K-NN: K-Nearest neighbors; SVM: Support Vector Machine; DT: Decision Tree.

3.3.1 Exposi¢do aguda

A Tabela 4 relaciona-se a matriz de confusao para o Dataset1, onde se observa
acuracia razoavel para C (56%). Esta conclusdo ocorreu em virtude das 5 classes
presentes no conjunto de dados analisados (C, BC, MC, AC e CPa), onde um

processo de classificagdo aleatério teria acuracia aproximada de 20% (100% / 5
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classes = 20%). A classe BC apresentou acuracia baixa (29%), MC muito boa (73%)

e AC razoavel (47%), e CPa que apontou excelente acuracia (95%).

Tabela 4
Matriz de confusdo em relagao a classificagdo do conjunto de Dataset1 com cinco
classes (C, BC, MC, AC e CPa) usando DT e 80% das amostras para o conjunto de

treinamento.

Classificado como (%)

Classe

BC MC AC CPa
verdadeira (%)
C 56 26 8 9 0
BC 30 29 19 22 0
MC 7 9 73 11 0
AC 6 21 25 47 0
CPa 0 4 1 0 95

Grupos: C: Grupo salina; BC: Grupo de baixa concentragao de 2,4-D; MC: Média concentragao
de 2,4-D; AC: Alta concentracdo de 2,4-D; CPa: Controle positivo da exposi¢cao aguda. DT:

Decision Tree.

Em relagdo a configuragdo do experimento para o Dataset2 (Tabela 5),
observou-se acuracia muito boa para BC+MC+AC (81%). Demonstrou-se
classificagao aleatéria em torno de uma acuracia de, aproximadamente, 33,33% e
com isso, a classe C apresentou acuracia razoavelmente baixa (47%) e CPa

excelente acuracia (93%).
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Tabela 5
Matriz de confusdo em relagdo a classificacdo do conjunto de Dataset2 com trés
classes (C, BC+C+AC e CPa) usando DT e 80% das amostras para o conjunto de

treinamento.

Classificado como (%)

Classe verdadeira (%) C BC+MC+AC CPa
Cc 47 53 0
BC+MC+AC 19 81 0
CPa 0 7 93

Grupos: C: Grupo salina; BC: Grupo de baixa concentragdo de 2,4-D; MC: Média concentragédo de
2,4-D; AC: Alta concentragdo de 2,4-D; CPa: Controle positivo da exposi¢gdo aguda. DT: Decision

Tree.

3.3.2 Exposigéo cronica

No Dataset3, foi utilizado o k-NN, pois este algoritmo apresentou o melhor
valor com relagdo ao efeito de tamanho da amostra de treinamento, pois sua

acuracia oscilou entre 40 e 60% neste conjunto de dados (Fig. 7).
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Fig. 7. Acuracia da classificagdo e diferentes tamanhos do conjunto de treinamento:
Dataset3. K-NN: K-Nearest neighbors; SVM: Support Vector Machine; DT: Decision Tree.
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Para a matriz de confusdo para o Dataset3 considerou-se k-NN como
treinamento. Nota-se excelente acuracia em CO (100%) e CI (84%). Demonstrou-se
uma classificacdo aleatdéria em torno de uma acuracia de, aproximadamente,
11,11%. As classes BCIl (67%), BCO (57%) e ACI (55%) apresentaram acuracia
razoavel. As classes MCI (17%), MCO (24%) e ACO (15%) acuracia razoavelmente

baixa. E CPc apresentou acuracia excelente (100%) (Tabela 6).

Tabela 6
Matriz de confusdo em relagédo a classificagcdo do conjunto de Dataset3 com nove
classes (Cl, CO, BCI, BCO, MCI, MCO, ACI, ACO e CPc) usando k-NN e 60% das

amostras para o conjunto de treinamento.

Classificado como (%)

Classe

verdadeira Cl co BCI BCO MCI MCO ACI ACO CPc
(%)

Cl 84 16 0 0 0 0
co 0 100 0 0 0
BCI 0 0 67 0 6 21 3 3 0
BCO 5 0 22 57 11 0 3 0 3
MCI 0 0 38 3 17 10 24 7 0
MCO 0 0 0 0 17 24 31 28 0
ACI 0 0 0 0 3 30 55 12 0
ACO 0 0 0 0 30 11 44 15 0
CPc 0 0 0 0 0 0 0 0 100

Grupos: Cl: Controle inalatério; CO: Controle oral; BCI: Baixa concentragao inalatério de 2,4-D; BCO:
Baixa concentragdo oral de 2,4-D; MCIl: Média concentragcdo inalatério de 2,4-D; MCO: Média
concentracao oral de 2,4-D; ACI: Alta concentragao inalatério de 2,4-D; ACO: Alta concentragao oral

de 2,4-D; CPc: Controle positivo da exposi¢ao crénica. K-NN: k-Nearest Neighbors.

Em relacdo a matriz de confusdo para o Dataset4, & possivel observar
excelente acuracia em CO (100%) e muito boa em Cl (88%) e CPc (85%). As
classes BCI+MCI+ACI (64%) e BCO+MCO+ACO (61%) apresentaram boa acuracia
(Tabela 7).
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Tabela 7
Matriz de confusdo em relagao a classificagdo do conjunto de Dataset4 com cinco
classes (Cl, CO, BCI+MCI+ACI, BCO+MCO+ACO e CPc) usando DT e 80% das

amostras para o conjunto de treinamento.

Classificado como (%)

Classe
Cl co BCI+MCI+ACI BCO+MCO+ACO CPc

verdadeira (%)
Cl 88 3 0
co 0 100 0
BCI+MCI+ACI 0 0 64 36 0
BCO+MCO+ACO 4 0 31 61 3
CPc 0 0 0 15 85

Grupos: Cl: Controle inalatério; CO: Controle oral; BCI: Baixa concentragao inalatério de 2,4-D; BCO:
Baixa concentragdo oral de 2,4-D; MCI: Média concentragcdo inalatério de 2,4-D; MCO: Média

concentracgdo oral Controle positivo da exposi¢ao crénica. DT: Decision Tree.

Analisando os dados de modo isolado, as classes BCI+MCI+ACI e
BCO+MCO+ACO denotaram confusdo entre elas. Assim, foi realizada a andlise
agrupada, demonstrada no Dataset5.

Na matriz de confusdo para o Dataset5, é possivel observar boa acuracia
para CI+CO (78%) e excelente acuracia nas classes
BCI+MCI+ACI+BCO+MCO+ACO (98%) e CPc (100%) (Tabela 8).
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Tabela 8
Matriz de confusdo em relagdo a classificacdo do conjunto de Datasetb com trés
classes (CI+CO, BCI+MCI+ACI+BCO+MCO+ACO e CPc) usando DT e 80% das

amostras para o conjunto de treinamento.

Classificado como (%)

Classe verdadeira (%) Cl+CO BCI+MCI+ACI+BCO+MCO+ACO CPc
CI+CO 78 22 0
BCI+MCI+ACI+BCO+MCO+ACO 2 98 0
CPc 0 0 100

Grupos: Cl: Controle inalatério; CO: Controle oral; BCI: Baixa concentragao inalatério de 2,4-D; BCO:
Baixa concentragdo oral de 2,4-D; MCIl: Média concentragdo inalatério de 2,4-D; MCO: Média
concentragdo oral Controle positivo da exposi¢ao crénica. DT: Decision Tree.

DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que a exposigao inalatéria aguda ao
herbicida acido 2,4-D provocou danos no DNA em nivel de célula unica ao ensaio do
cometa; e a exposigao cronica acarretou em aumento do numero de micronucleos e
danos no DNA também em nivel de célula unica, independentemente da via de
exposicao. A aprendizagem de maquina mostrou um efeito de distingdo entre os
grupos controle e os expostos ao 2,4-D.

O aumento significativo do uso de agrotéxicos tem causado inumeros efeitos
prejudiciais a saude dos individuos e também nos animais [3]. O teste do
micronucleo e o ensaio do cometa sdo algumas das técnicas utilizadas com o
objetivo de avaliar as alteragdes genotdxicas e mutagénicas que podem anteceder o
desenvolvimento do cancer [23].

Na exposi¢cdo aguda, as diferentes concentragdes de 2,4-D testadas nao
aumentaram a contagem de micronucleos nos camundongos. Em um estudo
realizado com camundongos machos e fémeas, que receberam o 2,4-D por
gavagem em diferentes concentragdes (300, 675, 1050 e 1800mg/Kg) em um unico
intervalo de tempo, também nao foi observado aumento de micronucleos nas células
da medula éssea dos animais [24].

Embora ndo tenhamos encontrado aumento do numero de micronucleos na
exposi¢cao aguda, ao ensaio do cometa observamos que a exposigao ao 2,4-D nas
concentragbes meédia e alta, induziu dano ao DNA (escore 4), independente do
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numero de nebulizagdes. O mesmo foi observado em um estudo com células de
ovario de hamster chinés utilizando-se o ensaio do cometa. As células do ovario dos
animais foram tratadas com 2,6 e 10 yL/mL de 2,4-D em dose unica, sendo possivel
observar que o herbicida produziu aumento na frequéncia de quebras da fita de DNA
dependente da dose [25]. Em outro estudo com camundongos tratados nas doses
de 1,7; 3,3 e 33mg/Kg' de peso corporal, por gavagem, durante 3 e 5 dias
consecutivos,os autores concluiram que o 2,4-D apresenta efeito genotdxico [26].
Porém, estes estudos foram realizados com altas doses de 2,4-De por vias que nao
refletem a exposicdo humana.

Mais de um teste de genotoxicidade ou mutagenicidade deve ser realizado
nos estudos para avaliar nao apenas se ha dano no DNA, mas também, para se
tentar definir qual € o dano no DNA causado [23]. O teste de micronucleo e o ensaio
do cometa avaliam diferentes danos. O teste de micronucleo mede a perda
cromossOmica e/ou quebra de um cromossomo, ou seja, avalia substancias
clastogénicas (que provocam quebra do cromossomo) ou aneugénicas (que levam a
cromossomos inteiros a nao completarem a migragao anafasica da divisdo celular).
O ensaio do cometa detecta quebras em uma fita de DNA e sitios alcali-labeis,
quebras em ambas as fitas do DNA, bem como sitios onde houve reparo incompleto
envolvendo excisdo das bases. Ao ensaio do cometa, a quantidade de DNA na
cauda é proporcional a quantidade de quebras de fitas, assim quanto maior a cauda
do cometa, maior a quebra [23]. Esta diferenga entre os testes justifica ndo termos
encontrado aumento do numero de micronucleos, mas aumento de dano ao ensaio
do cometa na exposi¢ao aguda ao 2,4-D. Este dado mostra que na exposigao aguda
inalatéria simulando a exposicdo ambiental a média e alta concentracado, o 2,4-D
acarreta danos no DNA e na capacidade de reparo do DNA em nivel de célula unica.

Ha escassos estudos na literatura que realizaram exposicdo crénica
experimental a agrotoxicos. Na exposi¢céo crénica, observamos aumento significativo
de micronucleos em todos os grupos expostos, independentemente da via de
exposi¢cao. Também, observamos um aumento significativo do escore 4 (maior dano)
ao ensaio do cometa em todos os grupos expostos, exceto no grupo de baixa
concentracao oral, independentemente da via de exposi¢ao. Estudos anteriores com
exposicao humana de longa duragdo a agrotéoxicos mostraram aumento do
comprimento da cauda dos cometas nos grupos expostos [27] e aumento do numero

de micronucleos em células epiteliais orais esfoliadas [20]. O nosso trabalho
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corrobora o potencial genotoxico dos agrotdxicos, mais especificamente do 2,4-D,
principalmente frente a exposigao cronica.

O reconhecimento de padrdes € uma das fungcdes que mais se destacam na
Inteligéncia Atrtificial [28]. Diferentes estudos mostram a eficacia da utilizagdo da
aprendizagem de maquina na area biolégica e médica [20, 29, 30]. Nosso estudo foi
0 primeiro a usar esta ferramenta com o objetivo de avaliar os efeitos genotdxicos da
exposi¢cao aguda e crénica ao 2,4-D em um modelo experimental.

Na fase aguda, a analise da aprendizagem de maquina identificou um
padrdao na distribuicdo dos efeitos mutagénicos nos grupos expostos ao herbicida
em diferentes concentragdes (Dataset2), sendo o desempenho de classificagdo dos
grupos expostos ao 2,4-D (BC+MC+AC) de 81%. Este achado mostra que existe
uma diferengca clara entre os grupos expostos e ndo expostos ao 2,4-D.
Provavelmente, esta diferenca esteja associada aos resultados do ensaio do
cometa, onde observamos dano ao DNA nos grupos expostos ao 2,4-D.

No mesmo conjunto de dados, pode-se observar que a acuracia do grupo
controle (C) foi igual a 47%, mas 53% confundiram-se com os grupos expostos ao
2,4-D (BC+MC+AC). Esta confusédo entre os grupos expostos ao 2,4-D e o grupo
controle exposto a solugdo salina (C), pode estar associada ao fato de ndo termos
encontrado diferenga na contagem de micronucleos entre estes dois grupos.

Na fase crénica, numa primeira analise (Dataset3), os grupos controles
apresentaram excelente acuracia variando entre 84 a 100%, porém os grupos
expostos ao 2,4-D se confundiram. Quando agrupamos, 0s grupos expostos ao 2,4-
D por via inalatéria (BCI+MCI+ACIl) e em separado os expostos por via oral
(BCO+MCO+ACO), a acuracia destes grupos foi boa, 64 e 61%, respectivamente,
mostrando ndo haver diferenca entre as doses. Porém, estes grupos ainda se
confundiam. Ao se unificar todos os grupos expostos ao 24-D
(BCI+MCI+ACI+BCO+MCO+ACO) (Dataset5), a acuracia foi excelente (98%). O
algoritmo os reconheceu com mais robustez (98%), mostrando que a exposicéo ao
2,4-D pode provocar efeito genotoxico, independente da via de exposicdo e da
concentragéo.

A anadlise de aprendizagem de maquina reforga os resultados encontrados
na analise estatistica tanto da fase aguda e crénica do experimento. Além disso, a
andlise de aprendizagem de maquina evidenciou ser uma ferramenta eficaz na

identificacdo de padrées nos resultados de caracteristicas genotoxicas,
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demonstrando a importancia desta ferramenta em estudos na area de
genotoxicidade.

Com os dados do presente estudo, podemos concluir que o 2,4-D pode
causar tanto danos clastogénicos ou aneugénicos, quanto quebra de fita de DNA
mediante a exposicdo aguda e cronica a doses ambientais relevantes para a
exposicdo humana. A aprendizagem de maquina evidenciou que os efeitos da
exposicao nao sao dose-dependentes, nem via dependentes, mas ha um efeito claro
de distingdo entre os grupos controle e os expostos ao 2,4-D. Assim, é necessario
um maior cuidado na aplicacéo de 2,4-D em lavouras, uma vez que seu uso pode

causar risco a saude.
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5 CONCLUSOES

Com os dados do presente estudo, concluimos que tanto a exposi¢gao aguda
inalatéria quanto a exposicao crénica por via oral e inalatéria ao herbicida 2,4-D
podem causar efeito genotdxico, independente da concentracdo e da via de
exposicao.

Embora existam diversos estudos que avaliem os danos genéticos induzidos
por diferentes agrotdxicos e em diferentes modelos experimentais, ndao ha dados
disponiveis para concentracdes de exposicdes reais ao herbicida acido 2,4-D.
Nossos resultados representam uma evidéncia inédita dos efeitos genotoxicos
agudos e crbnicos exercidos pela exposicao experimental a concentragdes
relevantes a saude humana a este herbicida.

Além disso, a analise de aprendizagem de maquina evidenciou ser uma
ferramenta eficaz na identificacdo de padrdes nos resultados de caracteristicas
genotdxicas, demonstrando a importancia desta ferramenta em estudos na area de
genotoxicidade.

Com isso, enfatizamos a importancia do cuidado a exposicdo ambiental
(ocupacional e para-ocupacional) ao herbicida 2,4-D, pois este pode causar danos
ao DNA.
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to differences, and promotes equal opportunities. Articles should make no
assumptions about the beliefs or commitments of any reader, should contain nothing
which might imply that one individual is superior to another on the grounds of race,
sex, culture or any other characteristic, and should use inclusive language
throughout. Authors should ensure that writing is free from bias, for instance by using
'he or she’', 'his/her' instead of 'he' or 'his’, and by making use of job titles that are free
of stereotyping (e.g. 'chairperson' instead of 'chairman' and 'flight attendant' instead
of 'stewardess’).

Changes to authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of

authors beforesubmitting their manuscript and provide the definitive list of authors at
the time of the original submission. Any addition, deletion or rearrangement of author
names in the authorship list should be made only before the manuscript has been
accepted and only if approved by the journal Editor. To request such a change, the
Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason for
the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors
that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition
or removal of authors, this includes confirmation from the author being added or
removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor
considers the request, publication of the manuscript will be suspended. If the
manuscript has already been published in an online issue, any requests approved by
the Editor will result in a corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal
Publishing Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the
corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal
Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including
abstracts for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is
required for resale or distribution outside the institution and for all other derivative
works, including compilations and translations. If excerpts from other copyrighted
works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright
owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use
by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked
to complete an 'Exclusive License Agreement' (more information). Permitted third
party reuse of gold open access articles is determined by the author's choice of user
license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your
work.More information.
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Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the
sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of
data; in the writing of the report; and in the decision to submit the article for
publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should be
stated.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose
articles appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript
archiving requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn
more about existing agreements and policies please
visithttps://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open access
This journal offers authors a choice in publishing their research:

Subscription

* Articles are made available to subscribers as well as developing countries and
patient groups through our universal access programs.

* No open access publication fee payable by authors.

* The Author is entitled to post the accepted manuscript in their institution's repository
and make this public after an embargo period (known as green Open Access).
Thepublished journal article cannot be shared publicly, for example on ResearchGate
or Academia.edu, to ensure the sustainability of peer-reviewed research in journal
publications. The embargo period for this journal can be found below.

Gold open access

* Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted
reuse.

» A gold open access publication fee is payable by authors or on their behalf, e.g. by
their research funder or institution.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same
peer review criteria and acceptance standards.

For gold open access articles, permitted third party (re)use is defined by the
followingCreative Commons user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other
revised versions, adaptations or derivative works of or from an article (such as a
translation), include in a collective work (such as an anthology), text or data mine the
article, even for commercial purposes, as long as they credit the author(s), do not
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represent the author as endorsing their adaptation of the article, and do not modify
the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)
For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to
include in a collective work (such as an anthology), as long as they credit the
author(s) and provided they do not alter or modify the article.

The gold open access publication fee for this journal is USD 3400, excluding taxes.
Learn more about Elsevier's pricing
policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Green open access

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a
number of green open access options available. We recommend authors see

our open access page for further information. Authors can also self-archive their
manuscripts immediately and enable public access from their institution's repository
after an embargo period. This is the version that has been accepted for publication
and which typically includes author-incorporated changes suggested during
submission, peer review and in editor-author communications. Embargo period: For
subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver
value to subscribing customers before an article becomes freely available to the
public. This is the embargo period and it begins from the date the article is formally
published online in its final and fully citable form. Find out more.

This journal has an embargo period of 12 months.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-
career researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at
Researcher Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable
guides and resources to guide you through the process of writing for research and
going through peer review. Feel free to use these free resources to improve your
submission and navigate the publication process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not
a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require
editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct
scientific English may wish to use the English Language Editing service available
from Elsevier's Author Services.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering
your article details and uploading your files. The system converts your article files to
a single PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX)
are required to typeset your article for final publication. All correspondence, including
notification of the Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail.
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Referees

This journal requires authors to submit at least 4 referees, including their name,
institution, e-mail and expertise relevant to the manuscript. The criteria to select
referees are as follows:

at least 2 suggestions must include members of the Editorial Board

must not be from the same institution as the authors

must not have co-authored a paper with any of the authors in the past 3 years
no more than 1 suggestion should be from the same country as the authors,
reviewers must be from a variety of countries and continents

The Editors reserve the right to use these or other reviewers.

Free access to scientific publications for public institutions in developing
countries:

The Health InterNetwork Access to Research Initiative (HINARI) is an initiative to
provide free or nearly free access to the major journals in biomedical and related
social sciences, to public institutions in developing countries. Starting in January
2002 with over 2000 journals from Elsevier and other leading biomedical publishers,
HINARI is part of the Health InterNetwork, which was introduced by the United
Nations' Secretary General Kofi Annan at the UN Millennium Summit in the year
2000.

For further information and registration, please check the HINARI
site:http://www.who.int/hinari/en/

u Preparation

Peer review

This journal operates a single blind review process. All contributions will be initially
assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then
typically sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the
scientific quality of the paper. The Editor is responsible for the final decision
regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. More
information on types of peer review.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used.
The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as
possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the
article. In particular, do not use the word processor's options to justify text or to
hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc.
When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces,
to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that
of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). Note
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that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not
you embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and
‘grammar-check’ functions of your word processor.

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should
be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in
section numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not
just refer to 'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading
should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent
researcher. Methods that are already published should be summarized, and
indicated by a reference. If quoting directly from a previously published method, use
quotation marks and also cite the source. Any modifications to existing methods
should also be described.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and
Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae
and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq.
(A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and
figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You
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can add your name between parentheses in your own script behind the English
transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide
the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available,
the e-mail address of each author.

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility
includes answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure
that the e-mail address is given and that contact details are kept up to date by
the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of
your article via search engines. They consist of a short collection of bullet points that
capture the novel results of your research as well as new methods that were used
during the study (if any). Please have a look at the examples here: example
Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this
reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if
essential they must be defined at their first mention in the abstract itself. The
abstract should be up to 300 words of size.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more
attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents
of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x
1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of
5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS,
PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our
information site.
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Authors can make use of Elsevier's lllustration Services to ensure the best
presentation of their images and in accordance with all technical requirements.

Keywords

Immediately after the abstract, provide between 3 to 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on
the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract
must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure
consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research

(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
xxxx, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzZz];
and the United States Institutes of Peace [grant number aaaal.

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants
and awards. When funding is from a block grant or other resources available to a
university, college, or other research institution, submit the name of the institute or
organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following
sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp.
Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the
text (if referred to explicitly in the text).
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Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may
be used. Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in
the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

» Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

« Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

» Submit each illustration as a separate file.

» Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color
vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following
formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of
300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to
a minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

» Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG),
EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with
your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g.,
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ScienceDirect and other sites) and in the printed version (unless you specify
otherwise). Please indicate your preference for color: in print and on the Web, or on
the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please
seehttps://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color
figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print)
please submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached
to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum
but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number
tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any
table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the
data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article.
Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results'
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item
has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOl is highly encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any
electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue
is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003).
Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela.
Journal of Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please
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note the format of such citations should be in the same style as all other references
in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was
last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates,
reference to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be
listed separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or
can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your
manuscript by citing them in your text and including a data reference in your
Reference List. Data references should include the following elements: author
name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and global
persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can
properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your
published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins
from these products, authors only need to select the appropriate journal template
when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this
journal, please follow the format of the sample references and citations as shown in
this Guide. If you use reference management software, please ensure that you
remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More information
on how to remove field codes from different reference management software.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by
clicking the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/mutation-research-genetic-toxicology-
and-environmental-mutagenesis

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable,
author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication,
volume and issue/book chapter and the pagination must be present. Use of DOl is
highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to the
accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be
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highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the
references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The
actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be
given.

Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different
result ....'

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in
which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific
article, J. Sci. Commun. 163 (2010) 51-59. https://doi.org/10.1016/j.S¢.2010.00372.
Reference to a journal publication with an article number:

[2] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, 2018. The art of writing a scientific
article. Heliyon. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.
Reference to a book:

[3] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York,
2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[4] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in:
B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc.,
New York, 2009, pp. 281-304.

Reference to a website:

[5] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003
(accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] [6] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1,
2015. https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word
Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance
your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to
submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the
body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring
to the video or animation content and noting in the body text where it should be
placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the
video file's content. . In order to ensure that your video or animation material is
directly usable, please provide the file in one of our recommended file formats with a
preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files
supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier
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Web products, includingScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can
choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video
and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide
text for both the electronic and the print version for the portions of the article that
refer to this content.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact
and engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out
about available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be
published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are
published exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such
online). Please submit your material together with the article and supply a concise,
descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide
an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch
off the 'Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the
published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your
published articles. Research data refers to the results of observations or
experimentation that validate research findings. To facilitate reproducibility and data
reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or
make a statement about the availability of your data when submitting your
manuscript. If you are sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite
the data in your manuscript and reference list. Please refer to the "References"
section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit

the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to
link articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to
underlying data that gives them a better understanding of the research described.
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There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to
your published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text
of your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository.
During the submission process, after uploading your manuscript, you will have the
opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets
will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional
raw data into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and
describes your data. Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated,
formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon publication. You
are encouraged to submit your article for Data in Brief as an additional item directly
alongside the revised version of your manuscript. If your research article is accepted,
your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief.
Please note an open access fee of 600 USD is payable for publication in Data in
Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this

template to write your Data in Brief.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or
multiple MethodsX articles, a new kind of article that describes the details of
customized research methods. Many researchers spend a significant amount of time
on developing methods to fit their specific needs or setting, but often without getting
credit for this part of their work. MethodsX, an open access journal, now publishes
this information in order to make it searchable, peer reviewed, citable and
reproducible. Authors are encouraged to submit their MethodsX article as an
additional item directly alongside the revised version of their manuscript. If your
research article is accepted, your methods article will automatically be transferred
over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an open access
fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX
website. Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement
To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your


https://www.elsevier.com/authors/author-resources/research-data/data-base-linking
https://www.elsevier.com/authors/author-resources/research-data/data-base-linking#repositories
https://www.elsevier.com/books-and-journals/enrichments/mendeley-data-for-journals
https://www.journals.elsevier.com/data-in-brief
https://www.elsevier.com/__data/assets/word_doc/0004/215779/Datainbrief_template.docx
https://www.elsevier.com/__data/assets/word_doc/0004/215779/Datainbrief_template.docx
https://www.journals.elsevier.com/methodsx
https://www.journals.elsevier.com/methodsx
https://www.elsevier.com/__data/assets/word_doc/0020/203528/MethodsX-Article-Template.docx

85

submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your
data is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to
indicate why during the submission process, for example by stating that the research
data is confidential. The statement will appear with your published article on
ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

Submission Checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending
it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of
any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

* Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

+ All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa
* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the
Web and in print, or to be reproduced in color on the Web and in black-and-white in
print. There are no color charges for Web and/or print reproduction

* If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also
supplied for printing purposes

For any further information please visit our customer support site
athttps://service.elsevier.com.

u After Acceptance

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing
system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is
similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on
figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing
provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type your
corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF
version. All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors,
including alternative methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately.
Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
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correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the
Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any
subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing
50 days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The
Share Link can be used for sharing the article via any communication channel,
including email and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered
via the offprint order form which is sent once the article is accepted for publication.
Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via

Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have published their article
gold open access do not receive a Share Link as their final published version of the
article is available open access on ScienceDirect and can be shared through the
article DOI link.

u Author Inquiries

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find
everything from Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your
accepted article will be published.
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