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RESUMO

O teste de mutacdo reversa que utiliza bactérias (teste de Ames, ensaio
Salmonella/microsoma) € eficiente para detectar uma grande variedade de
compostos mutagénicos. A maioria das linhagens bacterianas utilizadas no teste
apresenta caracteristicas que as tornam mais sensiveis para detec¢do de mutagdes.

O interesse da CETESB foi definir uma metodologia para avaliar se um
composto presente no meio ambiente é mutagénico ou ndo. Esta metodologia
baseia-se na validacao do ensaio através do grupo controle (nUmero de revertentes
negativos) e, apés validado o ensaio, verifica se o0 composto € mutagénico.

Para realizacdo do estudo, foram utilizados alguns dados de experimentos
que a CETESB realizou e arquivou ao longo de alguns anos.

Com base nas distribuicbes de cada linhagem de bactérias, foram definidos
intervalos de validacao para o numero médio de colénias de cada linhagem. Para
verificar a mutagenicidade de um determinado composto foi construido um modelo
utilizando uma analise de regressao ndo-linear.

Com a utilizagdo do modelo de regressdo n&o-linear, podemos identificar se
um composto é ou ndo mutagénico. Com os dados histéricos as conclusdes obtidas
com o modelo foram validadas com as estimativas do parametro de mutagenicidade
de outros experimentos, e assim ter uma conclusdo mais precisa a respeito dos

compostos em estudo.



1. INTRODUCAO

O desenvolvimento industrial nos centros urbanos tem provocado deterioragao
do meio ambiente trazendo sérias conseqiéncias a saude publica. Por isto, é
crescente a preocupacado com os efeitos mutagénicos de agentes genotdxicos
(compostos organicos capazes de alterar a seqUéncia das bases nitrogenadas no
DNA) em populagdes expostas direta ou indiretamente.

Existem diversos métodos para deteccdo de mutacdo genética; entre eles
destacamos o Teste de Ames (Ames et al.,, 1973, 1975), cujo objetivo é avaliar a
capacidade de um determinado composto provocar mutacdes reversas' em
diferentes linhagens de Salmonella typhimurium. As linhagens utilizadas possuem
uma alteragdo em uma das bases nitrogenadas, o que significa que elas nascem e
nao conseguem viver a menos que exista algum composto que entre nas células e
sejam capazes de alterar essa base.

O ensaio utilizado para o teste de Ames consiste em colocar linhagens
bacterianas em contato com uma amostra coletada do meio ambiente (dgua, ar,
solo, etc.) suspeita de conter algum composto mutagénico e observar o crescimento
dessas bactérias durante um certo intervalo de tempo. Quando numero de bactérias
que crescem é “estatisticamente” maior que os valores esperados naturalmente, o
composto é considerado mutagénico. A amostra a que nos referimos acima € um
extrato organico, resultado de um processo fisico-quimico ao qual o material de
estudo (agua, ar, solo, etc.) é submetido.

Para alguns compostos, apenas o contato com as bactérias nao é suficiente
para evidenciar mutagbes. Nesses casos é necessdrio realizar 0 ensaio com a
incorporagao de um sistema de ativacao metabdlica, em que além do composto e da
linhagem, é adicionado um “homogeneizado” de células de figado de rato, conhecido
como fracdo microsomal (S9). A fracdo S9 pode ser responséavel pela ativagdo ou
inativacdo de mutadgenos e por isso, 0s ensaios sao realizados com e sem a ativacao
metabdlica.

Para realizacdo dos ensaios, diferentes quantidades da amostra séo
submetidas a diferentes diluicdes em solvente apropriado (agua, Dimetilsulféxido -
DMSO ou outro). Cada uma dessas diluicbes corresponde a uma dose diferente.



Para cada ensaio h4 necessariamente uma dose controle em que a linhagem
nao é exposta ao extrato organico, pois existe um numero de coldnias de bactérias
que crescem por meio de um processo de mutagdo espontanea; essas doses sao 0s
controles negativos (“brancos”). Para a validacdo do teste de AMES, o numero de
colénias de bactérias, de cada linhagem que se desenvolvem espontaneamente,
deve estar dentro de certos limites. Existem limites padrdes internacionais para cada
uma das linhagens; entretanto os intervalos definidos por esses limites ndo parecem
compativeis com os resultados dos estudos realizados na CETESB, sugerindo que
nessas condi¢cdes, 0 crescimento espontaneo obedece a padrbes diferentes. Uma
vez validado o ensaio, devemos observar se o composto é mutagénico e caso seja,
devemos verificar a poténcia da mutagao.

As outras doses, que variam de acordo com o composto e com a linhagem,
sdo utilizadas para detectar mutacbes por meio da comparagdo do numero de
bactérias que se proliferam quando expostas ao extrato organico com o namero de
bactérias que se proliferam espontaneamente. Um composto é considerado
mutagénico numa determinada dose, quando o numero médio de colénias
observado sob essa dose for “estatisticamente” superior aquele obtido com o branco
(dose zero)

Quando existe mutacdo, a poténcia do efeito mutagénico é calculada por
intermédio de um dos parametros de um modelo construido para explicar a mudanca
do namero de colénias de bactérias em funcao do valor da dose.

Os ensaios podem ser realizados com a utilizacdo de varios métodos
(incorporagdo em placas, pré-incubagédo, microssuspensao e direto). A escolha do
método depende dos objetivos do estudo, quantidade de material disponivel e de

caracteristicas fisico-quimicas dos compostos suspeitos.

Os objetivos deste estudo sao:

1. Analisar as distribuicbes do numero de colbnias de bactérias que crescem nas
placas denominadas “controle negativo”;
2.  Ajustar um dos modelos existentes na literatura (Lawrence et al.,1981) para

avaliar a poténcia de mutagéo.

" Mutagdes reversas: Revertem os efeitos de mutagées que tinham inativado um gene



2. DESCRIGAO DO ESTUDO

Para a realizagdo deste estudo, foram utilizados dois bancos de dados:

- BANCO DE DADOS 1: 2195 ensaios realizados pela CETESB no periodo
de fevereiro de 2000 a marco de 2004. Este banco de dados contém apenas
informagdes dos controles negativos. Foram utilizados 4 tipos de linhagens (TA98,
TA100, YG1041 e YG1042), 4 métodos de ensaio (Ames - Incorporagdo em placas,
Ames com pré-incubagao, Microssuspensao (Kado) e Direto); além disso, 0s ensaios

foram realizados com e sem ativagdo metabdlica (S9);

- BANCO DE DADOS 2: 173 ensaios realizados pela CETESB no periodo de
1987 a 2004. Este banco de dados contém informagdes sobre ensaios completos
realizados com duas linhagens (TA98 e TA100).

Na tabela 2.1. apresentamos detalhes sobre os niUmeros de ensaios incluidos

no estudo por linhagem, método e ativacdo metabdlica.

Tabela 2.1. Nimeros de ensaios incluidos no estudo sobre controles negativos.

N2 de ensaios N2 de ensaios

Método Linhagem COM S9 SEM S9

Ames - Incorporagao em Placas TA98 132 132
Ames - Incorporagao em Placas TA100 124 120
Ames - Incorporagdo em Placas  YG1041 38 38
Ames - Incorporagdo em Placas YG1042 31 30
Ames com pré-incubacao TA98 10 11

Ames com pré-incubacao YG1041 8 8

Ames com pré-incubacao YG1042 11 11

Microssupenséao (Kado) TA98 237 234
Microssupenséao (Kado) TA100 147 148
Microssupenséao (Kado) YG1041 112 107
Microssupenséao (Kado) YG1042 163 167
Direto TA98 44 46
Direto TA100 42 44

Total 1099 1096




Na tabela 2.1. apresentamos detalhes sobre o0s numeros de ensaios
completos incluidos no estudo por linhagem.

Tabela 2.2. NUmeros de ensaios completos incluidos no estudo

Linhagem N° de ensaios

TA98 77
TA100 96
Total 173

O numero de doses varia de 4 a 6, com 2 ou 3 repeticbes em cada dose,
dependendo do estudo e da quantidade de extrato que foi retirado do meio ambiente;
para os controles negativos, em geral, sdo feitas 5 repeti¢cdes. Os valores das doses
dependem da concentragdo do composto na amostra, pois essa concentragcao
influencia o numero de colénias de bactérias que se proliferam. Quanto maior a

concentracdo do composto, menor sera a dose necessaria para detectar a mutagao.

3. DESCRICAO DAS VARIAVEIS

As variaveis envolvidas no estudo sio:

VARIAVEIS EXPLICATIVAS:

o Linhagens: TA98, TA100, YG1041 e YG1042;

o Métodos de ensaio: Ames - Incorporacdo em Placas, Ames com pré-
incubacgao, Direto, Microssuspenséao (Kado);

. Ativacao Metabdlica: Com ou Sem fragao S9;

o Doses (ul): Volume de amostra diluida

VARIAVEL RESPOSTA:
J Numero de colénias de bactérias por placa.
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4. ANALISE DESCRITIVA

Na tabela 4.1 estdo dispostas as quantidades de réplicas® observadas nos

ensaios incluidos no estudo.

Tabela 4.1. Numero de réplicas por ensaio

Metodo Ativacao Linhagem Reéplical Reéplica2 Réplica3 Réplicad Réplicab

Com S9 TA100 123 124 123 124 115
Sem S9 TA100 120 120 120 118 107
Com S9 TA98 131 124 126 122 100

Ames - Incorporagcdo Sem S9 TA98 128 132 127 117 97
em Placas Com S9 YG1041 38 37 37 35 32
Sem S9 YG1041 38 38 38 37 36

Com S9 YG1042 31 31 31 30 26

Sem S9 YG1042 30 30 30 29 26

Com S9 TA98 10 10 10 10 8

Sem S9 TA98 11 11 11 10 7

Ames com pré- Com S9 YG1041 8 8 8 8 7
incubacgéo Sem S9 YG1041 8 8 8 8 6
Com S9 YG1042 11 11 11 11 11

Sem S9 YG1042 11 11 11 11 11
Com S9 TA100 147 147 147 142 134
Sem S9 TA100 148 147 148 144 137
Com S9 TA98 235 232 228 206 172
Microssupenssdo  Sem S9 TA98 228 229 230 216 177
(Kado) Com S9 YG1041 111 110 112 106 96
Sem S9 YG1041 107 107 107 105 100
Com S9 YG1042 162 163 162 160 149
Sem S9 YG1042 164 167 167 166 152

Com S9 TA100 42 42 42 41 35

Direto Sem S9 TA100 44 44 44 43 43
Com S9 TA98 43 43 43 44 37

Sem S9 TA98 45 46 45 42 35

Na tabela A.1. apresentamos as medidas resumo (tamanho amostral (N),
média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo) para os controles negativos,
separados por linhagem. Nas tabelas A.2 a A.5, temos as medidas resumo para 0s
controles negativos, por linhagem, método e ativagdo metabdlica. Para melhor
visualizacdo destes resultados, graficos do tipo Box-Plot (Bussab e Morettin, 2004)
estdo apresentados nas Figuras B.14 a B.17 e nado sugerem diferencas entre os
métodos e a utilizagdo de ativagdo metabdlica com respeito a distribuicdo do niumero

de colbnias de bactérias.

? Réplicas: Numero de placas analisadas em cada dose, num determinado ensaio.
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Com o objetivo de estudar a distribuicdo do numero médio de colbnias de
bactérias para os controles negativos, foram construidos histogramas e graficos do
tipo QQ referentes as distribui¢des normais e log-normais (Figuras B.18 a B.53) para
cada combinacao de linhagem, método e ativagdo metabdlica. Outras distribuicées
foram analisadas, porém ndo houve resultados satisfatérios. A tabela 4.2 mostra as
distribuicdes consideradas mais apropriadas para o numero médio de colénias de
bactérias para os controles negativos.

Para avaliar a homogeneidade das respostas entre as réplicas para os
controles negativos em cada ensaio, construimos graficos de perfis de médias
(Figuras B.1 a B.13) e calculamos correla¢des entre os valores correspondentes as
diferentes réplicas (Tabelas A.5 a A.30). Além de ndo haver evidéncias de diferencas
entre as médias das diferentes réplicas, ha indicacbes de que, em geral, os valores
obtidos das diferentes réplicas mesmo ensaio sdo altamente correlacionados.

Ha alguns casos com correlagdes baixas (tabelas: A.27 e A.28), porém se
referem ao Método de Ames com pré-incubacao para o qual ha poucas observacdes
coletadas.

Esses resultados permitem-nos concluir que o uso de apenas uma das
réplicas € suficiente para a analise; por essa razao realizamos a andlise com a

média do numero de colénias observado em cada uma das réplicas.

Tabela 4.2. Distribuicdo do numero de colbnias de bactérias para os controles

negativos.
DISTRIBUICAO LOG NORMAL DISTRIBUICAO NORMAL
TA100 TA98
YG1041
YG1042*

* Exceto para 0 Método Microssupensao, em que foi considerada uma distribuigao empirica.
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5. ANALISE INFERENCIAL

Para cada uma das linhagens, foram calculados intervalos de validagéo para o
namero médio de colbnias dos controles negativos, os quais estdo dispostos na
tabela 4.3. Estes intervalos tém como objetivo validar o ensaio, ou seja, s6 sera dada
continuidade no ensaio caso nenhuma das placas apresentem numero de colénias
de revertentes espontaneos fora do intervalo descrito na tabela 4.3. Para o calculo
destes intervalos, primeiramente foram realizados alguns testes (ANOVA) para
verificarmos se existia alguma diferenga entre métodos e ativagdo metabdlica, para
cada uma das linhagens. Foi verificado que existe efeito de iteragdao entre as
variaveis, método e ativagcdo metabdlica para a linhagem TA100, a um nivel de 5%
de significancia (p = 0,02). Entretanto, para este caso, se considerarmos o nivel de
significancia igual a 1%, nao teremos evidéncias para rejeitar a hipétese de que nao
ha iteracdo entre as duas variaveis. Para analisarmos os efeitos de iteragdes entre
as variaveis, método e ativacao metabdlica, também foram construidos graficos para
cada uma das linhagens, que podem ser visualizados nas figuras B.61 a B.65.

Os resultados destes testes estdo dispostos nas tabelas A.32 a A.35. Embora
os resultados tenham sido estatisticamente significante para as linhagens TA98,
TA100 e YG1041, s6 foi considerada biologicamente significante a diferenca de
médias do numero médio de controles negativos para a linhagem TA98. Portanto, a
tabela 4.3 foi construida de acordo com estes resultados.

Tabela 4.3. Intervalos de validagao para o nimero médio de col6nias dos controles

negativos.

Linhagem Método 99,0% 95,0% 90,0%
TA98 Incorp. em Placas/ Microssuspensao / Ames com pré-incubagao [3;53] [8;47] [12;44]
TA98 Direto [8;54] [13;49] [16;46]
TA100 Incorp. em Placas/ Microssuspensao / Direto [73;210] [83;186] [89;174]
YG1041 Incorp. em Placas/ Microssuspensao / Ames com pré-incubagao [53;199] [72;182] [81;173]
YG1042 Incorp. em Placas/ Ames com pré-incubagao [27;215] [48;193] [60;182]
YG1042 Microssuspensao (Sem S9)* [63;249] [68;195] [70;166]
YG1042 Microssuspensao (Com S9)* [43;285] [67;208] [72;189]

* Estes intervalos foram calculados com base na distribuicdo empirica
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Para detectar efeitos mutagénicos e quantificar a poténcia da mutagenicidade
do tipo de composto quimico sob investigacdo adotamos o seguinte modelo proposto

por Lawrence (Lawrence et al.,1981)..

_T.*XI..
Y, =[B;+S," x;]"e " 7 +¢ (1.1)

em que
Y;;: Ndmero médio de colbnias revertentes sob a dose i no ensaio j;

Xi;: Valor da dose i no ensaio j;

B;: NUmero médio de revertentes esponténeos (controles negativos) no ensaio j; B >
0S;: Inclinacdo da curva de reversdo no ensaio j; S; > 0.

T;: Constante de toxicidade no ensaio j; T; >0.

&j: Erro aleatdrio associado a dose i no ensaio j.

Assumimos que os &;, sdo identicamente distribuidos com média 0.

Existe a suposicao de que a varidncia do numero de colénias observado varie
conforme aumente a média do numero de colénias para cada dose observada em
cada ensaio. Porém, observando os gréaficos apresentados nas figuras 5.1, 5.2, 5,3 e
5.4 e a baixa correlagcado (0,28) entre a média e a varidncia observada nos ensaios

em estudo, ndo consideramos no nosso trabalho a corre¢édo sugerida no artigo.

Figura 5.1. Grafico Dose x Numero de revertentes (TA 100)
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Figura 5.2. Grafico de dispersao do log da variancia X log da média do numero de

revertentes TA 100.
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Figura 5.3. Grafico Dose x Numero de revertentes (TA 98)
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Figura 5.4. Grafico de dispersado do log da variancia X log da média do numero de

revertentes TA 98.
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O modelo foi aplicado para os 173 ensaios presentes no banco de dados 2,
banco de dados esse que continha estudos completos (dose zero e demais doses)
para as linhagens TA 100 e TA98. Em cada caso, a hipétese de que o composto nao
€ mutagénico, Ho: S=0 foi testada.

Foram analisados 60 ensaios de cada linhagem, os quais foram classificados
mutagénicos. Utilizando as estimativas dos pardmetros S de cada um destes
ensaios, construimos a correspondente distribuicdo empirica, apresentadas nas
Figuras B.56 e B.57. Esses resultados podem ser utilizados para a classificagdo de
um composto como mutagénico conforme a seguinte estratégia. Ao ser realizado um
novo ensaio, ajusta-se o0 modelo e testa-se a hip6tese de que S=0. Se a hipébtese for
rejeitada, o composto é considerado mutagénico e pode-se construir um intervalo de
confianga para a poténcia da mutagenicidade. Analisando a Saida 1 (Apéndice C),
observamos que o0 ensaio serd considerado mutagénico e de poténcia 1,55
(estimativa do S) e a hipétese Hp: S = 0 deve ser rejeitada pois o intervalo de
confiangca para S é [0.2896; 2.8002] nao incluindo zero. Se a hipbtese nao for
rejeitada, o valor deve ser comparado com a distribuicdo empirica das estimativas do
paradmetro S obtidas de ensaios com resultados ndo mutagénicos. Se a estimativa de

S em questado corresponder a um quantil maior que 95%, o ensaio deve ser
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considerado nao conclusivo. Em caso contrario o ensaio deve ser classificado como

ndao mutagénico e a distribuicdo empirica correspondente deve ser atualizada.

6. CONCLUSOES

Conforme os objetivos iniciais estabelecidos, a CETESB conta agora com
novos intervalos para o numero de revertentes negativos, podendo variar esse
intervalo apenas para a linhagem, quanto para a combinag¢ao linhagem/método.

Um novo método foi proposto, levando-se em conta ndo s6 os dados do
ensaio em estudo como também dados histéricos que foram coletados. E a cada
novo ensaio que seja considerado ndo mutagénico, os valores poderdo ser
incorporados ao banco de dados Esse procedimento dindmico torna as validacdes
mais robustas sempre que houver aumento do banco de dados, devido a
incorporagdo de ensaios ndo mutagénicos. O software foi desenvolvido no pacote
estatistico SAS e esta em anexo (vide Programa no apéndice C).
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Tabelas
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Tabela A.1. Medidas resumo referentes ao numero de colénias de bactérias para os
controles negativos por linhagem

Linhagem N Média Desvio Padrao Minimo Méaximo Mediana

TA98 846 29 10 11 184 26
TA100 625 127 28 70 368 122
YG1041 311 121 37 36 244 116
YG1042 413 100 33 43 285 90

Tabela A.2. Medidas resumo referentes ao numero de colénias de bactérias para os
controles negativos - linhagem TA98

Método Com S9
N Média Desvio Padrao Minimo Maximo Mediana
Ames - Incorporagcdo em Placas 132 29 6 14 54 28
Ames com pré-incubacéo 10 29 4 24 37 27
Kado 237 30 15 12 184 26
Direto 44 33 9 19 62 32
Método Sem S9
N Média Desvio Padrdo Minimo Maximo Mediana
Ames - Incorporagéo em Placas 132 27 7 12 76 25
Ames com pré-incubagao 11 26 7 18 43 25
Kado 234 28 7 11 64 26
Direto 46 29 9 17 65 26

Tabela A.3. Medidas resumo referentes ao numero de colénias de bactérias para os
controles negativos - linhagem TA100

Método Com S9
N Média Desvio Padrdo Minimo Maximo Mediana
Ames - Incorporagcdao em Placas 124 114 21 81 183 110
Kado 147 137 28 83 238 137
Direto 42 135 24 85 204 131
Método Sem S9
N Média Desvio Padrdo Minimo Maximo Mediana
Ames - Incorporagédo em Placas 120 118 23 70 187 116
Kado 148 129 32 79 368 122

Direto 44 136 23 90 186 133
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Tabela A.4. Medidas resumo referentes ao numero de colénias de bactérias para os
controles negativos - linhagem YG1041

Método Com S9 -
N Média _ Desvio Padrdao Minimo  Méximo Mediana
Ames - Incorporacao em Placas 38 112 25 64 207 109
Ames com pré-incubacao 8 98 16 84 134 91
Kado 112 115 39 46 244 108
Método Sem S9 :
N Média Desvio Padrdo Minimo  Méaximo Mediana
Ames - Incorporagéo em Placas 38 123 32 66 201 120
Ames com pré-incubacao 8 100 10 88 118 99
Kado 107 135 39 36 242 130

Tabela A.5. Medidas resumo referentes ao numero de colénias de bactérias para os
controles negativos - linhagem YG1042

Método Com S9 .

N Média _ Desvio Padrdo Minimo  Maximo Mediana
Ames - Incorporacdo em Placas 31 97 29 68 187 85
Ames com pré-incubacao 11 101 10 88 126 97
Kado 163 102 38 43 285 91
Método Sem S9 :

N Média  Desvio Padrdo Minimo  Maximo Mediana
Ames - Incorporacao em Placas 30 95 27 63 172 87
Ames com pré-incubacao 11 96 9 80 111 98

Kado 167 99 33 63 249 89
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Tabela 32. Resultado da ANOVA, para as variaveis Método e Ativagcdo Metabdlica
(linhagem TA98)

HIPOTESES:

Ho: Nao existe diferenca entre 0 niumero médio de colbénias para controles negativos,
para as variaveis método e ativagdo metabdlica.

Hi: Existe pelo menos uma diferenga entre 0 niumero médio de colénias dos controles
negativos, para as variaveis método e ativagdo metabdlica.

Fator Graus de Liberdade Soma de Quadrado Quadrado Médio Estatistica F Nivel Descritivo
Metodo 3 962,59 320,86 3,25 0,02
Ativacao 1 444 22 444 22 4,50 0,03
Metodo*Ativacao 3 55,14 18,38 0,19 0,91
Erro 838 82.805,32 98,81
Total 845 84.990,30
Fator Graus de Liberdade | Soma de Quadrado Quadrado Médio Estatistica F| Nivel Descritivo
Metodo 3 954,89 318,30 3,23 0,02
Ativacao 1 1.184,92 1.184,92 12,03 0,00
Error 841 82.860,46 98,53
Total 845

COMPARACAO Diferenca entre as médias Intervalo de Confianca 95%
Método Direto - Ames sem pré-incubacio 3,6818 [0.5629;6.8007]
Ativacao Com S9 - Sem S9 2.367 [1.027;3.707]

Tabela 33. Resultado da ANOVA, para as variaveis Método e Ativagcdo Metabdlica
(linhagem TA100)

Fator Graus de Liberdade Soma de Quadrado Quadrado Médio | Estatistica F Nivel Descritivo
Metodo 2 2,70 1,35 35,67 0,00
Ativacao 1 0,01 0,01 0,22 0,64
Metodo*Ativacao 2 0,28 0,14 3,76 0,02
Erro 619 23,42 0,04
Total 624
Fator Graus de Liberdade Somade Quadrado <Quadrado Médio Estatistica F Nivel Descritivo
Metodo 2 2,72 1,36 35,57 0,00
Ativacao 1 0,04 0,04 1,11 0,29
Error 621 23,70 0,04
Total 624

COMPARACAO Diferenca entre as médias Intervalo de Confianca 95%
Método Direto - Ames sem pré-incubacao 1.16 [1.10;1.23]

Método Kado - Ames sem pré-incubacéo 1.13 [1.09;1.18]
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Tabela 34. Resultado da ANOVA, para as variaveis Método e Ativagdo Metabdlica
(linhagem YG1041)

Fator Graus de Liberdade Soma de Quadrado Quadrado Médio Estatistica F Nivel Descritivo
Metodo 2 0,56 0,28 3,29 0,04
Ativacao 1 0,24 0,24 2,80 0,10
Metodo*Ativacao 2 0,17 0,08 0,97 0,38
Erro 305 26,12 0,09
Total 310
Fator Graus de Liberdade | Soma de Quadrado Quadrado Médio Estatistica F| Nivel Descritivo
Metodo 2 0,56 0,28 3,28 0,04
Ativacao 1 1,55 1,55 18,12 0,00
Error 307 26,29 0,09
Total 310

COMPARACAO Diferenca entre as médias Intervalo de Confianca 95%
Método Direto - Ames sem pré-incubacéo 1.21 [1.01;1.40]
Ativacao Com S9 - Sem S9 1.15 [1.08;1.23]

Tabela 35. Resultado da ANOVA, para as variaveis Método e Ativagcdo Metabdlica
(linhagem YG1042)

Fator Graus de Liberdade Soma de Quadrado Quadrado Médio Estatistica F Nivel Descritivo
Metodo 1 0,06 0,06 1,07 0,30
Ativacao 1 0,01 0,01 0,25 0,62
Metodo*Ativacao 1 0,00 0,00 0,08 0,77

Erro 79 4,10 0,05

Total 82

Fator Graus de Liberdade Somade Quadrado <Quadrado Médio Estatistica F Nivel Descritivo
Metodo 1 0,06 0,06 1,09 0,30
Ativacao 1 0,01 0,01 0,17 0,68

Error 80 4,10 0,05

Total 82
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Tabela 36. Estimativas da média dos controles negativos (B), da inclinagdo da curva (S)
e da taxa de toxicidade (T), para ensaios realizados com as linhagens TA98 e TA100

TA98 TA100
B ) T B ) T B ) T B ) T
26.64  0.17 0.00  19.45  0.40 001 | 159.12  2.00 001  141.65  0.30 0.00
2859  0.03 0.00 2826 0.0 0.00 | 188.07  2.09 001  151.62  0.15 0.00
2716 0.33 000 2735  0.14 0.00 | 153.65  0.47 000 150.28  1.16 0.00
2410  0.09 000 3189  0.01 0.00 | 18368  0.15 000  137.02  0.24 0.00
26.38  0.21 0.00  42.31 0.24 0.00 | 15211  0.20 0.00  130.39  2.65 0.01

20.97 0.34 0.01 21.22 0.02 0.00 109.36 1.02 0.01 147.55 0.07 0.00
23.68 0.08 0.00 26.70 0.18 0.00 100.40 1.49 0.01 124.68 2.85 0.02
51.88 0.23 0.00 25.55 0.18 0.00 154.14 0.87 0.00 132.50 3.28 0.02
25.18 0.03 0.00 31.88 0.02 0.00 140.48 0.97 0.00 110.38 3.42 0.01

25.79 0.01 0.00 23.98 0.02 0.00 140.40 0.44 0.00 128.14 1.60 0.01
30.72 0.17 0.00 39.57 0.39 0.01 166.02 1.72 0.01 144.84 0.00 0.00
27.34 0.02 0.00 19.30 0.01 0.00 153.27 1.17 0.00 138.07 0.23 0.00
31.27 0.32 0.00 28.02 0.30 0.01 157.31 2.07 0.01 120.15 1.21 0.01

24.47 0.08 0.00 32.00 0.39 0.00 104.89 0.99 0.01 158.30 0.72 0.00
33.83 0.02 0.00 25.92 0.10 0.00 107.27 0.79 0.00 114.38 0.13 0.00
24.37 0.04 0.00 29.11 0.06 0.00 150.55 0.73 0.00 87.80 0.17 0.00
35.73 0.00 0.00 19.78 0.16 0.00 133.57 0.88 0.00 126.51 1.34 0.01
20.25 0.55 0.01 21.00 0.04 0.00 113.44 0.05 0.00 114.83 0.89 0.00
23.92 0.51 0.01 24.07 0.09 0.00 140.14 0.97 0.01 134.11 0.01 0.00
20.79 0.01 0.00 20.54 0.13 0.00 144.95 1.62 0.01 163.59 3.79 0.01
28.25 0.03 0.00 59.15 0.70 0.01 131.39 0.17 0.00 158.60 0.88 0.00
51.39 0.46 0.00 24.20 0.33 0.00 104.12 1.06 0.00 158.40 1.62 0.01
16.01 0.17 0.00 40.11 0.40 0.00 175.02 1.28 0.01 182.89 2.64 0.01
20.30 0.13 0.00 32.63 2.61 0.03 142.69 0.03 0.00 157.49 4.77 0.01
27.76 0.28 0.01 20.79 1.18 0.01 100.36 0.43 0.00 142.07 1.23 0.00
52.40 0.57 0.01 27.67 0.53 0.00 145.30 0.00 0.00 161.73 1.48 0.01
32.70 0.09 0.00 24,74 0.18 0.00 152.75 1.22 0.00 148.36 1.05 0.00
25.31 0.33 0.01 33.24 0.24 0.00 179.29 0.80 0.00 159.53 1.65 0.01
29.31 0.11 0.00 32.05 1.14 0.01 144.76 1.96 0.01 137.14 0.77 0.00
37.29 0.29 0.00 35.50 0.73 0.01 155.59 0.64 0.00 116.43 0.00 0.00
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Figura B.1.

Linhagem: TA98

Gréficos de perfis para o método de Ames — Incorporacdo em Placas

38
36 -
N —
22
8
5 S
s -
:8 28
z
26
2
22 = —
20 -
A1 R2 R3 R4 RS E T:g‘;DF
Réplica

Figura B.2. Graficos de perfis para o método de

Com S9

38

36

34

32

30

28

N2 de colénias

26

24

22

20

Réplicas

—— Média
T :0,95'DP

Sem S9
38
36 g
34 I T ——
32
30
g
5 28
8
8 26 —
z
24
22
20
18 - -
18 —»— Média
Ri R2 R3 R4 R5 I +0,95'DP
Réplica:
L, ~
Ames com pré-incubagao
Sem S9
40
38 =
36 — b
34
32
30 —_—
8
& 28
8
8 2 F——
b3
24
22 1
20
18 —— =
16 —
14 —— Média
Ri R2 R3 R4 R5 I +0,95'DP
Réplicas

33



Linhagem: TA98

Figura B.3. Graficos de perfis para 0 método de Kado
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Figura B.4. Graficos de perfis para 0 método de Direto
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Linhagem: TA100
Figura B.5. Graficos de perfis para o método de Ames — Incorporagao em Placas
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Figura B.6. Graficos de perfis para 0 método de Kado
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Linhagem: YG1041
Figura B.8. Graficos de perfis para o método de Ames — Incorporagao em Placas

Com S9 Sem S9
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Figura B.9. Graficos de perfis para o método de Ames com pré-incubagao
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Figura B.10. Graficos de perfis para 0 método de Kado
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Figura B.11. Graficos de perfis para 0 método de Ames — Incorporagao em Placas
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Figura B.12. Graficos de perfis para 0 método de Ames com pré-incubagéo
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Figura B.13. Graficos de perfis para 0 método de Kado
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Figura B.14. Box Plot para linhagem TA98, por método e ativacdo metabdlica
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Figura B.15. Box Plot para linhagem TA100, por método e ativagdo metabdlica
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Figura B.16. Box Plot para linhagem YG1041, por método e ativagdo metabdlica
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Figura B.17. Box Plot para linhagem YG1042, por método e ativagdo metabdlica
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Linhagem: TA98

Figura B.18. Histogramas para o método de Ames sem pré-incubagao
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Figura B.19. Histogramas para o método de Kado
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Figura B.20. Histogramas para o método de Direto
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Figura B.21. Histogramas para o método Ames com pré-incubagéo

Com S9

Sem S9

Frequéncia

3,2

33

34
Ln do n°® médio de coldnias

3,5

36

Frequéncia

2,8

3,0 3,2 3,4
Ln do n° médio de coldnias

3,6 38




Linhagem: TA100
Figura B.22. Histogramas para o método de Ames sem pré-incubagao
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Figura B.23. Histogramas para o método de Kado
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Figura B.24. Histogramas para o método de Direto
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Figura B.25. Histogramas para o método de Ames sem pré-incubagao

Sem S9
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Figura B.26. Histogramas para o método de Kado
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Figura B.27. Histogramas para o método Ames com pré-incubagéo
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Linhagem: YG1042
Figura B.28. Histogramas para o método de Ames sem pré-incubagao
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Figura B.29. Histogramas para o método de Kado
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Figura B.30. Histogramas para o método Ames com pré-incubagéo
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Figura B.31. Graficos de Probabilidade, para o método Ames sem pré-incubagao, com

S9
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Figura B.32. Graficos de Probabilidade, para o método Ames sem pré-incubacao, sem
Distribuicdo Normal Distribuicdo Log Normal
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Figura B.33. Graficos de Probabilidade, para o método Ames com pré-incubagao, com

S9
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Figura B.34. Graficos de Probabilidade, para o método Ames com pré-incubagao, sem
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Figura B.35. Graficos de Probabilidade, para o método Kado, com S9
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Figura B.36. Gréaficos de Probabilidade, para o método Kado, sem S9
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Figura B.37. Graficos de Probabilidade, para o método Direto, com S9
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Figura B.38. Gréficos de Probabilidade, para o método Direto, sem S9
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Figura B.39. Graficos de Probabilidade, para o método Ames sem pré-incubagao, com

S9
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Figura B.40. Graficos de Probabilidade, para o método Ames sem pré-incubacao, sem
Distribuicdo Normal Distribuicdo Log Normal
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Linhagem: TA100

Figura B.40. Graficos de Probabilidade, para o método Kado, com S9
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Figura B.41. Gréficos de Probabilidade, para o método Kado, sem S9
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Figura B.42. Graficos de Probabilidade, para o método Direto, com S9
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Figura B.43. Gréficos de Probabilidade, para o método Direto, sem S9
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Figura B.44. Graficos de Probabilidade, para o método Ames sem pré-incubagao, com

S9
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Figura B.45. Graficos de Probabilidade, para o método Ames sem pré-incubacao, sem
Distribuicdo Normal Distribuicdo Log Normal
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Figura B.46. Graficos de Probabilidade, para o método Ames com pré-incubagao, com

S9
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Figura B.47. Graficos de Probabilidade, para o método Ames com pré-incubagao, sem
Distribuicdo Normal Distribuicdo Log Normal
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Figura B.48. Graficos de Probabilidade, para o método Kado, com S9
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Figura B.49. Gréficos de Probabilidade, para o método Kado, sem S9
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Figura B.50. Graficos de Probabilidade, para o método Ames sem pré-incubagao, com

S9
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Figura B.51. Graficos de Probabilidade, para o método Ames sem pré-incubagao, sem
Distribuicdo Normal Distribuicdo Log Normal
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Linhagem: YG1042

Figura B.52. Graficos de Probabilidade, para o método Ames com pré-incubagao, com
S9
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Figura B.53. Graficos de Probabilidade, para o método Ames com pré-incubagao, sem
S9
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Figura B.54. Graficos de Probabilidade, para o método Kado, com S9

57

Distribuicdo Normal Distribuicdo Log Normal
0 100 200 300 400 10 100 1000
[ ]
99 ° t 99 994 99
L ]
954 95 954 95
90 k90 901 90
— 804 80 — 80+ t 80
g 704 70 8 704 t 70
£} - - 4 -
£ ] FS E & Fso
O 404 t 40 v 404 t 40
g 304 30 & 304 30
20 20 204 20
104 10 104 r 10
54 rs 54 -5
14 1 14 1
01 f T T T T T 01 o1 T T 01
0 100 200 300 400 10 100 1000
N° médio de colénias N° médio de colénias
Figura B.55. Gréaficos de Probabilidade, para o método Kado, sem S9
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Figura 56. Grafico dos Residuos x Valores Ajustados para linhagem TA98
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Figura 57. Grafico dos Residuos x Valores Ajustados para linhagem TA100
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Figura 58. Grafico dos Residuos x Valores Ajustados para linhagem YG1041
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Figura 59. Grafico dos Residuos x Valores Ajustados para linhagem YG1042
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Figura 60. Distribuicdo empirica da poténcia de mutagao para a linhagem TA100

tribuicdo empirica da poténcia de mutacao para a linhagem TA98
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Figura 62. Grafico de iteracdo da média do numero de colbnias, para as variaveis
Método e Ativacdo Metabdlica (TA98)
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Figura 63. Grafico de iteracdo do log da média do numero de colbnias, para as
variaveis Método e Ativagdo Metabdlica (TA100)
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Figura 64. Grafico de iteracdo do log da média do numero de colbnias, para as
variaveis Método e Ativagdo Metabdlica (YG1041)
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Figura 65. Grafico de iteracdo do log da média do numero de colbnias, para as
variaveis Método e Ativagdo Metabdlica (YG1042)
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Programas
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Saida 1. Saida do modelo de regressao nao linear para a linhagem TA 100.

Iterative Phase

Iter B S T
0 122.8 2.0000 0.00100
1 101.8 1.1529 0.00269
2 101.5 1.4526 0.00529
3 101.6 1.5517 0.00581
4 101.7 1.5445 0.00579
5 101.7 1.5449 0.00579
6 101.7 1.5449 0.00579

NOTE: Convergence criterion met.

Estimation Summary

Method Gauss-Newton
Iterations 6

Sum of
Squares

336784
17658.
3927.
3763.
3763.
3763.
3763.

NN W oo

NOTE: An intercept was not specified for this model.

Sum of Mean
Source DF Squares Square
Regression 3 202292 67430.6
Residual 10 3763.2 376.3
Uncorrected Total 13 206055

Corrected Total 12 6414.9

F Value

179.18

Approx
Pr > F

<.0001
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Programa. Software desenvolvido que indica se existe mutacao.

%$let LINHAGEM = TA1lQ0;

%$let CAMINHO = $%$nrstr(C:\);
SLET X = 0;

$SLET X1 = 5;

$LET X2 = 10;

$LET X3 = 50;

$LET X4 100;

$SLET X5 200;

$LET X6 000;

SLET X7 000;

$let bl
$let b2
$let b3
$let b4
$let b5 =
$let R11 =
$let R12
$let R13
$let R21
$let R22
$let R23
$let R31
$let R32
%$let R33
$let R41
$let R42
$let R43
$let R51
$let R52
%$let R53
%$let RO1
%$let R62
%$let R63
$let R71
$let R72 =
%$let R73 =
$LET ARQUIVO = AMES.XLS;

Il
o
~

.~

Il
o o oo
~

Il
cNeNoNeoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNolNoNeR
~

~.

~.

L | | | | | | T B
Nt Nt Ne e Ne Ne oNe e s

.~

L | | R | B A
Ne N Ne Ne e e s

~.

~.

$WINDOW CONVERSOR COLOR=WHITE COLUMNS=80 ROWS=60

#05 @38 ’CETESB’ COLOR=BLUE ATTR=REV_VIDEO

#07 @35 ’'TESTE DE AMES’ COLOR=BLUE ATTR=UNDERLINE

#12 @6 'DIRETORIO' @20 CAMINHO 50 COLOR=BLACK ATTR=REV_VIDEO

/* #14 @6 'ARQUIVO EXCEL:' @20 ARQUIVO 15 COLOR=BLACK ATTR=REV_VIDEO

@40 'ARQUIVO COM A EXTENSAO XLS' COLOR=ORANGE

#16 @6 'NOME DA MACRO' @20 NOME_MACRO 15 COLOR = BLACK ATTR=REV_VIDEO
@40 'NOME DA MACRO NO EXCEL' COLOR = ORANGE */

#18 @6 'LINHAGEM:' (@20 LINHAGEM 15 COLOR=BLACK ATTR=REV_VIDEO
@40 'ENTRE COM A LINHAGEM DO ESTUDO' COLOR = ORANGE

#20 @20 'DOSE' @27 'R1' @33 'R2' (@39 'R3' (@45 'R4' (@51 'R5!



#21

#22

#23

#24

#25

#26

#27

#28 @2

#29 (@1
COLOR=GREEN

#32 @10 'PRESSIONE ENTER PARA EXECUTAR, OU CTRL+BREAK PARA TERMINAR.'

COLOR=GREEN;

@20
€26
@32
@38
e44
@50

@20
€26
@32
@38

@20
€26
@32
@38

@20
€26
@32
@38

@20
€26
@32
@38

@20
€26
@32
@38

@20
€26
@32
@38

0 X7
€26
@32
@38

0 'NO CASO DO VALOR NAO EXISTIR, PREENCHA COM O VALOR ZERO'

B1
B2
B3
B4
BS5

X1

R11
R12
R13

X2

R21
R22
R23

X3

R31
R32
R33

X4

R41
R42
R43

X5

R51
R52
R53

X6

R61
R62
R63

4
R71
R72
R73

$DISPLAY conversor;

$MACRO RODA;
$LET CAMINHO

%let bl = &b
%let b2 = &b
%let b3 = &b
%let b4 = &b

%let b5 = &b
%let R11 = &

[ R R

COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK

COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK

[

COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK

[

COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK

[

COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK

[

COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK

[

COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK
COLOR=BLACK

[

ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO

ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO

ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO

ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO

ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO

ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO

ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO

COLOR=BLACK ATTR=REV_VIDEO

4 COLOR=BLACK
4 COLOR=BLACK
4 COLOR=BLACK

ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO
ATTR=REV_VIDEO

= %UNQUOTE (&CAMINHO) ;

1;
2;
3;
4;
5;
R11;

66



$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let
$let

R12 = &R12;
R13 = &R13;
R21 = &R21;
R22 = &R22;
R23 = &R23;
R31 = &R31;
R32 = &R32;
R33 = &R33;
R41 = &R41;
R42 = &R42;
R43 = &R43;
R51 = &R51;
R52 = &R52;
R53 = &R53;
R61 = &R61;
R62 = &R62;
R63 = &R63;
R71 = &R71;
R72 = &R72;
R73 = &R73;
X = &x;

x1l = &x1;
X2 = &x2;
x3 = &x3;
x4 = &x4;
x5 = &x5;
X6 = &x6;
x7T = &x7;

$MEND RODA;
%$RODA;
amostral;

data
dose
rl =
r2 =
r3 =
rd =
r5 =
run;

data
dose
rl =
r2 =
r3 =
run;

data
dose

r2 =
r3 =
run;

data
dose
rl =
r2 =

&X;

&bl;
&b2;
&b3;
&bd;
&b5;

amostra?;

&x1;

&R11;
&R12;
&R13;

amostra3;
=&X2;
&R21;
&R22;
&R23;

amostraid;

&x3;

&R31;
&R32;
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run;

data
dose
rl =
r2
r3 =
run;

data
dose
rl =
r2 =
r3 =
run;

data
dose
rl =
r2
r3 =
run;

data
dose

r2 =

run;
data

run;
proc
proc
proc
proc
proc
proc
proc
proc

proc

run;

data

run;

Proc

&R33;

amostrab;

= &x4;
&R41;
&R42;
&R43;

amostra6;

= &x5;
&R51;
&R52;
&R53;

amostra’;

= &x6;
&R61;
&R62;
&R63;

amostra8;

= &x7;
&R71;
&R72;

= &R73;

amostra;

merge
if rl

delete
delete
delete
delete
delete
delete
delete
delete

= r2

data
data
data
data
data
data
data
data

print data
var dose rl r2 r3 r4d r5;

amostra;
set amostra;

y = mean

nlin data =
MAXITER = 30;

parms

B =

r3 = rd4d = r5 = . then delete;

amostral;
amostra?;
amostra3;
amostraid;
amostrab;
amostrab6;
amostra’;
amostra8;quit;

amostra;

(rl, r2, r3, r4, r5);

amostra

100 s= 2 T =0.001;

Bounds B > 0, S > 0, T > 0;
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Model Y

Output
Run;

proc sort data

/*
data _null_;
set amostra;
if first.s;

out

by s;

mean;

amostra Pre

call symput("S",s);

run;

PROC IMPORT

GETNAMES=YES;

RUN;
/*
proc
var s;
output out
40 41 42 43
64 65 66 67
88 89 90 91
P9 pl0 pll
P27 p28 P29
P45 p46 p4d7
P63 p64d p65S
r8l P82 p83

r99 pl00;
run;

OUT= DADOS
DATAFILE= "&caminho.\&linhagem.xls"
DBMS=EXCEL2000 REPLACE;

univariate data

dados ;

dicted

amostra;by s;run;

PHat Parms

B

Cria os percentis a partir do histdérico*/

S T;

69

Cria a varidvel macro s com o valor observado no ensaio realizado */

saida pctlpts=1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

20 21 22 23
44 45 46 47
68 69 70 71
92 93 94 95
pl2 pl3 pl4
P30 p31l p32
P48 p49 pS50
P66 P67 P68

r84 p85 p86

options mprint symbolgen;

data saida;

set saida;
retain title p;
array pl[l100];

do 1 =1 to 99;

if (pli] < &s) then

aux = (pl[i] + pli+1l])/2;
p = (& - P[i])/(p[i+1]
end;

p=1

(p + aux);

24 25 26 27
48 49 50 51
72 73 74 75
96 97 98 99
plS5 plée pl7
P33 p34 p35
51 p52 p53
p6°% p70 p71

r87 P88 P89

- plil);

28 29 30 31

52 53 54 55

76 77 78 79

32 33 34 35

56 57 58 59

80 81 82 83

100 pctlpre=pl p2 p3 p4

pl8 pl9 p20

p36 p37 P38
r54 p55 pb56
p72 p73 p74

P90 p9l1 p92

P21 p22 p23

P39 p40 p4l

57 p58 P59

75 p76 p77

P93 p94 p95

36 37 38 39
60 61 62 63

84 85 86 87

p5 p6 p7 p8

p24 p25 p26

P42 p43 p44

P60 p6l p62

p78 p79 p80

r96 P97 P98



title = "A probabilidade de se observar valores mais extremos ao
observado no ensaio é:";

call symput ("p",p);

keep p;
run;

title " A poténcia de mutagenicidade é: &s";
proc print data = saida;

var title p;

run;

70



LINHAGEM TA100

The NLIN Procedure

Approx
Parameter Estimate Std Error Approximate 95% Confidence Limits
B 101.7 10.2825 78.7431 124.6
S 1.5449 0.5634 0.2896 2.8002
T 0.00579 0.00151 0.00242 0.00915

Approximate Correlation Matrix

B S T
B 1.0000000 -0.6335671 -0.5136416
S -0.6335671 1.0000000 0.9591495

T -0.5136416 0.9591495 1.0000000



