RAE — CEA — 08P12
RELATORIO DE ANALISE ESTATISTICA SOBRE O
PROJETO: “ORGANIZAGAO DO FUSO MITOTICO
EM CELULAS NORMAIS E  TUMORAIS:
ASSOCIACAO ENTRE A ACAO DE DROGAS QUE
ATUAM SOBRE OS MICROTUBULOS E A
AGRESSIVIDADE TUMORAL?”.

Julia Maria Pavan Soler
Bruno Ramos dos Santos

William Custoédio

Séo Paulo, julho de 2008



CENTRO DE ESTATISTICA APLICADA - CEA
RELATORIO DE ANALISE ESTATISTICASOBRE O PROJETO:

TITULO: “Organizago do fuso mitético em células normais e tumorais: associacéo entre

a acao de drogas que atuam sobre os microtubulos e a agressividade tumoral.”
PESQUISADORA: Beatriz Branddo Vaz de Lima

ORIENTADORA: Glaucia Maria Machado Santelli

INSTITUICAO: Instituto de Ciéncias Biomédicas — USP

FINALIDADE: Mestrado

RESPONSAVEIS PELA ANALISE:  William Custodio

Bruno Ramos dos Santos

Julia Maria Pavan Soler

REFERENCIA DESTE TRABALHO:

CUSTODIO, W.; SANTOS, B.R.; SOLER, J.M.P. Relatdrio de analise estatistica sobre
o projeto: “Organizacdo do fuso mitdético em células normais e tumorais:
associacdo entre a acdo de drogas que atuam sobre os microtubulos e a
agressividade tumoral”. Sdo Paulo, IME-USP, 2008. (RAE — CEA 08P12).



FICHA TECNICA

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

CHEN, J.G; HORWITZ, S.B. (2002). Differential mitotic responses to microtubule-
stabilizing and destabilizing drugs. Cancer Research, v. 62, p. 1935-1938.

LENGAUER, C.; KINZLER, K.W.; VOLGELSTEIN, B. (1998). Genetic instabilities in
human cancers. Nature, v. 396, p. 643-649,

PAULINO, C.D.; SINGER, J.M. (2006). Analise de Dados Categorizados. 1.ed.
Edgard Blucher. 648p.

RAJAGOPALAN, H. LENGAUER, C. (2004). Aneuploidy and cancer. Nature, v. 432, p.
338-341.

PROGRAMAS COMPUTACIONAIS UTILIZADOS
Microsoft Office (versdo 2003)

Software MINITAB (verséo 14)

Software R (verséo 2.5.1)

TECNICAS ESTATISTICAS UTILIZADAS

Analise Descritiva Unidimensional (03:010)
Andlise de Dados Categorizados (06:030)

AREA DE APLICACAO

Bioestatistica (14:030)



INDICE
RESUIMIO <. e et e e e e e et e e e e e e e e e e as e r e e e e e e nnra e e e ees 5
O 14 e Yo 10 o= Lo TR PP PUPRPPOPPPRR 6
2. O LIV OS e ———————————————————— 7
I © I o] [o] [0 o =] 11 | = PP PPPP 7
VAN B ITSYod o= To I [o I 1] {0 Lo [0 PP OPPPPPPPRPPP 7
O N 1 T 0 1o 4 = VPP PPPPRTRR 7
4.2. Delineamento eXperimental ... 8
4.3. EXECUGA0 JO EXPEIMENTO ..ciiiiiiiiiiie et iee ettt e e e e e e 8
4.4, DESCIICAO dAS VANAVEIS ...ceiiiiie e e i i e ittt s ettt e e e e e e e e s e reeeeaaaeeeaaaan 9
5. ANALISE AESCIITIVA ..uviiiiiiiiiiie et e e et e e e e et e e e e e e ntae e e e e annneeas 9

5.1. Andlise descritiva da ploidia como variavel quantitativa independente

(0 LS A= = 1 1= 1 o LSRR 10
5.2. Andlise descritiva da ploidia com variavel quantitativa para cada linhagem
independente de tEMPO € AIOga .. .uuu i iuiiiieeiiiei e e e 10

5.3. Andlise descritiva da ploidia como variavel quantitativa para cada tratamento

.......................................................................................................................................... 10
5.4. Andlise descritiva da ploidia categorizada para cada tratamento................... 12
6. Analise inferencial da variavel ploidia.........ccccceeiiiiiiiii i 13
6.1. Modelo funcional linear para linhagem Normal ............ccoooociiiiiieiie e, 14
6.2. Modelo funcional linear para linhagem Moderada.............ccccvviieeiieeeeiiinninnneee. 15
6.3. Modelo funcional linear para linhagem Agressiva..........ccoccccvvieeeieeeeeeeeececcnee, 15
6.4. Modelo log-linear para linhagem NoOrmal ...........ccccvvviiiiiiiic e 16
6.5. Modelo log-linear para linhagem Moderada .........cccccceeeeeiiiiiiiiiiieieeee e 17
6.6. Modelo log-linear para linhagem AQreSSIVa ........cuueeuueiiiiiiiiiiiiiieiesee e eeeeee e 18
A 0T o 1T 1T o 1= SRR 19
APENAICE A = TaDEIAS... ..o e e e e e e e e e e e 21
APENAICE B — GrafiCOS ..uiiiiiiii et 29

APENAICE C = MOUEIOS ... e e e e e e e e e e e 46



Resumo

Este estudo tem como finalidade averiguar os possiveis efeitos de trés fatores,
linhagem (Normal, tumoral Moderada, tumoral Agressiva), tempo (24h e 48h) e droga
(Controle, Taxol, Vincristina), assim como suas interagdes, sobre a quantidade de
material genético (DNA) de células da mama humana.

Para isto analisamos dados de um experimento onde células de cada uma das
trés linhagens foram expostas a acao das drogas nos dois tempos de interesse. A variavel
resposta de interesse é a ploidia (u.a.)!, que mede a quantidade de DNA presente no
nacleo das células. Um total de 250 células de cada condicdo experimental foi avaliado
segundo a ploidia.

Na andlise inferencial do problema foram ajustados modelos estatisticos, log-
lineares e funcionais lineares, para cada uma das trés linhagens, os quais consideram os
efeitos dos fatores na variavel ploidia categorizada.

A droga Vincristina apresentou efeito nas trés linhagens, com interacdo com o
tempo para ambos os modelos nas linhagens Moderada e Agressiva, indicando, em
geral, maior quantidade de material genético no tempo de 24 h. A droga Taxol somente
apresentou efeito na linhagem Moderada, também com interagdo com o tempo, porém

na direcao contraria.

L Unidade arbitraria.



1. Introducéo

AlteracOes genéticas podem produzir transformacdo maligna da célula normal em
célula tumoral. Essa transformacgé@o pode ocorrer pela perda da fidelidade no processo
de replicacéo, reparo e segregacédo do genoma. Os mecanismos moleculares envolvidos
nestes processos, embora amplamente estudados, ndo estdo completamente
elucidados.

Vérias hipéteses foram formuladas com o intuito de explicar como uma célula
normal da origem a uma célula tumoral. Dentre os processos de transformagéo maligna
da célula encontramos as alteracdes de ploidia, mais especificamente a aneuploidia, que
€ uma caracteristica comum encontrada em tumores e se caracteriza por anormalidades
numeéricas ou estruturais (tais como delecdes), que resultam em desvio do numero
normal de cromossomos ou da quantidade de material genético (DNA) presente nas
células (Rajagopalan e Lengauer, 2004). Sugere-se que a aneuploidia possa ser a causa
de tumorigénese, ou pode ser consequéncia do crescimento desregulado da célula
tumoral, atuando como produto de outros processos essenciais na transformacao
maligna (Lengauer et al, 1998).

Conhecidas drogas inibidoras do fuso mitotico, como as utilizadas neste estudo,
podem ser aneugénicas dependendo da dose administrada, podendo levar a aberragbes
estruturais cromossémicas, poliploidia e aneuploidia. Drogas que estabilizam os fusos
mitéticos, como o Taxol (TX), e drogas que o desestabilizam, tais como Vincristina (VCR),
séo utilizadas no tratamento de diversos canceres humanos, mas cujo mecanismo de
acdo ndo é bem entendido.

O Taxol e a Vincristina sédo drogas utilizadas no tratamento de cancer de mama, e
dependendo da dose administrada podem levar a formacdo de populacdes celulares
aneuploides (Chen e Horwitz, 2002). Dessa maneira, ha varios estudos que tentam

elucidar os efeitos dessas drogas sobre as células e sobre o ciclo celular.



2. Objetivos

O objetivo do estudo é verificar como as drogas Taxol e Vincristina aplicadas em
células de mama humana de trés linhagens diferentes (Normal, tumoral Moderada,
tumoral Agressiva), em dois tempos (24 horas e 48 horas) influenciam na quantidade de
DNA. Em particular, existe interesse em conhecer de que forma essas drogas estao

relacionadas com o fendmeno da aneuploidia.

3. O ciclo celular

No seu processo de diviséo (ciclo celular), uma célula humana normal possui valores
de ploidia que variam entre 2,0 a 4,0 u.a. dependendo da fase do ciclo em que se
encontra. A célula inicia o ciclo celular na fase G1, com valor correspondente de ploidia
igual a 2,0. Na fase seguinte (fase S) o material genético comeca a ser duplicado,
elevando assim o valor de ploidia (entre 2,0 e 4,0 u.a.). Logo a seguir, na fase G2, o
ndcleo comeca a organizar 0S Cromossomos para que, na fase seguinte (mitose), a
divisdo celular inicie-se de fato. E na mitose (ploidia 4,0) do ciclo celular que atuam as
drogas consideradas neste estudo.

Valores de ploidia abaixo de 2,0 indicam células hipodipléides e valores acima de
4,0 células hipertetraploides. Tais tipos celulares podem ser resultado de erros no
processo de divisdo. E exatamente este tipo de célula que se espera encontrar nos

tratamentos em que as drogas foram ministradas.
4. Descricao do estudo
4.1. Amostra
A amostra é composta por um total de 4.500 células (1500 de cada linhagem) de

mama de 3 mulheres. Todas as células de uma determinada linhagem s&o provenientes

de uma Unica mulher.



4.2. Delineamento experimental

Neste estudo foram utilizadas trés linhagens de células de mama: Normal, tumoral
Moderada e tumoral Agressiva. Outros dois fatores estdo presentes no estudo: droga
(Taxol e Vincristina) e tempo (24h e 48h).

Cada linhagem possui 6 tratamentos: 3 no tempo 24h e 3 no tempo 48h. Dentre os
tratamentos do tempo 24h, temos 1 tratamento controle, 1 tratamento que recebeu a
droga Taxol e o tratamento restante recebeu a droga Vincristina, ocorrendo 0 mesmo nos
tratamentos do tempo 48h. Em cada tratamento foram analisadas 250 células, com trés
réplicas para cada tratamento.

Nos tratamentos do nivel 24h do fator tempo as células foram cultivadas em um
meio de cultura liquido, com um tipo de droga e por um periodo de 24 horas. ApGs esse
periodo, as células foram fixadas? e suas estruturas analisadas.

Os tratamentos do nivel 48h do fator tempo passaram por duas etapas: a primeira,
assim como o tratamento descrito anteriormente, consistiu no cultivo das células em um
meio de cultura liquido, com um tipo de droga e por um periodo de 24 horas. ApOs esse
periodo, o meio de cultura liquido com a droga foi removido e entdo colocado um novo
meio de cultura liquido sem a droga por um novo periodo de 24 horas, totalizando 48h.
Essa segunda etapa também é chamada de fase de recuperagdo. Apds esse novo
periodo, as células foram fixadas e suas estruturas analisadas. O delineamento pode ser

visualizado na Tabela A.1.

4.3. Execucao do experimento

As placas contendo as células inseridas em meio de cultura liquido foram colocadas
em estufa a 37 graus Celsius durante 72 horas com a inteng&o de simular o ambiente do
corpo humano. Apés esse periodo, cada placa recebeu um corante que tinha como

funcao “tingir’ o material genético (DNA) presente no nucleo das células. Terminado esse

2 As células sdo mortas e suas estruturas preservadas para andlise do DNA.



processo, uma lamina de microscopio, por placa, era produzida para analise em
microscopio. Uma camera entdo foi conectada ao equipamento para transmitir a imagem
a um computador que, através de um software especifico, mediu a intensidade da
fluorescéncia produzida pelo corante no DNA de cada uma de 250 células.

Estas amostras de 250 células de cada lamina foram selecionadas aleatoriamente
pela propria pesquisadora e como critério de inclusdo deveriam ter seus nucleos

claramente definidos e serem interfasicas (ndo estarem em mitose).

4.4. Descricao das variaveis

O estudo possui apenas uma variavel resposta: ploidia (u.a)®. Esta variavel mede a
quantidade de DNA presente no interior do nucleo celular e através dela é possivel ter
conhecimento da fase do ciclo celular em que se encontra a célula.

A variavel serd analisada na forma continua e na forma categorizada. As categorias
de classificacdo encontram-se na Tabela A.3.

As variaveis explicativas sao trés: linhagem (Normal, Moderada, Agressiva), droga
(Controle, Taxol, Vincristina) e tempo (24h, 48h). Por serem variaveis explicativas

gualitativas, estas serdo denominadas fatores.

5. Andlise descritiva

Iniciaremos a analise do banco de dados considerando a variavel ploidia como
guantitativa. Em uma primeira abordagem foi pesquisada a independéncia entre as
respostas de ploidia paras as células de cada linhagem no grupo controle. Para isso,
graficos com a distribuicdo das observacgfes indexadas foram construidos (Graficos B.1
a B.3) os quais indicaram um padréo tipico de independéncia.

Analisaremos esta variavel em trés etapas: independentemente dos fatores
linhagem, tempo e droga; separadamente por cada linhagem e por ultimo observando

seu comportamento em cada um dos 18 tratamentos. Em seguida, dada a categorizacao

3 Unidades arbitrarias
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definida na Tabela A.3, analisamos o possivel efeito dos fatores em cada tratamento por
meio de tabelas de contingéncia e graficos de barras.
5.1. Andlise descritiva da ploidia como variavel quantitativa independentemente de

tratamento

O Gréfico B.1 mostra o histograma da variavel ploidia independentemente da
linhagem da célula, tempo e droga utilizados no tratamento. Pela analise do grafico ha
indicacdo de que o padrao de variacdo da variavel segue um modelo de mistura de
distribuicdes, dada a caracteristica de bi-modalidade notada no grafico, que pode ser
vista pela concentracdo de valores proximos de 2,0 e de 4,0. Este padrdo de variacdo
dos valores de ploidia ja é conhecido na literatura, o qual descreve as diferentes fases do
ciclo celular em que o conjunto das 250 células se apresenta. Outra caracteristica que

pode ser notada é a assimetria dos dados no histograma apresentado.

5.2. Analise descritiva da ploidia como variavel quantitativa para cada linhagem

independentemente de tempo e droga

O intuito desta secao € verificar 0 quao parecidas, ou diferentes, podem ser as
linhagens de células utilizadas no estudo, independentemente dos outros fatores
envolvidos. Os Gréficos B.5 a B.7 mostram os histogramas da variavel ploidia para
cada linhagem de célula. No Gréfico B.2, histograma da linhagem Normal, podemos notar
de forma mais acentuada a bi-modalidade supracitada na Secéo 5.1, enquanto que no
Grafico B.3, histograma da linhagem Moderada, esse padrao de variacao parece ter uma
influéncia menor na distribuicdo da variavel. Para a linhagem Agressiva, pelo Gréfico B.4,
nao se nota a bi-modalidade, mas sim uma distribuicdo leptocurtica marcante, com

grande concentracdo de células com valores de ploidia proximos de 2,0.

5.3. Andlise descritiva da ploidia como variavel quantitativa para cada tratamento

E interessante, de acordo com os objetivos do estudo, analisarmos o efeito dos

fatores linhagem, droga e tempo, na variavel ploidia. Desta forma, analisaremos o padrédo
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de variacdo das respostas de ploidia segundo o tempo e droga dentro de cada linhagem,
e entdo faremos a comparacao das linhagens entre si em cada nivel dos outros fatores.
Os Graficos B.8 a B.13 apresentam os histogramas e boxplots para cada tratamento e a
Tabela A.2 apresenta estatisticas descritivas dos valores de ploidia dentro de cada
tratamento.

Para a linhagem Normal, pela analise dos Graficos B.8 e B.11, em conformidade
com o que haviamos citado na Secéo 5.2, a bi-modalidade € bastante evidente em todos
0s tratamentos, enquanto que parece nao existir um determinado padrao entre os tempos
24h e 48h. Podemos dizer também que ndo ha evidéncias fortes quanto ao efeito das
drogas (Taxol e Vincristina) com relacéo ao controle, a partir dos gréaficos analisados, isto
€, ndo ha indicacao de diferencas (aparentemente significativas) entre os grupos tratados
e o controle.

Na linhagem Moderada, analisando agora os Gréaficos B.9 e B.12, podemos
verificar que a caracteristica de bi-modalidade estd presente em alguns tratamentos,
enquanto que ndo parece haver uma relacdo clara entre os tempos 24h e 48h. Aqui
também ndo ha evidéncias claras quanto a diferenca entre os grupos tratados com a
droga e 0s seus respectivos controles.

Na linhagem Agressiva, a partir dos Graficos B.10 e B.13, podemos dizer que 0s
histogramas de alguns tratamentos apresentam uma bi-modalidade mais discreta, se
comparada a essa caracteristica em outras linhagens. Pelo boxplot apresentado,
podemos verificar que a variacdo da ploidia para essa linhagem é bem pequena, com
excecao apenas aos tratamentos com a droga Vincristina. Além disso, merece destaque
o fato de que os tratamentos com a droga Vincristina mostram diferencas marcantes com
relacdo ao controle, como aumento de variancia em ambos os tempos e, no tempo 24h,
o boxplot se encontra deslocado mais acima do que o controle, o que significa dizer que,
nesse tempo, as células apresentam valores de ploidia maiores do que no grupo gue nao
recebeu nenhuma droga.

Por ultimo, analisando as linhagens conjuntamente, podemos dizer que as células
da linhagem Agressiva possuem valores de ploidia menores do que a das outras
linhagens, independentemente dos demais fatores. O mesmo ocorre quanto a

variabilidade, ja que os tratamentos da linhagem Agressiva apresentaram menor desvio
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padréo. Por outro lado, a linhagem Normal apresentou a maior variancia relativamente
as outras linhagens.

5.4. Andlise descritiva da ploidia categorizada para cada tratamento.

Tendo em vista os resultados encontrados sobre a distribuicdo da variavel ploidia,
a qual apresentou bi-modalidade, assimetria, curtose positiva, passaremos a
categorizacdo da variavel, que sera dividida em classes de ploidia de acordo com a
definicdo apresentada na Tabela A.3.

Da mesma forma que na Secdo 5.3, analisamos inicialmente dentro de cada
linhagem e, em seguida, fazemos a andlise de forma conjunta.

Verificando as Tabelas A.4 e A.5, podemos notar que, em todos os tratamentos da
linhagem Normal, a classe 2 é a de maior freqiéncia. Nos tratamentos com a droga
Vincristina, independentemente do tempo, ha um aumento consideravel na freqiéncia da
classe 5, com relagéo ao controle. A predominancia destas classes pode ser conferida
de forma mais clara nos Graficos B.14 e B12. Esse efeito acentuado da droga Vincristina
relativamente ao controle pode ser um indicio de aneuploidia nas células que receberam
a droga. A analise grafica também nos mostra que os grupos tratados com a droga Taxol
nao diferem de forma marcante com relagcéo ao controle.

Na linhagem Moderada, a partir das Tabelas A.6 e A.7 e dos Graficos B.16 e B.17,
podemos perceber que a classe de maior freqiéncia é a classe 2. No entanto, nos
tratamentos com a droga Vincristina existe uma diferenca na freqiéncia das outras
classes, ja que no tempo 24h h4 uma diminuicdo, com relagdo ao grupo controle, na
guantidade de células na classe 3 e um aumento na freqiéncia de células da classe 5,
enquanto que, no tempo 48h, ha um aumento significativo na freqtiéncia de células da
classe 1 (32%), também com relacdo ao controle. Para a droga Taxol, isso ocorre
somente no tempo 24h, onde hd um aumento no nimero de células na classe 2 e uma
diminuic&o de células da classe 5, com relagdo ao controle.

Na linhagem Agressiva, segundo as Tabelas A.8 e A.9 e os gréficos B.18 e B.19,
a classe 2 contém a maioria das células dentro de todos os tratamentos, com excec¢ao
apenas dos tratamentos com a droga Vincristina, no tempo 24h. Nesse ultimo grupo, a

classe predominante é a classe 3 (47%), e ainda ha um aumento consideravel na
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frequéncia de células da classe 1 (28%). Pode-se dizer que esta distribui¢cdo diferencia
bastante este grupo do seu respectivo controle, o que poderia ser um indicio de
aneuploidia.

Por fim, analisando de forma conjunta todas as linhagens de células presentes no
estudo, notamos que a droga Taxol mostrou diferengcas marcantes relativamente ao
grupo controle somente na linhagem Moderada no tempo 24h. Enquanto que na droga
Vincristina percebem-se diferencas em praticamente todos os tratamentos, com relagao
ao grupo que ndo recebeu nenhum tipo de droga. Além disso, apenas em alguns
tratamentos com a droga Vincristina a classe 5 aparece com frequéncias relativas

maiores de que 15%, o que poderia ser um indicio de aneuploidia.

6. Analise inferencial da variavel ploidia categorizada

A andlise inferencial da variavel ploidia quantitativa, utlizando diversas
transformacdes na variavel, ndo demonstrou resultados satisfatérios pela andlise de
diagndstivo, mesmo com classes mais flexiveis de distribuicdo (Birnbaum-Saunders) ou
distribuicbes assimétricas. Com isso, optamos pelo ajuste de modelos de dados
categorizados.

Considerando a variavel ploidia categorizada (Tabelas A.4 a A.9 do Apéndice A)
foram ajustados modelos log-lineares e modelos funcionais lineares (vide Paulino e
Singer, 2006), para analisar os possiveis efeitos dos fatores tempo e droga no
comportamento da variavel ploidia para cada uma das 3 linhagens em questao,
separadamente. Modelos que englobavam as 3 linhagens simultaneamente foram
ajustados mas nao obtiveram ajustes satisfatérios, além de envolverem muitos
parametros e serem de dificil interpretacéo.

Os modelos funcionais lineares apresentaram bons ajustes e suas interpretacoes
sao simplificadas. Neste caso, a funcao definida para as 5 classes de resposta foi a classe
média de ploidia. Na formulacdo do modelo adotou-se a parametrizacdo casela de
referéncia, o que significa que a andlise foi feita com relacao a uma referéncia pré-fixada,
gue no caso é o valor esperado da classe média de ploidia no grupo controle no tempo

24 horas. A Tabela A.10 no Apéndice A possui os valores das estatisticas de ajuste
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obtidos por estes modelos, e as Tabelas A.11 a A.13 possuem as estimativas de seus
parametros.

Os modelos log-lineares possibilitam comparar efeitos dos fatores e suas
interacdes considerando cada classe de ploidia relativamente a uma delas. Na analise
adotou-se uma classe, que é a unido das classes 1 e 2, que continuara sendo chamada
de classe 2, como referéncia para todas as demais, uma vez que esta proporcionou 0s
melhores ajustes. Também na formulacdo deste modelo adotou-se a parametrizacao
caselas de referéncia, que nesse caso sdo as chances de classificacdo de uma célula
nas classes 3, 4 e 5, com relacdo a classe 2, no grupo controle, tempo 24 horas. Os
resultados destes ajustes podem ser encontrados no Apéndice A, Tabela A.14 a Tabela
A.16. Segundo interesse da pesquisadora, neste relatorio so discutiremos 0s resultados
referentes as classes 4 e 5 dos modelos log-lineares. As conclusées sobre a classe 3
estdo apresentadas nas tabelas de resultados acima referidas e podem ser interpretadas
de maneira analoga.

Mais detalhes sobre os dois modelos podem ser encontrados no Apéndice C, que

possui uma abordagem mais técnica a respeito.

6.1 Modelo funcional linear para linhagem Normal

Para a linhagem Normal o efeito de interacdo droga*tempo nao foi significativo. O
modelo reduzido que se ajustou aos dados mostrou efeito significativo apenas do
tratamento Vincristina. O valor esperado da classe média de ploidia estimado pelo
modelo para o tratamento controle no tempo 24 horas (casela de referéncia) € 2,942 (p-
valor < 0,001), um valor préximo a classe 3 de ploidia. Importante salientar que, pelo fato
gue nenhum dos efeitos relacionados a droga Taxol e ao tempo serem significativos,
considera-se casela de referéncia a unido dos tratamentos Taxol e Controle original em
ambos os tempos. O acréscimo neste valor quando do uso da droga Vincristina é de
0,404 (p-valor < 0,001). As alteracdes na classe média da ploidia referentes ao uso da
droga Taxol e a mudanca no nivel do fator tempo de 24 horas para 48 horas ndo séo
significativas. Estes resultados podem ser visualizados com o apoio do grafico de perfis

de médias para os dados da linhagem Normal (Grafico B.20).
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A Tabela A.11 do Apéndice A possui os valores das estimativas dos parametros

bem como seus erros-padréo e p-valores.

6.2 Modelo funcional linear para linhagem Moderada

Pelo modelo o efeito da droga Vincristina no tempo 48 horas, que € a diferenca do
valor esperado da classe média de ploidia do grupo Vincristina para o grupo Controle, é
0,935 (p-valor < 0,001) menor que o efeito no tempo 24 horas (efeito de interacéo). Essa
mesma relacao é inversa para a droga Taxol, onde o efeito no tempo 24 horas é 0,599
(p-valor < 0,001) menor que no tempo 48 horas.

Para a linhagem Moderada, o modelo funcional linear que se ajustou aos dados
possui efeitos de interacdo significativos e, portanto, o estudo dos efeitos do fator droga
deve ser feito fixando-se cada nivel do fator tempo, por exemplo. Sendo assim, podemos
afirmar que o valor esperado da classe média de ploidia no tratamento controle no tempo
24 horas é de 2,842 (p-valor < 0,001). Fixando-se o nivel 24 horas do fator tempo, o valor
esperado da classe média de ploidia decresce em 0,546 (p-valor < 0,001) quando
utilizada a droga Taxol. Ao utilizar a droga Vincristina, ainda no tempo 24 horas, o valor
esperado da classe média de ploidia é acrescido em 0,258 (p-valor = 0,021) em relacdo
ao valor do grupo controle. Estes resultados podem ser visualizados a partir do grafico
de perfis de médias, Grafico B.21.

Observando agora apenas o0 grupo controle, temos que o valor esperado da classe
média de ploidia no tempo 24 horas pode ser considerado igual ao do tempo 48 horas,
ou seja, o efeito do fator tempo néo é significante (p-valor = 0,080).

A Tabela A.12 do Apéndice A possui os valores das estimativas dos parametros

bem como seus erros-padréo e p-valores.
6.3 Modelo funcional linear para linhagem Agressiva
Para esse modelo somente a interacdo entre tempo e Vincristina pdde ser

considerada siginificativa. Para essa droga, o efeito no tempo 48 horas € 1,136 menor

gue no tempo 24 horas.
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Também segundo o modelo, apenas a droga Vincristina altera o valor esperado
da classe média de ploidia de maneira significativa (p-valor < 0,001), ndo sendo
significativo o efeito da droga Taxol.

O valor esperado da classe média de ploidia nas células do grupo controle no
tempo 24 horas (casela de referéncia) é 2,406 (p-valor < 0,001). O acréscimo neste valor
fixando-se o nivel 24 horas do fator tempo quando do uso da droga Vincristina € de 1,240
(p-valor < 0,001). Vale ressaltar que a casela de referencia, nesse modelo, se refere ao
conjunto de células que se formam a partir da unido das células que nao receberam
nenhuma droga com as células que receberam a droga Taxol, ja que essa droga nao
apresentou nenhum efeito.

O efeito causado pela mudanca no nivel do fator tempo de 24 para 48 horas néo
causa mudanca significativa no valor esperado da classe média no grupo controle (p-
valor = 0,136). O Grafico B.22 ilustra estes resultados.

A Tabela A.13 do Apéndice A possui os valores das estimativas dos parametros

bem como seus erros-padréo e p-valores.

6.4 Modelo log-linear para linhagem Normal

Segundo o modelo ajustado para essa linhagem, os efeitos de interacdo entre a
droga Vincristina e o tempo somente foram percebidos na chance relativa da classe 3.
Para todas as outras classes e para a droga Taxol podemos dizer que ndo houve
interacao significativa entre droga e tempo.

Como os parametros relacionados ao efeito da droga Taxol ndo se mostraram
significativos no ajuste do modelo, o grupo controle, de interesse para se concluir sobre
os efeitos dos fatores, é formado pelas células que nédo receberam nenhuma droga e as
células que receberam a droga Taxol. Para a classe 4, como o parametro do tempo néo
se mostrou significativo, o grupo Controle também é formado pelas células do nivel 48
horas do fator tempo.

Para esta linhagem, nas caselas de referéncia, podemos dizer que a chance de se

classificar uma célula na classe 2 é 1,4 vezes a chance de se fazer essa classificacdo na
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classe 4 (ver 72 coluna, Tabela A.14). Além disso, a chance de se classificar uma célula
na classe 2 é 8,7 vezes a chance na classe 5.

Pelo modelo ajustado, podemos dizer também que a chance relativa de se
encontrar uma célula na classe 5 no tempo 24 horas € 1,8 vezes a chance de se encontrar
células desta mesma classe no tempo 48 horas, sendo este o efeito do tempo na classe
5.

Para a droga Vincristina, podemos dizer que a chance relativa de se classificar
uma célula na classe 5 quando se utiliza essa droga é 7,6 vezes a chance em
comparacao ao grupo controle (ver 62 coluna). Para a classe 4, essa relacdo é inversa,
ja que a chance relativa de se classificar uma célula nesta classe no grupo controle é 1,6
vezes a chance quando se utiliza a droga Vincristina.

Estes resultados podem ser visualizados com o apoio dos graficos de perfis dos
logaritmos das chances para os dados da linhagem Normal (Graficos B.23 a B.25). As
estimativas dos parametros do modelo ajustado podem ser vistas na Tabela A.14. A
estatistica de Wald (p-valor = 0,124) mostra que ndo ha evidéncias para se rejeitar o

ajuste do modelo.

6.5 Modelo log-linear para linhagem Moderada

No modelo log-linear ajustado para a linhagem Moderada, quatro parametros da
interacdo se mostraram significativos, sendo dois deles para a droga Taxol e o tempo, e
0s outros dois para a droga Vincristina e o tempo. Na classe 5, para droga Taxol,
concluimos a partir do modelo que o efeito (razdo de chances) desta droga no tempo 48
horas é 82,3 vezes o efeito no tempo 24 horas (ver 62 coluna, Tabela A.14). Por outro
lado, na droga Vincristina classe 4, podemos dizer que o efeito desta droga no tempo 24
horas é 8,2 vezes o efeito da droga no tempo 48 horas (ver 72 coluna).

Como a droga Taxol ndo apresentou nenhum tipo de efeito na classe 4, o grupo
Controle para essa classe € formado pelo conjunto das células que nao receberam
nenhuma droga e o das células que receberam a droga Taxol. Na classe 5, como ndo ha

nenhum tipo de efeito da droga Vincristina, o grupo Controle para essa classe é formado
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pela unido dos conjuntos das células que receberam esta droga com o das células que
formavam o grupo Controle de origem.

Também nesta linhagem, para as caselas de referéncia, podemos dizer que a
chance de se classificar uma célula na classe 2 € 3,8 e 3,3 vezes a chance de se fazer
essa classificagao nas classes 4 e 5, respectivamente.

No tempo 24 horas, segundo o modelo para esta linhagem, podemos dizer que a
chance, com relagéo a classe 2, de se encontrar uma célula na classe 5 € 24,2 vezes a
chance de se encontrar células da mesma classe no grupo 48 horas. Para a classe 4, a
chance relativa no tempo 48 horas é 1,7 vezes a do tempo 24 horas. Como ha interacéo
significativa do tempo com as drogas do estudo em ambas as classes, ou seja, para cada
nivel do fator droga o efeito do tempo é diferente, esses resultados se referem ao grupo
Controle.

Com relacéo aos grupos tratados com a droga Taxol, podemos dizer que a chance
relativa de se classificar uma célula na classe 5, no grupo Controle, € 49,1 vezes a chance
de se fazer essa mesma classificacdo no grupo tratado com a droga referida. Como a
interacdo, na classe 5, da droga Taxol com o tempo € significativa, esse efeito se refere
ao tempo 24 horas.

Para a droga Vincristina, para esta linhagem, de acordo com o modelo ajustado,
podemos dizer que a chance relativa de se encontrar uma célula na classe 4, no grupo
tratado com a droga, € 1,7 vezes a chance de se encontrar células dessa mesma classe
no grupo Controle. Essas conclusfes se referem ao tempo 24 horas, pois a interacao
entre o tempo e a droga nesta classe é significativa.

Os Gréficos B.26 a B.28 ilustram os resultados deste modelo. As estimativas dos
parametros do modelo ajustado podem ser vistas na Tabela A.15. A estatistica de Wald

(p-valor = 0,100) indica que o0 modelo parece se ajustar aos dados.
6.6 Modelo log-linear para linhagem Agressiva
Para a linhagem Agressiva, somente as interacdes entre a droga Vincristina e o

tempo se mostraram significativas ao nivel de significancia de 5%. Na classe 5, o efeito

(razdo de chances) desta droga no tempo 24 horas é 45,4 vezes o efeito no tempo 48
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horas. Para a classe 4, o efeito da droga no tempo 24 horas é 3,7 vezes o efeito no tempo
48 horas.

Assim como nos modelos log-lineares da linhagem Normal, os parametros da
droga Taxol ndo se mostraram significativos nesse modelo, logo o grupo Controle para
essa linhagem deve ser formado pelas células que ndo receberam droga e as que
receberam Taxol.

Para a linhagem Agressiva, nas caselas de referéncia, a chance de se classificar
uma ceélula na classe 2 € 52,7 vezes a chance de se classificar esta mesma célula na
classe 5, enquanto que a chance de se classificar uma célula na classe 2 nessa linhagem
€ 5,9 vezes a chance de fazer essa classificacédo na classe 4.

Ainda segundo o modelo ajustado, o efeitos do tempo nas classes 4 e 5 ndo se
mostraram significativos, para o nivel de significancia de 5%.

Para a droga Vincristina, a chance relativa de se encontrar uma célula da classe 5
no grupo tratado com esta droga € 131,8 vezes a chance relativa de se encontrar células
dessa mesma classe no grupo Controle. Para a classe 4, a chance relativa de se
encontrar células no grupo tratado é 7,3 vezes a chance de se encontrar células dessa
classe no grupo Controle.

Estes resultados podem ser visualizados com o apoio dos graficos de perfis dos
logaritmos das chances para os dados da linhagem Normal (Graficos B.29 a B.31). As
estimativas dos parametros do modelo ajustado podem ser vistas na Tabela A.16. A
estatistica de Wald (p-valor = 0,437) mostra que ndo ha evidéncias para se rejeitar o

ajuste do modelo.

7. Conclusodes

Através da andlise inferencial que utilizou como ferramenta os modelos funcionais
lineares e os modelos log-lineares, podemos concluir que para a linhagem Normal de
células néo existe efeito significativo da droga Taxol, enquanto que o tempo se mostrou
significativo somente para as classes 3 e 5, ndo tendo significancia no modelo que
considerava a classe média de ploidia como resposta. A droga Vincristina aumenta o

valor esperado da classe média de ploidia, segundo o modelo funcional linear,
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independentemente do tempo. Isso é ratificado no modelo log-linear na medida que a
chance de se classificar uma célula na classe 5 € maior nos grupos tratados com essa
droga com relag&o ao grupo controle.

Para a linhagem Moderada, podemos dizer que o efeito da droga Vincristina no
tempo 48 horas € menor que no tempo 24 horas, dado que a chance de encontrar células
da classe 4 é maior no tempo 24 horas do que no tempo 48 horas, para essa droga. Por
outro lado, na droga Taxol essas conclusdes sdo inversas, ou seja, o efeito no tempo 48
horas € maior que no tempo 24 horas, pois a chance de encontrar células na classe 5 é
maior no tempo 48 horas que no tempo 24 drogas, quando utiliza-se essa droga. Fixando-
se o nivel Controle do fator droga o efeito da mudanca do nivel 24 horas para 48 horas
do fator tempo néo é significante, segundo o modelo funcional linear. E fixando o nivel 24
horas do fator tempo, podemos concluir que a Vincristina aumenta o valor esperado da
classe média de ploidia, novamente porque a chance de classificar uma célula na classe
5 é maior quanto utiliza-se essa droga se comparada ao controle.

Analisando os modelos para linhagem agressiva concluimos que a droga Taxol
ndo altera de maneira significativa o valor esperado da classe média de ploidia das
células, para o modelo funcional linear, nem os logaritmos das chances das classes 3, 4
e 5, nos modelos log-lineares. Para a droga Vincristina, o efeito desta no tempo 24 horas
€ maior que no tempo 48 horas, o que condiz com a conclusdo do modelo log-linear, que
diz que a chance de encontrar uma célula na classe 5 é maior no tempo 24 horas. Para
o nivel Controle do fator droga, podemos dizer que nao existe efeito de tempo, para
ambos modelos.

Ressaltamos que cuidados devem ser tomados quanto a inferir os resultados
deste trabalho para a populacdo geral, dado que as todas células da amostra de cada
linhagem séo provenientes de uma unica doadora, respectivamente, comprometendo

assim a representatividade amostral.
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Tabela A.1 Categorias dos fatores

LINHAGEM

TEMPO

DROGA

NORMAL

24H

CONTROLE

TAXOL

VINCRISTINA

48H

CONTROLE

TAXOL

VINCRISTINA

MODERADA

24H

CONTROLE

TAXOL

VINCRISTINA

48H

CONTROLE

TAXOL

VINCRISTINA

AGRESSIVA

24H

CONTROLE

TAXOL

VINCRISTINA

48H

CONTROLE

TAXOL

VINCRISTINA

Tabela A.2 Medidas resumo da variavel ploidia para cada tratamento
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LINHAGEM TEMPO DROGA MEDIA DP MiN 1°Q  MEDIAMA  3°Q MAX
CONTROLE o306 " 125 "7 163 7 204 0 272 7 393 905
24H TAXOL 295 " 144 7 146 187 254 © 370 ' B85
NORMAL VINCRISTINA 355 163 205 242 © 273 460 ' 1056
CONTROLE T304 T 124 T 175 T 206 0 235 0 407 10.82
48H TAXOL 305 120 160 202 ° 279 ° 398 ' 899
VINCRISTINA 346 142 7 170 226 313 448 | 1032
CONTROLE 289 " 109 " 128 201 271 " 350 " 847
24H TAXOL 235 082 O 13 7 171 19 ° 306 ' 564
VINCRISTINA T o315 0 131 106 0 212 277 415 935
MODERADO CONTROLE To267 0 08 0 163 0 194 " 211 T 352 T 770
48H TAXOL 273 © 088 © 137 © 19 234 ' 357 ' 475
VINCRISTINA " 219 " 084 102 © 153 180 306 ' 564
CONTROLE Too242 T 078 7 155 7 192 7 213 7 2687 | 556
24H TAXOL o241 " 08T 162 191 205 < 245 ° 743
VINCRISTINA 364 120 187 261 321 473 ' 725
AGRESSIVO
CONTROLE Y231 T 07F0 7 104 7 195 T 205 7 220 465
48H TAXOL " 239 " 098 118 187 ' 198 ' 250 ' 832
VINCRISTINA 25 129 082 © 175 19 ' 346 ' 1014




Tabela A.3 Categorias da variavel ploidia

Ploidia (u.a.) Classificacéo

0al,b6 Classe 1
16a25 Classe 2
25a35 Classe 3
3,5a45 Classe 4

Acima de 4,5 Classe 5

Tabela A.4 Tabela de contingéncia para linhagem Normal, tempo 24h

Droga
Classes Controle Taxol  Vincristina Total
1 0 (0) 4(2) 0 (0) 4 (1)
2 120 (48) 119 (48) 91 (36) 330 (44)
3 27 (11) 43 (17) 60 (24) 130 (17)
4 90 (36) 69 (28) 29 (12) 188 (25)
5 13 (5) 15 (6) 70 (28) 98 (13)

Total 250 (100) 250 (100) 250 (100) 750 (100)

Tabela A.5 Tabela de contingéncia para linhagem Normal, tempo 48h

Droga
Classes Controle Taxol  Vincristina Total
1 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
2 129 (52) 119 (48) 110 (44) 358 (48)
3 23 (9) 26 (10) 20 (8) 69 (9)
4 89 (36) 99 (40) 62 (25) 250 (33)
5 9 (4) 6 (2) 58 (23) 73 (10)

Total 250 (100) 250 (100) 250 (100) 750 (100)
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Tabela A.6 Tabela de contingéncia para linhagem Moderada, tempo 24h

Droga
Classes Controle Taxol  Vincristina Total
1 21 (8) 37 (15) 11 (4) 69 (9)
2 89 (36) 130 (52) 100 (40) 319 (43)
3 77 (31) 47 (19) 43 (17) 167 (22)
4 36 (14) 35 (14) 53 (21) 124 (17)
5 27 (11) 1 (0) 43 (17) 71 (9)

Total 250 (100) 250 (100) 250 (100) 750 (100)

Tabela A.7 Tabela de contingéncia para linhagem Moderada, tempo 48h

Droga
Classes Controle Taxol  Vincristina Total
1 0 (0) 3(1) 79 (32) 82 (11)
2 149 (60) 135 (54) 91 (36) 375 (50)
3 35 (14) 42 (17) 63 (25) 140 (19)
4 63 (25) 67 (27) 16 (6) 146 (19)
5 3 (1) 3 (1) 1 (0) 7 (1)

Total 250 (100) 250 (100) 250 (100) 750 (100)

Tabela A.8 Tabela de contingéncia para linhagem Agressiva, tempo 24h

Droga
Classes Controle Taxol Vincristina Total
1 4 (2) 0 (0) 0 (0) 4 (1)
2 176 (70) 189 (76) 28 (11) 393 (52)
3 35 (14) 26 (10) 117 (47) 178(24)
4 32 (13) 31 (12) 35 (14) 98 (13)
5 3(1) 4 (2) 70 (28) 77 (10)

Total 250 (100) 250 (100) 250 (100) 750 (100)
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Tabela A.9 Tabela de contingéncia para linhagem Agressiva, tempo 48h

Droga
Classes Controle Taxol Vincristina Total
1 2 (1) 13 (5) 38 (15) 53 (7)
2 201 (80) 173 (69) 123 (49) 497 (66)
3 18 (7) 22 (9) 29 (12) 69 (9)
4 28 (11) 38 (15) 54 (22) 120 (16)
5 1 (0) 4 (2) 6 (2) 11 (1)

Total 250 (100) 250 (100) 250 (100) 750 (100)

Tabela A.10 Tabela com estatisticas de ajustes dos modelos funcionais lineares

escolhidos
Estatisticas de ajuste
Modelo final Ra_zap de Pearson Neyman Wald
Verossimilhancas
Linhagem Normal 0,8415 0,8416 0,8410 0,8413
Linhagem Moderada 1 1 1 1
Linhagem Agressiva 0,7890 0,7891 0,7890 0,7890

Tabela A.11 Tabela com estimativas do modelo funcional linear para linhagem

Normal

Estimativa Erro Padrdo Valor-z Valor-p
Intercepto 2,942 0,033 89,686 0,000
Vincristina 0,404 0,068 5,950 0,000
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Tabela A.12 Tabela com estimativas do modelo funcional linear para linhagem

Moderada
Estimativa Erro Padrdao Valor-z Valor-p
Intercepto 2,842 0,076 37,356 0,000
Tempo -0,167 0,095 -1,752 0,080
Taxol -0,546 0,098 -5,595 0,000
Vincristina 0,258 0,112 2,301 0,021
Tempo*Taxol 0,599 0,127 4,702 0,000
Tempo*Vincristina  -0,935 0,142 -6,612 0,000

Tabela A.13 Tabela com estimativas do modelo funcional linear para linhagem

Agressiva

Estimativa Erro Padrdo Valor-z Valor-p

Intercepto 2,406 0,035 68,175 0,000
Tempo -0,074 0,050 -1,491 0,136
Vincristina 1,240 0,079 15,642 0,000
Tempo*Vincristina  -1,136 0,113 -10,099 0,000
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Tabela A.14 Tabela com resultados do ajuste do modelo log-linear para linhagem

Normal

Estimativa Erro EST. / EsT.

Parametro (Est) Padrdo Valor-z Valor-p € e

Intercepto 3/2 -1,216 0,133 -9,174 0,000 0,296 3,374
Intercepto 4/2 -0,347 0,070  -4950 0,000 0,707 1,415
Intercepto 5/2 -2,170 0,173 -12,534 0,000 0,114 8,759
Tempo 48 horas 3/2 -0,433 0,198 -2,183 0,029 0,649 1,542
Tempo 48 horas 5/2 -0,596 0,178  -3,339 0,001 0,551 1,814
Vincristina 3/2 0,905 0,208 4,342 0,000 2,472 0,405
Vincristina 4/2 -0,445 0,145 -3,082 0,002 0,641 1,561
Vincristina 5/2 2,028 0,197 10,298 0,000 7,599 0,132
48 horas* Vincristina 3/2  -1,040 0,343 -3,030 0,002 0,353 2,830

Nivel descritivo da estatistica de ajuste de Wald = 0,124
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Tabela A.15 Tabela com resultados do ajuste do modelo log-linear para linhagem

Moderada

Estimativa Erro cor /EST_

Parametro (Est.) Padrdo Valor-z Valor-p e e

Intercepto 3/2 -0,390 0,145 -2,685 0,007 0,68 1,48
Intercepto 4/2 -1,307 0,163 -7,996 0,000 0,27 3,69
Intercepto 5/2 -1,383 0,204 -6,778 0,000 0,25 3,99
48 horas 3/2 -1,034 0,235 -4,408 0,000 0,36 2,81
48 horas 4/2 0,551 0,171 3,232 0,001 1,73 0,58
48 horas 5/2 -3,204 0,522 -6,143 0,000 0,04 24,64
Taxol 3/2 -0,846 0,217 -3,892 0,000 0,43 2,33
Taxol 4/2 -0,085 0,166 -0,511 0,610 0,92 1,09
Taxol 5/2 -3,703 1,023 -3,620 0,000 0,02 40,58
Vincristina 3/2 -0,572 0,230 -2,485 0,013 0,56 1,77
Vincristina 4/2 0,554 0,233 2,376 0,018 1,74 0,57
Vincristina 5/2 0,385 0,267 1,442 0,149 1,47 0,68
48 horas*Taxol 3/2 1,043 0,329 3,170 0,002 2,84 0,35
48 horas*Taxol 5/2 4,425 1,271 3,481 0,001 83,49 0,01

48 horas*Vincristina 3/2 1,012 0,329 3,074 0,002 2,75 0,36
48 horas*Vincristina 4/2 -2,152 0,353 -6,091 0,000 0,12 8,60
Nivel descritivo da estatistica de ajuste de Wald = 0,100
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Tabela A.16 Tabela com resultados do ajuste do modelo log-linear para linhagem

Agressiva

Estimativa Erro cor /EST_

Parametro (Est.) Padrdo Valor-z Valor-p e e

Intercepto 3/2 -1,800 0,138 -13,023 0,000 0,17 6,05
Intercepto 4/2 -1,768 0,136 -12,967 0,000 0,17 5,86
Intercepto 5/2 -3,965 0,382 -10,392 0,000 0,02 52,71
Tempo 48 horas 3/2 -0,475 0,216 -2,198 0,028 0,62 1,61
Tempo 48 horas 4/2 -0,006 0,191  -0,033 0,974 0,99 1,01
Tempo 48 horas 5/2 -0,389 0,590 -0,660 0,509 0,68 1,48
Vincristina 3/2 3,230 0,252 12,831 0,000 25,28 0,04
Vincristina 4/2 1,991 0,288 6,916 0,000 7,32 0,14
Vincristina 5/2 4,881 0,442 11,038 0,000 131,79 0,01

48 horas*Vincristina 3/2 -2,669 0,363 -7,357 0,000 0,07 14,43
48 horas*Vincristina 4/2 -1,309 0,354 -3,699 0,000 0,27 3,70
48 horas*Vincristina 5/2 -3,817 0,756 -5,051 0,000 0,02 45,45
Nivel descritivo da estatistica de ajuste de Wald = 0,437
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Gréfico B.1 Gréfico dos valores observados segundo a ordem de observacao para

Linhagem Normal grupo Controle
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Gréfico B.2 Grafico dos valores observados segundo a ordem de observacao para

Linhagem Moderada grupo Controle
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Gréfico B.3 Grafico dos valores observados segundo a ordem de observacao
para Linhagem Agressiva grupo Controle
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Gréfico B.4 Histograma da variavel ploidia
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Gréfico B.5 Histograma da variavel ploidia na linhagem Normal
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Gréfico B.6 Histograma da variavel ploidia na linhagem Moderada
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Gréfico B.7 Histograma da variavel ploidia na linhagem Agressiva
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Gréafico B.8 Histogramas da variavel ploidia na linhagem Normal para cada

tratamento
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Gréfico B.9 Histogramas da variavel ploidia na linhagem Moderada para cada

tratamento
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Gréafico B.10 Histogramas da variavel ploidia na linhagem Agressiva para cada

tratamento
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Gréfico B.11 Boxplots da variavel ploidia na linhagem Normal para cada tratamento
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Gréfico B.12 Boxplots da variavel ploidia na linhagem Moderada para cada

tratamento
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Gréafico B.13 Boxplots da variavel ploidia na linhagem Agressiva para cada

tratamento
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Gréfico B.14 Grafico de barras com os percentuais das classes de ploidia na

linhagem Normal e tempo 24 horas
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Gréfico B.15 Grafico de barras com os percentuais das classes de ploidia na

linhagem Normal e tempo 48 horas
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Gréfico B.16 Grafico de barras com os percentuais das classes de ploidia na

linhagem Moderada e tempo 24 horas
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Gréfico B.17 Grafico de barras com os percentuais das classes de ploidia na
linhagem Moderada e tempo 48 horas
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Gréfico B.18 Grafico de barras com os percentuais das classes de ploidia na

linhagem Agressiva e tempo 24 horas
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Gréafico B.19 Grafico de barras com os percentuais das classes de ploidia na

linhagem Agressiva e tempo 48 horas
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Gréfico B.20 Gréfico de perfis de classes médias de ploidia para linhagem Normal
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Gréfico B.21 Grafico de perfis de classes médias de ploidia para linhagem

Moderada
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Gréfico B.22 Grafico de perfis de classes médias de ploidia para linhagem

Agressiva
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Gréfico B.23 Grafico de perfis dos logaritmos das chances da classe 3 com relacéo

aclasse 2 para linhagem Normal
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Gréfico B.24 Grafico de perfis dos logaritmos das chances da classe 4 com relagéo

a classe 2 para linhagem Normal
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Gréfico B.25 Grafico de perfis dos logaritmos das chances da classe 5 com relacéo

aclasse 2 para linhagem Normal
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Gréfico B.26 Grafico de perfis dos logaritmos das chances da classe 3 com relacéo

a classe 2 para linhagem Moderada
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Gréfico B.27 Grafico de perfis dos logaritmos das chances da classe 4 com relacéo

a classe 2 para linhagem Moderada
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Gréfico B.28 Grafico de perfis dos logaritmos das chances da classe 5 com relacéo

aclasse 2 para linhagem Moderada
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Gréfico B.29 Grafico de perfis dos logaritmos das chances da classe 3 com relacéo

a classe 2 para linhagem Agressiva
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Gréfico B.30 Grafico de perfis dos logaritmos das chances da classe 4 com relacéo

a classe 2 para linhagem Agressiva
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Gréfico B.31 Grafico de perfis dos logaritmos das chances da classe 5 com relacéo

a classe 2 para linhagem Agressiva
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MODELOS

Os ajustes realizados para cada uma das 3 linhagens consideraram nivel de
significancia de 0,05 e respeitaram o seguinte procedimento:

Inicialmente foi ajustado o modelo saturado (que inclui os efeitos de todos os
fatores e suas possiveis interagdes) correspondente. Apds este ajuste foram retiradas do
modelo as interagdes néo significativas. Os parametros referentes aos efeitos principais
s6 foram retirados do modelo caso néo existisse nenhuma interacao significante no qual
este estivesse presente. Foi ajustado entdo um modelo reduzido contendo apenas o0s
parametros restantes e seguiu-se com o procedimento até que nenhum parametro
pudesse ser retirado do modelo. O modelo mais reduzido que se ajustou aos dados foi o
modelo adotado para a analise. O método utilizado para estimar os parametros dos
modelos foi 0 de méxima verossimilhanca, vide Paulino e Singer (2006).

Para a linhagem moderada ndo foi possivel obter nenhuma reducédo nos

parametros envolvidos e o0 modelo saturado foi usado na andlise dos efeitos dos fatores.
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Todos os modelos funcionais lineares ajustados utilizaram a parametrizagéo
casela de referéncia. Nos 3 modelos as caselas de referéncia foram os tratamentos

Controle no nivel 24 horas do fator tempo.
Os modelos funcionais ajustados podem ser descritos da seguinte forma:

F(ﬂijk):Xﬂ com ﬂ:[ﬂl B Bs B PBs ﬂa]t,

onde,
_0,75'77111 +2,0-7, +3,0- 7,3 +4,0- 7,5, +35,25- 735 | =
Y7,
0,75 Tppy + 2,0+ 71y + 3.0+ Ty + 40 710 +5,25 e 8
= B | Has |,
(e, )- | |
’ ij Haq
0,75 Tygy + 2,0 Tygy + 3.0 Tppy + 40+ Zppy +525- 7,0 | |2
L - | Hos |

X € matriz de planejamento;

Tk é a probabilidade de, em uma amostra de células do nivel i do fator tempo (i=1: 24h,
i=2: 48h) e nivel j do fator droga (j=1: Controle, j=2: Taxol, j=3: Vincristina), classificarmos
acélulanaclassek (k=1,2,3,4,5);

y7n pode ser chamada de classe média de ploidia no tempo i e droga j;

F (7[

i ) € a funcao linear utilizada no modelo aplicada ao vetor de probabilidades;
IBl € o valor esperado de ploidia para células da casela de referéncia, com S, = 1,;;

IBZ € 0 acréscimo no valor esperado de ploidia quando mudamos do nivel 24 horas para

48 horas no fator tempo, com f, = 1,; — t4;;

:Bs € 0 acrescimo no valor esperado de ploidia quando mudamos do nivel Controle para

o nivel Taxol, tal que, £, = u, — th,;
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134 € 0 acréscimo no valor esperado de ploidia quando mudamos do nivel Controle para
o nivel Vincristina, tal que, £, = 1, — 4,
:Bs € o efeito de interacdo entre nivel 48 horas do fator tempo e nivel Taxol do fator

droga, com By = (ty, — pyy) = (1 — Hy1)

ﬂe é o efeito de interagdo entre nivel 48 horas do fator tempo e nivel Vincristina do fator

droga, com B = (a5 — pty1) — (15 — 51) -

Os pesos utilizados na fungédo linear | foram escolhidos por serem os pontos

meédios de cada uma das 5 classes de ploidia. O peso 5,25 referente as células da classe
5 foi assim determinado por manter a mesma distancia dos limites do intervalo utilizados
na classe 1.

Os modelos log-lineares ajustados possuem a seguinte estrutura:

Alog[ﬂ'iij:X,? com ,@=[ﬁ1 ------ Bl

t
Alog 7Z'ijk = |Og(ﬂlllj Iog(@] |og(@] |og[ﬁj ..... Iog(@] Iog[%J ,
~ - 7[]_13 72.113 72'123 72'123 72-233 72_233

X = matriz de planejamento

Através do ajuste destes modelos é possivel estudar os efeitos dos fatores e
suas interacdes com relacdo a classe 2 (classe 1 + classe 2, originais) nas 4 classes
restantes.

Detalhes sobre os modelos funcionais lineares e log-lineares adotados na
analise de dados categorizados podem ser encontrados, por exemplo, em Paulino e
Singer (2006).
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