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CAPTTULO I

Introducao

A descoberta de Muller(1927) que raios X poderiam indu-
zir variabilidade gencética, deu orfg%m a um novo campo de estudo
que em nossos dias tem uma importancia muito grande. Este campo de
estudos relne contribuig¢des de areas como Fisica, Biologia e Es-
tatistica. A contribuigao da Estatistica e principalmente na cria-
cao de modelos probabilisticos de dose-efeito e também na utiliza-
cao de metodos para estimar os parametros destes modelos a partir
de experimentos realizados com os diferentes sistemas biologicos.
Devido a existéncia de um numero praticamente ilimitado de siste-
mas biologicos diferentes ¢ de um grande numero de diferentes efei-
tos biologicos induzidos pela radiacdo ¢ impossivel produzir mode -
los gerais que podem ser usados para as diferentes situacgoes. Por
esta razao os modelos existentes na litcratura internacional sao
sugeridos para um certo numero de sistemas biologicos semelhantes,
mamiferos por exemplo e para um tipo de efeito, mutacoes dominan-
tes letais, por exemplo. Em geral, estes modelos sao sugeridos por
resultados experimentais ou derivados a partir de uma teoria ¢ comn-
firmado por experimentos. Como & de se¢ esperar um determinado mo-

delo ¢ usado até que algum fato (teorico ou empirico) contradiz as
-1 -



suposigdoes basicas do modelo e ai um novo modelo € proposto.

O Capitulo II desta tese mostra este fato acima atraves
de uma analise bibliografica. Na ultima secao do Capitulo II, ar-
gumentamos a necessidade de se derivar um novo modelo para muta-
goes letais dominantes induzidas por radiagao.

No Capitulo IIT noés derivamos um novo modelo para muta-
coes letais dominantes. A maneira pela qual o modelo ¢ derivado per-
mite separar os parametros envolvidos em dois conjuntos. O primei-
ro formado por parametros relacionados com a qualidade da radia-
cao, com o mecanismo de reparo das;;élulas. 0 segundo ¢ formado por
parametros que relacionam o dano préduzido pela radiacao (quebras
duplas ou simples) e o efeito final observavel (mutacao letal do-
minante) . Este fato permite a utilizacao do mesmo modelo para ou-
tros efeitos biologicos mudando apenas a interpretacdo de alguns
parametros.

No Capitulo 1V, aplicamos o modelo a uma seérie de cx-
perimentos. Estas analises mostram que a interpretacao dos parame-
tros obtida em nossa derivacdo € consistente com teorias recentes
sobre mecanismo de reparo (Resnick, 1976, 1981). Ainda neste ca-
pitulo mostramos, por meio de aplicacGes, que a interpretacao dos
parametros o e B do modelo quadratico para sobrevivencia de ccélu-

_ - 2
las (S= e Ul

) dada por Leenhouts e Chadwick (1978), nao ¢ con-
sistente com as informagoes acima.

No Capitulo V; ¢ discutido o problema do ajuste do mo-
delo derivado no Capitulo III. Este modelo € ndo linear nos para-
metros e portanto as estimativas dos parametros sao obtidas por pro-

cessos iterativos. Estes processos exigem programas especiais de

computador e uma certa habilidade do pesquisador no uso destes pro-



- gramas. Em muitas situagoes o processo iterativo nao converge ¢ em
- outras situagdes a solucdo obtida corresponde a um minimo local quan-
do o que se procura € um minimo absoluto. Com o objetivo de deter-

minar processos de estimacao que nao apresentam este problema e que

‘além disto, os calculos envolvidos possam ser feitos por meio de

ik

programas simples de computador ou mesmo por meio de calculadoras
portateis nos conseguimos uma solucao do problema que consiste ecm
linearizar o modelo por uma transformacao e corrigir o viez intro-
duzido pela transformacdo por meio de um sistema de pesos. [ mos-

h trado no Capitulo V, que este processo apresenta as vantagens:

.
(S

(a) produzir resposta Unica, 0 que ndo acontece Com O Processo
classico;

(b) os calculos necessarios para obtencdo das estimativas podem
ser feitos por calculadoras portateis comuns ou com a utili-
zagao de programas simples de computador, gastando um tempo
muito reduzido;

(c) o grau de aproximacao entre as cstimativas obtidas por cste

processo iterativo € satisfatorio do ponto de vista pratico.



CAPTTULO II

UMA ANALISE DOS MODELOS DE DOSE-RESPOSTA

USADOS PARA DESCREVER 0S EFEITOS

GENETICOS DA RADIACAO.

Este capitulo consiste de uma revisao bibliografica dos

principais modelos de dose-respostawutilizados em radiobiologia. Os
modelos sao apresentados em uma ordem cronologica e a terminologia
utilizada &€ a da época correspondente. A literatura ¢ muito exten-
sa e confusa porque envolve contribuicoes de pesquisadores de va-
rias areas de estudo os quais utilizam linguagem propria de suas
areas. Esta revisao representa a nossa interpretacao da literatu-

ra consultada e nao pretende ser completa.

2.1. Efeito Genetico e os primeiros modelos de dose-resposta.

De acordo com terminologia utilizada por Mtiller (1954a ¢
1954b), reutilizada por Wolff (1961 ¢ 1967) e Abrahamson e Wolff
(1976), os efeitos genéticos induzidos por radiacao podem ser clas-
sificados genericamente em intragenicos e intergenicos. O primeiro
tipo € obtido quando ligagoes quimicas sao quebradas ¢ a estrutu-
ra molecular do gene € modificada (mutacoes geénicas). O segundo ti-
po € obtido quando cromossomos sao quebrados e reunidos em novas
configuragoes (aberracoes cromossomicas). Embora estes dois tipos

de efeitos sejam estruturalmente diferentes eles podem, em muitas
-4 -
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situacoes, produzir efeitos fenotipicos identicos. Por exemplo, a
adicdo ou perda de um par basico de DNA, que de acordo com a defi-
nigcao acima € um efeito intragenico, pode conduzir a um efeito fe-
notipico identico a uma aberracao cromossomica. Este problema in-
tensificou o estudo de curvas de dose-resposta porque diferengas de
estrutura destes dois tipos de efeitos poderiam refletir diferen-
¢as na relacao dose-efeito e isto poderia trazer um melhor enten-
dimento do mecanismo envolvido.

Os primeiros modelos de dose-resposta que aparcceram na

literatura desde Muller (1927), foram sugeridos por dados experi-

M

mentais e nao derivados a partir de alguma teoria radiobiologica da
acio da radiagdao sobre células. O modelo linear Y= a+bD foi suge-
rido para mutagoes e alguns tipos de aberracoes cromossomicas ¢ o
modelo quadratico Y= a+cD? para a maior parte das aberragdes cro-
mossomicas e algumas mutagoes letais. Nestes modelos, Y represen-
ta a taxa de ocorreéncia do efeito genetico considerado, D repre-
senta a dose administrada no sistema biologico utilizado e a, b e
c sao parametros do modelo.As figuras 2.1 ¢ 2.2 mostram alguns exem-

plos.
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Figura 2.1 - Mutacoes visiveis em Drosofila (Wolff, 1961).
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Figura 2.2 - AberracOes cromossomicas em drosofila induzidas por raios
X. Curva A representa aberragoes produzidas por quebras simples; curva B re-
presenta aberragoes produzidas por quebrdstduplas. (Wolff, 1961).

Embora um grande numero de experimentos com os mais va-
riados sistemas biologicos (cevada, dente de ledo, drosofila, fun-
go, camundongos, etc.) parecessem confirmar a ideia acima, o me-
canismo da acao da radiacao sobre as celulas nao era suficientemen-
te entendido a ponto de justificar radiologicamente porque para um
tipo de efeito a curva deveria ser linear e para oﬁtro deveria ser
quadratica. Um passo a mais no sentido de entender melhor este me-
canismo foi conseguido com experimentos realizados na década de
1940. Estes experimentos mostraram que a taxa de ocorrencia dos
efeitos que obedecem a uma relacao linear com a dose, nao depende
da intensidade da radiacado, isto €, se um determinado sistema ¢ ir-
radiado, por exemplo, com 150r, a resposta independe da taxa com
a qual a radiacdo € dada (30r/min, 40r/min, 100r/min, etc.), en-
quanto que para efeitos que obedecem a uma relacdo quadratica com
a dose a taxa de ocorrencia varia com a intensidade da dose. As fi-

guras 2.3 e 2.4 ilustram esta afirmacgao.



1607
L]
~ . Ld
“w
- .
S 120f
=
\w
v
o
o
Ny
e 8o
1O
L
o
-~
S
P
o
L 40
3 x . ;
0 4 8 12 16
Curacio i e4posigio(ming

Figura 2.3 - Independencia de aberragoes produzidas por quebras simples

com relacao a taxa de radiagao. O sistema foi irradiado com 150r. (Wolff,1961)
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Figura 2.4 - Dependéncia de aberracoes produzidas por quebras duplas com
relacao a taxa de radiacao. Curva A, 160r/min; curva B, 20r/min: curva ¢
2.7r/min. (Wolff, 1961)

Esta experiencia acumulada produziu uma primeira tenta-
tiva de entendimento do mecanismo envolvido na acao da radiacao so-
bre as celulas, conforme o expressa a afirmacao abaixo (veja por

exemplo Wolff, 1961).



Mutacoes sao produzidas por uma unica ionizacao ou por

}um conglomerado de ionizagoes ocorridas dentro ou perto do gene.
- Istoequivale dizer que mutacoes constituem o efeito "one-hit'. Aberracoes
;crom0556micas e mutacoes dominantes letais sao produzidas por que-
ﬂras em cromossomas. Se o efeito € causado por uma unica quebra,
éle e classificado como 'one-hit". Se o efeito e causado por mais
de uma quebra e a conseqllente reuniao (soldadura) dos fragmentos em
novas configuracgoes, ele € classificado como '"multi-hit'.

A taxa de ocorrencia dos efeitos '"one-hit'" ¢ proporcio-

nal a dose, e portanto a curva de dose-resposta sera linear, en-

e
<

quanto que para os efeitos "multi-hit" a taxa de ocorréncia € pro-
porcional ao quadrado da dose, produzindo curvas de dose-resposta
do tipo quadratico.

Embora estes modelos simples se ajustem os dados experi-
mentais para o campo de doses considerado em cada experimento, ecles
niao podem ter significado bioldgico para o campo de valores possi-
veis de dose (de zero a infinito). Isto porque desde .que Y represen-
ta a proporgao de unidades experimentais que apresentam o efeito
geneético, este valor nao pode ser maior do que um. Em outras pa-
lavras, as curvas de dose-resposta deveriam ter um platcaux para
doses grandes.

Modelos com esta propriedade foram derivados a partir de
teorias que descrevem a acao da radiacao sobre as celulas. Uma das
mais importantes € a '"Teoria do Alvo'. Embora esta teoria tenha si-
do introduzida na literatura na decada de 1920, ela foi muito bem

formalizada por Lea (1946).



O sumario que iremos apresentar, embora englobe uma bi-

;liografia extensa, tem como suporte a seguinte referencia:
‘”?a(1947), Atwood and Norman (1949), Hollaeender (1954), Hutchinson
e Pollard (1961).

Os modelos de dose-resposta derivados sob esta teoria sao

~ baseados em duas suposigoes gerais, uma bioldgica e outra probabi-

§istica.

Suposicdao Biologica

B
[N

O sistema biologico em estudo tem um certo numero de al-
vos (targets) 0s quais contém um grande numero de unidades identi-
cas, cada uma capaz de uma determinada funcao. Quando o sistema ¢
irradiado, um certo numero destas unidades vai scr atingido, tor-
nando-se incapaz de exercer suas funcoes, e um efeito observavel
(mutagéé, aberracao cromossomica, ou morte de uma celula) sera pro-

duzido.

Suposicao Probabilistica

O numero de unidades que perdem a funcao (evento simples)
quando o sistema € irradiado com uma dose D, segue a distribuicao
de Poisson com média aD onde « €& a probabilidade de ocorréncia de
um evento simples por unidade de dose de radiacao. O parametro «
indica a taxa de acao da radiacao.

O namero de eventos simples necessario para produzir um
efeito biologico, determina um modelo de dose-efcito cspecifico.
Portanto existem na literatura varios modelos. Destes os mais im-

portantes em termos de uso sao:



(i) Modelo Exponencial (um alvo, "one-hit")

O sistema biologico tem um alvo, o qual precisa ser da-
nificado para produzir o efeito genetico no sistema. O alvo e da-
nificado quando ocorre pelo menos um ecvento simples. Usando a su-

osicao probabilistica acima, temos:

Y=1-¢ , (2.1)
onde
Y representa a taxa de ocorrencia do efeito biologico em es-

tudo corrigida pelo controle;

e
“

oo e D foram definidos acima.

Se o efeito em estudo ¢ letal, a relacao dose-resposta ¢
usualmente expressa em termos da probabilidade esperada de sobre-

vivencia S, corrigida pelo controle, Isto ¢:

= e . (2.2)

Uma outra maneira de relacionar S e A sem fazer uso da '"Teoria do

Alvo" €, por meio da equacdo diferencial.

dSS = -qdD (2.3)

A equagdo (2.3) ¢ inspirada em resultados experimentais
e expressa a regra de "efeitos iguais para doses iguais', isto ¢,
quantidades iguais de radiagao aplicadas sucessivamente produzem
acréscimos iguais ao efeito total ou, em outras palavras, quanti-
dades separadas de radiacao agem independentemente uma das ou-
tras. Este fato traz uma conclusao muito importante. A freqliencia
de ocorréncia de efeitos genéticos que seguem o modelo exponencial,

nao depende da taxa com a qual o sistema biologico em estudo &




irradiado. Portanto, se o cientista quer verificar sc um de-
terminado efeito genético é produzido por uma unica ionizacao (pas-
'sagem de wuma uUnica particula de radiacao) e nao pela in-
teracdo de duas ou mais ionizacoes, ele deve realizar experimen-

tos que permitam concluir que

(a) a curva dose-resposta € exponencial;
(b) o efeito de uma dada dose nao depende da intensidade (taxa

da dose) com a qual ela &€ administrada ou da maneira pela

qual ela € fracionada.

Os critérios (a) e (b) foram usados por varios geneticis-
tas para verificar que mutacoes dominantes letais induzidas por
raios X em oocitos em estagio 14 de "Drosophila Melanogaster' (ter-
minologia de King (1957)), sao produzidas por uma unica ijonizacao
(one-hit), (ver por exemplo Sankaranarayanan, 1969). Portanto os
efeitos genéticos que a priori eram pensados produzir uma curva do-
se-resposta linear de acordo com esta explanacgao segucm um modelo
exponencial e a relacao linear entre o efeito e dose pode agora,
ser interpretada como uma aproximagao no caso de um campo limita-
do de doses. Assim moléculas de enzima ou de acido nucleico, mui-
tos virus, bactérias e células haploides sao inativadas de acordo
com o modelo exponencial. Mutagoes e abcrracoes Cromossomicas pro-
duzidas por quebras simples também seguem o modelo exponencial. Es-
te modelo & usado até hoje com muita freqliencia. O que atualmente
se procura € uma melhor interpretacao do parametro a cm termos de

novas descobertas radiobiologicas.

(ii) Modelo Multi-hit

O sistema biologico contem um alvo, o qual precisa ser

danificado para produzir o efeito genético. O alvo ¢ danificado



ndo ocorrem n ou mais eventos simples (n hits). Usando a supo-

[cao probabilistica do inicio desta secao, temos:

o -aD ]
y = _Z e }aD) i (2.4)
j=n J-

expressao correspondente para sobrevivéncia ¢ dada por:

-aD ‘i (ap)j
J=0j:

S = e (Z-.5)

onde S, Y e a foram definidos para o modelo exponencial.
Este modelo seria apropriado para situacgoes em que o efei-
to € produzido quando um cromossoma especifico e quebradoem n po-

sicoes diferentes. Este modelo € de interesse teorico e muito pou-

co uso tem sido feito dele na literatura.

(iii) Modelo de Multiplo Alvo (multi-target)

O sistema biologico contem n alvos e todos devem ser da-
nificados para que o efeito genético seja produzido. Cada alvo ¢
danificado quando ocorre pelo menos um evento simples. Portanto,

de acordo com a suposicao probabilistica acima temos

-aD

Y = (1-e . (2.6)

Quando o efeito de interesse € letal o modelo € expresso em ‘er-

mos da sobrevivencia,

§ =1 - {1=8 41, (2.7)

S, Y e a foram definidos para o modelo exponencial.



Estas duas expressoes sao mencionadas na literatura in-
finacional como modelo "multi-target' ou modelo 'one-hit, multi-
target'. O nimero n, que biologicamente € interpretado com o nu-
mero de targets, matematicamente € o coeficiente linear (intercep-
to) da reta assintota para D>« e junto com o parametro a constitue
’la medida da largura do ombro que a curva faz na regiao de dose

pequenas. Formalmente, se (1-—e—OLD)n da equacao (2.7) € expandi-

i -20D -3aD
- do, vemos que quando D cresce os termos contendo e ;e

5 s e e 5

-abD

etc., tornam-se despreziveis em comparagao com o termo ne . As-

sim para doses grandes (D»«) podemos cscrever

x
=

£n'S = &n n - ab;

Como vemos, qﬁando extrapolamos esta reta para D=0 encontramos S=n
e por esta razao a literatura internacional, muitas vezes refere-
se a0 numero n como ''extrapolation number'. A expressao (2.6) pa-
ra n=2 tem sido usada para aberracgoes cromossomicas que sao produ-
zidas pela interacao de duas quebras (Wolff, 1962). A expressao
(2.7) para n=2 tem sido usada com muita freqiencia para mutacoes
letais medidas atraves da sobrevivencia de células. (Veja por exem-
plo King, 1957). Desta forma a relagao quadratica sugerida no ini-
cio deste capitulo para estes tipos de efeito, pode agora ser in-
terpretada como uma aproximagao das expressoes (2.6) e (2.7).

O valor n=2 e justificado pelo fato de que a maior par-
te dos sistemas biologicos, estudados nestes experimentos, ¢ de
diploides e, portanto, identificando-se cada filamento cromossomi-
co com um alvo, o numero de alvos sera igual a 2.

Quando examinamos a literatura, verificamos que em mui-

tas situagoes as equagoes (2.6) e (2.7) para n=2, foram utilizadas



om sucesso em termos de ajuste e consistencia com informacdes cons-
tantes da literatura, mas em algumas outras situagoes parece nao
‘haver uma boa concordancia entre o modelo e os dados. (Bender e
"Wolff, 1961; Bender e Cooch, 1961; Tym e Todd, 1964 e outros).
Nestes casos, uma tentativa utilizada por muitos pesqui-
sadores, foi a de usar n como parametro livre e estima-lo a par-
tir dos dados. Quase sempre se obtinha valores muito grandes para
n, o que era inconsistente com a interpretacao biologica dada pa-
ra n (numero de alvos).

Outra tentativa foi usar;glgumas ektensées da expressao
(2.7), mas estas apresentavam a inconveniéncia de conter um gran-

de numero de parametros. Abaixo apresentamos algumas delas.

n ~a; D
§ =1= I [1-e& ™" (2.8)
i=l
m o-D.n
S= M (1-(1-e¢%"M (2.9)
i=1
m
s=[1-(1-e0" | (2.10)

A expressao (2.8) €& aplicavel quando as sensibilidades dos alvos
sao diferentes. As expressoes (2.9) e (2.10) sao aplicaveis quan-
do o sistema biologico € composto de m partes e para sobreviver o
sistema, cada uma das partes deve sobreviver.

Na década de 1960, com o avanco da técnica citologica,
o uso de mamiferos, principalmente roedores, em radiobiologia foi
intensificado e o numero de situacGes nas quais o modelos (2.6) e
(2.7) e suas extensoes nao apresentavam bons resultados foi aumen-

~tado. Varios experimentadores notaram que tanto os dados relativos




bras quanto aqueles referentes a mutagoes letais, pareciam apre-
ntar uma caracteristica comum responsavel pelo nao ajuste aos mo-
‘delos citados. Isto pode ser resumido da seguinte forma:

Para as equacgoes (2.6), (2.7) e suas extensoes a tangen-
te a curva para D=0 € paralela ao eixo de doses, isto € para va-
lores de dose muito pequenas nao ha efeito. Isto esta de acordo
~ com o principio de que uma certa quantidade de doses tem que ser
acumulada atée que o efeito apareca. Porem os dados experimentais
para os dois tipos de efeitos mencionados, sugerem que a tangente

e

a curva de dose-resposta tenha um coeficiente angular diferente de

zero para D=0.

Com esta motivacao apareceu na decada de 1960 o modelo

de dois componentes que € o assunto da proxima secao.

2.3. Modelo de dois componentes

Este modelo € utilizado para mutacoes letais dominantes
e aberracoes cromossomicas e porisso iremos discutir o seu uso se-

paradamente para estes dois tipos de efeitos biologicos.

Mutacgoes lLetais

Surgiram na literatura duas correntes de radiobiologis-
tas, uma usando argumentos biologicos (veja por exemplo Bender e
Wolff, 1961), e outra usando argumentos radiologicos (veja por exem-
plo Wideroe, 1966), as quais apresentaram um mesmo modelo de dose-
resposta para substituir a equacao (2.7). Este modelo tem um coe-

ficiente angular diferente de zero para D=0.

O argumento usado pelo primeiro grupo € o seguinte:



"Os modelos obtidos a partir das suposicdes basicas da
"Teoria do Alvo" envolvem um unico processo de inativacio. Por exem-
plo; para os modelos (2.6), (2.7) e suas extensoes, o sistema so
¢ inativado quando todos os n alvos sao danificados. Estudos cito-
logicos mostram que celulas podem ser inativadas, por um processo
misto, isto €, quando somente um alvo é danificado (processo sim-
ples) ou quando todos os alvos sao danificados (processo multiplo)
(Bender e Wolff, 1961). Entao se SI= e L expressa a sobrevivencia
pelo processo simples, e Sz= 1- (1~e_BD)n representa a sobreviven-
cia pelo processo multiplo, a sob{eyivéncia depois do sistema ser

L

irradiado com dose D, € dada por:

8§ =85..8, = e *P(1-(1-eF0yNy (2.11)

Este modelo € chamado na literatura de modelo de dois componentes.
Embora o modelo seja apresentado para n qualquer ele tem sido usa-
do, na maioria das vezes com n=2. 0O parametro o € interpretado co-
mo coeficiente de indugdo do processo simples ('one-target') e B
coeficiente de induc¢do do processo maltiplo ("multi-target')".

O argumento usado pelo segundo grupo € o seguinte:

"Mutacoes letais sdo produzidas somente pelo processo mal-
tiplo ("multi-target"), porém a irradiagao € composta de dois com-
ponentes, com diferentes densidades de ionizacao. O primeiro, de-

signado pelo parametro a, é o componente de alta densidade (High

LET, linear energy transfer) e o segundo, designado pelo parametro
B, € o componente de baixa densidade (low LET). Experimentos rea-
lizados com celulas irradiadas com radiagoes que contém somente
um destes componentes tem mostrado que o componente a produz uma

curva de sobreviveéncia exponencial, isto ¢,




enquanto que o componente B produz uma curva de sobrevivencia do

tipo multi-alvo, isto e,
§ =1-(1=g PDy0

Quando as ceélulas sdo irradiadas com um tipo de radiacao compos-

ta dos dois componentes, a relacgcao de sobrevivencia e dada por

I e I

o qual foi referido antes como o mé&elo de dois componentes (ex-
pressao (2.11))".

Embora estes dois argumentos conduzam ao mesmo modelo, a
interpretacao dos parametros ¢ diferente e tem implicacbes biolo-
gicas diferentes.

A interpretacgao dada pelo primeiro grupo parece ser mais
consistente com evidencias citologicas. Com esta interpretacao o
modelo de dois componentes para n=2 tem sido usado cbm muita fre-
qUéncia até recentemente para estudo de dominantes letais induzi-

dos por radiacao (ver por exemplo Sankaranayanan,(1969a)).

Aberracoes Cromossomicas

Para este tipo de efeito, Neary (1965) claborando um
pouco mais o argumento de que a radiacao ¢ composta de dois compo-
nentes e usando informacoes radiologicas reccentes para a cpoca, de-

rivou matematicamente o modeclo de dois componentes para n=2.



Embora o modelo foi derivado especificamente para aber-
ragoes cromossomicas Neary (1965) sugeriu que o modelo poderia ser
utilizado para mutacoes letais dominante, porque estas sao produ-
zidas por quebras nos cromossomas.

De acordo com a derivacao matematica de Neary (1965) a
expressao

=BD, 2

oD ) (2.12)

S=¢e (1-(1-

representa a probabilidade de sobrevivencia de um especifico si-

tio dentro do nicleo da célula. Por outro lado, existe evidéencia

e x
s

consideravel que a inativacdo de células esta relacionada com que-
bra de cromossomas o que pode ocorrer em qualquer de varios sitios
localizados no nucleo da célula (Wolff, 1961, 1967; Sankarana-
rayanan, 1969). Portanto o modelo de dois componentes embora apro-
priado para aberracdes cromossomicas especificas, ele nao o ¢ pa-
ra muta§6es letais dominantes. Com o objetivo de contornar este pro-
blema, isto e, apresentar um modelo que deé a probabilidade de so-
brevivencia de pelo menos um sitio entre todos aqueles relaciona-
dos com a inativacgao da célula, foi sugerido o modelo quadratico

cuja expressao € dada abaixo

_ _ 2
e~aD-bD (2.13)

onde S € a sobrevivéncia esperada corrigida pelo controle, D é a
dose administrada, a e b sao parametros cuja interpretacdo sera da-
da a seguir.

A expressao (2.13) foi derivada de tres maneiras dife-
rentes respectivamente por Kellerer e Rossi (1972), Douglas e Fowler

(1976) e Leenhouts e Chadwick (1978). Embora as tres dedugoes sao



- baseadas em argumentos diferentes elas conduzem a mesma interpre-

tacao dos parametros a e b, que € a seguinte:

a: representa o coeficiente de quebras duplas produzidas pe-
la mesma particula radioativa;
b: representa o coeficiente de inducao de quebras duplas pro-

duzidas por duas particulas radioativas independentes.

Isto € uma conseqliencia do fato que as trés derivacoes do modelo
quadratico partem da mesma suposicdo basica, de que a inativacao
da célula é relacionada com um uUnico tipo de dano, quebra dupla.
Portanto o modelo quadratico obtidata partir desta suposigao, as-
sim como o modelo de dois componentes (expressao (2.12)) derivado
por Neary (1965) nao consideram a existencia de um processo misto
de inativagdo de células, isto €, ndo levam em conta que a cclula
pode ser inativada a partir de quebras simples (quando ha perda de
fragmentos) ou a partir de quebras duplas (quando fragmentos que-

brados se reunem em novas configuracoes).

2.4. Comentarios finais

Quando examinamos a literatura radiobiologica com enfa-
se na utilizagao do modelo de dois componentes e do modelo quadra-
tico para relacionar mutacao letal dominante com dose dc¢ radia-
cao, verificamos que na maior parte das situagOes experimentais os
dois modelos se ajustam igualmente bem aos dados observados, mas
quando extrapolamos os resultados para doses pequenas, onde o in-
teresse pratico é‘estimar riscos, obtemos resultados muito dife-
rentes (Peres e Koo, 1981). Alem disso os modelos sao derivados

independentemente tornando-se impossivel relaciona-los a {im de de-

s 0



dir qual dos dois modelos seria apropriado para um especifico
feito biologico.

Por outro lado, mesmo aceitando que o modelo quadratico
€ apropriado para mutacOes letais dominantes, a interpretacao da-
da aos parametros, a qual € uma conseqliencia das suposicoes basi-
‘cas utilizadas, nao € consistente com descobertas recentes sobre
o mecanismo de reparo das células segundo o qual estas sao capazes
de reparar os danos produzidos pela radiagao antes que o efeito
observavel seja produzido.

Nos capitulos 3 e 4 desta tese apresentamos a deducao de

« n
S

um modelo para mutacgoes letais dominantes, induzidas por radia-
¢do o qual pode ser aproximado ao modelo quadratico, porcm com wmi no-
va interpretagéo dos parametros, a qual € consistente com as des-
cobertas recentes sobre mecanismo de reparo. Além disso o proces-
so probabilistico utilizado permite concluir que o modelo de dois
componentes, com uma nova interpretacdo dos parametros, € apropria-
do para aberracdes cromossomicas especificas e nao € apropriado pa-
ra mutagoes letais dominantes. Uma outra conclusao importante, ¢
que podemos estender o uso do modelo obtido para outros efeitos bio-

logicos, induzidos pela radiacgao, tais como cancer.



CAPITULO II1

UM MODELO PARA SOBREVIVENCIA DE CELULAS

3.1. Introducao

Conforme foi mencionado anteriormente, quando o efeito

biologico de interesse € mutacao letal € conveniente expressar a

e
<

relacao dose-efeito por meio de curvas de sobrevivencia. Neste ca-
pitulo derivamos um modelo para sobrevivencia de células.o qual nao
apresenta nenﬁum dos inconvenientes apresentados no final do ca-
pitulo anterior.

A dedugdo matematica do modelo & orientada em uma ordem
cronologica de eventos que ocorrem desde a chegada das particulas
radioativas no nucleo da célula até a producgdo do efeito biologi-
co de interesse, que neste caso € a perda da habilidade que a ce-
lula possue, de se reproduzir, isto &, '"morte' da célula. Neste pro-
cesso distinguimos duas etapas. Na primeira ocorrem uma série de
eventos que descrevem toda a agao da radiacao sobre a cclula, ate
a producao de um defeito na estrutura celular, o qual com certa pro-
babilidade ira bloquear a capacidade reprodutiva da célula. Com
base em evidencias experimentais discutidas no capitulo anterior as-
sumiremos que quebras simples na estrutura cromossomica ou intera-
cao de duas quebras simples, uma em cada uma das cromatides (que-
bras duplas) constituem o defeito estrutural que com certa proba-

bilidade anulam a habilidade reprodutora da célula, ou em outras
-~ 97 -



palavras, constituem o defeito estrutural responsavel pela ''morte"
da célula. Os eventos que ocorrem desde a producgao do defeito es-
trutural até o efeito bioldgico observavel constituem a segunda
etapa. Portanto teremos um conjunto de parametros relacionados com
a primeira etapa e outro conjunto de parametros relacionados com a
segunda. Estes parametros serdo definidos em um seqtiencia durante
a derivacao do modelo.

Veremos no final do capitulo que a identificacao destas
duas etapas descritas acima permite estender a aplicacao do mesmo
modelo a outros efeitos biologicos como cancer, mutacoes, etc. A
suposicdo basica & que todos estes’ éfeitos bioldgicos sdo produzi-
dos a partir do mesmo defeito estrutural produzido pela acao da
radiacdo no nucleo da célula.

As ideias discutidas acima sao formalizadas a seguir. As
suposigoOes radiobiologicas utilizadas na derivacao do modelo sdo
suportadas por evidencias experimentais que foram discutidas no Ca-

pitulo 2.

3.2. 0 Modelo Matematico

Consideremos as seguintes suposigoes

(a) No nucleo da célula existem N sitios tais que quando afetados
podem causar a '"morte'" da ceélula.

(b) Quebras simples ou quebras duplas sao os danos induzidos pela
radiacdo, em cada sitio, considerados criticos para a 'morte"
da celula.

(c) Embora uma quantidade pequena destas quebras sao produzidas pe-
la acao direta da radiacao sobre as moleculas de DNA que com-

poe os cromossomas, a maioria destas quebras sao produzidas por



acgao indireta atraves de radicais de agua que sao criados pe-
la radiacao em regioes muito perto do DNA.
(d) As quebras duplas, uma em cada cromatide, podem ser produzidas

por dois modos distintos de agao da radiagao:

(i) as.duas quebras, uma em cada cromatide, sao produzidas pe-
la passagem de uma mesma particula radioativa em uma vi-
zinhanga pequena do DNA.

(ii) as duas quebras, uma em cada cromatide, sao produzidas pe-
la acao de duas particulas radioativas independentes pas-

sando em uma vizinhanga peguena do DNA. (Veja Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Dois modos de acao da radiacao para a producao
de quebras duplas.
(e) O numero de particulas radioativas que atinecem um sitio, as quais

sao capazes de produzir quebras seguem a uma distribuicao de
Poisson com média wD, onde D ¢ a dose em uma determinada uni-
dade de medida (rads em geral) e w ¢ a probabilidade por uni-

dade de dose que uma particula radioativa passe perto do DNA.

A notagao sera introduzida durante a derivacao do mode-’

lo.



Seja k a probabilidade que uma particula radioativa pas-
sando nas vizinhancas do DNA em um sitio, produza uma quebra em uma
cromatide. Este parametro depende da qualidade da radiagao (tipo
de raio, y, X, etc.) e da situacdo quimica no nucleo da celula.

Seja 9 a probabilidade que uma particula radioativa pas-
sando perto das moléculas de DNA que compde a ''primeira' cromati-
de passe também perto daqueles que compde a ''segunda'' cromatide,
isto €, a probabilidade de uma mesma parficula ter potencial para
produzir quebras duplas. Este parametro depende da qualidade da ra-

diacdo e também da geometria das mqléculas de DNA.

€
L8

Portanto, depois da aplicacao de uma dose D, o namero me-
dio de particulas radioativas com potencial para produzir quebras
em uma cromatide, mas ndo na outra € (1-Q2)wD e o numero médio de
particulas radioativas com potencial para produzir quebras nas duas
cromatides € QuwD. Assim apds o sistema ter sido submetido a uma do-
se D de radiacao, a probabilidade por sitio, de termos x particu-
las radioativas que podem produzir quebras na '"primeira' cromati-
de, mas nao na ''segunda', y particulas radioativas que podem pro-
duzir quebras na '"segunda' cromatide mas nao na ''primeira'" e z par-
ticulas radioativas que podem produzir quebras simultaneas nas duas

cromatides € dada por

. R e T D R R i K (3.1)
Hal X, v. z!
Seja P, a probabilidade, por sitio, que somentc uma das duas cro-

1

matides apresente quebra (quebra simples) e P, a probabilidade, por

2
sitio, que as duas cromatides apresentam quebras (quebra dupla).

Entao temos:
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Usando a expressao para PX v,z dada em (3.1) e executan-

do as somas indicadas temos as seguintes expressoes:

-kwD _ e-2ka + k2QwD

v

= 2(e ) (3.2)

L

-k2QuwD e-kZQwD e—ka-+kZan 2

(1 - ). (3.3)

A expressao (3.3) pode ser escrita como

P, = 1-e *P1-(1-e7"P

)Y,

onde a =k?Qw e b=k(1-kQ)w. Portanto I—PZ ¢ o modelo de dois com-
ponentes para sobrevivencia de células apresentado no Capitulo 2.
Gostariamos de enfatizar aqui que mesmo sob a suposicao de que o

"

unico defeito estrutural que conduz a '"morte'" da célula € a quebra
dupla, a expressao 1-P2 nao seria apropriada para a sobrevivencia
da celula, pois ela representa apenas a probabilidade de que um
sitio nao tenha quebra nas duas cromatides.

Procurando nos localizar na seqllencia de eventos que ocor-
rem desde o inicio da radiacdo até a producao do efeito biologi-
co final ("morte'" da celula), podemos dizer que a obtencao das ex-

pressoes (3.2) e (3.3) nos coloca no ponto em que o defeito estru-

tural (quebras duplas ou simples) esta produzido. Para que estas



quebras constituam defeito estrutural com potencial para a produ-
cao do efeito final € preciso que permanecam nao reparadas (ndo re-
constituidas), isto €, € preciso que resistam a capacidade da ce-
lula de reparar o dano produzido. Portanto, em seguida definiremos
parametros relacionados com o mecanismo de reparo.

3e]a fo a proporgcao de quebras duplas nao reparadas. Se-
ja fl a proporcao de quebras simples na 'primeira' cromatide que
nao sao reparadas antes que uma quebra na 'segunda' cromatide con-
verta esta em quebra dupla. Seja f; a proporcao de quebras sim-
ples nao reparadas com potencial para causar 'morte' da celula. Es-
tes parametros dependem da atividaéékmetabélica da celula, do es-
tagio em que a celula se acha e do tempo disponivel para o reparo.

Com estes elementos podemos entao calcular o numero mé-
dio de sitios com defeito estrutural critico, isto ¢, com quebras
simples ou duplas que nao sao reparadas e portanto que estao pron-
tos para produzir o efeito bioldogico final ('"morte'" da cclula). Es-
te numero meédio € obtido introduzindo nas expressoes (3.2) e (3.3
os parametros que acabamos de definir e ¢ dado por:
)+

12 12 - -
N \:fo(l-e k QwD) & fofl o k S’ZmD(l_e k(1-kQ)wD

(3.4)
= o 2
" Zfi (e kwD o 2kwD + k QwD)] )
A expressao (3.4) nos coloca no final da primeira etapa do proces-
so de acao de radiagao sobre a celula, isto €, no ponto em que O
defeito estrutural critico € produzido. A seguir definiremos para-

metros relacionados com a segunda etapa do processo.



Seja Pq probabilidade de que a '"morte' da célula seja cau-
sada por quebras em uma Gnica cromatide (quebras simples) . Seja P,
a probabilidade de que a '"morte'" da célula seja causada pela in-
teracao de duas quebras uma em cada cromatide (quebras duplas). Es-
tes parametros dependem do tipo de célula e do sistema biologico
em estudo. Diferencas nas condigoes da radiagao nao devem refle-
tir nenhuma mudanca nestes parametros. Introduzindo estes novos pa-
rametros na expressdo (3.4) podemos calcular o numero médio de si-

tios que causam a '"morte' da célula, o qual é dado por

1

~k2QuD -k2QwD -k (1-k2) wD

b =N [pzfo(l-e ) * pzfofle (1- )2+
| ' (3.5)
v o2p £r (e

wD -2kwD + k2QuwD W
1 - e )

Finalmente se assumirmos que o numero de sitios que cau-
sam a 'morte" da celula segue uma distribuigao de Poisson com mé-
dia p, obtemos a seguinte expressao para a probabilidade esperada

de sobrevivencia S corrigida pelo controle.
S = ¢ ¥ (3.6)

onde p e dado em (3.5).

Examinando cuidadosamente a expressao (3.6) verificamos
que € impossivel do ponto de vista pratico ajustar esta funcao a
dados experimentais porque envolve um numero muito grande de para-
metros. Portanto o proximo passo € aproximar esta funcao a uma ex-
pressao mais simples com um numero reduzido de parametros.

Para valores pequenos de kwD o segundo membro da expres-

sao (3.5) pode ser aproximada tomando-se os primeiros termos do de-
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senvolvimento em serie de Taylor dos exponenciais para a seguinte

expressao reduzida

u = N [pzfokZQwD + pzfofl(l—kZQwD) (k(1-kQ)wD) 2 +
(3.7)
+ zplfi‘ ((1-kwD) - (1—2ka+k2§2wD))].

Desprezando o termo em (kwD)?® ¢ substituindo na expressao (3.6) u
por este valor temos
. _ 2
§ = ¢ 0D - BD (3.8)

onde %

a = N(Zplf; k(l—kQ)w-szfokzﬂw)

[o~]
|

N(pzfoflkz(l—kﬂ)zmz).

A expressao (3.8) tem apenas dois parametros; estes pa-
rémetrosvconstituem fungoes dos parametros originais que apresen-
tam interpretacdo biologica coerente com todo o processo de acdo
da radiacao sobre as células como veremos abaixo; esta expressao
conserva propriedades importantes do modelo original (ver comenta-
rios gerais (3.5)); esta expressao sc ajusta muito bem a dados ex-
perimentais de varios sistemas biologicos (drosofila, rato, etc.)
(Ver capitulo 4); as variacles obtidas nas estimativas dos parame-
tros o e B, quando comparamos diferentes situacoes cxperimentais,
(radiacao continua e radiacao fracionada, diferentes tratamentos
administrados apos a radiacao e que ativam o mecanismo de reparo)
sao consistentes com a interpretacao dada a estes parametros a qual
€ conseqliéncia da maneira como a e B estdo relacionados com os pa-

rametros anteriores. Isto nao acontece com a interpretacao de o e



B dada por outros autores que tem usado o modelo (3.8) antes. (Ver

Capitulo 4).

3.3. Interpretacao dos parametros a e 8.

O parametro o, definido em (3.9) da a contribuicao, ao
efeito biologico observavel, correspondente a quebras em uma uni-
ca cromatide ou interacio de duas quebras (uma em cada cromatide)
produzidas por uma mesma particula radioativa. Em outras palavras,
o da a contribuigao de defeitos na estrutura do nucleo da célula
produzidos pela acao de uma unica particula radioativa. Isto é me-
lhor entendido se examinarmos cada termo envolvido na definicao
de a.

O primeiro termo de o pode ser escrito como soma de duas

parcelas, isto €,

2p 3 k(1-k@)w = 2p £} k(1-2)w + 2p £} k(1-k)W.

A primeira parcela ¢ a probabilidade, por unidade de dose, que uma
particula radioativa, passando nas vizinhancas de uma cromatide pro-
duza uma quebra e que esta nao seja reparada e cause a "morte' da
celula. A segunda parcela € a probabilidade, por unidade de dose,
que uma mesma particula radioativa, passando nas vizinhancas de am-
bas as cromatides produza quebra em uma delas mas nao produza que-
bra na outra e que esta quebra nao seja reparada e cause 'morte"
da célula.

0 segundo termo de o, piOkZQw e a probabilidade, vor uni-
dade de dose, que uma particula passando na vizinhanca de ambos os
filamentos de DNA produza quebra nos dois e que esta quebra dupla

nao seja reparada e cause 'morte'" da célula.



O parametro B, definido em (3.9) da a contribuigao, ao
efeito bioldogico observavel, correspondente a interacao de duas
quebras (uma em cada cromatide) produzidas por duas particulas ra-
dioativas independentes. Isto € facilmente verificado se escrever-

mos B da seguinte forma.

= - - 12
B N pzfofl [k(l Qw+ k(1 k)QwJ .

Vemos que f, [k(l—Q)w-+k(1—k)Qw] € a probabilidade, por unidade

de dose, de quebra em uma cromatide (veja interpretacao do primeiro
termo de a) e que esta quebra nao %gja reparada antes que uma que-
bra na outra cromatide a transforme )em quebra dupla. Portanto
p,f £, rk(l—Q)w-fk(l—k)ijz € a probabilidade por unidade ao qua-
drado d; dose que duas quebras (uma em cada cromatide) sejam pro-
duzidas por duas particulas independentes e que esta quebra dupla

nao seja reparada e cause a 'morte' da celula.

3.4. Uso d

modelo para outros efeitos biologicos

Podemos distinguir na expressao (3.8), proposta aqui
como um modelo para sobrevivencia de celulas, dois conjuntos de pa-
rametros. O primeiro & composto pelos parametros w, k, fo’ fl,ff,
2 e N que correspondem a primeira etapa do processo da acao da ra-
diacao sobre as celulas, isto e, parametros relacionados com a pro-
ducao do defeito estrutural produzido pela radiacao no nucleo da
celula, com potencial para causar a morte da cclula. O scgundo ¢
composto dos parametros Py ¢ P, que correspondem a segunda etapa
do processo, isto €, relacionam o defeito estrutural potencial ao

efeito biologico observavel (''morte'" da celula neste caso). Por-
g

tanto a expressao (3.8) pode ser usada para qualquer outro efeito




biologico produzido a partir da quebra em uma uUnica cromatide ou
da interagao de quebras nas duas cromatides. O Unico ajuste que de-
ve ser feito € redefinir os parametros P, € p, para cada efeito
biologico em estudo. Podemos entao generalizar o uso do modelo (3.8)
para outros efeitos bioldgicos além de sobrevivencia de celulas,
mas para isto temos que modificar a definicgao de P, € P, dizendo
que além de dependerem do tipo de célula e tipo de sistema biolo-
gico em estudo, dependem também do efeito biologico sob conside-
racao.

Em muitas situacdes € conveniente expressar o modelo em
termos de incidéncia do efeito biolégico do que em termos de so-
brevivencia. Por exemplo, suponha que Y(D) seja a probabilidade es-
perada de um determinado tipo de cancer induzido pela dose D de
radiagao. Suponha que o defeito estrutural na célula, responsavel
pela produgao de cancer € quebra simples ou dupla definidas acima.

Entao da expressao (3.8) obtemos

e—ocD-—BD2

Y(D) = 1 (3.10)

onde o e B sao dados por (3.9). Este modelo é chamado na litera-
tura estatistica de '"modelo de dois estagios'. Foi apresentado for-
malmente por Armitage e Doll (1961) e tem sido usado muito intensa-
mente em estudos de incidéncia de cancer induzido por quimicos des-
de entao. A derivacao da expressao (3.10) dada por Armitage e Doll
(1961) € baseada em argumentos diferentes daqueles usados nesta te-
se e os parametros o e B ndo sao expressos como funcao de parame-
tros que descrevem o mecanismo da acao da radiacao sobre as ce-

lulas. Crump (1979) apresenta uma revisao sobre modelos de dose-

resposta usados em carcinogenes e comenta o fato de que novas des-




cobertas sobre mecanismo de reparo deveriam ser incorporados nos
modelos. Consideramos a derivagao dos modelos (3.8) e (3.10) apre-
sentadas neste trabalho uma primeira tentativa, neste sentido, pa-
ra o caso de efeitos biologicos (ndo somente cancer) induzidos por
radiacdo, pois os parametros a e B de acordo com (3.9) sao expres-
sos como fungao de varios parametros inclusive parametros relacio-

nados com o mecanismo de reparo.

3.5. Discussao (Comentarios Gerais)

1. A expressao (3.8) proposta neste trabalho como modelo de
sobrevivencia em estudos com radiacao € uma aproximacao da expres-
sao (3.6), a qual foi obtida a partir de suposicoes probabilisti-
cas e biologicas consistentes com evidéncias experimentais. Como
conseqliencia do processo de aproximacdo utilizado as duas expres-
soes (3.6) e (3.8) tem o mesmo coeficiente angular da tangente a
curva no ponto D=0. Isto € a derivada de S com relacdo a D, nas duas

expressbes, no ponto D=0 € dada por
N(Zp;fy*k(1-kQ)w + pzfokzﬂw).

Este parametro € muito importante quando estamos intecressados em
estudar riscos de radiagao para doses pequenas e portanto conser-
var este parametro do modelo original & uma propriedade importan-
te do modelo aproximado.

2. A expressao (3.8) tem sido recentemente usada com muita
freqtiencia em radiobiologia como modelo de sobrevivéncia e se ajus-
ta muito bem a dados experimentais em varios sistemas biologicos
(veja por exemplo Alper (1974)). A maioria dos radiologistas que

usam a expressao (3.8) fazem referencia aos trabalhos que passare-



a discutir.

Kellerer e Rossi (1971, 1972 e 1978), assumem que a acao
primaria da radiacdo sobre as celulas € produzir '"sub-lesoes''. Es-
tas sub-lesOes se interagem em pares e produzem as ''lesoes' que
irdo determinar o efeito observavel (Teoria da radiacao dual) . Ba-
seado em evidencias experimentais e suportado pela teoria de ra-
diagao dual (Kellerer e Rossi (1972)) é assumido que 0 numero me-
dio esperado de lesdes por célula € uma funcdo linear quadratica
da dose (aD + BD?). A partir desta suposicao e usando distribuigao
de Poisson o modelo (3.8) e obtidq,’os parametros a e 8 sao inter-
pretados respectivamente como coefiéientes de inducao de lesoes por
um evento simples de radiacao (uma unica particula radioativa) e
coeficiente de.indugéo de lesodes produzidas pecla interagao de dois
eventos simples (duas particulas radioativa). Verificamos que es-

ta interpretagao coincide com a interpretacao global de o e B da-

0

da na secdo 3.3 desta tese. A diferenca fundamental € que a e |

U

dado por (3.9) sao fungoes de parametros relacionados com o meca-
nismo da acao da radiacao, o que permite melhor interpretacao dos
resultados como veremos nos exemplos do Capitulo 4.

Leehouts e Chadwick (1978) assumem que as lesdes criti-
cas para a produgdo do efeito observavel (morte da célula) sdo que-
bras duplas nos filamentos de DNA e que o numero esperado destas
quebras € uma funcdo linear quadratica da dose (aD + 8D?). Usando
distribuicao de Poisson o modelo (3.8) é obtido. O parametro a €
interpretado como coeficiente de indugao de quebras duplas produ-
zidas pela acao de uma mesma particula radioativa. O parametro 8
€ interpretado como coeficiente de inducao de quebras duplas pro-

duzidas pela acao de duas particulas radioativas independentes. No-



tamos que nesta derivacgao do modelo (3.8), ao contrario daquela
apresentada por Kellerer e Rossi, foi especificada o tipo de le-
sao que produz o efeito observavel (quebra dupla nos filamentos de
DNA). A interpretacao dada acima para o parametro R coincide com
aquela dada na secdo 3.3 deste trabalho, porém o parametro o nao
inclue a contribuicao de quebras simples como danos capazes de pro-
duzirem morte da ceélula. Desta forma podemos considerar o modelo
(3.8) com a interpretacao de a e B dada por Leenhouts e Chadwick
como um caso particular do modelo (3.8) derivado nesta tese para

p1=0, isto € o e B seriam respectiy%pente dados por:
2 2 _ 2.2
szfok Qu e szfoflk (1-Qk) w*.

Alguns exemplos no Capitulo 4 mostram que a interpretacao do pa-
rametro o dada por Leenhouts e Chadwick ndo & consistente com evi-
déncias de que reparo de quebras duplas € menos eficiente do que
reparo dé quebras simples (Remick e Martin (1976)). No entanto a
composigao paramétrica dos parametros a e B8 dada em (3.9) ¢ con-

sistente.



CAPTTULO IV

APLICAGOES

4.1. Introducgao

- - 2
Neste capitulo iremos aplicar o modelo S/Soz e ab - 8D

derivado no capitulo anterior a dados experimentais apresentados
por Sankaranarayanan (196Y9a) e por éghkaranarayanan e Volkers (1980).
Estes dados correspondem a experimentos realizados como odcitos de
Drosophila Melénogaster em estagio 7 de desenvolvimento submetidos
a diferentes doses de raio X. Seis destes experimentos estudam a
influencia de oxigenio e nitrogenio na sobreviveéncia, usados como
pos-tratamento (Sankaranarayanan, 1969a) . Outros trés estudam a in-
fluencia de diferentes regimes de radiacao (radiacao fracionada)
na sobrevivencia. Escolhemos este conjunto de dados porque permi-
te mostrar dois fatos importantes. O primeiro € que o modelo sec
ajusta muito bem a varias situacdes experimentais. O segundo ¢ que
as situagoes experimentais envolvidas em cada grupo sao comparaveis
e isto permite interpretar as variacoes dos parametros o e B em
termos do mecanismo da agao da radiacao sobre as celulas. Alem dis-
to, mostra que variagoes nas estimativas de a e B quando compara-
mos pos-tratamentos no primeiro grupo de experimentos ou quando com-
paramos regimes de radiacao no segundo grupo de experimentos, sao
consistentes com a interpretacgao dos parametros a e B dada neste

trabalho, porem o mesmo nao acontece com a interpretacao de o e B

= 3B =



dada por Leenhouts e Chadwick (1978).

Nas duas proximas segoes apresentamos os resultados da
analise estatistica dos dados dos dois grupos de experimentos men-

cionados acima.

4.2. Efeito de pos-tratamentos na sobrevivencia de ovos de droso-

filas em estagio 7 irradiados com raio X.

Os experimentos que compde este grupo formam 3 séries de
experimentos. Na primeira as unidades experimentais sao irradiadas
em nitrogénio e dois pés-tratamentgsﬁ“(N2 e OZ) sao usados (Tabela
4.1). Na segunda as unidades experimentais sao irradiadas em oxige-
nio e os mesmos dois pos-tratamentos sao usados (Tabela 4.2). Na ter-
ceira as unidades experimentais sao irradiados em ar e dois poOs-
tratamentos (N2 e Ar) sao usados (Tabela 4.3) . O numero de unidades
experimentais examinadas e o numero delas que sobrevivem, corres-

pondentes a cada dose e ao controle € o total obtido em 4 repeti-

coes. TABELA 4.1

Efeito dos pOs-tratamentos N, e 0, sobre a sobrevivéncia de odcitos de droso-
fila (estagio 7) irradiados em uma atmosfera de nitrogénio.

Dose N2 (Pos-tratamento) 07 (Pés-tratamento)
em N¢ de Ovos |Sobrev.|Sobrev. |N? de Ovos |Sobrev.|Sobrev.
TotallNasc. $ Co:r1g. TotalINasc. $ Co§r1g.
0 4511 4198 93,1 4445 4141 93,2
1000 4531 35911 86,3 92,7 4649 4098 88,1 94,5
0 4389 4068 92,7 4302 3992 92,8
2000 4715 3681 78.1 84,3 4812 3988 82,9 89,3
0 4550 4149 91,1 4824 4452 92,3
3000 4890 2887 59.1 64,9 4616 3308 71,7 77.7
0 4864 4461 91.7 5125 4752 92,7
4000 4517 2383 52.8 57.6 4958 3461 69.8 75:3
0 3578 3304 92.3 . 3703 3424 92,5
$000 - 3148 1396 44.3 48,0 3665 2141 58,4 63.1
0 4261 3974 93.3 4612 4298 93,2
6000 2083 798 38.3 41.1 3557 1925 54,1 58,0
0 5410 5043 93.2 5212 4866 93,4
7000 3234 1035 32.0 34,3 3169 1313 41.4 44,3
0 4540 4263 93.9 5109 4790 93.8
8000 2109 453 21,5 22.9 2799 861 30.8 32,8
0 3809 3035 92.8 3864 3678 92,6
9000 2364 352 14.9 16.1 2296 573 25,0 27,0
0 4217 3869 91.7 4085 3750 91,8
10000 3835 538 14.0 15,3 3009 677 22,5 24,5
0 3598 3295 091.6 3678 3395 92,3
12000 2194 229 10.4 11.4 2263 347 15,3 16,6

0 3315 3027 91.3 4008 3662 91,4
14000 1195 66 5.5 6.0 1377 163 11.8 12.9




TABELA 4.7

Efeito dos pos-tratamentos N2 e O2 sobre a sobrevivencia de ovos de drosofila

(estagio 7) irradiados em uma atmosfera de oxigenio.

Boss N2 (Pos-tratamento) O2 (Pos-tratamento)
em N? de Ovos |Sobrev.| Sobrev. |N° de Ovos |(Sobrev. Sobrgv.
Total |Nasc. % Cor£1g. Total Nasc.i % Lorglg.
0 3439 3174 92,3 3893 3618 92,9
1000 4006 3764 69,0 74,8 3393 2606 76,8 82,7
0 3343 3103 92,8 3471 3239 93,53
2000 2612 1211 46,4 50,0 2832 1698 60,0 64,3
0 2898 2682 92,5 3817 3548 93,0
3000 1693 399 23,6 2555 2199 856 39,0 41,9
0 3098 2862 92.4 2 3850 3568 92,7
4000 1661 211 12,7 13,7 * % 1874 396 21,1 22,8
0 3913 3648 93,2 3796 3530 93,0
5000 1422 68 4, 8 552 1435 168 11;7 12.6
TABELA 4.3

Efeito dos pOs-tratamentos N, e 0, sobre a sobrevivencia de ovos de drosofila
(estagio 7) irradiados em Ar.

Nese N, (Pos-tratamento) Ar (Pos-tratamento)
em N¢ de Ovos |Sobrev.| Sobrev. |N® de Ovos |Sobrev.|Sobrev.
Total |Nasc. % Cor§1g. Total |Nasc. 3 ;COlﬁlg'
0 3403 3164 93,0 3201 2979 93,1
1000 4177 3172 75.9 81.6 3979 3211 80,7 86,7
0 3656 3428 93,8 3111 2918 93,8
2000 3253 1919 59,0 62,9 3276 2321 70,8 75,5
0 3631 3390 93.4 2863 2664 93,0
3000 2647 1116 42.2 45, 2 2583 1477 57.2 61,5
0 3630 3372 92.9 2864 2660 92.9
4000 2278 641 28,1 30,2 2390 1000 41.8 45,0
0 3174 2931 92,3 3096 2860 92.4
5000 2133 359 16,8 18,2 1550 447 28.8 31, 2
0 3918 3625 92.5 3321 3064 92.3
6000 1423 125 8.8 9,5 1827 395 21.6 23,4
0 3754 3457 92,1 3099 2865 92,4
7000 957 55 55 4 6,2 1048 117 11.2 125 1
0 3548 3265 92,3 3134 2887 92,1
8000 1573 67 4,3 4,7 1858 156 8. 4 9,1




4.2.1. Ajuste do Modelo

~ _ 2
i = gD foi ajustado aos dados de cada um

0O modelo S =e
dos 6 experimentos descritos acima pelo método de minimos quadra-

dos nao linear. Desde que a variavel resposta (proporcdao de ovos

nascidos) € binomial, os parametros do modelo acima foram estima-
dos, primeiro por minimo quadrado nao linear, ponderado pelo in-
verso da variancia e em seguida por minimos quadrados nao linear
nao ponderado. As estimativas de a e B assim como seus respecti-
vos desvios padroes foram praticamente iguais pelos dois processos
por isso os resultados da analise qug apresentamos aqui correspon-
dem aqueles obtidos por minimos quadrado ndo linear, nao pondera-
do.

A Tabela 4.4 apresenta as estimativas de o e B com 0S res-
pectivos desvios padroes, a soma de quadrado dos residuos e a es-
tatistica de x? (Good of fitness) para cada uma das seis situacoes
experimentais.

Analisando todos os elementos da Tabela 4.4, verilicamos
que o modelo se ajusta extremamente bem em todas as situacgoes ex-
perimentais. A probabilidade de se encontrar um valor de x? maior
do que aquele da Tabela 4.4 ¢ maior do que 0,99 para cada caso, o que
mostra um ajustamento praticamente perfeito. Uma visao grafica des-
te ajuste ¢ dada na Figura 4.1, 4.2, 4.3. Com o objetivo de verificar as su-
posicoes basicas do modelo foi feita uma analise detalhada dos re-
siduos para cada caso e podemos afirmar que nao existe nenhum fa-
tor que sugira desvios das suposicoes basicas do metodo de minimos
quadrados. Selecionamos, para apresentar aqui, a analise grafica
que mostra a relacdo entre as estimativas dos residuos ¢ os residuos  espera-

dos de acordo com a tecoria normal (Figuras 4.4, 4.5, 4.0, 4.7. 4.8 ¢ 4.9).



T

TABELA 4.4

Estimativas de o e B nas diferentes condigOes experimentais.

Condicoes Estimativas e D.P. nggﬁgdgedos ESX?Eii;;Eitgara
Experimentais a B ResIduos x? g.1.
NZ—R-N2 0,095069 + 0.011635 0.009657+ 0,001816 0,008666 0.04145 10
NZ-R-O2 0,043296+ 0.009777 0.009849+ 0,001382 0,010299 0,05097 10 ;
OZ—R—N2 0,206325+* 0.020202 0.076590+ 0,007939 0,000498 0.00179 3 T
OZ—R—O2 0.108401+ 0.017379 0.061907 ¢ 0,00S%ﬁS 0.000674 0.00143 3
Ar—R—NZ 0.164258+ 0.008678 0.034377 % 0.002357 0,000540 0.01195 6
Ar-R-Ar 0.088906*0.010701 0.027405% 0,002436 0,001598 0,00559 6




Observacao

Para as figuras 4.1, 4.2 e 4.3 a legenda ¢ a seguinte:

Pl e GG Sobrevivencia

Observada Esperada
(pontos isolados) (curvas)

Oxigenio x s
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Nitrogenio S
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Figura 4.1 - 0Odcitos irradiados em Nitrogenio.

dos com Nitrogenio e Oxigénio.
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Figura 4.2 - 0dcitos irradiados em Oxigénio. Pos-tratados  com

Nitrogenio e Oxigenio.

Figura 4.3 - Oocitos irradiados em Ar. PGs-tratados com Ni-

trogenio e Ar.



tee®ocesterssboscatossctossstosastosactosecterastocec®eccotoroctorcntonee
.
% ) . .
1.6 ¢
N .
.
. .
A .
1.2 o . '
.
. .
< -
.
<80 o s 3
.
. .
. *
<40 o . ‘
.
n -
.
g o .
0.0 o k3
‘% . ’
. .
. . .
.40 ¢ +
(3 . S
§ .
.
.
.
.
.80 ¢ L] .
. .
.
.
- - . -
. .
1.2 ¢ '
.
.
-
" +
et .6 o L]
.
. ®esea®eoestennatacast 4ecnetonceteccateseatucnctosnstosartoncs
Tttt lieans T TilaassTT TiloodsT T Tlnods L0225 L0375 L0525
=, 0450 =.0300 -, 0150 0,000 0150 .0300 L0430

Reiid&xos Observados

Figura 4.4 - Relagao entre residuos observados e esperados pela Teo-

ria Normal. Oocitos irradiados em Nitrogenio e pos-tratados com Nitrogenio.
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--.‘----‘...;‘-..-'.--.’..--‘.--o'.--.’..-.’.-..'¢-.-'..-.0---.'--..0---.
1.2 » .
.

.

<90 +
.

60 +

¢ .

«30 4 +

Residuos Esperados

-.30 & .
. * .
.60 ¢ +
~.90 4 +
. . .
“1.2 +
--.'.-.-0-...0....0-.-.0...-'....0....0....'....'....0....0..-.’.-..0....
-, 0178 -, 0125 - 0075 -, 0025 +0025 L0078 «0125%
=.N150 =.0100 =.0050 N.000 .0050 0100 L0150

Residuos Observados
i
Y
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Figura 4.7 - Relagdo entre residuos observados e esperados pela Teo-

ria Normal. Oocitos irradiados em Oxigenio e pos-tratados com Oxigenio.
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4.2.2. Variagoes nas estimativas de o e B quando comparamos os

pos-tratamentos 0, e N,.

Quando diferentes tratamentos (Oxigenio, Nitrogenio, etc.)
sao administrados apos a irradiacao € esperado uma alteragao na ca-
pacidade de reparo das células e como conseqiiéencia uma mudanca na
sobrevivencia. Para verificar as variacoes esperadas em o e B quan-
do realizamos este tipo de estudo recordamos aqui a definicao dos

parametros o e B dada no Capitulo 3.

N(2p, £3 k(1-kQ)w '+ p,f_k?Qw)

™
I

N(pzfof]kz(l—kﬂ)zmz).

Os parametros relacionados com o mecanismo de reparo sao fo’ £, e

1
f; . De acordo com evidencias de que quebras simples no DNA repa-
ram mais facilmente do que quebras duplas (Resnick ¢ Nortin,1976)
devemos ‘esperar alteracdes maiores em fl € ff’ do que em fo quan-
do usamos fatores que alteram a capacidade de reparo, por que f

€ relacionado com quebra dupla e fl e ff‘ sao relacionados com que-

bra simples. Além disso, de acordo com a definicdo de f, e f.* co-

1 1
mo € permitido um tempo maior de reparo para as quebras simples re-
lacionadas com ff do que para as quebras simples relacionadas com
f1 esperamos alteracoes maiores em fl* do que fl.
Os dados das Tabelas 4.1 ¢ 4.2 ¢ figuras 4.1 e 4.2, mostram
um aumento na sobrevivencia quando usamos OXxigénio como pOs-trata-
mento no lugar de Nitrogenio. Este fato sugere que o pos-tratamen-
to Oxigenio aumenta a capacidade de reparo das células com rela-

¢ao ao pos-tratamento Nitrogénio. Portanto, de acordo com a nossa

discussao acima, devemos esperar que os valores de o e 8 do mo-




_ _ 2
delo S=¢e¢ . == &I

decrescam quando usamos Oxigenio no lugar de Ni-
trogénio e que a taxa com que decresce seja maior para o do que pa-
ra B. As estimativas de a e B na Tabela 4.4 confirmam o que acaba-
mos de afirmar. Com relacao aos dados da Tabela 4.3 e Figura 4.3, as
conclusdes s3o exatamente as mesmas quando substituimos o pos-tra-
tamento Oxigenio por Ar.

Gostariamos de chamar a atencao neste ponto, que de acor-
do com a interpretagdo de o e B dada por Leenhouts e Chadwick (1978)
& concluido por eles que em estudos de pOs-tratamentos deveriamos
esperar variagoes em o e B na mesﬁ& proporgao. Esta conclusdo alem
de ndo ser apoiada pelos resultados da Tabela 4, e contra eviden-
cias de que quebras simples sao reparadas mais facilmente do que

quebras duplas.

4.3. Efeito de diferentes regimes de radiacao na sobrevivencia de

ovos de drosofila em estagio 7 irradiados com raio X.

Os dados que serao analisados neste secao corresponden
a tres experimentos. No primeiro as diversas doses de radiacao fo-
ram administradas continuamente sem interrupgao (Tabcla 4.5) . No se-
gundo cada dose foi administrada em duas fracoes iguais separadas
por 60 minutos (Tabela 4.6)., No terceiro cada dose foi administrada
em tres fracoes iguais separadas por 60 minutos (labela 1.7) | 0 nu-
mero de unidades experimentais examinados e os sobreviventes, cor-
respondentes a cada dose e ao controle ¢ o total obtido em um cer-

J 1§

to numero de repetigoes expecificadas nas tabelas.



TABELA 4.5

Efeito de radiacao continua de raio X sobre sobreviven-

cia de ovos em estagio 7 de drosofila.

Dose Namero Numero | Numero de | Sobrevivéncia
em de de Ovos | Ovos Nao Corrigida
Radios | Repeticoes | Total Nascidos %
0 5 2740 251
500 5 3727 486 95,8
0 5 3944 354
750 5 3458 595 91,8
0 8 7076 616
1000 8 6558 1423 85,8
0 4 3166 5012
1250 4 2835 696 83.3
0 6 5186 <5 498
1500 6 38006 1201 76 ,6
0 7 6565 613
2000 7 4564 1721 68 .7
0 4 4464 399
2250 4 3467 1552 60 .6
0 5 3165 260
2500 5 4418 2236 53.8
0 7 7037 600
3000 7 5296 3122 44 .8
0 3 2444 223
4000 3 1868 1395 27 8
0 5 2999 265
4500 3 22357 1727 25,0
0 8 6519 545
5000 8 7315 5945 20 .6
0 6 5027 418
6000 6 5434 4831 12 .1




TABELA 4.6
Efeito de radiacao fracionada (duas fracoes) de raio X
sobre sobrevivencia de ovos em estagio 7 de drosofila.
Dose Numero Nimero | Numero de | Sobrevivencia
em de Total Ovos Nao Corrigida
Radios | Repetigoes | de Ovos | Nascidos %
0 3 2268 206
2x 500 3 1389 229 91, 9
0 3 1796 165
2x 750 3 1187 276 84, 5
0 3 3376 314
2x1000 3 2166 651 77,1
0 3 3394 279
2x1250 3 2008 754 68,1
0 3 3390 &, 335
2x1500 3 1460 “ 710 57,0
0 5 4527 427
2x2000 5 3474 2230 39,5
0 3 3212 296
2x2250 3 2492 1706 34, 7
0 4 3656 295
2x2500 4 3097 2233 30, 4
0 4 4227 342
2x3000 4 3300 2692 20, 1
TABELA 4.7
Efeito de radiagao fracionada (trcs fragdes) de raio X

sobre sobrevivencia de ovos em estagio 7 de drosofila.

Dose Numero Namero | Nimero de | Sobrevivéncia
em de Total Ovos Nao Corrigida
Radios | Repetigoes | dc Ovos | Nascidos %
0 3 1996 156
3x 500 3 3444 638 88,4
0 4 3566 277
3x 750 4 2994 744 81.6
0 3 3139 264
3x1000 3 2678 1067 65,7
0 4 3091 267
3x1500 4 3148 1924 42.6
0 5 4246 370
3x2000 5 3440 2535 28, 8




4.3.1. Ajuste do Modelo

ol - ’RN2
0O modelo S=¢e ek = B foi ajustado aos dados de cada um

dos 3 experimentos pelo método de minimos quadrados ndo linear pon-
derado e nao ponderado. Usando a mesma justificativa dada na se-
¢ao anterior apresentamos aqui somente os resultados da analise cor-
respondente ao método de minimos quadrados nao linear, nao ponde-

rado. Os resultados desta analise estao na Tabela 4.8.

e 5
L

TABELA 4.8

Estimativas de a e B nos diferentes regimes de radiacgao.

Regimes Estimativas e D.P. Soma de L%A?Lsé;gas
de Quadrado dos |[-P£2 2
Radiagdo a 8 Residuos x? gl

Continua 0,106686%0,013529 0,047696+0,004610 0,005683 0,020005 11
2 Fragoes 0,062127+0,012197 0,037711+0,003396 0,002795 0,008062 7

3 Fragoes 0,036752+0,019823 0,03104Si0.006158 0,002605 0,005706 3

Examinando os elementos da Tabela 4.8, verificamos mais uma
vez que o modelo se ajusta muito bem nas tres situacoes experimen-
tais. Figura 4.10 da uma visdo grafica deste ajuste.

Como no caso do primeciro grupo de experimentos fizemos
para este uma analise detalhada dos residuos e as mesmas conclu-
soes foram obtidas. Figuras 4.11, 4.12 ¢ 4.1% mostram a relacao en-

tre os residuos observados e esperado pela teoria normal.
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Figura 4.10 - Comparacao entre tres regimes de radiacao.
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4.3.2. Variacoes nas estimativas de a e B quando comparamos varios

regimes de radiacao.

Os dados das Tabelas 4.5, 4.6 ¢ 4.7 ¢ l'igura 4.4 mostram um
aumento de sobrevivencia quando aumentamos o numero de fracoes sob
as quais € administrada cada dose. Este aumento de sobrevivencia
e explicado pelo aumento da capacidade de reparo quando a dose e
fracionada. Portanto de acordo com o discutido antes esperamos que
a e B decrescam com o numero de fracoes ¢ que as variacoes em o
sejam maiores do que em B. As estimativas de a e B nas tres situa-
goes experimentais apresentadas na labela 4.8 confirmam este resul-
tado. No entanto de acordo com Leenhouts e Chadwick (1978) deveria-
mos esperar variacao maior em B do que em o, 0 que nao ¢ confirma-

do por estes experimentos.



CAPITULO V

UM METODO PARA AJUSTAR MODELOS NAO LINEARES

USANDO MINIMOS QUADRADOS LINEAR PONDERADO

5.1. Introducao

0 modelo que foi proposto nos capitulos anteriores para
estudo de efeitos biologicos induzijbs por radiacao € nao linear
nos parametros a e B. Os estimadores de minimos quadrados de o e
B sao funcdes das observagdes que minimizam a seguinte soma de qua-
drados

n L .2
S, = E(y.—eo‘dl Pdi®y2 (5.1)

onde, Y3 e a sobrevivencia observada correspondente a dose di,e n
€ o numero de doses diferentes utilizadas no experimento. Embora o
modelo com o qual estamos trabalhando scja muito simples, a mini-
mizacdo da soma S; nao € um problema simples e sO0 € conseguida por
processos 1iterativos. LEstes processos iterativos exigem, em geral,
o uso do computador e programas especiails a fim de obter resulta-
dos satisfatorios. Mesmo dispondo destes elementos a utilizacao dos
programas deve ser feita com muito cuidado e com uma certa habili-
dade por parte do operador porque muitas vezes O processo iterativo
utilizado nao converge dentro daquele tempo estipulado ao computa-
dor ou as vezes converge para valores dos parametros que consti-

tuem apenas um minimo local da soma S, e nao o minimo absoluto exi-
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gido. Passamos a descrever um exemplo desta situacao.

_ _ 2
Considere o problema de ajustar o modelo S =e b - BD" 405

dados da tabela abaixo.

TABELA 5.1
Dados obtidos da Tabela 4.1 eliminadas
as 5 Gltimas linhas.

Doses dadas y
em Kr (d;) 1

0,927
0,843
0,649
0,576
<0k, 480
6 0,411
0,343

[GaEES LI S

=4

0 ajuste do modelo sera feito por meio do programa BMDP3R,
o qual minimiza a soma de quadrados (5.1) pelo processo iterativo
de Newton Gauss. A utilizacao deste processo exige que o operador
especifique, para cada parametro, valor maximo, valor minimo e va-
lor inicial. Para mostrar a influencia dos valores especificados
pelo operador nos resultados finais consideremos dois casos. Os

valores especificados em cada um dos dois casos estao na Tabela 5.2.

TABELA 5.2

Especificagoes iniciais para a aplicacao de mini-

mos quadrados nao linear aos dados da Tabela 5.1.

s 0 Para- Valor
metros Minimo Miximo] Inicial
1 » 0 1 0,05
. 0 1 0,10
, " -0,10 1 0,10

B -0,10 1 0,10




As estimativas dos parametros com o0s respectivos desvios
padrdes e a soma dos quadrados dos residuos correspondente a cada

analise estao na Tabela 5.3.

TABELA 5.3
Resultados das Analises dos dados da Tabela 5.1.

Bas6 Estimativas dos Parametros Soma de andrado
a 8 dos Residuos
1 0,140 0,008 0,000 0,000 0,012765
2 0,094 0,018 0,009 0,004 0,005302

A Tabela 5.3 nos mostra 4ﬁ% uma pequena alteracao nas es-
pecificacgoes iniciais pode produzir resultados diferentes. Um fa-
to interessante que nos chamou a atencao € que no caso 1 a especi-
ficacao sobre o valor minimo para os parametros (mina = ming= 0)
¢ compativel com a teoria, segundo a qual os parametros o e B de-
vem ser nao negativos. Porcm usando estas especiflicacoes o proces-
so iterativo produz como estimativa de B o valor da fronteira. Pa-
ra corrigir isto nos ampliamos o campo de valores possivecis dos pa-
rametros (caso 2 na Tabela 5.2).

Como vimos no exemplo acima a minimizacao da soma de qua-
drados (5.1) nao € um problema trivial, mesmo dispondo de progra-
mas especiais como o BMDP3R. Por outro lado, quando o modelo ¢ li-
near nos parametros a solucao de minimos quadrados ¢ obtida sem
a utilizagao de processos iterativos o que evita os problemas ci-
tados acima, diminue significantemente o tempo de computacao en-
volvido e quando o numero de parametros ¢ pequeno (3 no maximo) os
calculos envolvidos podem ser executados por meio de calculadoras

portateis comuns. Portanto uma primeira tentativa ¢ linearizar o



modelo por meio de transformagoes. Verificamos facilmente que o mo-

- _ 2
delo S =e aD - BD

€ linearizado pela transformacao £n (logaritmo
neperiano). Com esta transformacao os estimadores de minimos qua-
drados dos parametros o € B sao os valores de a e B que minimizam

a seguinte soma de quadrados.

n
1]
o~

(Knyi+ aDi+BDiZ)2 (5.2)

i=1

As estimativas de o e B obtidas por este processo dife-
rem daquelas obtidas pela minimizacao da soma de quadrados (5.1) de
tal modo que as curvas estimadas ségihuito diferentes nas regioes
de doses pequenas. Estas diferencas nas ecstimativas de a e B obti-
das pelos dois processos sao conseqliencias do fato de que as somas

de quadrados S1 dada por (5.1) e S, dada por (5.2) sao dilcrentes.

2

A solucao do problema deve entao ser conduzida tentando-se produ-

zir uma soma de quadrados que seja bem proxima da soma S, e que a

1
minimizacao desta nova soma de quadrados envolva apenas equacoes
lineares nos parametros. Esta idéia ¢ descnvolvida na secgdo seguin-

te deste capitulo.

. . o - _ 2
5.2. Estimacao dos parametros o e B da funcao S(D)= e Sii- 50 por

modelos lineares.

Seja fi o valor da fungao S para o valor de dosec dos1
e“@di‘ﬁdi.

S—

-

to e, .=

i Portanto o nosso problema e determinar a e B

tais que minimizam a soma Sl de quadrados que com esta notacao €

expressa por



onde Y3 € a sobrevivencia observada correspondente a dose d.. Po-

demos escrever S1 da seguinte forma

. n
_fl 2 = 2(1 -(Uny -fnfj) 2
17 LYy i = ly.%(1-e ).
i=1 1 i=1
Desde que fi representa o valor de sobrevivencia esperado corres-
pondente a dose di e y; representa o valor observado de sobrevi-
vencia correspondente a dose di’ os valores das diferencas Kny{%nfi
sao proximos de zero quando supomos o modelo verdadeiro. Portanto to-
mando-se o primeiro termo da expansao do exponencial em série de

e

Taylor a soma de quadrados S1 pode ser aproximada por
2y P 2
Yi (Knyyi £n fi) . (5.3)

A funcao Enfi ¢ linear nos parametros. Entao o problema ficou ago-
ra transformado em um problema de minimos quadrados ponderados on-
de os pesos sao fungoes muito simples das observacoes (yiz) . Os
valores de o e B que minimizam a soma de quadrados acima sao da-

dos pelas expressoes.

- iyt PH0y P Ed R0 = O ® 8d ) g = d %)
(E7,; 59q =107, "5 ") = LJ¥s *dy 70"

o Wity Qys*2dy) - Oy ") (v *2444 %)
(zylzdIZ)(Eylzdlk) _ (}‘ylZdla)z

O fato de reduzirmos o problema de minimizar uma soma de quadrados
que envolve equagoes nao lineares a um problema que envolve equa-

goes lineares dispensa a utilizacao dos processos iterativos e nao



apresenta os inconvenientes citados na secao 5.1. Alem disso a so-
lugao dada por este processo € unica e pode ser obtida com progra-
mas simples de computador ou mesmo com uma calculadora comum. Pa-
ra avaliar o grau de aproximacao da solucao proposta aqui € sufi-
ciente verificar que a diferenca entre a soma de quadrados origi-
nal S1 e a aproximada 83 ¢ expressa em termos de produtos do tipo
yiz(tn)ﬁ_—ﬂn fi)r com r>3 . Desde que 0<yi<1 estes termos serao
muito pequenos em relagdao ao termo yiz(ﬁnyg_—ﬂn.fi)z se as dife-
rencas (Knyi-ﬂnfi) sao menores do que 1 em valor absoluto. Es-
tas diferencas representam os residuos os quais serao bem peque-
nos quando o modelo se ajusta bem. Para verificar que a aproxima-
¢ao € satisfatoria, apresentamos a seguir a comparacao de estima-
tivas dos parﬁmetros o e B obtidas pelo processo iterativo de New-
ton Gauss e pelo processo aproximado proposto aqui, assim como es-
timativas das somas de quadrados S1 obtidas pelos dois processos,

para umd série de exemplos.

5.3. Comparacao de dois processos de ajustamento de modelos nao

lineares nos parametros.

Para comparar os dois processos de estimacao, minimos qua-
drados nao linear e minimos quadrados linear ponderado, vamos uti-
lizar dois tipos de curvas de dose resposta que sao muito utiliza-

das em radiobiologia,

e-aD - BD?

wn

Para a primeira fungao utilizaremos os dados apresenta-
dos nas tabelas 4.1, 4.2, 4.3, 4.5, 4.0 ¢ 4.7 ¢ os dados corres-

pondentes a experimentos discutidos e¢m Targa ¢ Peres (1979), ta-



belas 5.4 e 5.5. Para a segunda funcao utilizaremos os dados publi-
cados por Sankaranarayanan (1969b), tabelas 5.6, 5.7 e 5.8.

A comparacao € feita por meio das estimativas dos para-
metros e da soma de quadrados SI= Z(y.l--fi)2 obtidas pelos dois

processos, tabelas 5.9 e 5.10.

TABELA 5.4

Sobreviveéncia de oocitos de mosca doméstica em estagio 7 irra-

=
L8

diados com raios Y.

Dose | Sobrevivéncia | Dose | Sobrevivencia | Dose | Sobrevivencia
em corrigida pe- em corrigida pe- em | corrigida pe-
Kr lo controle Kr lo controle Kr j lo controle

0,5 0,960 2,0 0,780 3,0 0,417

0,5 0,920 2,0 0,560 3,5 0,290

0,5 0,840 2,0 0,440 3,5 0,230

0.5 0,901 2,0 0,520 3.5 0,260

1,0 0,830 2,0 0,670 5,5 0,500

1,0 0,860 2,0 0,756 3,5 0,418

1,0 0,870 2,0 0,584 4,0 0,220

1,0 0,800 2.5 0,610 4,0 0,260

1,0 0,913 2,5 0,370 4,0 0,320

1,0 0,825 2,5 0,410 4,0 0,230

1,5 0,770 2,5 0,650 4,0 0,480

1,5 0,760 2,5 0,561 4,0 0,338

1,5 0,580 3,0 0,350 4,0 0,235

1,5 0,580 3,0 0,300 4,5 0,230

1.5 0,770 5,0 0,420 4.5 0,240

1,5 0,850 3,0 0,300 4,5 0,210

1,5 0,753 3,0 0,610 4,5 0,349

2,0 0,650 3,0 0,550 5,0 0,245

2,0 0,670 3,0 0,450 5,0 0,149

2:50 0,750 5.0 0,477 - -




TABELA 5.5

Sobrevivencia de oocitos de mosca domestica em estagio 14 irra-

diados com raios Y.

Dose | Sobrevivencia | Dose | Sobrevivencia | Dose | Sobrevivencia
em corrigida pe- em corrigida pe- em corrigida pe-
Kr lo controle Kr lo controle Kr lo controle

0,5 1,000 2,0 0,403 3,0 0,245

0,5 0,854 250 0,583 3,0 0,171

1,0 0,804 2,0 0,441 3,0 0,345

1,0 0,853 2,0 0,433 3,0 0,307

1,0 0,732 2,0 0,404 3,5 0,147

1,0 0,784 2,0 0,355 3,5 0,118

1.0 0,804 2,0 0,482 4.0 0,134

1,0 0,799 2,5 0,329, 4,0 0,110

1,0 0,927 255 0,363 4,0 0,054

1,0 0,750 3,0 0,230 4,0 0,062

1,5 0,709 3,0 0,219 4.0 0,105

1,5 0,600 3,0 0,171 4,0 0,141
2,0 0,419 3,0 0,160 - -

TABELA 5.6

Efeitos dos pos-tratamentos nitrogenio e oxigénio na sobrevi-

vencia de oocitos de drosofila (estagio 14) irradiados em ni-

trogenio.
Dose Sobrevivencia corrigida pelo controle
Em N, (Pos-tratamento) | O, (Pos-tratamento)
iy 2 Z

0,3 0,760 0,836

0.6 0,567 0,678

0,9 0,427 0,859

1,2 0,348 0,451

1,5 0,272 0,380

1,8 0,229 0,319

254 0,164 0,251

2,4 0,129 0,198

2,7 0,098 0,166

550 0,076 0,141




TABELA 5.7

Efeitos dos pos-tratamentos nitrogenio ¢ oxigenio na sobrevi-

vencia de oocitos de drosofila (estagio 14) irradiados em oxi-

genio.
Dose Sobrevivencia corrigida pelo controle
em N, (Pos-tratamento) | O, (Pos-tratamento)
Kr 2 2
0,15 0,625 0,714
0,30 0,407 0,479
0,45 0,249 “ % 0,321
0,60 0,157 0,215
0,75 0,104 0,150

TABELA 5.8

Efeitos dos pos-tratamentos nitrogenio e oxigenio na sobrevi-

vencia de oocitos de drosofila (estagio 14) irradiados em ar.

Dose Sobrevivencia corrigida pelo controle
E? N2 (Pos-tratamento) 02 (Pos-tratamento)
0,15 0,693 0,764

0,30 0,444 0,541

0,45 0,306 0,393

0,60 0,215 0,292

0,75 0,150 0,219

0,90 0,093 0,169




TABELA 5.9 i
Estimativas dos parametros do modelo S =g oD~ BD por dois processos:
Minimos quadrados ndo linear (M)NL) e Minimos quadrados linear pondera-
do (MYLP).
Fonte Jbs Processo Estimativas Curvas
de i 2 de dose-
dados observados Estimacdo o .8 Z(yi_e-adl-Bdl )?| resposta
Tab.4.1(P6s-trat.N2) MQNL 0,095069 0,009657 0,008666 Fig. 5.1
MQLP 0,097375 0,008964 0,008913
Tab.4.1(P65-trat.02) MQNL 0,043296 0,009849 0,010299 Fig. 5.2
MQLP 0,046557 0,009093 0,010807
Tab.4.2(P65-trat.N2) MQNL 0,206325 0,076590 0,000498 Fig. 5.3
MQLP 0,206561 0,076147 0,000500
Tab.4.2(P55-trat.02) MQONL 0,108401 0,061907 0,000674 Fig. 5.4
MQLP 0,108060 0,061878 0,000674
Tab.4.3(P65—trat.N2) MQNL 0,164258 0,034377 0,000540 Fig. 5.5
MQLP 0,167847 0,033065 0,000573
Tab.4.3(PSs-trat.Ar) MQNL 0,088906 0,027405 0,001598 Fig. 5.6
MmLP - 0,089570 0,027089 0,001609
Tabela 4.5 MQNL 0,106686 0,047696 0,005683 Fig. 5.7
MQLP 0,108680 0,046301 0,005771
Tabela 4.6 MQNL 0,062127 0,037711 0,002795 Fig. 5.8
MQLP 0,063007 0,037193 0,002841
Tabela 4.7 MQNL 0,036752 0,031045 0,002605 Fig. 5.9
MQLP 0,037156 0,030660 0,002624
Tabela 5.4 MQNL 0,155102 0,038427 0,476852 Fig.5.10
M)LP 0,144924 0,033641 0,524266
Tabela 5.5 MQNL 0,104379 0,133238 0,132561 Fig.5.11

MQLP 0,110144 0,120692 0,142600
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TABELA 5.10

Estimativas do parametro do modelo S=e¢

sos: (MQNL) e (MQLP).

ab - o
por dois proces-

Fonte dos Processo Estimativa Curvas
g de n ey de dose-
dados observados Estimacio a T (y.-e ()Ldl)2 resposta
i=1 *

Tab.5.6(Pos-trat.N)) - 0.882685  0,00189% Fig.5.12
MQLP 0,879439 0,002005

. ' 2 51¢ . .

Tab.5.6(Pos-trat.0,) MCE, B, 052252 0,800512 Fig.5.13
MQLP 0,651792 0,000519

Tab.5.7(PGs-trat.N,) 4062056 {1,000134 Fig.5.14
MQLP 3,060831 0,000134

Tab.5.7(P65—trat.Oz) MR, s UpHaRsls Fig.5.15
MQLP 2,476339 0,000816

Tab.S.S(Pés—trat.Nz) B 2, sEien 000575 Fig.5.16
MLP 2,594712 0,000576

~ ! ) /

Tab.5.8(Pos-trat.Ar) QL asilears U 0R0840 Fig.5.17

MQLP 2,017228 0,000841

As figuras de 5.1 a 5.17 mostram as curvas de dose-res-
posta correspondente aos dois processos de estimacao para cada con-
junto de observacoes considerado. Em cada uma das figuras a linha
continua corresponde ao processo de estimacao MQNL e a linha pon-
tilhada corresponde ao MQLP. Estas figuras sao identificadas nas

Tabelas 5.9 e 5.10.
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Para verificar a influencia do peso y;" nas estimativas

foi calculado, para cada conjunto de dados referidos nas tabelas
5.9 ¢ 5.10, as estimativas dos parametros pelo método de minimos
quadrados linear nao ponderado, isto &, os valores dos parametros
que minimizam a soma de quadrados

’z’

(Lny; - £n £f;) z

i=1

2
-ad; - Bd; . = ; : :
di = Bdj para as situagoes experimentais consideradas

-ad

onde f. =e
i

na tabela 5.9 e fi =e 1 para aquelas consideradas na Tabela 5.10.

e

Estes resultados estao nas tabelas §.ll e 5.12.

TABELA 5.11

Estimativa dos parametros do modelo S =e

-aD - BD?

por minimos quadrados linear nao ponderado.

Fonte dos dados Estimativas

observados | . E 8
Tabela 4.1 (Pos-trat. NZ) 0,129058 0,005242
Tabela 4.1 (Pos-trat. Oz) 0,078547 0,066841
Tabela 4.2 (Pos-trat. N,) 0,207579 0,206580
Tabela 4.2 (Pos-trat. 0,) 0,111424 0,108752
Tabela 4.3 (Pos-trat. N:) 0,225557 0,210517
Tabela 4.3 (Pos-trat. A;) 0,092041 0,092329
Tabela 4.5 0,147797 0,035107
Tabela 4.6 0,088453 0,030793
Tabela 4.7 0,056666 0,026082
Tabela 5.4 0,191594 0,029315

Tabela 5.5 0,176398 0,105939




TABELA 5.12
Estimativas do parametro do modelo s=e por mi-
nimos quadrados linear nao ponderado.
Fonte dos dados Estimativa
observados a
Tabela 5.6 (Pos-trat. N,) 0,859333
Tabela 5.6 (Pos-trat. 02) 0,657697
Tabela 5.7 (Pos-trat. NZ) 3,049917
Tabela 5.7 (Pos-trat. 02) 2,527529
Tabela 5.8 (Pos-trat. NZ) 2,595480
Tabela 5.8 (Pos-trat. Ar) 2,013512

Examinando os resultados apresentados acima concluimos
que o processo de ajustamento (MQLP) proposto nesta tese para ajus-
tar modelos nao lineares nos parametros constitue uma boa aproxi-
macao do (MQNL). Como o método envolve uma transformacao na varia-
vel dependente (Kn)q) € preciso verificar se as suposicOes basi-
cas do método de minimos quadrados estdao satisfeitas. Pare isto fo-
ram feitas analises de residuos correspondente a cada ecxemplo e
mostraram que podemos aceitar as suposicoes basicas como verdadei-
ras. Nao vamos apresentar estes resultados aqui para nao alongar
muito o trabalho. Selecionamos apenas as analises apresentadas nas
figuras 5.18 e 5.19 correspondentes aos dados das tabelas 5.4 e
5.5 as quais mostram que a suposicao de normalidade dos residuos €
satisfeita.

Finalmente concluimos que embora acreditemos no método
de ajustamento proposto neste trabalho, reconhecemos que mais tra-

balho devera ser feito para comprovar sua eficiencia.
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