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RESUMEN

La experimentacion tiene un papel fundamental en todos los campos de la
investigacion y el desarrollo, siendo su objetivo principal la obtencion de informacion de
calidad. De acuerdo con esto, es indispensable contar con un disefio y analisis riguroso de
los experimentos, principalmente en las areas en las que las conclusiones obtenidas
constituiran una base para la toma de decisiones en materia de salud. Tal es el caso de los
experimentos mutagénicos, los cuales permiten evaluar el dafio que ciertos compuestos
podrian tener en los seres vivos a nivel genético.

Existe un gran nimero y variedad de pruebas bioldgicas que permiten evaluar el
efecto de ciertos agentes en el ADN. Los ensayos de mutagénesis bacteriana,
especialmente la prueba de Ames (ensayo de mutacién reversa con Salmonella typhimurium
his’), han sido utilizados alrededor del mundo en laboratorios de investigacion y en
agencias reguladoras gubernamentales por mas de dos décadas.

De manera general la prueba tiene sustento teérico en el hecho de que la mayoria
de los compuestos mutagénicos conocidos son cancerigenos. De tal modo que las
mutaciones puntuales provocadas en los microorganismos utilizados para la prueba
permitirdn detectar compuestos potencialmente dafiinos. Cabe destacar que las mutaciones
puntuales son la causa de muchas enfermedades genéticas humanas y hay evidencia de que
éstas en los oncogenes y los genes supresores de tumores en las células somaticas estan
involucradas en la formacion de tumores en humanos y en animales experimentales.

El objetivo de la investigacion es evaluar la existencia de interacciones estadisticas
entre dos enzimas bacterianas purificadas (A (SnrA) y B (Cnr)) y entre las enzimas y los
compuestos quimicos seleccionados (1,3 Dinitropireno, 1,6 Dinitropireno y 1,8
Dinitropireno), para determinar cudl de las combinaciones de niveles de los factores
producen una respuesta mutagénica mas elevada y en consecuencia un dafio mayor en el
ADN.

De acuerdo con lo anterior, se calcul6 el tamafio de muestra necesario, se genero el
disefio factorial asimétrico (2% X 3™ en JMP y se realizaron las corridas aleatoriamente.
Finalmente, los datos se analizaron con JMP, se evalu6 el cumplimiento de los supuestos
del modelo, se realizaron las transformaciones pertinentes y se procedié a elaborar las
conclusiones.

Con base en los resultados obtenidos se concluyd lo siguiente:

- La Enzima A presenta una efecto significativo en el modelo.

- No existe interaccidn estadistica entre las enzimas Ay B

- Lainteraccién Enzima B*Compuesto es significativa.

- La combinacién de 1,6 Dinitropireno con la Enzima B es el que reporta mayor dafio

- El 1,3 Dinitropireno y el 1,8 Dinitropireno tienen una respuesta promedio muy
similar en presencia de la Enzima B.

- La combinacion que produce un nimero mayor de revertantes inducidos es la que
corresponde al 1,6 Dinitropireno, cuando se agregan ambas Enzimas.

- La combinacion que produce un nimero menor de revertantes inducidos es la que
corresponde al 1,6 Dinitropireno en ausencia de Enzimas.



I.-INTRODUCCION
1.1 Disefios Factoriales
1.1.1 Fundamentos de los Disefios Factoriales

De acuerdo con lo expuesto por Montgomery (2004), un experimento se define
como una prueba o serie de pruebas en las que se hacen cambios deliberados en las
variables de entrada de un proceso o sistema para observar e identificar las razones de los
cambios que pudieran observarse en la variable de respuesta o de salida.

Las variables de entrada, factores o variables independientes son las caracteristicas
cuyo efecto queremos estudiar. Dichos factores pueden tener uno o mas niveles, los cuales
son la o las categorias estudiadas del factor. Asi, las combinaciones de los factores y los
niveles estudiados constituyen los tratamientos en el experimento.

Por disefio factorial se entiende que en cada ensayo o réplica completa del
experimento se investigan todas las combinaciones posibles de los niveles de los factores
(Cochran y Cox 1965, Atkinson y Bailey 2001, Kuehl 2001, Montgomery 2004). De esta
manera, el nimero total de tratamientos o condiciones experimentales depende del nimero
de factores y el nimero de niveles en cada factor. Si N y Li son el nimero de factores y el
nimero de niveles en cada factor i, respectivamente, el nimero de condiciones
experimentales (tratamientos) es igual a L; X L, X..... X Ly. Por esta razon, el experimento
es generalmente referido como un experimento factorial (Garcia-Diaz y Phillips 1995).

En este tipo de experimentos, a diferencia de los de un solo factor, se pueden
evaluar las interacciones, es decir, se puede evaluar si los factores no producen el mismo
efecto en la respuesta con niveles diferentes de otro factor (Montgomery 2004).

De acuerdo con Kuehl (2001), los experimentos factoriales permiten evaluar tres

efectos sobre la variable de respuesta:

a) Eefecto Simple: Comparacion entre los niveles de un factor a un solo nivel de
otro factor.

b) Efecto Principal: Comparacion entre los niveles de un factor promediados para
todos los niveles de otro factor. Son los efectos promedio de un factor.



c) Efecto de Interaccion: Son las diferencias entre los efectos simples. Miden las
diferencias entre los efectos simples de un factor a diferentes niveles de otro
factor.

1.1.2 Tipos de Disefios Factoriales

Existen un gran numero de disefios factoriales. A continuacion se definen

brevemente algunos de los mas comunes:

DISENO DE UN SOLO FACTOR: En este tipo de disefio se analiza un solo factor
con varios niveles. El caso tipico es el anlisis de varianza de una sola via (Montgomery
2004).

DISENO FACTORIAL 2% Este tipo de disefio se presenta cuando se tienen k
factores, cada uno con dos niveles. Estos niveles pueden ser cuantitativos o cualitativos
(p-ej. niveles "superior" e "inferior" de un factor, o quizas, la ausencia o presencia de un
factor). Este tipo de disefio es particularmente Gtil en las primeras fases del trabajo
experimental, cuando es probable que haya muchos factores por investigar (Montgomery
2004).

Una réplica completa de tal disefio requiere que se recopilen 2 x 2 X .... x 2 = 2
observaciones y se conoce como disefio general 2. Debido a que sélo hay dos niveles para
cada factor, debe suponerse que la respuesta es aproximadamente lineal en el intervalo de

los niveles elegidos de los factores (Montgomery 2004).

DISENO FACTORIAL 3% Este es un disefio que consta de k factores con tres
niveles cada uno. Los tres niveles de los factores pueden referirse como nivel bajo, medio
y alto. Estos niveles se representan de acuerdo con lo siguiente:

-1 corresponde al nivel bajo

0 corresponde al nivel intermedio

+1 corresponde al nivel alto



Cada combinacién de tratamientos de un disefio 3 se representa mediante k digitos, donde
el primero indica el nivel de A, el segundo sefiala al nivel de B, ..... y el k-ésimo digito, el
nivel del factor k. Por ejemplo, en un disefio 3%, la combinacién 001 denota la presencia de

los factores Ay B en un nivel bajo y el factor C en un nivel alto (Montgomery 2004).

DISENOS FACTORIALES FRACCIONARIOS 2P Y 3%P: En un experimento
factorial fraccionario, solamente se realiza una fraccion de los tratamientos (Dean y Voss
1999). Una gran ventaja de este tipo de disefios es el ahorro en tiempo y en dinero, pero la
desventaja radica en que los efectos principales e interacciones pueden estar confundidos,
es decir, no pueden ser estimados en forma independiente. A los contrastes factoriales que
estan confundidos se les llama “alias” (Dean y Voss 1999).

Cuando el nimero de factores (k) de un disefio factorial 2 se incrementa, el nimero
de corridas necesarias para realizar una réplica completa del disefio rebasa con rapidez los
recursos de la mayoria de los experimentadores (Montgomery 2004), por lo que conviene
utilizar estos disefios factoriales fraccionados.

En este tipo de disefios se tienen 2P tratamientos, de manera que si tenemos un
disefio de tipo 2° y por motivos de tiempo o de recursos (nicamente podemos realizar la
mitad de los tratamientos que implica el disefio completo, decimos que se trata de un medio
del disefio 2% , ya que (2%)(1/2) = 2°' = 22 = 4 tratamientos. Entonces, un disefio 2*
implicara 1/2 del disefio completo, un disefio 2“2 implicaria 1/4 del disefio completo, un
disefio 2“2 implicaria 1/8 del disefio completo y asi sucesivamente.

Siguiendo el mismo razonamiento, en el caso de un disefio 3% el factorial
fraccionario correspondiente serfa un disefio en el que se tienen 3“P tratamientos, de manera
que si tenemos un disefio 3* en el que solamente podemos realizar 9 de los 81 tratamientos
del disefio completo, decimos que se trata de un noveno del disefio 3, ya que
(3)(1/9) = 3*2 = 32 = 9 tratamientos. Entonces, un disefio 3“* implicara 1/3 del disefio
completo, un disefio 3% implicarfa 1/9 del disefio completo, un disefio 2% implicaria 1/27
del disefio completo y asi sucesivamente.

El disefio factorial fraccionario 2P se usa en experimentos de escrutinio para
identificar con rapidez y de manera eficiente el subconjunto de factores que son activos, y

para obtener alguna informacion sobre algunas interacciones. Si el experimentador puede



suponer razonablemente que ciertas interacciones de orden superior son insignificantes, es
posible obtener informacién de los efectos principales y las interacciones de orden inferior
corriendo Unicamente una fraccion del experimento factorial completo (Montgomery 2004).

El disefio factorial fraccionario 3“P constituye un caso similar al 2P, aunque cabe
mencionar que a menudo se desea un fraccionamiento mayor del disefio 3%, debido al

namero de tratamientos necesarios (Dean y Voss 1999).

FACTORIALES ASIMETRICOS: Para experimentos factoriales simétricos, el
numero de niveles de todos los factores son iguales (Atkinson y Bailey 2001). Para los
experimentos factoriales asimétricos, los niveles de algunos factores pueden ser iguales,
pero no todos los niveles de los factores son iguales (Garcia Diaz y Phillips 1995, Ryan

k1 ka

2007). Un factorial asimétrico (completo) es de la forma general a , con k; y ko

mayores o igualesa 1y 2 <a<b (Ryan 2007).

En los disefios antes mencionados se asume que:

a) Los factores son fijos
b) El disefio del experimento es completamente al azar
c) Se satisfacen los supuestos usuales del analisis de varianza (Homsocedasticidad,

normalidad e independencia).

1.1.3 La Importancia de los Disefios Factoriales en la Experimentacion

La experimentacion tiene un papel fundamental en todos los campos de la
investigacion y el desarrollo, siendo su objetivo principal la obtencién de informacion de
calidad que permita desarrollar nuevos productos y procesos, comprender mejor un sistema
y tomar decisiones sobre como optimizarlo y mejorar su calidad, o bien comprobar
hipétesis cientificas (Ferré y Ruis 2004).

Usualmente los experimentos incluyen varios factores, por lo que el enfoque
correcto para estudiar situaciones de este tipo es el uso de experimentos factoriales
(Montgomery 2004).

Este tipo de disefios constituyen una estrategia experimental en la que los factores se

hacen variar en conjunto, de manera que permiten la estimacion de los efectos de un factor



con varios niveles de los factores restantes, produciendo conclusiones que son validas para
un rango de condiciones experimentales (Montgomery 2004). De esta manera, los disefios
factoriales producen experimentos mas eficientes, pues proporcionan informacion sobre
todos los factores, y estiman el efecto de varias variables simultaneamente (Box et al. 2001
y Kuehl 2001). Asimismo, permiten identificar si los factores actGan en las unidades
experimentales de manera independiente, 0 en caso contrario, si existe una interaccion entre
factores (Kuehl 2001, Cox y Reid 2000). La interaccion entre factores solamente se puede
evaluar en experimentos de este tipo, cuestion que no es posible al realizar series de
experimentos evaluando un factor a la vez (Cox y Reid 2000).

De acuerdo con Cochran y Cox (1965) existen tres casos principales en los que la

experimentacion factorial es adecuada:

a) En trabajos de exploracion, donde el objeto es determinar rapidamente los
efectos de cada uno de cierto nimero de factores dentro de un intervalo
especifico.

b) En investigaciones de las interacciones entre los efectos de varios factores. Por
su naturaleza las interacciones no se pueden estudiar sin probar algunas de las
combinaciones de los diferentes factores. Frecuentemente la informacion se
obtiene mejor probando todas las combinaciones.

c) En experimentos disefiados para poder llegar a recomendaciones que deben
aplicarse a una gran variedad de condiciones. Se pueden introducir factores
auxiliares en un experimento para probar los factores principales bajo una
variedad de condiciones similares a las encontradas en la poblacion a la cual se

van a aplicar dichas recomendaciones.

2.1 El Ensayo de Mutacidn Reversa con la Bacteria Salmonella typhimurium
2.1.1 Fundamentos de la Prueba

Los ensayos de mutagénesis bacteriana, especialmente la prueba de Ames (ensayo

de mutacién reversa con Salmonella typhimurium his’), han sido utilizados alrededor del



mundo en laboratorios de investigacion y en agencias reguladoras gubernamentales por mas
de dos décadas (Nylund et al. 1992, Josephy et al. 1997).

De manera general la prueba tiene sustento tedrico en el hecho de que la mayoria
de los compuestos mutagénicos conocidos son cancerigenos. De tal modo que las
mutaciones puntuales provocadas en los microorganismos utilizados para la prueba
permitiran detectar compuestos potencialmente dafiinos (O"Hare y Atterwill 1995, OECD
2003). Las mutaciones puntuales son la causa de muchas enfermedades genéticas humanas
y hay evidencia de que éstas en los oncogenes y los genes supresores de tumores en las
células somaticas estan involucradas en la formacion de tumores en humanos y en animales
experimentales (OECD 2003).

El ensayo disefiado por Ames et al. (1973), tiene entre otras ventajas una
especificidad alta, cerca del 90 % de los carcindgenos probados resultaron ser mutagénicos
en la prueba (McCann y Ames 1976), bajo costo y obtencion de resultados a corto plazo.

La prueba se basa en la reversion de un genotipo his  (auxdtrofas) a un genotipo
his™ (protétrofas) en varias cepas de Salmonella typhimurium incapaces de sintetizar el
aminoéacido esencial histidina debido a la mutacion por corrimiento de marco de lectura, o

bien la sustitucion de pares de bases (Figura 1).

Figura 1. Colonias his™ de la cepa TA98 (izquierda) y Colonias his+ de la cepa TA98 (derecha) como
resultado de la aplicacion de 50 ng del mutageno directo 1-Nitropireno.

Las cepas tienen otras caracteristicas que hacen a los microorganismos mas
sensibles a los mutagenos; por ejemplo: la mutacion rfa que implica una pérdida parcial de
la barrera de lipopolisacaridos, que incrementa su permeabilidad a moléculas grandes, la

delecion del gen uvrB, que también incluye a los genes de la nitrato reductasa (Chl) y de la



biotina (bio) , que elimina el sistema de reparacion por escision en el ADN. Las cepas
presentan factores R (pldsmidos) que incrementan la reparacion propensa a error en el
ADN, ademés de que cuentan con genes de resistencia a antibidticos (Ames et al. 1975,
Maron y Ames 1983)(Tabla I).

Tabla I. Genotipos de algunas cepas utilizadas en la prueba.

CEPA GENOTIPO EVENTO MUTACIONAL
TA98 hisD3052, rfa, A(uvrB, chl y bio), pKM101(Ap") Corrimiento de marco de lectura
TA100 hisG46, rfa, A(uvrB,chl y bio), pKM101(Ap") Substitucion de pares de bases

YG1021 hisD3052, rfa, A(uvrB, chl y bio), pYG216 (Ap'y Tr")

YG7132 | hisD3052, gal, rfa,A(uvrB, chl y bio), pKM101(Ap' y Km")

Nitrorreductasa elevada Corrimiento de marco de lectura

Nitrorreductasa suprimida Corrimiento de marco de lectura

Fuente: Ames et al. (1975), Einisto et al. (1991) y Yamada et al. (1997).

Las diferentes cepas presentan sensibilidad a distintos compuestos; la cepa TA98
es recomendada para pruebas generales de mutagenicidad (Maron y Ames 1983,

Mortelmans y Zeiger 2000).

2.1.2 Enzimas y Mutégenos

Gran variedad de compuestos quimicos requieren activacion metabdlica para
ejercer su efecto mutagénico y cancerigeno (Kappers et al. 2000).

Existe evidencia de que los nitroarenos no reaccionan directamente con ADN
purificado, sino que requieren ser transformados a metabolitos secundarios antes de
provocar mutaciones. En la prueba de Ames, son transformados por las bacterias a
metabolitos que forman aductos con el ADN (Rosenkranz y Mermelstein 1983, Kappers et
al. 2000).

Los nitroarenos son activados por las enzimas bacterianas en dos pasos
principales: el primero implica reducciones de las especies nitro a nitroso y de la reduccion
de nitroso a arilhidroxilamina y el segundo involucra la O-acetilacion de las
arilhidroxilaminas dando lugar a los N-acetoxiésteres 0 su reduccion hasta formar
arilaminas (Figura 2) (Josephy et al. 1997, Kappers et al. 2000, Haak et al. 2001). En
ambos casos los metabolitos reaccionan con el ADN, aunque la habilidad de reducir estos

grupos funcionales depende del tamafio del sistema aromético (Haak et al. 2001).



En Salmonella typhimurium se han descrito hasta la fecha dos nitrorreductasas
denominadas SnrA 'y Cnr (Carroll et al. 2002) las cuales utilizan NAD(P)H y/o NADH
como fuente de equivalentes reductores (Tatsumi et al. 1982 y Paterson et al. 2002).

Es importante sefialar que ciertos aspectos del mecanismo catabolico de las
nitrorreductasas bacterianas y en especial de las de S. typhimurium son desconocidos aun. A
la fecha no se han reportado evidencias claras sobre la especificidad de cada una de las

enzimas, ni de la funcién fisiologica de éstas dentro de la célula.
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Figura 2. Metabolismo de los nitro-HAP por las enzimas bacterianas. Fuentes: Arimochi et al. (1997),
Josephy et al. (1997) y Kielhorn et al. (2003).
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II.-ANTECEDENTES

La versatilidad y bajo costo de la prueba de Ames han permitido el desarrollo de un
gran nimero de modificaciones al ensayo original (Claxton et al. 1987, Mortelmans y
Zeiger 2000). Algunas de ellas se basan en el incremento del nimero de células bacterianas,
mediante técnicas de preincubacion (Meshram y Rao 1988, Georghiou et al. 1989, Einisto
et al. 1991, Goto et al. 1992, Tokiwa et al. 1992, Stamm et al. 1994), otras se basan en la
reduccion del volumen en la prueba (Alfheim et al. 1984, Bagley et al. 1992), en la
automatizacién de la prueba (Arni et al. 1985, Arni y Muller 1988) o el uso de diversas
fracciones enzimaticas (de origen animal, vegetal o bacteriano). En algunos casos se han
combinado los elementos antes mencionados (Arimoto et al. 1981, Matsushita et al. 1992,
Bagley et al. 1992, Cornet et al. 1992, Poth y Heidemann 1994, Filipic y Toman 1996, Lo
et al. 2004).

Con base en lo anterior se hace evidente la necesidad de construir disefios
experimentales complejos y acordes a cada investigacion, ya que se incrementa el nimero
de factores y de niveles en funcién de las modificaciones realizadas. Asimismo, es de vital
importancia conocer el efecto de los diferentes factores y sus interacciones con la variable
de respuesta, que en este caso es el nimero de colonias bacterianas revertantes inducidas.
Asi, con un disefio experimental adecuado se puede concluir sobre el efecto de uno o mas
compuestos, una 0 mM&s enzimas, u otras condiciones experimentales, ademas de sus
interacciones, sobre la variable de respuesta.

A pesar del gran nimero de estudios realizados con la prueba de Ames, son pocos
los trabajos que incorporan el disefio experimental como parte de sus metodologias; y son
aun menos los que utilizan disefios factoriales para tal fin. Cabe destacar que en una
revision bibliografica realizada por Prvan y Street (2002) sobre el uso de disefios factoriales
en diversas areas, solamente se encontrd un trabajo -de un total de 140 analizados- sobre la
prueba de Ames.

Es de particular interés para el presente trabajo el estudio realizado por Salamanca-
Pinzon et al. (2006), ya que busca determinar el papel de cada nitrorreductasa (SnrA y Cnr)
en la activacion mutagénica de seis nitrocompuestos, entre los que se encuentran
compuestos de nuestro interés. En este estudio se utilizaron lisados bacterianos en un

disefio completamente al azar de un sélo factor.



Cabe destacar que en el estudio de Salamanca-Pinzon et al. (2006) se indica que no
ha sido bien clarificado el papel de cada enzima en la activacion de los nitrocompuestos. A
pesar de esto, se ha observado que la enzima Cnr estd méas involucrada en la activacién de
nitrocompuestos en mutagenos, mientras que la enzima SnrA, aunque capaz de activar casi
todos ellos, lo hace en menor concentracion, o produce sustratos con una menor potencia
mutagénica que los producidos por Cnr.

De acuerdo con lo anterior surgen varias interrogantes con respecto a la posible
interaccion entre las enzimas, las enzimas y los compuestos y sobre la significancia, desde

el punto de vista estadistico de los efectos de la enzima SnrA.



111.-OBJETIVOS

Establecer si existe interaccion estadistica entre dos nitrorreductasas bacterianas
purificadas: A (SnrA) y B (Cnr) utilizadas en el experimento.

Establecer si existe interaccion entre los compuestos utilizados y alguna de las

enzimas.

Establecer qué combinacion de factores y niveles (compuestos y enzimas)

provoca la respuesta mutagénica mas alta.



IV.-MATERIALES Y METODOS
4.1 Diseio Experimental

4.1.1 Tipo de Estudio

De acuerdo con la clasificacion propuesta por Méndez et al. (2006), éste es un

estudio experimental, prospectivo, longitudinal y comparativo, con base en lo siguiente:

Experimental: Debido a que las variables independientes se encuentran bajo control del

investigador, el estudio puede clasificarse como experimento.

Prospectivo: La informacion relevante para el estudio se obtiene al momento de realizarlo

y para los fines del mismo.

Longitudinal: Para cada combinacion de factores y niveles existen testigos de referencia
para determinar el estado de las cepas antes de aplicarles la variante del factor causal. Para
determinar el estado de las mismas después de aplicar la variante se observa a simple vista
el nimero de colonias revertantes inducidas por el tratamiento. Como todas las cepas
provienen de la misma poblacién, esto equivale a observar la evolucion del fendmeno a
estudiar en la misma unidad experimental a lo largo del tiempo. Debido a esto cumple con
los supuestos necesarios para ser considerado longitudinal.

Comparativo: Se comparan varias condiciones experimentales dadas por las variantes y

combinaciones de factores y niveles.

4.1.2 Factores de Confusion, Validez Internay Externa

Sobre la validez interna: Los posibles factores de confusién que se cree podrian
presentarse, de acuerdo con lo propuesto por Claxton et al. (1992), se detallan a

continuacion:

a) Contaminacion de las cepas al momento del cultivo y la inoculacion.

b) Diferencias entre las condiciones de incubacion de las cepas.



C) Contaminacion del compuesto a probar.

d) Sesgos de seleccion en la variante del factor causal (tratamiento).

Estos factores de confusion se controlaron trabajando en condiciones estériles (en
campana de flujo laminar), aleatorizando la ubicacion de las placas en la estufa de
incubacion y trabajando en una campana de extraccion con el objetivo de evitar la
contaminacion cruzada de vapores o disolventes organicos.

Asimismo, para controlar dichos factores se recurrié a la aleatorizacion de los
tratamientos, ademas de que se etiquetaron los compuestos con claves desconocidas por el
investigador para reducir en la medida de lo posible los sesgos de evaluacion.

Cabe mencionar que los factores de confusion mencionados en éste apartado
corresponden a un concepto diferente al utilizado en los experimentos factoriales
fraccionarios denominado “alias”, el cual hace referencia a los contrastes factoriales

confundidos.

Sobre la validez externa: los resultados obtenidos son extrapolables a estudios realizados

bajo condiciones similares.
4.1.3 Eleccion del Disefio: Niveles, Factores y Variable de Interés

La variable de interés es el numero de colonias revertantes inducidas, la cual es una
variable dependiente, cuya escala de medicion es absoluta.

Bajo la dptica del disefio y analisis de experimentos se tiene un disefio factorial con
tres factores: Compuesto, Enzima A y Enzima B con 3,2 y 2 niveles respectivamente, por
lo que se trata de un disefio con niveles mixtos de acuerdo con la clasificacion de
Montgomery (2004)(Tabla I1).

Tabla 1. Niveles y factores utilizados en el experimento

Factor Niveles
Compuesto | Compuesto 1 | Compuesto 2 | Compuesto 3
Enzima A Con Enzima A | Sin Enzima A
Enzima B Con Enzima B | Sin Enzima B




En los tres casos se trata de factores fijos, ya que son determinados por el
investigador y no seleccionados aleatoriamente del conjunto posible de niveles existentes
(si fuera asi seria un modelo de efectos aleatorios 0 un modelo mixto). Los factores son
categoricos y la respuesta es numérica (variable dependiente: “Numero de colonias
bacterianas revertantes inducidas”).

El total de tratamientos a aplicar se muestra en la Tabla Ill. Con base esto, se
procederd a calcular el tamafio de muestra que permitira establecer el nimero de

repeticiones necesarias para realizar el experimento.

Tabla I11. Tratamientos del experimento factorial 3x2x2

Tratamiento | Compuesto Enzima
1 Compuesto 1 Sin A Sin B
2 Compuesto 1 Sin A ConB
3 Compuesto 1 Con A Sin B
4 Compuesto 1 Con A Con B
5 Compuesto 2 Sin A Sin B
6 Compuesto 2 Sin A ConB
7 Compuesto 2 Con A Sin B
38 Compuesto 2 Con A ConB
9 Compuesto 3 Sin A Sin B
10 Compuesto 3 Sin A ConB
11 Compuesto 3 Con A Sin B
12 Compuesto 3 Con A Con B

4.1.4 Célculo del Tamafio de Muestra y Aleatorizacion

El modelo para el experimento con disefio completamente al azar es:

Yijkl = p+ i+ Bj + vk + (oP)ij + (y)ik + (By)ik + (cPy)ijk + el (ijk)

De acuerdo con lo expuesto por Lorenzen y Anderson (1993), se procede a calcular
el tamafo de muestra adecuado para un experimento factorial 3x2x2, usando valores de
a=0.05y p=0.10



1.-Se calcula la esperanza de cuadrados medios (EMS) para cada factor y para cada
interaccion de interés, de acuerdo con el algoritmo nimero uno para la derivacién de EMS

en disefios balanceados propuesto por Lorenzen y Anderson (1993):

a) Escribir el modelo en un renglon en la parte superior de la pagina, incluyendo todos
los términos y sus subindices asociados. Escribir cada término con grados de
libertad diferentes de cero en una columna a la izquierda. Asumir que todos los
subindices entre paréntesis son aleatorios. Etiquetar cada término en el modelo
como “F” si todos los subindices son fijos, “R” si todos son aleatorios y “M” si
algunos son fijos y otros son aleatorios. El procedimiento se muestra en la Tabla V.

Tabla IV. Modelo del experimento en el que se indica el tipo de factores (fijos o aleatorios).

Tipode Término |F|F| F |F| F F F R
Término Ai | B | ABjj | Cx | ACik | BCik | ABCij | Eygiiiy

Ai

B;

ABj;

Ck

ACix

BCi
ABCii
El(ijk)

b) Recorrer por renglones y colocar un asterisco (*) en la casilla donde los subindices
en la columna de la izquierda estén contenidos en los términos del rengl6n superior.
El procedimiento se muestra en la Tabla V.

Tabla V. Coincidencia de los subindices de los factores entre el renglon superior y la columna de la izquierda.

Tipo de Término FIF| F |F| F F F R
Término Ai |B;{| AB;i | Cx | ACik | BCik | ABCiix | Ejgiiigy

A * * * * %

B;j * * * * %

ABii * * *

Cy * * * * N

ACik * * %

BCi * * «
ABCi * %

EI(iik) *




¢) En las columnas marcadas con la “F” reemplazar los asteriscos por un cuadro negro,
donde el término en la columna de la izquierda coincida con el del renglon superior.
El procedimiento se muestra en la Tabla VI.

Tabla VI. Eliminacion de coincidencias para los factores fijos cuyo indice en la columna coincide con el
indice en el renglon.

Tipo de Efecto FIF| F |F| F F F R
Efecto A Bi ABii Ci | ACik BCik ABCiik El(iik)

A * * * *

ACi
BCi
ABCij
Eik

d) En las columnas marcadas con una “M” revisar de arriba hacia abajo cada asterisco
(*). Cualquier subindice fijo del renglon superior no contenido en la columna de la
izquierda indicara que el asterisco debe eliminarse. De otra manera, mantener el
asterisco.

En este caso no se tienen columnas marcadas con “M”.
e) Sobre cada término del rengldn superior, colocar el entero resultante de la division

del tamafio total del experimento entre todos los niveles de los subindices
contenidos en ese término. Estos son los coeficientes de columna.

Considerando que el tamafio total del experimento analizado es de 36

observaciones’, se obtiene lo que se muestra en la Tabla VII.

! EI nimero de observaciones corresponde a un experimento preliminar realizado en condiciones similares.



Tabla VI1I. Coeficientes de columna para cada factor

Nimero de Niveles 3|12 6 |2]| 6 4 12 36
Coeficientes de Columna [12|18| 6 |18| 6 9 3 1
Tipo de Efecto FIF| F |F| F F F R
Efecto A | B; |AB; | Ci | ACi | BCy | ABCiy | i
Ai * * * *

Bi

AB;;

Cy

ACix

BCik

ABCj

Euik)

f) Para escribir el EMS para cualquier término dado, leer el renglon correspondiente
de derecha a izquierda utilizando los coeficientes de columna, reemplazando
cualquier asterisco (*) con el efecto de o® correspondiente y reemplazando
cualquier cuadro negro con el efecto correspondiente de ¢". Los resultados se
muestran en la Tabla VIII.

Tabla VIII. Esperanza de cuadrados medios para cada término

Efecto EMS(X)
A o’ + 30 apc + 66°ac + 66748 + 1204
B, o’ + 30%apc + 96°sc + 66°a5 + 1808
ABji o'+ 302ABC + 60as
Cu o” + 36°asc + 96%sc + 66°ac + 180c
ACj 6"+ 36°apc + 6ac
BCix 6"+ 36°asc + 9dac
ABCiy | o’ + 3dasc
Eigiv) o’

Una vez que se tienen los EMS(X), se calcula su valor numérico utilizando como

2

valores de o° los cuadrados medios de un analisis realizado previamente para un

experimento similar con 36 observaciones. Los resultados se observan en la Tabla IX.

“ Es el parametro que corresponde a la diferencia especificada entre las medias de dos tratamientos para un
valor de o y 3 determinado (Montgomery 2004).



Tabla IX. Valores numéricos de los cuadrados medios esperados para cada término

VARIANZAS | VALOR DE LAS VARIANZAS EMS(X) \E/QLS?S
MS(A) =cA 68859.1 6%+ 30 apc + 66°ac + 66°a8 + 1204 7356.109
MS(B) =6, 8587.11 6%+ 36°asc + 96°8c + 66745 + 1808 3506.669

MS(AB) =g 76.77 o” + 36°asc + 60a8 1181.869
MS(C) =o’c 13533.4 o’ + 36’ apc + 96%sc + 66°ac + 18dc 9216.289

MS(AC) =6’ac 1023.44 o°+ 36%apc + 6dac 738.049

MS(BC) =c’sc 256 6%+ 36°asc + 9ac 746.449

MS(ABC) =6"agsc 165.333 o” + 3dasc 233.65
MS(E) =6 225.25 o 225.25

Cabe mencionar que ¢=2.8, y es una constante utilizada por Lorenzen y Anderson
(1993) para valores de .=0.05 y =0.10.

2.-Se calcula la diferencia detectable minima (5(x)) para cada caso y A (indica qué
tan pequenias son las diferencias susceptibles de ser detectadas con el disefio propuesto). Lo

anterior se efectla con las siguientes expresiones:

8(x) = ¢ V((D+1)EMS(X)/(DxC))
A = 8(x)/ VEMS(X)

Donde:

$=2.8

D = Grados de libertad del factor o de la interaccién de interés

C =M/ L = Nudmero de veces que cada nivel es repetido.

M = Numero Total de observaciones en el experimento (en este caso fueron 36)
L = Niveles del Factor o de la Interaccion de interés

Los resultados se observan en la Tabla X.

Tabla X. Valores numéricos de 3(X) y A para cada término.

C Factor o Interaccién 8(X) A

12 A 72.1560149| 0.8412953
18 B; 40.152234 | 0.67805095
6 AB;i 42.4463618 | 1.23468395
18 Cx 65.0939115 | 0.67805095
6 ACix 33.5427294 | 1.23468395
9 BCix 26.8791538 | 0.98381972
3 ABCij 28.5331464 | 1.86666667
36 Eigin 9.90499313 | 0.65996633




3.-Se calcula el tamafio del experimento (M(X)) para cada caso con la expresion:

M(X) = ¢*L(D+1)MS(X)/(5°D). Los resultados se muestran en la Tabla XI.

Tabla XI. Calculo del tamafio del experimento para evaluar cada uno de los efectos.

Efectos Niveles del Factor o interaccion (L) M(X)
A 3 336.988971
B; 2 88.1565839
AB;; 6 2.33843176
Cy 2 52.863186
ACi 6 49.9205879
BCix 4 12.3464564
ABC;i« 12 25.4739482
Eiiiky 36 36

Como nos interesa evaluar las interacciones, el tamafio del experimento, es decir, el
namero total de observaciones minimo debe ser aproximadamente 49. Como el disefio
basico contiene 12 tratamientos, entonces seria necesario replicarlo como minimo 5 veces
para tener 12x5 =60. En virtud de que existe el riesgo de perder observaciones debido a que
se esta trabajando con material bioldgico susceptible de contaminarse, se procedera a
replicarlo 6 veces para tener 12x6=72 observaciones.

Se considera que para los efectos con valores de A entre 0.93 y 1.14, el experimento
es capaz de detectar diferencias pequefias entre los niveles del factor, de acuerdo con lo
propuesto por Lorenzen y Anderson (1993). Tal es el caso de la interaccion doble BC (Ver
Tabla X).

Entonces tendremos un factorial 3x2x2 con 6 repeticiones en disefio completamente
al azar. Es un disefio balanceado y completo, ya que se tiene el mismo nimero de réplicas
para todos los tratamientos y se evallan todos los tratamientos.

Una vez que se tiene el tamafio de muestra se procede a generar el disefio (factorial
completo) del experimento en JMP 6.0, especificando que el orden de las corridas debe ser
aleatorio (Ver ANEXO I).



4.2 El Ensayo de Mutacion Reversa con la Bacteria Salmonella typhimurium

Se inoculd una solucion (30 mL) de medio nutritivo Oxoid No.2 (ampicilina y
kanamycina 25 pg / mL) con una asada de reserva en placa de la cepa YG7132% y se
incubo por agitacion (150 rpm) a 37 °C durante 16 h en la obscuridad.

Una vez concluida la incubacion, en condiciones estériles, se adicionaron en un
tubo con 2.0 mL de agar de superficie (histidina / biotina 0.5 mM) fundido y a 45°C, los

siguientes elementos segun corresponda:

1.- 100 puL del cultivo bacteriano + 50 uL del Compuesto + 10 uL de NADPH + 210 pL de Buffer?

2.- 100 pL del cultivo bacteriano + 50 pL del Compuesto + 10 uL de NADPH + 100 pL de la Enzima A +
110 uL de Buffer

3.- 100 pL del cultivo bacteriano + 50 puL del Compuesto + 10 uL de NADPH + 100 pL de la Enzima B +
110 uL de Buffer

4.- 100 pL del cultivo bacteriano + 50 pL del Compuesto + 10 uL de NADPH + 100 pL de la Enzima A +
100 pL de la Enzima B + 10 uL de Buffer.

Posteriormente la mezcla se agité en un vortex y se virti6 en una placa con agar
medio minimo.

En primer lugar se hicieron las corridas para los controles (Ver ANEXO II)
utilizando 1-Nitriopireno (0.8 nmoles/placa) disuelto en dimetil sulféxido (DMSO) para los
tratamientos del control positivo. Se usé el 1-Nitriopireno debido a que es un mutageno de
efecto conocido que es activado por las enzimas utilizadas (SnrA y Cnr). Como control
negativo se utiliz6 DMSO, que es un compuesto organico inocuo utilizado como disolvente

para los compuestos en la prueba.

2 Se utilizé ésta cepa, ya que una de sus caracteristicas es tener las nitrorreductasas suprimidas, de manera que
podremos evaluar los efectos de las nitrorreductasas puras A (SnrA) y B (Cnr) al agregarlas como parte de los
tratamientos.

* Es TRIS-HCL DTT esteril



En segundo lugar se realizaron las corridas que corresponden propiamente al
experimento factorial. Las corridas se realizaron aleatoriamente con base en el disefio
generado en JMP de acuerdo con lo sefialado en la seccion 4.1.4. (Ver ANEXO |I).

Todas las placas se incubaron a 37 °C por 48 h y posteriormente las colonias

revertantes inducidas se cuantificaron con un contador manual (Figura 3).

Figura 3. Contador manual de colonias bacterianas

Cabe mencionar que los compuestos fueron etiquetados con una clave por una
tercera persona, de manera que la identidad de los compuestos fue conocida hasta que

finalizé el conteo. Los compuestos y enzimas evaluados se muestran en la Tabla XII.

Tabla XII. Compuestos y enzimas evaluados en el experimento
1,3 Dinitropireno 0.000171 nmoles/placa
1,8 Dinitropireno 0.000171 nmoles/placa
1,6 Dinitropireno 0.000684 nmoles/placa
Enzima SnrA 0.3 ug de proteina / placa
Enzima Cnr 0.3 ug de proteina / placa

Compuesto 1

Compuesto 2

Compuesto 3
Enzima A
Enzima B

Se eligio trabajar con estos compuestos y en estas dosis, debido a que se contaba
con resultados preeliminares que indicaban un efecto similar entre los tres a las dosis
indicadas, ademas de ser bien conocido el hecho de que son metabolizados y activados por

las enzimas utilizadas.



Las dosis de 1-Nitropireno y de los compuestos que se presentan en la Tabla XII
fueron preparadas a partir de los reactivos puros marca Sigma, utilizando como disolvente
DMSO puro.

Las enzimas son nitrorreductasas bacterianas purificadas de Salmonella
typhimurium y fueron proporcionadas por el Laboratorio de Medicina Gendmica y
Toxicologia Ambiental del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
Nacional Autdnoma de México.

4.3 Procedimiento de Analisis Estadistico

a) Los datos contenidos en el ANEXO | fueron analizados utilizando JMP 6.0 con la
secuencia Analyze>Fit Model> marcando el andlisis de los factores principales, las
interacciones dobles y la interaccion triple utilizando como variable dependiente el nimero
de colonias revertantes inducidas, que es nuestra variable de interés. EI modelo se analiz6

utilizando las opciones:

Personality: Standard Least Squares
Emphasis: Effect Leverage

Asimismo, se probaron los supuestos correspondientes y se evalud la pertinencia de

realizar transformaciones para estabilizar la varianza (Ver ANEXO I11).

b) Para analizar los datos con transformacion logaritmica, unicamente se aplico el
logaritmo natural (Ln) a los resultados contenidos en el ANEXO | y se analizaron de

acuerdo con lo expuesto en el inciso a.

c) Para obtener la transformacion de Box-Cox (Ver APENDICE 2), se utilizaron los
datos del ANEXO |y se uso la secuencia Analyze>Fit Model> marcando el analisis de los
factores principales, las interacciones dobles y la interaccion triple utilizando como variable
dependiente el nimero de colonias revertantes inducidas, que es nuestra variable de interés.

El modelo se analizo utilizando las opciones:



Personality: Standard Least Squares

Emphasis: Effect Screening

Con respecto a esta transformacion, también se analizaron los datos utilizando el
programa DOE++® (Relia Soft), debido a que permite realizar un analisis més detallado.

Una vez que se obtiene la transformacion dptima para estabilizar la varianza, los
datos se vuelven a analizar, con la variable de respuesta transformada, de acuerdo a lo

sefialado en el inciso a.

d) Para analizar los datos con transformacién de raiz cuadrada (Transformacion
recomendada)(Ver ANEXO V), Unicamente se obtuvo la raiz cuadrada de los resultados

contenidos en el ANEXO 1y se analizaron de acuerdo con el inciso a.



V.-RESULTADOS Y DISCUSION
Con base en los resultados obtenidos en el experimento se contrastaron 7 hipodtesis

diferentes de acuerdo con el modelo lineal para el disefio experimental (Ecuacion 1).

Yijkl = p+ i + Bj + vk + (tB)ij + (v)ik + (BY)ik + (TBY)ijk + EIEK)crrerrrrrrerrerrenns Ecuacion 1

Coni =1,2,3 (Compuestos)
Conj=1,2 (Enzima A)

Conk =1,2 (Enzima B)
Con1=1,2,3,4,5,6 (repeticiones)
Donde:

Yij«= ndmero de colonias revertantes inducidas en la placa con compuesto i, nivel j de
enzima A, nivel k de enzima B y la repeticion I.

u = media general
1i = efecto del compuesto i
Bj = efecto del nivel j de enzima A
vk = efecto del nivel k de enzima B
(tB)jj = efecto de la interaccion del compuesto con la enzima A
(ty)ik = efecto de la interaccion del compuesto con la enzima B
(By)jk = efecto de la interaccion de la enzima A con la enzima B
(tBy)ijk = efecto de la interaccion del compuesto con la enzima A 'y con la enzima B
&gy = error aleatorio del compuesto i, enzima j, enzima k y de la repeticion I.
Suponemos que gy~ NID (0, 69).
Las hipdtesis a probar para el disefio son las siguientes:

A. Ho: 1t =1= 13=0 (Los efectos de todos los compuestos son iguales entre si, e
iguales a cero)

H, : Al menos una tj # 0 (Al menos el efecto de uno de los compuestos es diferente
de cero)



B. Ho : B1 = P2 =0 (Los efectos de los niveles de la enzima A son iguales entre si, e
iguales a cero)

Ha : Al menos una B; # 0 (Al menos el efecto de uno de los niveles de la enzima A
es diferente de cero)

C. Ho:y1=7v2 =0 (Los efectos de los niveles de la enzima B son iguales entre si, e
iguales a cero)

Ha : Al menos una y; # 0 (Al menos el efecto de uno de los niveles de la enzima B es
diferente de cero)

D. Ho :(tB); = 0 para todas las i , j (No existe interaccion para ninglin compuesto con
ningun nivel de la enzima A)

Ha : Al menos una (tf)ij # 0 (Al menos existe interaccion entre un compuesto y uno
de los niveles de la enzima A)

E. Ho: (ty)ik = 0 para todas las i , k (No existe interaccidn para ningln compuesto con
ningun nivel de la enzima B)

Ha : Al menos una (ty)ik #0 (Al menos existe interaccion entre un compuesto y uno
de los niveles de la enzima B)

F. Ho : (By)ik = 0 para todas las j , k (No existe interaccion para ningin nivel de la
enzima A con ningun nivel de la enzima B)

Ha @ Al menos una (By)ik # 0 (Al menos existe interaccion entre un nivel de la
enzima A con un nivel de la enzima B)

G. Ho : (tBy)ijk = 0 para todas las i, j, k (No existe interaccion de ningin compuesto
con ningun nivel de la enzima A y ningdn nivel de la enzima B)

Ha, : Al menos una (tBy)ijk # 0 (Al menos existe interaccion entre uno de los
compuestos con uno de los niveles de la enzima A y con uno de los niveles de la
enzima B).

Antes de realizar el analisis estadistico del experimento se evaluaron los resultados
de los controles correspondientes (Ver ANEXO I1). Los valores obtenidos se compararon
con los reportados en la literatura y los obtenidos en experimentos previos bajo las mismas

condiciones. Como los resultados se encontraban dentro de los rangos establecidos en la



literatura y los observados en experimentos previos, entonces, se procedié a analizar el
experimento factorial.

Al analizar los resultados del experimento factorial en JMP se observo que se
violaba el supuesto de normalidad en la distribucion de los residuales y el supuesto de
independencia, como se aprecia en el ANEXO Il y en la Tabla XIII, por lo que se decidio
hacer una transformacion logaritmica (Ln) -que es la transformacion usual cuando la
variable de respuesta es un conteo- a la variable de respuesta y repetir el andlisis de los
datos.

En virtud de que se corrigio la violacion al supuesto de independencia, pero no se
cumplia el de homogeneidad de varianzas, como se evidencia en el ANEXO IV y en la
Tabla XIII, se opt6 por aplicar la transformacién de Box-Cox para estabilizar las varianzas
(ver ANEXO V).

Tabla XIIl. Valores de “p” para cada prueba y condicion analizada

Variable de Respuesta

_ Casos en los que se viola el supuesto

Sin Transformada Transformacién de Transformacion Raiz
Supuesto Prueba tansformacién conlLn Box-Cox Cuadrada
Independencia Durbin-Watson 0.0999
Normalidad Shapiro-Wilk 0.1118 0.1241
Homoscedasticidad Levene 0.099 0.137 0.123

Como efectivamente se estabilizaron las varianzas, pero la interpretacion resultaba
muy complicada desde la perspectiva bioldgica, se opté por transformar la variable de
respuesta aplicando una raiz cuadrada (Ver ANEXO V) a los resultados y se analizé el
modelo. Con base en el modelo resultante se construyeron las conclusiones. Dicho analisis

se presenta a continuacion.



5.1 Analisis del Experimento con la Variable de Respuesta Transformada con Raiz
Cuadrada

Como se aprecia en la Tabla XIV la “R cuadrada ajustada” Indica que el 86.46 % de
la variacion de los datos es explicada por el modelo, por lo cual se puede decir que el
modelo es “adecuado” para describir los datos. Se interpreta la “R cuadrada ajustada”, ya

que considera el nimero de variables independientes que se tienen en el modelo.

Tabla XIV. Resumen de ajuste del modelo

Summary of Fit

RSquare 0.885589
RSquare Adj 0.864614
Root Mean Square Error 1.012872
Mean of Response 11.4475
Observations (or Sum Wgts) 72

La Tabla XV, en la que se muestra la tabla de analisis de varianza, es un resumen para
probar el modelo en forma global, y en realidad lo que se debe interpretar es la Tabla X VI,
en la que se realizan las pruebas correspondientes a los efectos.

Tabla XV. Anélisis de varianza del modelo

Analysis of Variance

Source DF Sumof Squares Mean Square F Ratio
Model 11 476.45915 43.3145  42.2205
Error 60 61.55460 1.0259 Prob>F
C. Total 71 538.01375 <.0001*

Como se aprecia en la Tabla XVI, no se rechaza H, para las hipotesis Fy G
(interacciones), ya que p>0.05, por lo que podemos concluir que:
- No existe interaccion para ningun nivel de la enzima A con ningln nivel de la
enzima B.

- No existe interaccion para ningun compuesto con ningun nivel de las enzimas A y
B.

Se rechaza H, para la hipétesis E (interaccion), ya que p<0.05, por lo que podemos
concluir que:



- Existe interaccion para alguno de los compuestos con uno de los niveles de la
enzima B

No se rechaza H, para la hipotesis D (interaccion), ya que p>0.05, por lo que podemos
concluir que:

- No existe interaccion para alguno de los compuestos con uno de los niveles de la
enzima A

Se rechaza H, para la hipdtesis B, ya que p<0.05, por lo que podemos concluir que:

- El efecto de uno de los niveles de la enzima A es diferente de cero.

Tabla XVI. Pruebas para los efectos de los factores e interacciones

Effect Tests

Source Nparm  DF Sum of Squares FRatio Prob>F
Compuesto 2 2 319.92048 155.9203  <.0001*
Enzima A 1 1 56.56934  55.1406 <.0001*
Enzima B 1 1 76.79736  74.8578 <.0001*
Compuesto*Enzima A 2 2 0.23735 0.1157  0.8910
Compuesto*Enzima B 2 2 17.84860 8.6989  0.0005*
Enzima A*Enzima B 1 1 0.43556 0.4246 0.5172
Compuesto*Enzima A*Enzima B 2 2 4.65047 22665 0.1125

De acuerdo con lo anterior, y en virtud de que no se deben evaluar efectos principales
en presencia de interacciones que los contengan, se realizaron las pruebas correspondientes
para analizar el efecto de la Enzima A y la interaccion del Compuesto con la Enzima B, ya

gue en ambos casos se obtuvo un valor de p<0.05.

EFECTO DE LA ENZIMA A:  En la tabla XVII se aprecia que existen diferencias

estadisticamente significativas entre la respuesta promedio con y sin la enzima A, lo cual

implica que el nivel de este factor tiene un efecto significativo en las colonias revertantes
observadas. Asimismo, en la Figura 4 se aprecia que en presencia de la enzima A, el

promedio de colonias revertantes es mayor que en ausencia de la misma.



Tabla XVII. Prueba t de Student para las medias de la respuesta con los dos niveles de la Enzima A

LSMeans Differences Student's t
o= 0.050 t= 2.0003

LSMean([j]
Mean([i]-Mean([j]fCon A |Sin A
Std Err Dif
Low er CL Dif
Upper CL Dif
Con A 0[1.77278
0[0.23874
0[1.29523
= 0[2.25032
S[sinA -1.7728 0
3 0.23874 0
- -2.2503 0
-1.2952 0
Level Least Sq Mean
ConA A 12.333889
Sin A B 10.561111

Levels not connected by same letter are significantly different.

Figura 4. Gréfico de respuestas promedio con y sin la Enzima A
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INTERACCION COMPUESTO*ENZIMA B: En vista de que solamente una
interaccion es estadisticamente significativa, se procedi6 a hacer el analisis

correspondiente.

En la Tabla XVIII se aprecia que las respuestas medias forman 4 grupos
homogéneos. Cabe destacar que el mayor nimero de colonias revertantes inducidas se
obtiene al aplicar el compuesto 3 con la enzima B. Asimismo, se observa que con la enzima
B los compuestos 1 y 2 se comportan de manera casi idéntica (Tabla XVIIl y Figura 5). En

ausencia de la enzima B los compuestos producen un dafio progresivo en el siguiente orden



1, 2, 3. Es de particular interés el hecho de que el compuesto 2 con y sin la enzima B
pertenezcan a un grupo homogéneo junto con el compuesto 1 con la enzima B. Esto podria
implicar que, al menos, con el compuesto 2, la enzima B no tiene un efecto
estadisticamente significativo en el nimero de colonias revertantes inducidas obtenidas.

En el analisis de rebanadas (“Slices”)(Tabla XIX) se aprecia que para los
compuestos 1 y 3 existen diferencias estadisticamente significativas, es decir, al mantener
constante el compuesto hay efecto de la enzima B. En el caso del compuesto 2 se aprecia
que no existe diferencia significativa en el promedio de colonias revertantes en presencia o
ausencia de la Enzima B.

Asimismo, en la Tabla XIX, se observa que al analizar los casos en los que se tiene
la Enzima B y en los que no se tiene (“Con B” y “Sin B” respectivamente), cada uno de los
tres compuestos tiene un efecto medio diferente. Esta aseveracion se hace evidente al
observar las Figuras 5 y 6.

De acuerdo con lo antes expuesto, aparentemente los niveles del factor compuesto
son la causa principal de las diferencias estadisticamente significativas observadas en las

respuestas medias de los diferentes tratamientos.



Tabla XVIII. Prueba de Tukey para medias de compuesto y enzima B

LSMeans Differences Tukey HSD

a=0.050 Q= 2.9438

LSMean([j]
Mean(i]-Mean[j] Compuesto | Compuesto | Compuesto | Compuesto | Compuesto | Compuesto
Std Err Dif 1,ConB 1,Sin B 2,ConB 2,Sin B 3,Con B 3,SinB
Low er CL Dif
Upper CL Dif
Compuesto 1,Con B 0| 2.81583 -0.1675|  0.49083 -4.9158 -2.1933
0 0.4135 0.4135 0.4135 0.4135 0.4135
0 1.59856 -1.3848 -0.7264 -6.1331 -3.4106
0 4.03311 1.04977 1.70811 -3.6986 -0.9761
Compuesto 1,Sin B -2.8158| (o) -2.9833 -2.325 -7.7317 -5.0092
0.4135 0 0.4135 0.4135 0.4135 0.4135
-4.0331 0 -4.2006 -3.5423 -8.9489 -6.2264
-1.5986 0 -1.7661 -1.1077 -6.5144 -3.7919
Compuesto 2,Con B 0.1675|  2.98333 0| 0.65833 -4.7483 -2.0258
0.4135 0.4135 0 0.4135 0.4135 0.4135
-1.0498 1.76606) 0 -0.5589 -5.9656 -3.2431
= 1.38477 4.20061 0 1.87561 -3.5311 -0.8086
§ Compuesto 2,Sin B -0.4908 2.325 -0.6583 0 -5.4067 -2.6842
% 0.4135 0.4135 0.4135 0 0.4135 0.4135
- -1.7081 1.10773 -1.8756 0 -6.6239 -3.9014
0.72644 3.54227 0.55894 0 -4.1894 -1.4669
Compuesto 3,Con B 4.91583 7.73167 4.74833 5.40667 0 2.7225
0.4135 0.4135 0.4135 0.4135 0 0.4135
3.69856 6.51439 3.53106 4.18939 0 1.50523
6.13311f 894894 5.96561 6.62394 0f 3.93977
Compuesto 3,Sin B 2.19333 5.00917 2.02583 2.68417 -2.7225 0
0.4135 0.4135] 0.4135 0.4135 0.4135 0
0.97606 3.79189 0.80856 1.46689 -3.9398 0
3.41061 6.22644 3.24311 3.90144 -1.5052 0
Level Least Sq Mean
Compuesto 3,Con B A 15.701667
Compuesto 3,Sin B B 12.979167
Compuesto 2,Con B C 10.953333
Compuesto 1,Con B C 10.785833
Compuesto 2,Sin B C 10.295000
Compuesto 1,Sin B D 7.970000

Levels not connected by same letter are significantly different.

Figura 5. Gréfico de respuestas promedio con y sin la enzima B
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Tabla XIX. Prueba de significancia de un factor manteniendo constante el nivel del otro factor (“slices™)

Slice Compuesto=Compuesto 1 Slice Compuesto=Compuesto 2 Slice Compuesto=Compuesto 3
Sum of Squares 47.573504167 Sumof Squares 2.6004166667 Sum of Squares 44.4720375
Numerator DF 1 Numerator DF 1 Numerator DF 1
Denominator DF 60 Denominator DF 60 Denominator DF 60
F Ratio 46.372005504 F Ratio 2.534741514 F Ratio 43.348868322
Prob > F 5.2772896e-9 Prob > F 0.1166204205 Prob > F 1.2760367e-8

Slice Enzima B=Con B Slice Enzima B=Sin B

Sumof Squares  186.96057222 Sumof Squares 150.80850556

Numerator DF 2 Numerator DF 2

Denominator DF 60 Denominator DF 60

F Ratio 91.1193829 F Ratio 73.499871117

Prob > F 6.564901e-19 Prob > F 7.335731e-17

Figura 6. Perfiles de interaccion para el experimento
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5.1.1 Verificacion de los Supuestos

Para que cualquier analisis estadistico tenga validez es necesario revisar el
cumplimiento de los supuestos, es decir, se verifica la adecuacion del modelo. Los

supuestos para el disefio factorial en cuestion son los siguientes:

INDEPENDENCIA: Este supuesto implica que el disefio se aplicd en forma adecuada, es
decir, se asignaron los tratamientos en forma aleatoria a las unidades experimentales,
efectuandose la aleatorizacion mediante un método objetivo.

En este caso se genero el disefio en JMP y se obtuvieron las corridas aleatorizadas
antes de realizar el experimento (Ver ANEXO 1). Con base en esto se efectuaron las
corridas, de manera que el supuesto se cumple.

Como se busca definir si existe correlacion o “patrones” entre los residuales del
modelo, se aplica la prueba de Durbin-Watson (Ver APENDICE 1) bajo las siguientes
hipétesis:

Ho: No hay correlacion entre residuales
H;: Hay autocorrelacion de primer orden

En la Tabla XX se observa que p<0.05, por lo tanto se rechaza Ho y se concluye que

existe autocorrelacion entre los residuales.

Tabla XX. Célculo del estadistico de Durbin-Watson

Durbin-Watson

Durbin-Watson Number of Obs. AutoCorrelation Prob<DW
1.534643 72 0.1720 0.0276*

Cabe mencionar que, si bien es cierto que existe autocorrelacion de acuerdo con la
prueba aplicada, ésta es moderada, ya que el valor del estadistico se aproxima a 2 y el valor
de “p” no es muy lejano a 0.05.

Por otra parte, cabe mencionar que la aleatorizacion de las corridas aplicada durante
el experimento en cuestion, permite la neutralizacion de las dependencias espaciales y
temporales a escala de la unidad experimental, pero no a mayor o menor escala, de acuerdo

con lo expuesto por Schabenberger y Pierce (2002).



NORMALIDAD: Este supuesto implica que los residuales se distribuyen normalmente.

Los residuales se definen como:

€ijk = Yijkl — Yijki(estimado)
Para obtener los residuales, como lo indica la formula, se restan los valores
observados a los valores estimados por el modelo.
Al graficarlos, en la Figura 6 se observa que aparentemente se distribuyen
normalmente. El gréafico no difiere considerablemente del obtenido con la transformacion

logaritmica (Ln) (Ver ANEXO 1V), aunque cabe destacar que mejora en ambas colas.

Figura 6. Grafico normal de cuantiles para la distribucion de los residuales
Quantile Plot
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Para corroborar lo anterior se realizaron las pruebas correspondientes bajo las

siguientes hipotesis:

Ho: Los datos provienen de una distribucién normal

Ha: Los datos no provienen de una distribucién normal

Como se observa en la Tabla XXI, el valor de “p” aumenta, comparado con el
calculado considerando la variable de respuesta sin transformar, de tal manera que podemos
concluir que la transformacion con raiz cuadrada tiene como consecuencia una
aproximacion a la distribucion normal. Como p>0.05, no se rechaza Ho y se concluye que

la distribucion de los residuales puede provenir de una normal.



Tabla XXI. Prueba Shapiro-Wilk para verificar la distribucion normal de los residuales del modelo obtenido

Goodness-of-Fit Test

Shapiro-Wilk W Test
w Prob<w
0.973020 0.1241

Note: Ho = The data is from the Normal distribution. Small p-values reject
Ho.

HOMOSCEDASTICIDAD: Este supuesto implica la igualdad de varianzas entre las

colonias revertantes inducidas agrupadas por tratamiento.

Como se observa en la Tabla XXII p>0.05, por lo tanto no se rechaza Hp y se

concluye que hay homogeneidad de varianzas.

Tabla XXII. Prueba de Levene para probar la homogeneidad de varianzas en la variable de respuesta

Test of Homogeneity of Variances

Revertantes Raiz Cuadrada
Levene
Statistic df 1 df 2 Sig.

1.596 11 60 .123

En el analisis gréafico de los residuales (Figura 7) no se observa patrén alguno (P.ej.

conos o “U”), por lo que no debe dudarse del cumplimiento del supuesto.

Figura 7. Gréfico de residuales Vs valores estimados
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VI.-CONCLUSIONES

ESTADISTICAS

El factor Enzima A es significativo para el modelo.

No existe interaccion estadistica entre las enzimas A y B, es decir, no se modifica el
efecto del factor Enzima A al modificarse el factor Enzima B y viceversa. Los

factores tienen un efecto aditivo.

La interaccion Enzima B*Compuesto tiene un efecto importante en el experimento,
ya que es significativa, de tal manera que la modificacion de los niveles de los
factores enzima B y/o Compuesto tiene un efecto estadisticamente significativo en

la respuesta, que en este caso es el nUmero de colonias revertantes inducidas.

Considerando a las Enzimas de manera individual, se obtuvo que el Compuesto 3
(1,6 Dinitropireno) con la Enzima B es el que reporta un nimero mayor de

revertantes, casi el doble de lo observado con el Compuesto 3 con la Enzima A.

Los compuestos 1 y 2 (1,3 Dinitropireno y 1,8 Dinitropireno) tienen una respuesta

promedio muy similar en presencia de la Enzima B.

La combinacion que produce un nimero mayor de revertantes inducidos es la que
corresponde al Compuesto 3 (1,6 Dinitropireno), cuando se agregan ambas

Enzimas.

La combinacion que produce un namero menor de revertantes inducidos es la que

corresponde al Compuesto 1 en ausencia de Enzimas.



La transformacion de la variable de respuesta que presentd mejores resultados con
respecto a la adecuacion del modelo y la interpretacion desde la perspectiva
biologica fue la correspondiente a la raiz cuadrada.

b) BIOLOGICAS

La presencia de la Enzima A provoca un incremento estadisticamente significativo
en el promedio de colonias revertantes inducidas, lo cual implica un dafio mayor a

nivel genético.

La presencia o ausencia de una Enzima (ya sea la Enzima A o B) no afecta el
metabolismo de los compuestos por parte de la otra, ya que no se trata de una
cadena de reacciones, ni de un metabolismo secuencial. Ambas enzimas tienen

cinéticas independientes.

El hecho de que solamente la Enzima B (Cnr) presente una interaccién significativa
con el factor Compuesto, se debe a que metaboliza de manera mas eficiente los
dinitroarenos utilizados, produciendo especies reactivas que dafian el ADN

bacteriano y generan un nimero mayor de colonias revertantes inducidas.

Considerando a las Enzimas de manera individual, como ya se menciono, el
compuesto que produce un mayor efecto mutagénico es el 3 (1,6 Dinitropireno), con
la enzima B (Cnr). Dicho resultado se encuentra dentro de lo esperado y es similar a
lo reportado por Salamanca-Pinzon et al. (2006). Esto puede deberse a que el 1,6
Dinitropireno es un sustrato que tiene una mayor afinidad con el sitio activo de la
enzima B (Cnr), o bien a que el producto es mas mutagénico que el compuesto

original.

Los compuestos 1 y 2 (1,3 Dinitropireno y 1,8 Dinitropireno) tienen una respuesta
promedio muy similar en presencia de la Enzima B, lo cual implica que el
metabolito resultante de la actividad de la Enzima tiene un efecto semejante en el
ADN bacteriano y en consecuencia produce respuestas promedio con valores

cercanos. Asimismo, se podria deber a que la ubicacion de los grupos nitro en las



moléculas (posicion 3 y 8) hacen que los compuestos sean sustratos con afinidad

semejante con el sitio activo de la Enzima B (Cnr).

- Aunque se establecid que no existen interacciones entre las enzimas, es importante
destacar que la combinacion que produce un numero mayor de revertantes
inducidos es la que corresponde al 1,6 Dinitropireno, con la Enzima A (SnrA) y con
la Enzima B (Cnr) juntas. Se trata de un efecto aditivo, en virtud de que, como ya se

ha mencionado, no existe interaccion.

Es importante mencionar que los datos experimentales obtenidos en el presente trabajo
muestran las mismas tendencias observadas en ensayos previos realizados con los mismos

compuestos y con NADPH (Com. Pers. Dr. Javier Espinosa Aguirre).



APENDICE 1.- Prueba de Durbin-Watson

Uno de los supuestos basicos para obtener un modelo de regresion valido por el
método de minimos cuadrados es que los términos de error deben ser independientes.

De acuerdo con lo expuesto por Durbin y Watson (1950) los supuestos en los que
basa la validez del método de minimos cuadrados, desde la perspectiva del error, son los

siguientes:

a) El error estd distribuido independientemente de las variables regresoras, con
media cero y varianza constante

b) Los errores sucesivos estan distribuidos independientemente unos de otros.

Cuando se viola alguno de los supuestos ocurre lo siguiente:

1.- Los estimados de los coeficientes de regresion, considerados insesgados, no
presentaran varianza minima

2.- La férmula usual de la varianza de un estimado no se puede aplicar y es probable
que subestime considerablemente la varianza verdadera.

3.- Las distribuciones t y F utilizadas para hacer pruebas de hipotesis pierden su

validez.

Considerando lo anterior y debido a que en ocasiones los modelos se obtienen para
datos cuyas observaciones sucesivas estan correlacionadas serialmente es necesario probar
—entre otros- el supuesto en cuestion.

Una de las pruebas mas ampliamente utilizadas para probar el supuesto de
independencia es la desarrollada por Durbin y Watson (1950, 1951, 1971), la cual se basa
en el analisis de los residuales de la regresion calculada, en virtud de que los errores en
cualquier caso préactico seran desconocidos (Durbin y Watson 1950). Cabe mencionar que
esta prueba Unicamente es aplicable en modelos de regresion en los cuales las variables
independientes pueden ser consideradas “variables fijas” (Durbin y Watson 1951).

A continuacidn se presenta, de manera general, el procedimiento para el calculo del

estadistico de prueba:



Considerando que las observaciones satisfacen un modelo de regresion dado de la
forma:
Y = Bo+PiXy + BoXo +...+ BiXte
se obtienen los residuales definidos como: e = Vijki — Vijki(estimado) Y S€ procede a calcular el

estadistico propuesto por Durbin y Watson (1950) que se muestra a continuacion:

Donde los e;, t = 1,2.....n, son los residuales de un analisis de minimos cuadrados
ordinario aplicado a los datos. En virtud de que la distribucion del estadistico d depende
del tamafio de muestra y del nimero de variables independientes incluidas en el modelo, es
necesario contrastar el valor del estadistico calculado con los valores teéricos d. (limite
inferior) y dy (limite superior) de la distribucion propuesta por Durbin y Watson (1951),
considerando el valor de significacion (o) deseado.

Las hipdtesis a contrastar y la regla de decision correspondiente se presentan a

continuacion:

Hipotesis Regla de decision
Ho: No hay correlacion entre residuales Sid < d_ se rechaza Hy
H;: Hay autocorrelacion de primer orden Si d > dy no se rechaza Hy
Sid_<d<dy La prueba no es concluyente

De acuerdo con lo anterior, si los errores presentaran una correlacion serial positiva,
el valor de d seria relativamente pequefio y, por el contrario, si los errores presentaran una
correlacion serial negativa, el valor calculado del estadistico tenderia a ser grande.

Cabe mencionar que actualmente diversos paquetes estadisticos realizan la prueba
de manera automatica, lo cual hace innecesario el uso de las tablas generadas originalmente

por los autores




APENDICE 2.- Transformacion de Box y Cox

Debido a la posibilidad de que un modelo lineal obtenido no cumpla los supuestos
necesarios, Box y Cox (1964) desarrollaron una metodologia que permite elegir una
transformacion de los datos disponibles que permita obtener (Logothethis 1990):

a) La normalidad de las distribuciones
b) Constancia de la varianza del error
c) Simplicidad (linealidad) de la estructura del modelo

d) Independencia de las observaciones

La metodologia desarrollada se basa en el uso de una familia paramétrica de
transformaciones de y a y*. El parametro A, posiblemente un vector, define asi, una

transformacion particular. Dos ejemplos importantes a considerar son:

y -1

yi=1 7 70 (1)
logy (4=0)
() 1,

N )

log(y+4,) (4=0)

Cabe mencionar que la forma 1 es preferida para el andlisis tedrico debido a que es
continua en & = 0. En general se asume que por cada A, y* es una funcién monoténica de y
sobre el rango admisible (Box y Cox 1964). Suponiendo que tenemos un vector de
observaciones n x 1 y que el modelo lineal apropiado esta especificado por E(y") = a®,
donde y* es el vector columna de las observaciones transformadas, a es una matriz conocida
y 6es una vector de pardmetros desconocidos asociados con las observaciones

transformadas (Box y Cox 1964).



Asi, se puede asumir que para alguna A desconocida, las observaciones
transformadas y;* satisfacen por completo los supuestos de la teoria normal.
Para obtener el valor de A para un modelo determinado, es necesario obtener los

estimadores de maxima verosimilitud que minimicen el valor de la suma de cuadrados del

error del modelo.



ANEXO 1.-Corridas en Orden Aleatorio y Resultados del Experimento (JMP)

Factor Colonias Factor Colonias
Enzima | Enzima Enzima | Enzima
Corrida | Compuesto A B Revertantes | Corrida | Compuesto A B Revertantes
1 Compuesto 2 Con B 153 37 Compuesto 3| Con A 210
2 Compuesto 2 | Con A Con B 164 38 Compuesto 2 ConB 111
3 Compuesto 2 106 39 Compuesto 3 | Con A 208
4 Compuestol | Con A 91 40 Compuesto2 | Con A 149
5 Compuestol | Con A Con B 123 41 Compuesto 3 Con B 217
6 Compuesto 3 141 42 Compuesto 1 Con B 120
7 Compuesto 3 Con B 206 43 Compuesto3 | Con A ConB 288
8 Compuesto 2 | Con A Con B 142 44 Compuesto 3 130
9 Compuesto 1 Con B 107 45 Compuesto 2 ConB 50
10 Compuesto 1 42 46 Compuesto 1 | Con A Con B 129
11 Compuesto3 | Con A ConB 237 47 Compuesto 1 ConB 100
12 Compuesto 1 59 48 Compuesto2 | Con A 103
13 Compuesto 2 104 49 Compuesto3 | Con A 210
14 Compuesto 2 | Con A 109 50 Compuesto3 | Con A Con B 232
15 Compuesto 2 | Con A 96 51 Compuesto1 | Con A ConB 108
16 Compuesto 2 ConB 115 52 Compuesto 2 | Con A 116
17 Compuesto 3 143 53 Compuesto 2 81
18 Compuesto1 | Con A 99 54 Compuestol | Con A 83
19 Compuesto 3 Con B 189 55 Compuesto2 | Con A Con B 146
20 Compuesto 1 40 56 Compuesto 3| Con A Con B 274
21 Compuesto 3 Con B 208 57 Compuesto3 | Con A 193
22 Compuesto1l | Con A Con B 96 58 Compuesto1 | Con A 50
23 Compuesto3 | Con A Con B 316 59 Compuesto 3 | Con A 198
24 Compuesto 2 98 60 Compuesto 3| Con A Con B 298
25 Compuestol | Con A Con B 186 61 Compuesto 1 44
26 Compuesto 2 123 62 Compuesto 3 157
27 Compuesto 2 Con B 77 63 Compuesto 1 ConB 92
28 Compuesto 3 132 64 Compuesto3 | Con A 181
29 Compuesto 1 55 65 Compuestol | Con A 87
30 Compuesto 1 Con B 101 66 Compuesto1 | Con A Con B 128
31 Compuesto 3 Con B 291 67 Compuesto 3 ConB 223
32 Compuesto 2 | Con A Con B 155 68 Compuesto 2 59
33 Compuesto 2 | Con A 144 69 Compuesto 2 Con B 91
34 Compuesto 1 Con B 119 70 Compuesto 2 | Con A Con B 147
35 Compuesto 1 38 71 Compuesto 3 144
36 Compuesto1 | Con A 99 72 Compuesto 2 | Con A Con B 122




ANEXO I1.-Numero de Colonias Revertantes para los Controles del Experimento

NEGATIVOS
Réplica | Replica | Réplica
1 2 3
1 100 pL bacterias 48 39 31
2 100 pL bacterias + 50 uL DMSO + 100 pL Enzima A + 10 uL. NADPH + 110 pL Buffer 48 45 36
3 100 pL bacterias + 50 uL DMSO + 100 pL Enzima A + 10 uL. NADPH + 110 uL Buffer 31 33 41
100 uL bacterias + 50 uL DMSO + 100 uL Enzima A + 100 uL Enzima B + 10 uL NADPH + 10
4 mL Buffer 43 42 32
POSITIVOS
Réplica | Replica | Réplica
1 2 3
5 100 plL bacterias + 50 pL 1-NP + 10 uL. NADPH + 210 L Buffer 114 162 103
6 100 pl bacterias + 50 pL 1-NP + 100 uL Enzima A + 10 ul. NADPH + 110 pL Buffer 256 265 261
7 100 uL bacterias + 50 pL 1-NP + 100 pL Enzima B + 10 uL NADPH + 110 pL Buffer 395 383 522
100 uL bacterias + 50 pL 1-NP + 100 uL Enzima A + 100 uL Enzima B + 10 uL NADPH + 10 mL
8 Buffer 341 384 440




ANEXO II11.- Analisis de Resultados sin Transformar la Variable de Respuesta

Como se aprecia en la Tabla I, La “R cuadrada ajustada” indica que el 87.31 % de la
variacion de los datos es explicada por el modelo, por lo cual se puede decir que el modelo

es “adecuado” para describir los datos.
Tabla I. Resumen de ajuste del modelo

Summary of Fit

RSquare 0.892842
RSquare Adj 0.873197
Root Mean Square Error 23.33214
Mean of Response 138.5278
Observations (or Sum Wgts) 72

Como se aprecia en la Tabla Il, el modelo es significativo, y al interpretar la Tabla

I11 se concluye lo siguiente:

No se rechaza H, para las hipétesis F y G (interacciones), ya que p>0.05, por lo que
podemos concluir que:

- No existe interaccion para ningun nivel de la enzima A con ningln nivel de la
enzima B.

- No existe interaccién para ningln compuesto con ningun nivel de las enzimas A 'y
B.

Se rechaza H, para la hipdtesis E (interaccion), ya que p<0.05, por lo que podemos
concluir que:

- Existe interaccion para alguno de los compuestos con uno de los niveles de la
enzima B
No se rechaza H, para la hipétesis D (interaccion), ya que p>0.05, por lo que podemos

concluir que:

- No existe interaccion para alguno de los compuestos con uno de los niveles de la
enzima A

Se rechaza H, para la hipdtesis B, ya que p<0.05, por lo que podemos concluir que:

- El efecto de uno de los niveles de la enzima A es diferente de cero.



Tabla Il. Analisis de varianza del modelo

Analysis of Variance

Source DF Sumof Squares Mean Square F Ratio
Model 11 273244.49 24840.4 45.4733
Error 60 32775.83 546.3 Prob>F
C. Total 71 306020.32 <.0001*

Tabla I1. Pruebas para los efectos de los factores e interacciones

Effect Tests

Source Nparm  DF Sum of Squares FRatio Prob>F
Compuesto 2 2 185650.03 170.5123  <.0001*
Enzima A 1 1 28880.06 53.0504  <.0001*
Enzima B 1 1 4243756 77.9545  <.0001*
Compuesto*Enzima A 2 2 1982.19 1.8206  0.1708
Compuesto*Enzima B 2 2 12003.69 11.0249  <.0001*
Enzima A*Enzima B 1 1 0.00 0.0000  1.0000
Compuesto*Enzima A*Enzima B 2 2 1199.08 1.1013  0.3391

De acuerdo con lo anterior, y en virtud de que no se deben evaluar efectos
principales en presencia de interacciones que los contengan, se realizaron las pruebas
correspondientes para analizar el efecto de la Enzima A y la interaccion del Compuesto con
la Enzima B, ya que en ambos casos se obtuvo un valor de p<0.05.

EFECTO DE LA ENZIMA A: En la tabla IV se aprecia que existen diferencias

estadisticamente significativas entre la respuesta promedio con y sin la enzima A, lo cual

implica que el nivel de este factor tiene un efecto significativo en las colonias revertantes
observadas. Asimismo, en la Figura 1 se aprecia que en presencia de la enzima A, el

promedio de colonias revertantes es mayor que en ausencia de la misma.



Tabla IV. Prueba t de Student para las medias de la respuesta con los dos niveles de la Enzima A

LSMeans Differences Student's t
o= 0.050 t= 2.0003

LSMean([j]
Mean([i]-Mean([j]fCon A |Sin A
Std Err Dif
Low er CL Dif
Upper CL Dif
Con A 0/40.0556
0[5.49944
0| 29.055
= 0[51.0561
S[sinA -40.056 0
3 5.49944 0
- -51.056 0
-29.055 0
Level Least Sq Mean
ConA A 158.55556
Sin A B 118.50000

Levels not connected by same letter are significantly different.

Figura 1. Gréfico de respuestas promedio con y sin la Enzima A
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INTERACCION COMPUESTO*ENZIMA B: En vista de que solamente una

interaccién doble es estadisticamente significativa, se procedié a hacer el analisis

correspondiente.

De acuerdo con la Tabla V, se aprecia que las respuestas medias forman 4 grupos
homogéneos. Cabe destacar que el mayor nimero de colonias revertantes inducidas se
obtiene al aplicar el compuesto 3 con la enzima B. Asimismo, se observa que con la enzima
B los compuestos 1 y 2 se comportan de manera casi idéntica (Figura 2). En ausencia de la
enzima B los compuestos producen un dafio progresivo en el siguiente orden 1, 2 , 3

(Figura 2). Es de particular interés el hecho de que el compuesto 2 con y sin la enzima B



pertenezcan a un grupo homogéneo junto con el compuesto 1 con la enzima B. Esto podria
implicar que, al menos, con el compuesto 2, la enzima B no tiene un efecto
estadisticamente significativo en el nimero de colonias revertantes inducidas obtenidas.

En el analisis de rebanadas (“Slices”)(Tabla V1) se aprecia que para los compuestos
1y 3 existen diferencias estadisticamente significativas, es decir, al mantener constante el
compuesto hay efecto de la enzima B. En el caso del compuesto 2 se aprecia que no existe
diferencia significativa en el promedio de colonias en presencia o ausencia de la Enzima B.

Por otra parte, en la Tabla VI (“Slices”) se observa que al analizar los casos en los
que se tiene la Enzima B y en los que no se tiene (“Con B” y “Sin B” respectivamente),
cada uno de los tres compuestos tiene un efecto medio diferente. Esta afirmacion se hace
evidente al observar la Figura 2, en la que de acuerdo con lo expuesto por Kuehl (2001), se
trata de una interaccion con diferencia en la magnitud de la respuesta.

Finalmente, en la Figura 3 se aprecia que en los perfiles de interaccién existe, como

ya se ha mencionado interaccion entre los factores: compuesto y enzima B.



Tabla V. Prueba de Tukey para medias de compuesto y enzima B

LSMeans Differences Tukey HSD

0= 0.050 Q= 29438

LSMean(j]
Mean(i]-Mean[j] Compuesto | Compuesto | Compuesto | Compuesto | Compuesto | Compuesto
Std Err Dif 1,Con B 1,Sin B 2,ConB 2,SinB 3,Con B 3,SinB
Low er CL Dif
Upper CL Dif
Compuesto 1,Con B 0| 51.8333 -5.3333 10.0833 -130.83 -52.417
0 9.52531 9.52531 9.52531 9.52531 9.52531
0 23.7927 -33.374 -17.957 -158.87 -80.457
0 79.874 22.7073 38.124 -102.79 -24.376
Compuesto 1,Sin B -51.833 0| -57.167 -41.75 -182.67 -104.25
9.52531 0| 9.52531| 9.52531| 9.52531|  9.52531]
-79.874 0 -85.207 -69.791 -210.71 -132.29
-23.793 0 -29.126 -13.709 -154.63 -76.209
Compuesto 2,Con B 5.33333 57.1667 0 15.4167 -125.5 -47.083
9.52531  9.52531 0| 9.52531| 9.52531|  9.52531
-22.707 29.126 0 -12.624 -153.54 -75.124
=] 33.374 85.2073 0 43.4573 -97.459 -19.043
§ Compuesto 2,Sin B -10.083 41.75] -15.417 (o) -140.92 -62.5
% 9.52531 9.52531 9.52531 (o) 9.52531 9.52531
- -38.124 13.7094 -43.457 (o) -168.96 -90.541
17.9573 69.7906 12.624 0| -112.88 -34.459
Compuesto 3,Con B| 130.833 182.667| 125.5 140.917| 0 78.4167
9.52531( 9.52531f 9.52531 9.52531 0| 9.52531
102.793 154.626) 97.4594 112.876 0| 50.376
158.874 210.707 153.541] 168.957| 0 106.457|
Compuesto 3,Sin B 52.4167 104.25 47.0833 62.5 -78.417 0
9.52531 9.52531 9.52531 9.52531 9.52531 (o)
24.376] 76.2094 19.0427| 34.4594 -106.46 (o)
80.4573 132.291] 75.124 90.5406 -50.376 0|
Level Least Sq Mean
Compuesto 3,Con B A 248.25000
Compuesto 3,Sin B B 169.83333
Compuesto 2,Con B C 122.75000
Compuesto 1,Con B C 117.41667
Compuesto 2,Sin B C 107.33333
Compuesto 1,Sin B D 65.58333

Levels not connected by same letter are significantly different.

Figura 2. Gréfico de respuestas promedio con y sin la enzima B
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Tabla VI. Prueba de significancia de un factor manteniendo constante el nivel del otro factor (“Slices”)

Slice Compuesto=Compuesto 1 Slice Compuesto=Compuesto 2 Slice Compuesto=Compuesto 3
Sumof Squares 16120.166667 Sum of Squares 1426.0416667 Sumof Squares 36895.041667
Numerator DF 1 Numerator DF 1 Numerator DF 1
Denominator DF 60 Denominator DF 60 Denominator DF 60
F Ratio 29.611490968 F Ratio 2.6195275028 F Ratio 67.773318706
Prob > F 1.0278183e-6 Prob > F 0.1108012313 Prob > F 1.968234e-11

Slice Enzima B=Con B Slice Enzima B=Sin B

Sumof Squares 131584.22222 Sum of Squares 66069.5

Numerator DF 2 Numerator DF 2

Denominator DF 60 Denominator DF 60

F Ratio 120.8549852 F Ratio 60.682263496

Prob > F 9.054149e-22 Prob > F 3.872283e-15

Figura 3. Perfiles de interaccion para el experimento

Interaction Profiles

S 300
58 9
é § 2003 compuesto Compuesto 3 muesto 3 .g
g 2100 EompHEsiB? | Combucns | @
= - o
g
& 300 con A
T n — n m
5 5200 A Enzimaa S
xS A / Nn Al 3
o 2100 in A ;
c =
g

300
% g ConB m
8 5 200 in B Enzima B s
xS ——ConB 5
@ 2100 ——SinB g
£ .
8 T T T T

ConA SinA ConB SinB

Compuesto 1
Compuesto 2
Compuesto 3



VERIFICACION DE LOS SUPUESTOS

INDEPENDENCIA: Como se busca definir si existe correlacion o “patrones” entre los

residuales del modelo, se aplica la prueba de Durbin-Watson (Ver APENDICE 1) bajo las

siguientes hipotesis:

Ho: No hay correlacion entre residuales
H,: Hay autocorrelacion de primer orden

En la Tabla VI se aprecia que p<0.05, por lo que se rechaza Ho y se concluye que

hay autocorrelacion positiva entre los residuales.

Tabla VI. Célculo del estadistico de Durbin-Watson

Durbin-Watson

Durbin-Watson Number of Obs. AutoCorrelation Prob<DW
1.4732243 72 0.2108  0.0142*

NORMALIDAD: Este supuesto implica que los residuales se distribuyen normalmente. Al

graficar los residuales, como se aprecia en la Figura 3, aparentemente se distribuyen
normalmente, aunque los de la cola superior de la distribucion se encuentran muy

dispersos.
Figura 3. Grafico normal de cuantiles para la distribucion de los residuales
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Para corroborar lo anterior se van a realizar la pruebas correspondientes bajo las
siguientes hipotesis:

Ho: Los datos provienen de una distribucién normal

H,: Los datos no provienen de una distribucion normal

Como se observa en la Tabla VII, p<0.05, por lo tanto se rechaza Ho y se concluye
que la distribucion no es normal. Para verificar si se puede lograr una distribucién normal
de los residuales se realizd una transformacién logaritmica (Ln) de la variable de respuesta
(Ver ANEXO V).

Tabla VII. Prueba Shapiro-Wilk para verificar la distribucién normal de los residuales del modelo obtenido

Goodness-of-Fit Test

Shapiro-Wilk W Test
w Prob<wW
0.957419 0.0158*

Note: Ho = The data is from the Normal distribution. Small p-values reject
Ho.

HOMOSCEDASTICIDAD: Este supuesto implica la igualdad de varianzas entre las

colonias revertantes inducidas agrupadas por tratamiento.

Para probar el supuesto se procede a contrastar las siguientes hipétesis:

.2 - 2_ 2_ 2_ 2_ 2 _ 2_ 2_ 2_ 2 _ 2 _ 2
Ho: 651 =06=063=64=065= 6 =G0 7= G§= G 9= G 10= G 11= G 12
H1: Al menos un par de o son diferentes

Como se observa en la Tabla VII, p>0.05, por lo tanto no se rechaza Hy y se

concluye que hay homogeneidad de varianzas.
Tabla VII. Prueba de Levene para probar la homogeneidad de varianzas en la variable de respuesta

Test of Homogeneity of Variances

Revertantes

Levene
Statistic df 1 df 2 Sig.
1.685 11 60 .099




En el analisis grafico de los residuales (Figura 4), no se aprecian patrones definidos,

lo cual es coherente con lo observado en la Tabla VII.

Figura 4. Gréfico de residuales Vs valores estimados
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ANEXO IV.-Analisis de Resultados Aplicando una Transformacién Logaritmica
(Ln) a la Variable de Respuesta

En éste apartado Unicamente se realizaron las pruebas de los supuestos para conocer
si la transformacion logaritmica mejoraba significativamente los resultados con respecto al

cumplimiento de los supuestos del modelo.

INDEPENDENCIA: Como se busca definir si existe “correlacion” o “patrones” entre los

residuales del modelo, se aplica la prueba de Durbin-Watson (Ver APENDICE 1) bajo las
siguientes hipotesis:

Ho: No hay correlacion entre residuales
H,: Hay autocorrelacion de primer orden

Como se aprecia en la Tabla I, p>0.05, por lo tanto no se rechaza Ho y se concluye
que no existe autocorrelacion entre los residuales. Esta prueba aumenta su nivel de

significancia con los datos con transformacion logaritmica.

Tabla I. Célculo del estadistico de Durbin-Watson

Durbin-Watson

Durbin-Watson Number of Obs. AutoCorrelation Prob<DW
1.6794909 72 0.1018  0.0999

NORMALIDAD: Este supuesto implica que los residuales se distribuyen

normalmente.
Al graficar los residuales, como se aprecia en la Figura 1, aparentemente se
distribuyen normalmente. El grafico no difiere considerablemente del obtenido sin la

transformacion logaritmica, aunque cabe destacar que mejora la cola superior.



Figura 1. Grafico normal de cuantiles para la distribucion de los residuales
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Para corroborar lo anterior se van a realizar las pruebas correspondientes bajo las

siguientes hipotesis:

Ho: Los datos provienen de una distribucién normal
H,: Los datos no provienen de una distribucion normal

Como se observa en la Tabla Il el valor de p disminuye considerablemente, de tal
manera que podemos concluir que la transformacion tiene como consecuencia directa el
alejamiento de la distribucion normal. Como p<0.05, se rechaza Ho y se concluye que la

distribucién no es normal.

Tabla Il. Prueba Shapiro-Wilk para verificar la distribucion normal de los residuales del modelo obtenido

Prueba p-value (Variable de p-value (variable de
respuesta sin respuesta con
transformacién) transformacion

logaritmica (Ln))
Shapiro-Wilk 0.0158 0.0068




HOMOSCEDASTICIDAD: Este supuesto implica la igualdad de varianzas entre las

colonias revertantes inducidas agrupadas por tratamiento y transformadas aplicando

logaritmo.

Para probar el supuesto se procede a contrastar las siguientes hipotesis:

L2 -2 2 2 2_ 2 . 2__ 2_ 2_ .2 . 2 _ 2
Ho: 61 = 062=0"3=064=05= 66 =6 7=08= G 9= 6 10= G 11= G 12
H1: Al menos un par de o son diferentes

Como se observa en al Tabla I11, p<0.05, por lo tanto se rechaza Hy y se concluye
que no hay homogeneidad de varianzas. Cabe destacar que el valor de “p” disminuye
considerablemente con respecto al observado en el anélisis con la variable de respuesta sin

la transformacion logaritmica.

Tabla I11. Prueba de Levene para probar la homogeneidad de varianzas en la variable de respuesta

Test of Homogeneity of Variances

Revertantes Transformados con Ln
Levene
Statistic df 1 df 2 Sig.

2.124 11 60 .032

En el andlisis grafico de los residuales (Figura 2) no se observa patron alguno (P.ej.
conos o “U”), aunque los resultados de la Tabla III hacen dudar sobre el cumplimiento del

supuesto.
Figura 2. Gréfico de residuales Vs valores estimados
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ANEXO V.- Anélisis de Resultados Aplicando una Transformacion de Box-Cox a
la Variable de Respuesta.

En primer lugar se procedi6 a aplicar una transformacion de Box-Cox (Ver

APENDICE 2) a la variable de respuesta de acuerdo con la Ecuacion 1.
Y=(Colonias Revertantes inducidas™-1)/ w"................ Ecuacion 1

Los valores de A y w se obtuvieron del analisis en JMP. En la Figura 1 se observa
que el valor éptimo de A se encuentra entre 0.5 y 1.0, de manera que se obtiene la Ecuacién
2.

Y = (Colonias Revertantes Inducidas ®® - 1) / 0.08739473363465................. Ecuacion 2

Figura 1. Grafico del valor de lambda (A) para estabilizar la varianza
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Asimismo, al analizar los resultados con el programa DOE++® (Relia Soft), como
se observa en la Figura 2, se obtienen valores similares a los obtenidos en JMP y se aprecia
que el intervalo de confianza al 95% para A se encuentra entre 0.2124 y 0.9674, ademas de

que se sugiere una transformacién con raiz cuadrada, es decir, de y*2.

"w = A(GM (y))**, en virtud de que JMP utiliza la transformacion propuesta por Box y Cox (1964)

.y -1

“A(GM ()t donde GM (y) es la media geométrica de las observaciones.
y

y



Figura 2. Grafico de la transformacidn de Box-Cox para minimizar la suma de cuadrados del error
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Transformacion Recomendada = Raiz Cuadrada

Con base en los resultados obtenidos al analizar en JMP los datos con la variable de
respuesta transformada con la Ecuacion 2, se realizaron las pruebas para verificar el
cumplimiento de los supuestos. Lo anterior, a fin de verificar si la transformacion de Box-
Cox permite el cumplimiento de los supuestos en mejores condiciones que las observadas
en los analisis previos (Ver ANEXO Ill'y ANEXO IV). La verificacion de los supuestos se

presenta a continuacion:

INDEPENDENCIA: Como se busca definir si existe “correlacion” o “patrones” entre los

residuales del modelo, se aplica la prueba de Durbin-Watson (Ver APENDICE 1) bajo las

siguientes hipotesis:



Ho: No hay correlacién entre residuales
H,: Hay autocorrelacion de primer orden

Como se aprecia en la Tabla I, p<0.05, por lo tanto se rechaza Ho y se concluye que
existe autocorrelacion entre los residuales. Esta prueba disminuye su nivel de significancia

con los datos con transformacion de Box-Cox.

Tabla I. Calculo del estadistico de Durbin-Watson

Durbin-Watson

Durbin-Watson Number of Obs. AutoCorrelation Prob<DW
1.5129266 72 0.1835  0.0220*

NORMAL IDAD: Este supuesto implica que los residuales se distribuyen normalmente.

Al graficar los residuales, como se aprecia en la Figura 3, aparentemente se
distribuyen normalmente. El grafico no difiere considerablemente del obtenido sin la

transformacion logaritmica, aunque cabe destacar que mejora la cola superior.

Figura 3. Grafico normal de cuantiles para la distribucion de los residuales
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Para corroborar lo anterior se van a realizar las pruebas correspondientes bajo las
siguientes hipotesis:

Ho: Los datos provienen de una distribucion normal
Ha: Los datos no provienen de una distribucién normal



Como se observa en la Tabla Il, el valor de p aumenta considerablemente, de tal
manera que podemos concluir que la transformacion tiene como consecuencia directa la
aproximacion a una distribucién normal. Como p>0.05, no se rechaza Ho y se concluye que

la distribucion de los residuales con la transformacién de Box-Cox es normal.

Tabla Il. Comparacién de valores de “p” para la prueba Shapiro-Wilk con los residuales calculados con la
variable de respuesta sin transformacion, con transformacién logaritmica y con la variable de respuesta
aplicando la transformacion de Box-Cox.

Prueba p-value (sin p-value (con p-value (variable de
transformacion) transformacion respuesta con
logaritmica) transformacién de
Box-Cox)
Shapiro-Wilk 0.0158 0.0068 0.1118

HOMOSCEDASTICIDAD: Este supuesto implica la igualdad de varianzas de las

colonias revertantes inducidas entre tratamiento. Entonces, se procedié a realizar la prueba

de Levene con la variable de respuesta transformada.

Para probar el supuesto se procede a contrastar las siguientes hipétesis:

L2 _ 2_ 2_ 2_ 2_ 2 _ 2_ 2_ 2_ 2 _ 2 _2
Ho: 6“1 =06=063=04=05= 0% =07= 0= G9= G 10= 0 11= 12

H.: Al menos un par de o son diferentes

Como se observa en al Tabla Ill, p>0.05, por lo tanto no se rechaza Hy y se
concluye que hay homogeneidad de varianzas. Cabe destacar que el valor de “p” aumenta
considerablemente con respecto al observado en el andlisis con la variable de respuesta con

transformacion logaritmica (Ln).

Tabla I11. Prueba de Levene para probar la homogeneidad de varianzas en la variable de respuesta
Test of Homogeneity of Variances

Revertantes Box-Cox

Levene
Statistic df 1 df 2 Sig.
1.553 11 60 .137




En el andlisis grafico de los residuales (Figura 4) no se observa patron alguno (P.egj.

conos o “U”).

Figura 4. Gréfico de residuales Vs valores estimados
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