Revista da Estatistica UFOP, Vol 111(3), 2014, ISSN 2237-8111
Edic3o especial: 59 Reunido Anual da Regional Brasileira da Sociedade Internacional de Biometria - RBRAS
Trabalhos apresentados na vers3o poster.

Ajuste de modelo heteroscedastico em estudo toxicologico
usando o0 SAS

Luzia Pedroso de Oliveira® 2
César Gongcalves de Lima®
Maria Célia Siqueira®*

Vera Lucia Scherholz Salgado de Castro®

1 Introdugéo

A principal motivacdo desse trabalho é apresentar uma aplicacdo, em estudo
toxicoldgico, de modelo de analise de variancia com dois fatores com variancias residuais
heterogéneas, usando os procedimentos MIXED e PLM dO SAS.

O experimento foi conduzido no laboratério de ecotoxicologia e biosseguranca da
EMBRAPA Meio Ambiente e teve como um de seus objetivos avaliar os efeitos de sexo e
dose na quantidade de nanoparticulas encontradas nos tecidos dos ileos de ratos Wistar que
receberam diariamente ao longo de 28 dias, via oral, doses repetidas de um nanocomposto.

O modelo heteroscedastico foi ajustado usando o procedimento MIXED. Os
desdobramentos da interacdo significativa, entre os niveis dos fatores sexo e dose, foram
feitos usando o procedimento pPLM que possibilitou um maior detalhamento dos mesmos.

A tendéncia crescente das concentracbes médias de nanoparticulas nos ileos dos
machos em relacdo as doses do nanocomposto, foi descrita por um modelo de regressao linear
ponderada. Nesse caso, ainda que o procedimento MIXED pudesse ser usado, o procedimento

REG, por ser mais especifico para esse tipo de analise, disponibilizou graficos mais completos.

2 Material e métodos

No experimento, 5 machos e 5 fémeas foram atribuidos aleatoriamente para pertencer
ao grupo controle ou receber uma das 3 doses do nanocomposto (1, 3 ou 5 pg/ml/100g de
peso corporeo). Ao 29° dia esses ratos foram submetidos a uma autdpsia geral e seus orgaos e
tecidos foram dissecados e pesados. As concentragbes do nanocomposto encontradas nos

orgaos e tecidos foram obtidas pela analise ICP-OES -Espectrofotometria de emissdo dptica
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(Perkin Elmer Optima 7000 DV), sendo, nesse trabalho estudadas as concentragfes nos
tecidos dos ileos.

O modelo usual de analise de varidncia com dois fatores assume erros com
distribuicdo normal, independentes e com variancias homogéneas. A analise grafica dos
residuos fornece bons indicativos para a verificagdo dessas suposicoes.

O fato de ndo considerar variancias heterogéneas quando elas estdo presentes pode
levar a inferéncias ineficientes e possivelmente enganosas sobre os efeitos fixos do modelo.
Littell, et al (2006) apresentam uma extensao do teste de LEVENE para testar homogeneidade
de variancias em experimentos com mais de um fator usando o sas. Nessa abordagem ajusta-
se um modelo de andlise de varidncia incluindo os efeitos principais e interacdes,
considerando como variavel resposta, os valores absolutos dos residuos obtidos do modelo
com variancias homogéneas. No caso da interacdo ser significativa, um modelo incluindo
variancias diferentes para as combinagdes dos niveis dos fatores deve ser o ponto de partida.
Caso contrario, deve ser verificado se algum efeito principal é significativo e em caso
afirmativo deve-se considerar inicialmente variancias diferentes para seus niveis.

O modelo de analise de variancia com dois fatores e variancias residuais heterogéneas

para as combinacdes dos niveis dos fatores é dado por:
Vixk = u+a; + B, +(af)y +€; &y ~ N(O’Gijg) (1)
sendo, y;, o valor observado na repeticdo k do nivel i do fator 1 e nivel j do fator 2;

4 constante comum a todas as observacdes; «; efeito do nivel i do fator 1;

B, efeito do nivel jdo fator 2; (af); efeito da interacdo entre os niveis dos dois fatores;
ey erro aleatorio associado a Kesima Observagao dos niveis i do fator 1 e j do fator 2;

05 componente de variancia associado aos niveis ij dos fatores.

Simplificagdes do modelo acima s&o obtidas considerando, por exemplo, os
componentes de variancia associados aos niveis de um dos fatores, ou ainda, a combinacdes
dos niveis desse fator.

Nos ajustes dos modelos utilizou-se os procedimentos do sAs. Uma das facilidades
desse programa € 0 recurso ods graphics disponivel nos procedimentos. Uma vez ativado,
exibe painéis com os principais graficos de residuos, analise de influéncia, diagramas de
caixa, graficos de médias, curvas ajustadas etc. O procedimento pLM, disponivel a partir da
versao 9.22, complementa alguns procedimentos, dentre eles o MIXED. Por exemplo,
possibilita realizar os desdobramentos de interagdes significativas, exibindo as tabelas de

médias com as “famosas” letras, cujo layout é preferido, em algumas areas, para resumir 0s
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resultados dos testes de comparacgdes maltiplas. Os graficos também sdo mais completos no
PLM, pois incluem os erros padrdes e os intervalos de confianga das médias e das curvas
ajustadas.

Na busca por um modelo mais parcimonioso para descrever 0 processo que gerou os
dados, geralmente sdo utilizados os testes da razdo de verossimilhancas (TRV), que
possibilitam a comparacdo de modelos encaixados dois a dois, com numeros diferentes de
componentes de variancia. De acordo com West, et al (2007), dentre outros, uma vez que 0s
componentes de variancia encontram-se no limite do espaco paramétrico torna-se necessario o
uso de misturas de y? para obtencdo dos niveis descritivos do teste (valores p). E importante
destacar que no TRV fornecido pelo pPrOC MIXED, que compara 0 modelo ajustado com o
modelo com variancias homogéneas, ndo é levada em conta essa mistura de x°.

Para testar os efeitos fixos do modelo, Speed (2013), recomenda utilizar juntamente
com a opgdo method=m1, a 0p¢d0 ddfm=KR na declaracdo do modelo pois, com essa Ultima,
introduz-se um fator de inflacdo nas variancias dos efeitos fixos e considera-se conjuntamente
a aproximacao de Satterthwaite para os graus de liberdade.

Se um dos fatores for quantitativo torna-se necessario descrever a tendéncia das
médias ajustadas em funcéo dos niveis desse fator. Milliken e Johnson (2002), apresentam um
exemplo de regressdo linear ponderada para descrever o comportamento médio considerando

pesos iguais a 1/ (erro padrdo da média ajustada para o nivel i do fator quantitativo)?.

3 Resultados e discussoes
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A Figura 1, apresenta o grafico com o0s
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Figural: Valores observados e médias das
concentragdes encontradas nos ileos.

A aplicacdo da extenséo de LEVENE no modelo de analise de variancia contendo os

efeitos fixos de sexo, dose e interacdo sexoxdose resultou na ndo rejeicdo das hipoteses de
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variancias heterogéneas, tanto para as combinagdes dos niveis dos dois fatores, como também
para os niveis do fator dose. Entretanto, o ajuste do primeiro modelo resultou num problema
de maxima verossimilhanca infinita, mesmo alterando os valores iniciais dos parametros.
Dessa forma, considerou-se 0 modelo com variancias heterogéneas para os niveis de dose,
sendo os comandos utilizados, incluindo andlise de residuos e iterativa de influéncia,

apresentados a seguir.

ods graphics on;

proc mixed data=concentracoes;
class sexo dose; model conc _ileo = sexo dose sexo*dose/ ddfm=KR solution
outpm= res residual influence(effect=rato(dose*sexo) iter=4);
repeated / group=dose; store sasuser.informacoes; run;

ods graphics off;

De acordo com o resutado do TRV a hipotese de variancias homogéneas para doses foi
rejeitada (p<0,0001). Um modelo aninhado ao anterior, foi ajustado considerando apenas duas
variancias residuais diferentes, uma para a dose 1 e outra para as doses 3 e 5 pg/ml. Néo
houve diferenca significativa entre esses modelos, de acordo com o TRV (p=0,3383) e,
portanto, pelo principio da parciménia o modelo escolhido foi esse Gltimo.

A interacdo sexoxdose foi significativa (p=0,0037) e assim sendo, foram feitos os
desdobramentos para estudar os efeitos das doses em cada sexo e 0s efeitos dos sexos em cada

uma das doses do nanocomposto. Os comandos utilizados sdo apresentados a seguir.

ods graphics on;
proc PLM restore=sasuser.informacoes; *sendo sasuser.informacoes referente ao
modelo escolhido e usando method=ml e ddfm=KR;
lsmeans sexo*dose/cl adjust=tukey plots=all;
slice sexo*dose / sliceby=sexo cl lines adjust=tukey;
slice sexo*dose / sliceby=dose cl lines adjust=tukey;
effectplot/limits; ods output lsmeans= LSM conc_ileo; run;
ods graphics off;

Houve diferencas, a 5% de significancia, entre as concentracbes médias nos ileos de

machos e fémeas, que receberam as doses 1 (p=0,0458) e 5 pg/ml (p=0,0010).

N&o houve diferencas significativas entre as concentracdes meédias encontradas nos
ileos das fémeas que receberam as diferentes doses do nanocomposto (p=0,1373), ja com

relacdo aos machos a concentracdo média encontrada na dose 1 foi diferente das demais.

Para 0os machos, a tendéncia crescente das concentra¢cbes médias de nanoparticulas em
relacdo as doses do nanocomposto, foi descrita por uma reta com inclinacao igual a 1,88, e
assim, a um aumento de 1 pg/ml na dose do nanocomposto corresponde um aumento de 1,88

ppm na concentragao de nanoparticulas encontrada no ileo. A seguir os comandos utilizados:

data LSM conc_ileo; set LSM conc_ileo; wt=1/(stderr**2);run;

ods graphics on;

proc reg data=LSM conc _ileo; by sexo; weight wt; model estimate=dose;run;
ods graphics off;
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Studentized Residuals for conc_ileo Fit for conc_ileo
With 95% Confidence Limits
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Figura 2 — Principais graficos obtidos com os comandos descritos ao longo do trabalho

4 Conclusdes
O modelo heteroscedastico possibilitou obter um intervalo de confianga mais preciso
para a concentracdo media de nanoparticulas nos ileos dos ratos submetidos a dose de 1 pg/ml

do nanocomposto, resultando em inferéncias mais eficientes dos efeitos fixos do modelo.
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