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RESUMO

Em diversos experimentos bioldgicos, mais especificamente nos relaci-
onados a area da satide, é muito comum ocorrerem situacoes em que a estrutura dos
dados apresenta dependéncia em suas unidades experimentais (dados longitudinais),
portanto, nao se deve considerar apenas a variabilidade dos dados, mas também a
estrutura de covariancia envolvida. Neste estudo, utilizou-se dois grupos de ratos,
sendo um induzido & Estenose Aortica (EAo) pela colocagao do clipe de prata na raiz
da aorta ascendente e outro submetido apenas ao procedimento cirtargico chamado
Controle (Sham). Ambos foram submetidos & duas diferentes dietas (Normolipidica
e Hiperlipidica) em que se avaliou as respostas das variaveis mecénicas tensao desen-
volvida (TD) e tensao de repouso (TR) segundo a técnica do musculo papilar isolado,
para sete concentragoes sequenciais de calcio, com o propoésito de apreciar o processo

de remodelacao cardiaca. Primeiramente, houve interesse em comparar as médias
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nos grupos formados pela combinacao de dois fatores, que resultaram em quatro
grupos (G1 - EAo e Normolipidica (n = 12), G2 - EAo e Hiperlipidica (n = 13), G3 -
Sham e Normolipidica (n = 13) e G4 - Sham e Hiperlipica (n = 14), nas duas varia-
veis envolvidas. Além disso, houve interesse em descrever o perfil médio de resposta
das fungées mecanicas nas diferentes concentragoes de célcio (0,5 mM, 1,0 mM, 1,5
mM, 2,0 mM, 2,5 mM, 3,0 mM, 3,5 mM) empregando o modelo linear multivari-
ado de crescimento (MLMC) via proposta de Potthoff & Roy (1964) para estimar a
relacao funcional das variaveis mecéanicas com as concentragoes de calcio estudadas,
que consideraram o vetor de respostas determinado pelas diferentes concentracoes
de céalcio. Para a proposta de modelo funcional de resposta do fenémeno biologico,
foram consideradas pesquisas anteriores que sugerem que a resposta funcional das
variaveis TD e TR nao sao adequadamente preditas nas concentragoes originais de
calcio, indicando a necessidade de transformacao dos valores das concentragoes, a
fim de se obter um modelo relacional mais compativel aos dados em estudo. Diante
dessa constatagdo, adotaram-se alguns polinémios nao convencionais (raiz quadrada
da concentracao de calcio, inverso da concentragao de calcio, inverso da raiz qua-
drada da concentragao de célcio, logaritmo natural da adicao da concentracao de
calcio a unidade e inverso do logaritmo natural da adigao da concentracao de calcio
a unidade) e complementaram-se os estudos com o teste para avaliagdo do grau poli-
nomial a ser utilizado, como resposta do MLMC, a fim de se encontrar o modelo mais
simples e informativo que explicasse as variaveis consideradas. As transformacoes
mais adequadas para descrever o comportamento das variaveis TD e TR foram as
que envolveram o inverso da concentragao de célcio e o inverso do logaritmo natural
da adigao da concentragao de célcio & unidade. Os ajustes dos modelos indicaram a
utilizacao de polinomio de 2° grau como sendo o mais parcimonioso para representar
a relacao funcional da variavel mecanica TD e polindmios de 1° grau para a varia-
vel TR . Quando se empregou o MLM os grupos estudados apresentaram diferenca
apenas em suas respostas médias no fator cirurgia na variavel TR. Para o MLMC,

além da diferenca encontrada nos perfil médios da variavel TR, também, foi possivel
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encontrar diferenca nos perfis na variavel mecanica TD. Em sintese, conclui-se que a
familia polinomial que melhor responde a predicao das variaveis mecanicas TD e TR,
nas diferentes concentracoes de célcio, consiste no inverso da concentracao de cal-
cio e no inverso do logaritmo natural da adi¢ao da concentracao de céalcio & unidade.
Quanto a adequabilidade do modelo o mais informativo para a resposta biologica das
variaveis mecanicas indica-se: o polinémio de 1° grau no inverso da concentracao de
célcio para a variavel TR e o polindmio de 2° grau no modelo inverso do logaritmo

natural da adicao da concentragao de célcio a unidade para a TD.
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SUMMARY

In many biological experiments, more specifically that ones concerned
to the health field, it is very common that data structure shows in its experimental
units some dependency (longitudinal data), therefore we should not consider only
data variability, but also the covariance structure involved. In this research, we have
used two group of rats, in which one of them was induced to Aortic Stenosis (EAo)
by placing a silver clip in ascending aortic root and another was only submitted to
surgery process named Control (Sham). Both of groups have been to two different
diets (Normolipidic and Hiperlipidic), wherein we evaluated responses of mechanical
variables developed tension (DT) and resting tension (RT), according to the isolated
papillary muscle’s technique with seven concentrations of calcium in order to ap-
preciate the process of Cardiac Remodeling. At first, we have been interested in to
compare means in the groups constituted by the combination of two factors that re-

sulted in four groups (G1 - EAo and normolipidic (n = 12), G2 - EAo and hyperlipidic
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(n =13), Sham and normolipidic (n = 13) and G4 - Sham and hyperlipidic (n = 14)
about the two involved variables to verify differences in two factors effects and in
their interaction, applying multivariate linear model (MLM) for this. In addition, we
have concerned in to describe mechanical responses mean profile in different calcium
concentrations (0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 2,5 mM, 3,0 mM, 3,5 mM)
applying the multivariate growth linear model (MGLM) via Potthoff & Roy (1964)
proposal to estimate the functional relationship of mechanical variables and calcium
concentrations, which have considered the response vector set by seven different mea-
sures. In respect to the functional model proposal of biological phenomenon response,
we have considered previous researches which suggest that functional responses of
TD and TR variables are not properly predicted at original calcium concentrations,
thus indicating the need of concentration values transformation in order to reach a
relational model more compatible with this data. Regarding this consideration, we
have adopted some new non-conventional polynomials (calcium concentration square
root , inverse of the calcium concentration, inverse of calcium concentration square
root, natural logarithm of calcium concentration addition to the unit and inverse of
the natural logarithm of the calcium concentration addition to the unit) and they
were tested in order to evaluate the polynomial degree to be used, as a response to
MGLM, in the search for the simplest and most informative model which can explain
the studied variables. The most adequate transformations to describe the behaviour
of TD and TR variables were that ones which involved inverse of calcium concentra-
tion and inverse of natural logarithm of calcium concentration added to the unity.
Fitted models indicated that second degree polynomial was more informative and
concise among all tested to represent the functional relation of mechanical variable
TD, as first degree polynomial described better the variable TR. When we applied
MLM, differences in mean responses to surgery at TR variable were observed between
analyzed groups. In regards to MLMC, differences in TR variable mean profiles were
observed and it was possible to finde some differences in TD variable mean profiles.

Therefore, polynomial family which can best predict the behaviour of TD and TR,
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at different levels of calcium concentration, consists in inverse of calcium concentra-
tion and inverse of natural logarithm of calcium concentration added to the unity.
In respect to the adequacy, most informative model to describe biological response
of mechanical variables were first degree polinomial in inverse of calcium concentra-
tion for TR variable and second degree polinomial in inverse of natural logarithm of

calcium concentration added to the unity to express TD variable.



1 INTRODUCAO

A remodelagao cardiaca, segundo Mendes et al. (2010), tem como defi-
nicao as alteragoes ocorridas na expressao génica, moleculares, celulares ou intersti-
ciais, que clinicamente se caracterizam por modificacoes no tamanho, massa, volume
e funcdo do coracgdo, em resposta a uma agressdo ocorrida (isquemia, inflamagao,
alteragdo genética e sobrecarga volumétrica).

A existéncia de associacao entre as variaveis respostas ocorre em quase
a totalidade das situacoes em que sao consideradas, simultaneamente, varias medidas
no mesmo individuo (unidade experimental ou observacional).

Exemplo disto ocorre em pesquisas de remodelagao cardiaca quando
se incluem a manobra de célcio, pois a mesma unidade experimental é submetida a
doses acumulativas e sequenciais, configurando, assim, uma estrutura correlacional
entre as respostas das variaveis bioldgicas estudadas nas diferentes concentracoes.

Entretanto, praticamente a totalidade dessas pesquisas experimentais
tratam os dados como modelo univariado de resposta para representar o fenémeno
biolégico, ou seja, irrelevam a relagao de dependéncia existente, e analisam cada uma
das variaveis separadamente sem levar em consideracao a estrutura de correlagao
existente entre as mesmas.

Sabe-se pela literatura estatistica que as técnicas de analise multiva-
riada sao as mais adequadas e consistentes para essas situagoes experimentais, pois
permitem levar em consideragao a estrutura completa de dependéncia (correlagao)
existente possibilitando examinar as variagoes intra e inter unidades de observacao.

Na presente pequisa, técnicas estatisticas mais robustas devem ser em-

pregadas, ja que objetiva-se o refinamento das informagoes e vigorosas conclusoes
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acerca da manobra de calcio nas diferentes dietas e nos procedimentos cirtirgicos
para as funcoes mecéanicas Torna-se imprescindivel utilizar, neste sentido, procedi-
mentos de anélise multivariada exploratéria e inferencial para melhorar a qualidade
da informacao biolégica contida nos dados, pois esses consideram para maior conhe-
cimento da realidade biolégica a estrutura total de variabilidade dos dados.

Neste estudo, foram utilizados dados de um experimento com quatro
grupos de animais formados pela combinagao de dois fatores com dois niveis qua-
litativos cada um, medidos de forma longitudinal em sete diferentes concentracoes
de calcio, obtendo como resposta as varidveis funcionais associadas ao processo de
remodelagao cardiaca dos animais (tensao desenvolvida - TD e tensao de repouso -
TR).

O uso de dados longitudinais nos fornece informagao acerca do compor-
tamento das varidveis nos diferentes momentos avaliados levando-se em consideragao
a estrutura de variabilidade conjunta.

De acordo com o desempenho observado nas variaveis respostas TD e
TR, ha indicativos que o emprego de modelos polinomiais de crescimento sejam os
mais adequados para descreveé-las.

Diante desse contexto, alguns modelos que envolvem curvas de cres-
cimento expressas em fungoes polinomiais sao avaliados. Para comparar os perfis
médios de respostas das variaveis TD e TR em funcao do esquema de dois fatores
no estudo longitudinal da manobra sequencial de célcio seré aplicada a anélise de
variancia multivariada (MANOVA) e, a proposta desenvolvida por Potthoff & Roy
(1964) para a construgao das curvas dos perfis médios de resposta dos diferentes

grupos (GMANOVA).



2 REVISAO DE LITERATURA

Estudos realizados na area da satde, tanto experimental como obser-
vacional (clinica), dependem de procedimentos estatisticos que aplicam técnicas de
amostragem, de planejamento de experimento, de estatistica descritiva e de procedi-
mentos inferenciais para situagoes praticas que envolvam uma tnica variavel (univa-
riada) ou muitas variaveis (multivariada). Em um primeiro momento sao abordados
artigos relacionados a area da satde em que a analise estatistica é empregada de
forma univariada (sem procedimentos que envolvam técnicas multivariadas), e pos-

teriormente trabalhos que aplicaram a anélise estatistica multivariada.

2.1 Ciéncias da Saude

Zornoff & Spadaro (1997) avaliam os efeitos dos medicamentos e tera-
pias no tratamento da remodelagao ventricular (RV) apos o infarto agudo do mio-
cardio (IAM). A RV sao alteragoes complexas ocorridas na estrutura do ventriculo
em decorréncia ao IAM, podendo essas alteragoes ser no tamanho, na massa e na
geometria ventricular. A regiao infartada apresenta células inflamatorias e edemas;
sequencialmente ha a substituicao do tecido necrotico pelo tecido fibroso responsével
pela cicatrizacao. Em decorréncia desse processo, observa-se que esta regiao estéa
mais suscetivel a deformacoes. Posteriormente, ocorrem complicacoes como a ex-
pansao do infarto, que distorce a cavidade ventricular e, a extensao, que faz com que
novos focos da necrose aparecam em areas nao afetadas anteriormente. A expansao
do infarto acarreta a dilatacao do ventriculo esquerdo na fase aguda. Ocorre a hi-

pertrofia dos ventriculos e a dilatacao cavitaria tardia como consequéncia das novas
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situagoes de carga. A anélise da mecénica do processo de RV detecta mudangas nas
fungoes sistolicas e diastodlicas, tendo o aumento da area cardiaca, a ruptura ventri-
cular, a formacao de aneurismas, as arritmias e a piora funcional como as principais
consequéncias associadas a este processo.

Cohn et al. (2000) definem a remodelagao cardiaca (RC) como mudan-
cas moleculares, celulares e intersticiais que se manifestam clinicamente por altera-
¢oes no tamanho, forma e funcao do coracao. A RC no ventriculo esquerdo inicia-se
nas primeiras horas apos o infarto e a sua duragao e magnitude podem ser influencia-
das pela gravidade e tamanho do infarto. Na fase inicial, a area necrosada do coracao
cicatriza e o volume do ventriculo esquerdo aumenta, podendo tais mudancas inter-
ferir de forma negativa na fungao cardiaca. Como principais mudancas celulares,
hé hipertrofia de miodcitos, necrose, apoptose, fibrose, colageno fibrilar aumentado
e proliferagao de fibroblastos. Em decorréncia da RC, ha também alteragoes nas
cargas hemodinamicas e na ativacao neuro-hormonal responsavel pelas mudancas
compensatorias em resposta a queda do débito cardiaco. Para identificar a disfuncao
do ventriculo ¢ utilizado o exame ecocardiografico ou a imagem de radionuclideos
que avaliam a fracao de ejecao, importante para orientar o inicio do tratamento. Os
autores indicam que o uso de agentes terapéuticos como os vasodilatadores, os medi-
camentos inotropicos positivos, os inibidores da enzima conversora da angiotensina
e os betabloqueadores modificam positivamente varios parametros do processo de
remodelacao e trazem beneficios, clinicamente, relevantes na reducao da morbidade
e da mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca. Porém, ainda ha a ne-
cessidade do desenvolvimento de tratamentos mais especificos para a reversao das
anormalidades estruturais no ventriculo esquerdo.

Com o objetivo de determinar os efeitos das dietas ricas em &cidos
graxos saturados e poliinsaturados nas vias metabolicas e a relacao de deslocamento
metabolico e estresse oxidativo no tecido cardiaco, Diniz et al. (2004) utilizam 30
ratos Wistar machos em trés diferentes dietas: baixo teor de gordura (controle),

rica em acidos graxos saturados (SFA) ou rica em &acidos graxos poliinsaturados
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(PUFA). Apos cinco semanas de tratamento, foram medidas proteinas, glicogénio,
triacilglicerol, lactato desidrogenase, citrato sintase, beta-hidroxiacil-coenzima-A de-
sidrogenase, catalase, glutationa peroxidase, superoxido dismutase, lipoperoxido e
hidroperéxido lipidico no tecido cardiaco. A partir do procedimento estatistico da
técnica da anéalise de varidncia realizada variavel a variavel e do teste complemen-
tar de Tukey para comparacao das médias dos grupos de tratamento, concluiu-se
que o grupo PUFA é o recomendado como medida terapéutica na medicina preven-
tiva para diminuir o colesterol, mas ele aumenta o estresse oxidativo no coragao,
proporcionando suscetibilidade cardiaca a lipoperoxidagao com deslocamento da via
metabolica para a produgao de energia. Contudo, a dieta controle produz melhores
resultados clinicos, melhor perfil de gordura e menos estresse oxidativo do que as
dietas ricas em acidos graxos.

Mozaffari et al. (2006) estudam os efeitos da ingestao de sal e gorduras
saturadas na funcao miocéardica e no tamanho do infarto causado em ratos machos
Wistar-Kyoto. FEstes animais foram divididos em quatro grupos de acordo com a
dieta que receberam: gorda basal (controle), rica em gordura (FAT), béasica em
gordura e sal elevado (SAL) e rica em gordura e alto teor de sal (FATSALT). Apos
cinco semanas de ingestao das dietas, aplica-se a técnica de anélise de variancia
univariada com um fator (ANOVA) e o teste post-hoc de Duncan, verifica-se que o
ganho de peso corporal é significativamente maior para os grupos FAT e FATSALT.
J& o tamanho do infarto é reduzido no grupo SAL. O grupo FATSALT apresenta uma
deterioragao mais acentuada na fungao contratil apos a lesao de isquemia-reperfusao
que os demais grupos.

Muniz et al. (2006) utilizam 93 pacientes portadores da doenga arte-
rial coronariana (DAC) e 108 pacientes sem a doenga para analisar a prevaléncia do
polimorfismo C677T do gene metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR). Ha inte-
resse também em avaliar a associagao da concentracao plasmaéatica de homocisteina
plasméatica na DAC. Como varidveis de interesse, sao considerados os perfis lipidicos,

as concentragoes plasmaéticas de homocisteina, o folato e a genotipagem dos animais
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em ambos os grupos. Para a avaliagao da homogeneidade sao empregados os testes
qui-quadrado e o t de Student para amostras independentes. O intervalo de confianga
de Bonferroni é utilizado para comparar os grupos nas diferentes variaveis e o teste
bilateral de Fisher para associar MTHFR e homocisteina. Os resultados das analises
univariadas detectam que os grupos nao diferem quanto ao perfil genético do poli-
morfismo. Para as concentracoes plasmaticas de homocisteina e de folato, os grupos
sao estatisticamente diferentes, porém, estas variacoes nao podem ser atribuidas ao
polimorfismo C677T do gene MTHFR.

Bregagnollo et al. (2007) em um estudo experimental analisam a con-
tribuicao relativa das modificagoes na geometria da cavidade do ventriculo esquerdo
(VE), as alteragoes morfologicas e a contratilidade miocardica que ocorrem na fase de
transi¢ao da hipertrofia compensada para a insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC)
em ratos com hipertrofia ventricular esquerda induzida por sobrecarga pressorica
desencadeada por estenose aortica supravalvar (EAS). Este estudo ocorreu em dois
momentos, sendo o primeiro com dois grupos, um submetido a cirurgia simulada
(GC) e outro que realizou a EAS (GE), com ambos submetendo-se a avaliagdes eco-
cardiograficas, hemodindmicas e morfologicas. A comparacao desses dois grupos é
realizada pelo teste t de Student para amostras independentes, o qual identificou
diferenca significativa nas variaveis, porém, nenhum animal apresentou ICC. Apods
21 semanas do inicio do experimento (segundo momento), o grupo GC continuou no
estudo, porém o grupo GE foi subdividido em nao portadores (GE) ou portadores
de insuficiéncia cardiaca congestiva (GE-IC) e avaliados, clinicamente, por meio de
exames ecocardiograficos, hemodinamicos, morfoloégicos e mecénicos dos musculos
papilares isolados do VE. Para comparacgao desses trés grupos utiliza-se a técnica da
anélise de variancia, sendo verificado que os grupos GE-IC e GE diferem na remode-
lacao geométrica do VE; o grupo GE, quanto a estrutura do miocardio, apresenta um
estado cronicamente compensado e a ICC aparece adiantada no grupo GE-IC. Foi
possivel concluir que a fase de transicao da hipertrofia compensada para a ICC esta

associada ao remodelamento geométrico adverso do VE e estrutural do miocardio.
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Vale evidenciar que, neste estudo, o teste t de Student é realizado para cada uma
das variaveis independentes individualmente, o que nao é aconselhado por Oshiiwa
& Padovani (2002), pois, quando hé interesse em obter conclusao conjunta para duas
ou mais variaveis, indicam-se a aplicagao de procedimentos que envolvam a analise
multivariada por esta considerar o nivel de significancia conjunto diferente do que
ocorre na conclusao conjunta de varias analises univariadas.

Com interesse na prevencao e tratamento da insuficiéncia cardiaca,
Denipote et al. (2009) realizam um estudo de revisao a fim de avaliar a influéncia
da taurina (aminoécido livre, abundante no meio intracelular, principalmente no
musculo esquelético, no musculo cardiaco e cérebro) no processo de remodelagao
cardiaca (RC). Sabe-se que a RC tem por objetivo manter a fungao cardiaca estavel
nas situagoes de agressao e que pode resultar em alguns casos na disfungao ventricular
progressiva, consequentemente, levar a morte. A revisao mostra que a reducao das
concentracoes de taurina resultam em importantes modificacoes cardiovasculares e
que a sua suplementacgao suavizou o processo de remodelagao. H& também indicativos
em relagao ao mecanismo de atuagao da taurina que consiste em: excretar sodio e
agua, modulador de ions relevantes para o funcionamento normal da célula cardiaca,
proteger as membranas lipossdmicas contra danos causados por radicais livres e acao
antagonista da angiotensina II.

Mendes et al. (2010) estudam a estenose aortica supravalvar (EAo) a
fim de caracterizar as modificagoes morfofuncionais ocorridas durante a remodela-
¢ao cardiaca por sobrecarga pressorica e buscam identificar o indice mais sensivel
para detecgao do aparecimento da disfungao diastélica e sistolica no ventriculo es-
querdo. Para isso, utilizam dois grupos de ratos Wistar separados em controle (GC,
n =13) e EAo (n = 24) avaliados na 3%, 6% 12% e 182 semanas apds a cirurgia por
meio do ecocardiograma. Os resultados dos testes estatisticos t de Student ou de
Mann-Whitney mostram que os ratos submetidos a EAo apresentam hipertrofia con-
céntrica, disfuncao diastolica precoce e melhoria na funcao sistoélica. Ja os indices

mais sensiveis para a deteccao da disfuncao diastolica e sistolica, obtidos por meio
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do ecocardiograma, sao a relagao entre a onda E e onda A(E/A) e a porcentagem de
encurtamento endocardico. Neste estudo, o delineamento experimental foi realizado
considerando o mesmo animal avaliado em quatro momentos consecutivos, caracte-
rizando o modelo de medidas repetidas, situacao que nao foi considerado quando da
realizacao do procedimento de anélise estatistica.

Com a preocupacao relacionada ao uso de betabloqueadores associados
ao treinamento fisico no tratamento de camundongos com insuficiéncia cardiaca,
Vanzelli et al. (2010) utilizam camundongos machos (n = 35) da linhagem C57/BL6
divididos em: sedentérios (S), treinados (T) e tratados com os betabloqueadores
Metaprolol (M) ou Carvedilol (C). Em um segundo momento, quando ja se sabia o
efeito isolado de cada um dos tratamentos, avaliaram-se as terapias associadas com
os animais subdivididos aleatoriamente em novos grupos: sedentario (S), treinado
e tratado com metoprolol (MT) e treinado e tratado com carvedilol (CT). Durante
oito semanas, os animais realizaram o treinamento fisico em esteira. O procedimento
estatistico da técnica da ANOVA foi aplicado a cada uma das variaveis. As variaveis
analisadas foram: tolerancia ao esforgo, fracao de encurtamento (FE), diametro dos
cardiomi6citos e a fracao de colageno. Como resultado da fase inicial, tém-se que
os grupos T, M e C apresentam melhora na FE e na remodelagao cardiaca. Na
segunda etapa do estudo, verifica-se o aumento da tolerancia ao esforco, a reducao
do diametro dos cardiomitcitos e da fracao de coldgeno nos grupos MT e CT, ja a
FE apresenta melhora significativa no grupo CT.

Com interesse em investigar o efeito da alimentacao com hidroxietil
metil celulose (HEMC) e suas diferentes viscosidades (alta, moderada ou baixa)
no peso corporal e no metabolismo lipidico de ratos alimentados com alto teor de
gordura, Ban et al. (2012) utilizam cinco grupos com diferentes dietas, durante seis
semanas, divididos em: controle normal (NC), rica em gordura (HF), dieta rica
em gordura suplementada com HEMC com alta viscosidade (HF-HV), moderada
(HF-MV) ou baixa (HF-LV). Apos esse periodo, para avaliacao dos dados coletados,

aplica-se a técnica da ANOVA para o modelo com um fator e as diferencas entre os
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pares de médias sao avaliadas pelo teste de Duncan. Constatou-se pelos resultados
que o HEMC elimina o ganho de peso, reduz a gordura corporal, diminui os niveis
plasmaticos de colesterol e triglicerideos nos ratos. Conclui-se, também, que o HEMC
de alta viscosidade pode ser ttil no gerenciamento de hiperlipidemia e obesidade.

Rockett et al. (2012) testam os efeitos do ciclo de luz e da dieta em ratos
machos. Para isso, os animais foram divididos em trés grupos, de acordo com a dieta,
denominados: alto teor de gordura (HF), baixo teor gordura (LF) e dieta controle
(CD) e com ciclo de luz claro-escuro de 12 horas. Em relacao a dieta ¢ avaliado o
ganho de peso e, ao ciclo de luz, a atividade locomotora e metabdlica (calorimetria
indireta, volume do consumo de oxigénio, volume da produgao de diéxido de carbono
e taxa de troca respiratoria). Apos o periodo de trés semanas de ingesta das dietas,
os animais sao colocados, durante quatro dias, em gaiolas a fim de monitorar as
atividades motoras e metabodlicas nos diferentes ciclos de luz. Utiliza-se a técnica da
ANOVA para o modelo com dois fatores, seguida do teste de comparagao multipla de
Bonferroni para comparacao de médias, no qual observa-se que a dieta HF reduz a
atividade locomotora, metabdlica e a taxa de troca respiratéria em relagao a CD. Ha
um aumento significativo das atividades durante o ciclo escuro em todas as dietas.
Nao héa diferenca estatistica significativa entre as dietas durante os diferentes ciclos
de luz.

Farah et al. (2013) utilizam pacientes com infarto agudo para verificar
a existéncia de influéncia de diferentes geometrias no processo de remodelagao car-
diaca. Um grupo inicial com 90 pacientes (apenas 80 concluiram o experimento) foi
dividido em quatro grupos segundo o indice de massa e a espessura relativa da parede,
ambos do ventriculo esquerdo, que definiram as geometrias: indice de massa normal
e espessura relativa normal - Normal (N); indice de massa normal e espessura relativa
aumentada - remodelac¢ao concéntrica (RC); indice de massa aumentado e espessura
relativa aumentada - hipertrofia concéntrica (HC) e indice de massa aumentado e es-
pessura relativa normal - hipertrofia excéntrica (HE). Os pacientes realizam exames

clinicos e sdo submetidos ao ecocardiograma (avaliagoes morfologicas e funcionais)
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no inicio do estudo e no sexto més, momento em que recebem alta. As variaveis
presentes nos exames clinico e ecocardiografico sao analisadas por meio do teste t de
Student ou pelo teste de Mann-Whitney e observa-se que 41 dos 80 pacientes evoluem
com a remodelacao. Constata-se que a geometria ventricular pode ter impacto no
processo de remodelagao pos-infarto. A regressao logistica miltipla identifica como
preditor no processo de remodelacao ventricular, o tamanho do infarto e como fator
protetor, a hipertrofia excéntrica. Contudo, Paes (2010) salienta a importancia de
se investigar simultaneamente o efeito das varidveis explicativas na variével resposta,
quanto a aplicagao fracionada de varios testes estatisticos, ja que ao analisar de forma
univariada essas variaveis so se estaria sendo considerado o efeito de cada uma das
variaveis isoladamente e possivelmente, acarretando viéses na conclusao global.

Sussenbach et al. (2013) tém por objetivo comparar pacientes subme-
tidos & cirurgia de revascularizagao do miocardio com quadro de angina instével (Al)
e sem angina instavel. Para tal comparagao, é realizado estudo de coorte com 25
variaveis de 2818 pacientes maiores de 18 anos. As analises estatisticas, incluindo o
teste qui-quadrado, a técnica da andlise de variancia, o teste t de Student seguido de
teste de Bonferroni e a regressao logistica multipla sao aplicadas. A anélise univari-
ada mostra que os pacientes do sexo feminino sao predominantes entre os pacientes
com Al, utilizam mais balGes intra-aortico (BIA) e medicagbes, porém, apresentam
menor necessidade do uso de diuréticos se comparado aos pacientes sem angina ins-
tavel. Vale ressaltar que no estudo realizado por Ledo et al. (2009), o qual compara
a analise univariada a multivariada, percebe-se diferenca nos resultados obtidos nas
duas anélises. Os autores justificam que a diferenca encontrada deve-se ao fato de
nao se levar em consideracao, na anélise univariada, a correlacao existente entre as
variaveis do modelo. A analise regressao logistica constata que os pacientes com Al
no pré-operatorio da cirurgia de revascularizagao do miocardio sao também, em sua
maioria, do sexo feminino, fazem uso de mais medicamentos e necessitam de menos
diureticoterapia, porém, apresentam maior niimero de pacientes com necessidade de

monitorizacao com cateter de Swan-Ganz e suporte para o BIA.
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Com o objetivo de suprir a falta de dados e informacoes a respeito
de convulsbes apos cirurgia cardiaca, Sharma et al. (2014) utilizam dados coletados
de 11529 pacientes. Considerando este conjunto de dados, empregam-se a analise
de regressao multipla para selecionar os possiveis preditores das convulsoes poOs-
operatorias. Identificam-se as seguintes variaveis: idade, sexo, cirurgia cardiaca re-
frataria, calcificacao da aorta ascendente, insuficiéncia cardiaca congestiva, parada
circulatoria hipotérmica profunda, duracao do agrafo aodrtico e acido tranexamico
como fatores preditores da convulsao poés-operatoria. Ademais, conclui-se, também,
que a Unica variavel que pode ser modificada é a dose administrada de acido trane-
xamico.

Com a caréncia de estudos acerca de quais parametros devem ser usa-
dos para predizer a imagem obtida em angiotomografia computadorizada cardiaca
(ATCC), Staniak et al. (2014) analisam a medida da espessura do tecido subcutaneo
como preditor de artefato de imagem ATCC em 86 pacientes por meio de modelo de
regressao linear miltipla a fim de identificar o melhor modelo preditivo para estimar
o artefato de ATCC. Utiliza-se, também, a correlacao linear de Pearson para avaliar
associacao de preditores e artefato de imagem. Todos os parametros analisados no
estudo sao avaliados de forma univariada e mostram-se, significativamente, associa-
dos ao artefato na ATCC. A regressao linear multipla considera como melhor modelo
preditivo o que inclui a varidvel artefato do escore de calcio e espessura do tecido
subcutaneo (R? ajustado = 0,61).

Com o intuito de realizar uma revisao sobre remodelagao cardiaca
(RC), Azevedo et al. (2015) indicam a RC como sendo mudangas ocorridas no cora-
¢ao sejam elas moleculares, celulares ou intersticiais. Porém, nos dias de hoje, a RC
caracteriza-se pelo aumento gradual que ocorre na cavidade ventricular esquerda em
modelo de infarto experimental utilizando ratos. Clinicamente, a RC pode ser detec-
tada por meio de ecocardiograma, ventriculografia e ressonancia nuclear magnética,
com os quais identificam-se as alteragbes no didmetro da cavidade, na massa, na

geometria, nas areas com cicatriz, na fibrose e no infiltrado inflamatério. Também
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é possivel diagnosticar a RC com o uso de marcadores celulares. Como principais
implicagoes clinicas relacionadas ao processo da remodelagao tem-se: as disfuncoes
cardiacas, as arritmias e as complicacoes do infarto do miocardio. Os farmacos pos-

sibilitam o tratamento da remodelagao cardiaca em trés estégios:

1. Estratégias Consolidadas, que utilizam inibidores da enzima conversora da an-
giotensina, betabloqueadores e antagonistas da aldosterona que conseguem di-

minuir o processo da remodelacao em diferentes modelos experimentais.

2. Estratégias Promissoras, que apresentam evidéncias capazes de diminuir a di-

latagao da cavidade e da fibrose miocéardica utilizando o composto LCZ696.

3. Estratégias Potenciais, que tém como principal alvo de estudo a morte celular,
que pode ser diminuida por meio da administracao de: ciclosporina A, neuregu-
lina - 1, necrostatina - 1, torasemida, metformina, CXL-1020. Como resultado
da administracao desses medicamentos, ocorre: atenuagao da apoptose, con-
trole da degradacao proteica, melhora funcional em decorréncia da atenuacao

da hipertrofia, modulacao do processo inflamatorio, entre outros.

Kaplan et al. (2017) realizam um estudo de coorte transversal com
individuos tsimane (populagao indigena que vive em florestas ao norte da Bolivia
que tem o estilo de vida de subsisténcia) de idade igual ou superior a 40 anos com
o objetivo de compreender a associacao entre o estilo de vida pré-industrial desta
populacao e a baixa prevaléncia de fatores de risco de doenca arterial coronariana
presentes na mesma. Coletou-se a pontuagao de célcio da artéria coronaria (CAC),
os lipideos sanguineos e os biomarcadores inflamatoérios. Para verificar a associacao
entre os possiveis fatores de risco da doenca e os escores apresentados pelos tsimanes
é ajustado um modelo de regressao multipla binomial negativo inflacionada de zero.
Como resultado tém-se que os tsimanes apresentam alta carga inflamatoéria infecci-
osa, porém, exibem os menores niveis de doenga arterial coronariana relatados em

qualquer populagao. Tal fato se da pelos tsimanes apresentarem LDL (Low Density
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Lipoproteins) muito baixo, baixa pressao arterial, baixo nivel de glicose, indice de

massa corporal normal, nao fumarem e praticarem muita atividade fisica.

2.2 Estatistica Multivariada aplicada & Ciéncia da Saude

A Estatistica Multivariada esta sendo muito bem aceita e aplicada nas
mais variadas areas do conhecimento, devido aos avanc¢os computacionais ocorridos
nas ultimas décadas e ao interesse de estudar simultaneamente as relagoes entre
muitas variaveis. Com isso a manipulacao e analise de grandes conjuntos de dados e
também os problemas que envolvam muitas variaveis nao mais constituem desafios
para os pesquisadores.

A utilizagao da estatistica multivariada na area biologica, mais espe-
cificamente na area da satde envolvendo pesquisas experimentais e observacionais,
vem da necessidade de estudos em que haja interesse em analisar simultaneamente
um grande namero de variaveis e que seja levada em consideracao toda a estrutura de
variabilidade dos dados. Neste sentido, apresentam-se, a seguir, artigos que envolvem
procedimentos estatisticos multivariados relacionados a érea da satde.

Silva & Viana (1987) salientam que estudos relacionados a variaveis
ecocardiograficas usualmente sao realizados de forma independente, nao avaliando
simultaneamente todas as variaveis, dificultando assim, uma melhor definicao do
dano cardiaco. Sob esta consideragao, os autores analisam 12 variaveis ecocardiogré-
ficas (anatomicas e funcionais) do ventriculo esquerdo de pacientes com hipertensao
arterial (n = 42) e de pacientes considerados controle (n = 32) com o objetivo de
verificar associacao entre as varidveis ecocardiograficas com os aspectos clinicos de
cada grupo e, assim, compreender melhor a informacao simultanea contida nas mes-
mas. A anélise de componentes principais (ACP) ¢ aplicada com a finalidade de
selecionar um numero menor de variaveis ecocardiograficas, capaz de caracterizar
cada um dos grupos do estudo, tendo como resultado a selecao de apenas duas va-
riaveis anatomicas e duas funcionais frente as 12 variaveis iniciais dos estudo. Os

dados das quatro variaveis selecionadas sao utilizados em uma analise discriminante
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linear que constréi uma regra de classificagao, neste caso, com probabilidades iguais
de classificacdo em ambos os grupos, que resulta com erro de classificacao de 9,4%
nos controles classificados como tendo hipertensao arterial e 7,1% dos hipertensos
classificados sem doenga cardiaca. Com a analise simultanea das quatro medidas eco-
cardiograficas selecionadas pela ACP, sao definidos cinco subgrupos de acometimento
cardiaco em pacientes com hipertensao arterial, um com cada subtipo anatémico e
caracteristicas ecocardiograficas funcionais diferentes, destacando que pacientes com
hipertensao arterial apresentam diferentes combinagoes de alteragoes anatomicas e
funcionais cardiacas.

Milani et al. (1989) evidenciam a importancia de dois momentos na
construcao de um modelo de dados longitudinais; o primeiro diz respeito a escolha
da funcao matematica a ser empregada para descrever o processo de crescimento, e o
segundo ¢ a obtencao das estimativas das constantes de crescimento para os grupos a
partir do modelo multivariado de crescimento de Potthoff & Roy (1964), salientando
a importancia de que todos individuos devam ter realizado as medidas nas mesmas
ocasioes. Os autores utilizam dados de crescimento (comprimento) de criangas me-
didos no nascimento e pelo menos cinco vezes no decorrer de oito visitas entre trés
meses e trés anos de vida (3, 6, 9, 12, 18, 24, 30, 36 meses de vida). O modelo de
dois estagios (etapas) para o crescimento é empregado devido ao fato das criangas
nao se apresentarem para medicoes exatamente na idade especificada para coleta de
dados. Esse modelo no primeiro estagio consiste em ajustar a curva de crescimento
para cada individuo e obter essas estimativas; no segundo estagio sao obtidas as
estimativas das constantes do grupo de individuos a partir das médias ponderadas
das estimativas do primeiro estdgio. Para o primeiro estagio testam-se os seguintes
modelos: Jenns-Bayley, nao-linear de quatro constantes com um componente expo-
nencial, de contagem, linear de trés constantes com um componente logaritmico e o
modelo linear com trés constantes. Para o 22 estdgio empregaram-se modelos com
informagcao sobre as covariancias. Como resultado do estudo, percebe-se que a falta

de ajuste aumenta consideravelmente devido a inconsisténcia nas primeiras medic¢oes
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sendo maior nos meninos, e também pode-se perceber que nenhuma func¢ao com trés
constantes é adequada para descrever o crescimento nas primeiras semanas de vida
das criancas.

Macieira-Coelho et al. (1990) tém por objetivo desenvolver um pro-
tocolo para diagnosticar a presenca ou auséncia da doenca coroniria em doentes
ambulatoriais com dor precordial. A funcao discriminante linear de Fisher por meio
da técnica multivariada da analise de discriminante (AD) é utilizada nas informagoes
clinicas e nas obtidas pelo ergometro (teste de esforgo) em 113 individuos. A coro-
nariografia é usada a fim de identificar a presenga da doenca nos pacientes. A AD
constroi uma fungao linear com apenas quatro variaveis clinicas (sexo, idade, fatores
de risco, dor precordial) e quatro variaveis de esfor¢o (depressao do ST, arritmias,
dor precordial, variacao da pressao arterial) capaz de detectar a presenga da doenga
com sensibilidade de 95%.

Nadal & Panerai (1990) aplicam a andlise de componentes principais
(ACP) para a classificagao de arritmias. Com as informagoes de 32 pacientes obtidos
do MIT-BIH (base de dados de arritmia) e 200 segmentos de eletrocardiograma con-
tendo onda P e o complexo QRS, que sao considerados padroes representativos de
diferentes tipos de batimentos cardiacos, aplica-se a ACP que seleciona 10 compo-
nentes principais que representam 99,2% da variabilidade total do conjunto de sinais.
O grafico dos dois primeiros componentes é capaz de separar complexos distintos.

Souza & Iemma (1990) estudam dados longitudinais incompletos em
curvas de crescimento com residuos autocorrelacionados. O modelo apresentado por
Kleimbaum, que é uma generalizagdo do modelo proposto por Potthoff & Roy (1964),
possibilita que o conjunto de dados apresente observacoes faltantes. Sendo assim, os
autores utilizaram medidas do comprimento de 57 criancas (29 feminino e 28 mas-
culino) nascidas aos 280 dias de gestagao com peso inferior a 2500g, medidas essas
realizadas aos 2, 3, 4, 5 e 6 meses, e definiram trés situacoes a serem avaliadas: a
primeira com as 57 unidades experimentais completas (MLMC-57), a segunda conta

com 17 unidades experimentais completas no delineamento incompleto (MLMC-17),
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ou seja, com observacoes faltantes e a terceira com todas observagoes do delinea-
mento incompleto considerando um modelo AR(1) (MLMCG-AR(1)). Os modelos
sao construidos para cada um dos sexos, e um modelo polinomial de grau dois é o
selecionado para descrever o comportamento dos dados para as trés situagoes. Assim
se conclui, que as estimativas dos parametros polinomiais do modelo MLMCG-AR(1)
sao mais proximas do MLMC-57, e espera-se que essa estimativa seja fidedigna ja
que contém maior quantidade de dados.

Schneiderman & Kowalski (1994) objetivam viabilizar estratégias e pro-
gramas computacionais para o correto emprego da anélise de dados longitudinais. Os
autores propoem programas que possam estimar as curvas de crescimento médio e
gerar polindmios ortogonais quando os dados nao sao igualmente espacados, imputar
dados ausentes, prever valores para situagoes futuras, classificar novos individuos se-
gundo as curvas de crescimento e testar hipoteses. Para verificacao da aplicabilidade
das estratégias e programas sao utilizados dados associados ao crescimento maxilar
do macaco rhesus dos sexos masculino e feminino com medigoes realizadas em inter-
valos de meio ano (0,5) a partir de 0,5 a 10 anos de idade, com dados faltantes para
o ajuste das curvas de crescimento polinomial aplica-se a proposta multivariada de
Potthoff & Roy (1964) que indica um polindmios de grau 3 e também a existéncia
de paralelismo entre as curvas dos diferentes sexos.

Ribeiro et al. (2003) realizam um estudo para descrever evolutivamente
caracteristicas de ratos Wistar jovens com hipertrofia ventricular esquerda (HVE)
induzida por estenose adrtica supravalvar (EAo). Os 24 ratos experimentais sao divi-
didos em dois grupos (Controle e EAo) e submetidos ao ecocardiograma para avaliar
a funcao cardiaca apoés 6, 12 e 21 semanas da cirurgia. Ha também a avaliacao
morfologica e bioquimica (dosagem de hidroxiprolina) apos esse periodo em ambos
os grupos. Para avaliagao das variaveis morfométricas e da concentragao miocardica
de hidroxiprolina foi utilizada a técnica da anélise de variancia (ANOVA) comple-
mentada com o teste de comparacoes multiplas de Tukey. Ja os resultados obtidos

no ecocardiograma foram analisados pela técnica da anélise de variancia multivari-
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ada dos perfis de respostas dos grupos (MANOVA) complementada com o teste de
comparagoes multiplas de Bonferroni. Os animais do grupo EAo apresentam desen-
volvimento precoce da HVE concéntrica, piora na disfuncao diastolica a partir de
12% semana e fibrose miocéardica. J4 a reducao do desempenho ventricular sistolico,
ocorre apos 21 semanas da indugao da EAo.

Coelho et al. (2005) analisam o perfil lipidico (niveis séricos de coleste-
rol total, fracao de colesterol das lipoproteinas de baixa, alta e muito baixa densidade
e triglicérides) e a sua correlagao com os fatores de risco para doengas cardiovascu-
lares (DCV) em 153 estudantes de medicina. Sendo, também, coletadas informagoes
acerca de habitos de vida e medidas antropométricas dos estudantes. Para a ana-
lise estatistica dos dados consideram-se os testes de Mann-Whitney, qui-quadrado, a
correlagao linear de Pearson e a técnica multivariada da anélise de componentes prin-
cipais (ACP). Utiliza-se a técnica dos componentes principais para verificar quanto os
antecedentes familiares para DCV, sedentarismo, uso de anticoncepcionais, ingestao
de alcool, dislipidemia e IMC mostram-se associados ao perfil lipidico. Constata-se,
por meio da estatistica univariada, niveis mais elevados de LDL e reduzidos de HDL
no sexo masculino.

Fukuoka et al. (2007) empregam a técnica multivariada da analise de
agrupamento (AA) para identificar subgrupos de pacientes com base nos sintomas
cardiacos apos eventos cardiacos (infarto agudo do miocardio (IAM) e/ou cirurgia
de revascularizagao miocardica (CABG)), assim avaliando se esses subgrupos apre-
sentam diferencas na qualidade de vida e na dificuldade psicolégica. Apds um ano
da ocorréncia do evento cardiaco, uma amostra de 206 pacientes idosos (> 65 anos)
foi obtida e esses responderam sobre alguns sintomas, como: dor, falta de ar, fadiga,
palpitagoes, disturbios do sono e nauseas. A AA com a abordagem hierarquica utili-
zando a distancia euclidiana ao quadrado e o método agrupamento da ligacao média
nao ponderada, com dois critérios de parada (indice de Calinski-Harabasz e o indice
de Duda/Hart Je(2)/Je(1)) para selecdo do nimero 6timo de grupos, obtém como

resultado trés grupos distintos identificados como: cansado (19,4%), sintoma difuso
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(68,4%) e com dificuldade na respiracao (12,2%). Diante dos resultados da AA, é
possivel realizar um tratamento mais especifico para os grupos a fim de melhorar
seus sintomas clinicos.

Franceschini et al. (2013) realizam um estudo transversal em uma
amostra de 50 pacientes portadores de cancer no pulmao com o objetivo de identificar
grupos de pacientes pautado na magnitude dos sintomas e posteriormente comparar
os grupos obtidos quanto a qualidade de vida. Todos os pacientes sao avaliados por
trés questionarios (EORTC QLQ-C30, FACT-L e SF-36) a fim de aumentar o po-
der discriminativo dos dados para a aplicacao da técnica da analise de agrupamento
(AA). A AA hierarquica, com a utilizacdo da distancia euclidiana ao quadrado e o
método aglomerativo do vizinho mais distante, é empregada e obtém-se trés agru-
pamentos (subgrupos) divididos em sintomas: leves, moderados e graves quanto aos
sintomas. O subgrupo de pacientes com sintomas graves é considerado como sendo
o de pior qualidade de vida.

Oliveira-Junior et al. (2013) analisam a relagao existente entre macro-
nutrientes ingeridos por ratos com obesidade por meio da anélise nutricional (peso
corporal e adiposidade) e de parametros metabolicos, hormonais e cardiovasculares,
considerando ratos normotensos Wistar - Kyoto sob administragao de dietas controle
(CD, 3,2kcal/g) e hipercalorica (HD, 4,6kcal/g) por 20 semanas. A técnica multiva-
riada da anélise de correlagao candnica verifica que a adiposidade do corpo dos ratos
esta fortemente associada a efeitos cardiovasculares, enquanto o consumo de lipideos
nao saturados esté inversamente correlacionado a esses efeitos.

A partir de avaliagcoes antropométricas, de bioimpedancia elétrica e
analise vetorial de pacientes do sexo masculino, Soares et al. (2013) comparam a
composigao corporal de pacientes com doenca renal cronica em hemodialise com
individuos saudaveis. A comparacao dos grupos é realizada de forma univariada e
multivariada com a utilizacdo da estatistica F e T2 de Hotelling, respectivamente.
Tanto a estatistica F quanto o T2 Hotelling indicam diferenca significativa nos dois

grupos segundo composicao corporal por meio da bioimpedancia e analise vetorial, ja
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nas medidas de circunferéncia e de area muscular de brago nao é possivel encontrar
diferenga significativa.

Assaad et al. (2014) estudam a obesidade em ratos Sprague-Dawley
com 28 dias de idade submetidos a diferentes dietas: uma com baixo teor de gordura
(LF) e outra com alto teor de gordura (HF). O gasto energético dos ratos é medido de
hora em hora durante 24 horas. Um modelo de regressao linear é ajustado aos animais
de acordo com a dieta ingerida, com o objetivo de prever o ganho de peso nos grupos
estudados. Utiliza-se, também, a técnica multivariada da analise de componentes
principais (ACP) para a redugdo das 24 mensuracoes de cada um dos ratos para
cada uma das quatro variaveis consideradas: variaveis RQ (quociente respiratorio),
HP (produgao de calor), VO, (volume do consumo de oxigénio) e VCOy (volume da
producao de dioxido de carbono). Ademais, considera-se o modelo de efeito misto a
fim de analisar os dados de tempo sobre o metabolismo (incluindo o gasto de energia)
e a andlise de agrupamento (AA) para classificar os ratos de acordo com os seus
pesos. O modelo de regressao linear multipla contendo as variaveis independentes
ganho inicial de peso corporal durante a primeira semana do estudo (IGW), dieta,
HP e RQ é adequadamente ajustado para prever o ganho de peso final dos animais.
A AA permite classificar os 32 animais em dois grupos homogéneos, um com 12 dos
animais classificados como magros (7 no grupo LF e 5 no grupo HF) e outro com 20
classificados como obesos (9 no grupo LF e 11 no grupo HF), concluindo-se, assim,
que os ratos que ingeriram a dieta HF sao mais pesados que os ratos alimentados
com a dieta LF.

Fonseca et al. (2014) analisam caracteristicas cardiorrespiratorias de
um grupo de 25 voluntarios (adultos jovens, ndo fumantes e saudaveis) a fim de
construir grupos homogéneos de individuos para criacao de um método de avalia-
¢ao para a variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) baseado nas caracteristicas
de cada individuo voluntario. A técnica multivariada da analise de agrupamento
(AA), tendo como medida de similaridade a distancia euclidiana juntamente com o

método agrupamento hierdrquico aglomerativo, é utilizada para identificar os grupos
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semelhantes segundo as variaveis cardiorrespiratérias: intervalo RR, pressao arterial
sistolica (PAS), periodo respiratorio, relagao inspiragao/expira¢ao, volume respira-
torio de pico, ventilagdo minuto, espectro de poténcias para VFC e PAS para a
atividade do sistema autondmico simpatico (LF) e do sistema parassimpéatico (HF).
A AA corroborou que as diferengas intrinsecas ocorrem nos voluntérios, e que os
grupos sao formados com base nas caracteristicas comuns.

A fim de construir um algoritmo para formacao de grupos de animais
homogéneos em pesquisas experimentais, Pinto et al. (2015) desenvolvem um modelo
estatistico multivariado utilizando exames ecocardiograficos considerando 31 para-
metros (variaveis biologicas) avaliados em 115 ratos Wistar machos submetidos a
indugao da estenose aortica supravalvar. Com o emprego da técnica multivariada da
analise de componentes principais (ACP), reduz-se o espago paramétrico dos dados
em oito eixos principais que retém 88,71% de variabilidade acumulada nas variaveis
ecocardiograficas. A ACP estabelece um novo sistema cartesiano onde sao alocados
os 115 animais e, posteriormente, constrbi-se um elipsbide correspondente a regiao
de confianca para o perfil homogéneo dos animais que possibilita a constatacao de
que seis animais sao espurios (outliers) para a formagao de grupo homogéneo.

Baldan et al. (2016) investigam a eficicia da estratégia saide da familia
(ESF) no tratamento diretamente observado (TDO) para o controle do abandono de
tratamento para pacientes com tuberculose (TB) em 66 municipios do Mato Grosso
do Sul, tendo como varidveis: o coeficiente de incidéncia de tuberculose (CI-TB),
o percentual de cobertura por ESF, o percentual de abandono de tratamento e o
percentual de oferta de TDO. A técnica da anélise de agrupamento (AA), utilizando a
distancia euclidiana para medir a semelhanca entre os municipios, seguida do método
de ligagao hierarquico de Ward, é empregada a fim de identificar grupos semelhantes
de municipios quanto as caracteristicas relacionadas a TB. Também sao aplicadas
técnicas de geoprocessamento para visualizar a distribuicao dos grupos por meio de
mapa tematico. Como resultado da AA pode-se observar que ha grupos de municipios

nos quais a cobertura por ESF e TDO contribui para a adesao ao tratamento e
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controle de casos de TB, ja em outros municipios estas medidas nao tém sido eficazes
para a reducao do CI-TB e do abandono ao tratamento. No mapa tematico pode-se
observar que a doenca se distribui de forma heterogénea no estado.

Drozdova et al. (2016) utilizam parametros bioelétricos e propriedades
elétricas dos tecidos de pacientes do sexo feminino separados em dois grupos, um com
doengas cardiovasculares (com CDV n = 254) e outro sem doengas cardiovasculares
(sem CDV, n = 318). As idades também sao coletadas para se realizar o ajuste
do modelo de regressao linear seguido da técnica da anélise de variancia (ANOVA).
Apos a realizagao da ANOVA, como resultado obtém-se diferengas significativas nas
caracteristicas da composicao corporal das mulheres de acordo com as suas idades.
Para a comparacao de grupos aplica-se o teste U de Mann-Whitney (univariado) e
o teste T? de Hotelling (multivariado) que identificam as propriedades elétricas de
tecido significativamente diferentes nos grupos de mulheres estudados. Dessa forma,
é possivel confirmar que as complicacoes da doencga cardiovascular estao fortemente
associadas as mudancgas na composi¢ao corporal.

Trabalhos relacionados & medicina experimental e clinica usualmente
sao desenvolvidos com dados que apresentam uma estrutura longitudinal; porém,
em muitos destes, a estrutura de dependéncia longitudinal nao é analisada, como
destaca Evangelista (2016). A autora estuda a estrutura de dependéncia em dados
longitudinais aplicados a medidas da manobra de célcio em remodelagao cardiaca,
considerando 120 ratos Wistar machos com 21 dias de idade, submetidos a indu-
¢ao estenose aodrtica supravalvar com a avaliagdo dos parametros funcionais (tensao
desenvolvida - TD e tensao de repouso - TR) em diferentes manobras sequenciais
de calcio. A partir dos dados coletados, aplicaram-se procedimentos estatisticos de
analise multivariada para estabelecer modelos preditivos para TD e TR em animais
com diferentes dietas com a utilizacao do método de Potthoff & Roy (1964) para
curvas de crescimento.

Um grupo de 41 criangas com idades entre 4 e 80 meses, totalizando

78 orelhas, é utilizado para construir grupos de classificagao em que sao considerados



22

o grau e a configuracao de perdas auditivas. Figueiredo et al. (2016) tém interesse
em verificar a existéncia de relagao nos diferentes indices de inteligibilidade de fala
(SII). A técnica multivariada da analise de agrupamento (AA), que utiliza o método
de agrupamento das k-médias, é empregada para a construcao de grupos com limia-
res auditivos nas frequéncias 250, 500, 1000, 2000 e 4000 Hz. Depois de definidos os
grupos, a partir da AA, uma regra de classificacao para novos individuos é construida
com o emprego da analise de discriminante (AD). A AA apresenta mais sensibilidade
para discriminar sujeitos quanto as caracteristicas audiologicas do que a classifica-
¢ao tradicional utilizada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), que classifica
sujeitos com caracteristicas audiologicas diferentes pertencentes ao mesmo grau de
perda. A AD constréi equagoes para a classificacao da perda auditiva conforme gru-
pos e também equacoes para a determinacao de valores de SII ajustados. O SII tem
relacao mais forte com a associacao das variaveis grau e configuracao audiométrica.

As principais morbidades e gastos hospitalares com idosos associados
as condig¢oes socioeconodmicas e demograficas no estado do Parané sao estudadas por
Kernkamp et al. (2016), por meio de técnicas de anélise de componentes principais
(ACP) e analise de agrupamento (AA), para identificar relagoes de comportamento
entre varidveis e formar grupos homogéneos de comportamento em relacao as diferen-
tes variaveis consideradas. A ACP considera a matriz inicial formada por 22 linhas,
em que cada uma delas representa as regionais de satide do Parané e 13 colunas que
se referem as varidveis socioecondmicas e demograficas. A AA é realizada na matriz
de escores gerados pela ACP. Os resultados mostram que as regides com maior e
menor desenvolvimento econdmico e humano apresentam alta prevaléncia das inter-
nagoes e dos custos relativos as doencas do aparelho circulatorio, respiratorio e do
coracao. Ja nas regioes com nivel de desenvolvimento intermediério, as doencgas do
sistema nervoso em homens e do aparelho circulatério em mulheres se destacam com
relacao as morbidades e gastos hospitalares.

Leopoldo et al. (2016) aplicam a andlise de agrupamento (AA) para

classificar o grau de adiposidade em ratos sedentéarios alimentados com dois tipos
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diferentes de dieta e procuram determinar grupos semelhantes em relagao ao nivel de
adiposidade nesses ratos. Durante 15 semanas, ratos Wistar machos com 30 dias de
idade sao alimentados com uma dieta normal (ND), este grupo com 41 ratos, ou com
dieta rica em gordura (HFD), com 43 ratos. Apos o periodo experimental, os animais
sao eutanasiados por decapitacao e coletam-se amostras de sangue. Pela anélise
sorologica, quantificam-se as seguintes variaveis: glicose, triglicerideos, colesterol
total, acidos graxos nao esterificados, insulina e leptina. Os animais que recebem
a HFD e apresentam alteragoes na adiposidade semelhantes ao grupo ND ficam
excluidos do estudo. O mesmo ocorre com os ratos que recebem ND e tém alteracoes
semelhantes ao do grupo HFD. Com o uso de indicadores do grau de adiposidade dos
animais, por meio da técnica AA , torna-se possivel dividir os ratos que receberam a
HFD em grupos com sobrepeso (n = 22) e obesos (n =9). Destaca-se que o grupo de
obesos apresenta gordura corporal e indice de adiposidade maior do que o do grupo
com sobrepeso. O indice de adiposidade do grupo de ratos obesos correlaciona-se
positivamente com o peso corporal final, gordura corporal total e niveis de leptina.

Nunes & Casotti (2016) procuram identificar o diagnostico precoce e a
prevengao de doengas cronicas (hipertensao e diabetes) detectando as caracteristicas
e padroes morfoldgicos dessas doencas em idosos. Das imagens da lateral esquerda
do rosto obtém-se 23 medig¢oes da morfometria geométrica de 55 individuos, sendo
23 com diabetes, 5 com hipertensao, 14 com ambas as enfermidades e 13 nao apre-
sentando alguma das doengas. A técnica multivariada da analise de componentes
principais (ACP) é aplicada a fim de reduzir o nimero de medigoes da morfometria
geométrica. A distancia D? de Mahalanobis e a técnica de andlise de agrupamento
(AA), utilizando a métrica UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic
averages) seguida da construgao do dendrograma sao empregadas a fim de confir-
mar os resultados obtidos pela ACP. A ACP seleciona as duas primeiras variaveis
candnicas que acumulam 85% (62% e 23% respectivamente) da varia¢do total dos
individuos considerados. Um grafico das duas primeiras variaveis candnicas é cons-

truido e observa-se que os quatro grupos de individuos ficam agrupados entre si,
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tendo como principal separador de grupos a regiao auricular. Esses resultados sao
corroborados pela distancia D? de Mahalanobis e pela AA. Assim, fica evidente que
utilizando a morfometria geométrica lateral esquerda do rosto, identificam-se os ido-
sos pertencentes a grupos diferentes, de modo a estabelecer estratégias distintas de
promog¢ao a saude e ao diagnostico precoce das doencas.

A partir da técnica de analise vetorial por bioimpedancia (BIVA) que
obtém a avaliacao semiquantitativa do estado de hidratacao de pacientes descrita
por elipses de tolerancia, Bouron et al. (2017) utilizam dados de 36 pacientes do sexo
masculino com cardiopatia isquémica submetidos & cirurgia corretiva sem circulacao
extracorporea para identificar possiveis alteracoes na BIVA nas fases pré-operatorio
e pos-operatorio. Tem-se conhecimento que as alteragoes ocorridas no vetor de im-
pedancia se dao pelo volume de agua corporal provocado pelo estresse cirdrgico.
Os dados dos pacientes sao comparados a individuos supostamente saudaveis. Para
comparagao dos vetores de respostas dos grupos sao realizadas analises univariada,
empregando o teste F e, multivariada, aplicando o T2 de Hotelling, nas quais se
observam diferencas significativas no eixo principal das elipses que estao associados
ao estado de hidratacao e no eixo secundério associado a mudancgas na estrutura. A
hidratacao (volume de dgua) é significativamente diferente entre a populagao tanto
nos estados pré-operatorio como no pos-operatorio.

Ferreira et al. (2017) utilizam a analise multivariada de perfil (profile
analysis) para avaliar a influéncia da ingestdao de café no ganho de peso de ratos
Wistar. Para isto, os animais do experimento sao divididos em seis grupos e cada
grupo recebe uma das dietas, em que se avalia a influéncia temporal e a interacao
entre dieta e tempo. Mede-se o ganho de peso dos animais semanalmente. A partir do
emprego da técnica de andlise de variancia multivariada (MANOVA), seguida pelas
estatisticas de teste lambda de Wilks, raiz méxima de Roy, traco de Hotelling-Lawley
e traco de Pillai, pode-se concluir que hé interacao significativa entre as dietas e as
semanas avaliadas.

A partir das informagoes de 2734 idosos (> 65 anos), Melo et al. (2017)
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analisam a estrutura interna do miniexame do estado mental (MEEM) por meio
das técnicas de anélise de componentes principais (ACP), complementada com as
analises paralelas para a definicao do nimero de componentes e a anélise fatorial
confirmatoria (AFC) precedida dos testes de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) e de esfe-
ricidade de Bartlett para avaliar a adequagao dos dados. Dentre os cinco primeiros
componentes do MEEM selecionados pela ACP, destacam-se o primeiro por agrupar
oito itens envolvendo célculo, leitura e reproducao visomotora com caneta chamado
de Habilidades Escolares; o segundo por designar a Orientacao; o terceiro com a Me-
moria de Curto Prazo; o quarto com a Memoria — Evocagao e, por fim, o quinto com
a Memoria — Reconhecimento. A AFC testa as estruturas internas do MEEM pelo:
modelo unidimensional (M1), modelo baseado na ACP deste estudo com cinco fato-
res e um fator de segunda ordem (M2), modelo baseado no autor Folstein com cinco
fatores e um fator de segunda ordem (M3) e pelo modelo baseado em Castro-Costa
et al. (2014) com cinco fatores e um fator de segunda ordem (M4), que sdo avaliados
por meio da razao do qui-quadrado pelos graus de liberdade (x?/g.l.) na qual o M2
é selecionado como o melhor modelo, apesar dos modelos M3 e M4 apresentarem
ajustes satisfatorios, levando a crer que o MEEM é uma medida multidimensional.

Popolin et al. (2017) verificam como a incidéncia e a mortalidade por
tuberculose (TB) se distribuem em &reas abrangidas pela estratégia satide da familia
(ESF) e do programa bolsa familia (PBF) nos 26 Estados Federados e no Distrito
Federal. Empregando a técnica multivariada da analise de agrupamento (AA) hierar-
quica, a distancia euclidiana e o método de Ward complementada com a construcao
do dendrograma, sao identificados sete grupos distintos. Posteriormente, a analise
espacial é realizada, com a construcao de mapas tematicos, sendo possivel verificar
uma distribuicao heterogénea entre os grupos, ou seja, altas taxas de incidéncia e
mortalidade por TB ocorrem de forma heterogénea entre os estados e regioes do pais.
Constata-se que a situacao do agravamento da doenca, também acontece tanto em
areas com alta ou com baixa cobertura de ESF e do PBF.

Silveira et al. (2017a) utilizam 64 ratos Wistar machos com 60 dias
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de vida para avaliar se a participacdo do SERCA2a (reticulo sarcoplasmatico de
ATPase (adenosinatrifosfatases) de célcio isoformo cardiaco do tipo 2a) atua na dis-
funcao diastolica precoce em coragoes hipertrofiados induzidos a estenose aortica
supravalvular (EAo). Sao constituidos dois grupos cada um com 32 animais, sendo o
primeiro submetido a cirurgia com a colocagao do clipe na aorta (EAo) e o segundo o
qual recebe exatamente os mesmos procedimentos cirirgicos porém sem a colocacao
do clipe na aorta (Sham). Apos seis semanas, ambos os grupos sao submetidos ao
ecocardiograma para a realizagao de analises funcionais e estruturais tendo algumas
variaveis analisadas. Nesse momento sao definidos dois experimentos distintos, o
primeiro envolvendo o bloqueio por SERCA2a, tendo como grupos de comparagao
15 animais Sham e 11 animais EAo. Quanto ao segundo experimento, que envolve o
efeito da hipoxia e a reoxigenacao tendo com grupos de comparag¢ao 16 animais Sham
e 18 EAo. Os animais excluidos do estudo exibiam evidéncia clinica ou laboratorial
de disfuncao sistoélica ou insuficiéncia cardiaca. O comportamento mecanico do mus-
culo papilar foi avaliado nas condigoes basais, apds o efeito da hipdxia e do bloqueio
de SERCAZ2a por acido ciclopiazénico (CPA). Além disso, os animais que receberam
o bloqueio por SERCA2a foram submetidos a diferentes concentragoes de calcio de
0,5 mM, 1,5 mM e 2,5 mM e comparados quanto a respostas mecéanicas nos dois
grupos experimentais por meio da aplicagao da técnica de analise variancia multiva-
riada (MANOVA), para o modelo de medidas repetidas em grupos independentes.
Esse animais também tem as médias dos seus grupos comparadas quanto a histologia
e a expressao proteica via teste t de Student. Para os experimentos efeito da hipoxia
e reoxigenacao, esses foram avaliados pela mesma técnica das medidas repetidas, ja
que a hipoxia foi avaliada em dois momentos: influéncia da hipoxia (60 minutos) e
reoxigenagao (30 minutos). O estudo iniciou-se com a comparacao entre as médias
dos gupos Sham e EAo na sexta semana, na qual foi possivel identificar diferenga
apenas nas variaveis peso corporal e nas relagdes peso seco/peso imido nos pulmoes
e figado. O teste t de Student para amostras independentes utilizados nas variaveis

estruturais apresentam diferenca significativa em quase todas varidveis. Para efeito
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da hipoxia e reoxigenacao nao houve diferenca nos grupos, mas em ambos grupos
houve diferenga nos momentos avaliados. Para os grupos do experimento SERCA2a
em relacao a expressao proteica e a histologia nao se verifica diferenca significativa,
contudo em ambos os grupos ocorre um decréscimo significativo na tensao desen-
volvida (TD), demonstrando assim a eficacia do bloqueio CPA, que naturalmente
diminui a fung¢éo contratil. Quanto a tensao de repouso (TR), ndo houve diferenga
entre grupos em qualquer momento analisado, porém a TR foi maior dentro do grupo
EAo nas concentragoes de céalcio 1,5 mM e 2,5 mM.

Para avaliar o equilibrio postural dos praticantes das diferentes moda-
lidades esportivas, Silveira et al. (2017b) utilizam 12 atletas do sexo masculino, cada
um praticante de apenas uma modalidade esportiva, podendo ser: ciclismo, futebol,
futsal ou vodlei. Os atletas sao avaliados pelo sistema VICON de cinemetria que re-
gistra a movimentacao do seu centro de massa e calcula as amplitudes mediolateral
e anteroposterior. A técnica da anélise de agrupamento (AA) é aplicada para iden-
tificar grupos distintos quanto as modalidades, porém os resultados evidenciam que
atletas das mesmas modalidades nao pertencem ao mesmo grupo. Uma AA comple-
mentar é realizada observando-se a altura dos atletas, na qual h& o agrupamento dos
atletas praticantes de uma mesma modalidade, evidenciando que as caracteristicas
antropométricas podem ser mais distinguidoras para a construgao dos grupos.

Em sintese, na revisao de literatura realizada foram encontradas al-
gumas técnicas de analise multivariada, destacando-se a analise de componentes
principais (ACP), andlise de agrupamento (AA), a estatistica T? de Hotelling para
comparagao de vetores de médias (T? de Hotelling); a técnica da andlise de variancia
multivariada (MANOVA), anélise de correlagdo canoénica (ACC) e os modelos de
curvas de crescimento para dados longitudinais. Contudo, deve ser mencionado que

a ACP e a AA sao as mais frequentes.



3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, em um primeiro momento é descrito o plano expe-
rimental utilizado na obtencao dos dados que serao analisados e, posteriormente,

serao apresentados os métodos multivariados aplicados na pesquisa.

3.1 Plano Experimental

Dentre os diversos grupos de pesquisa existentes na Universidade Esta-
dual Paulista "Julio de Mesquita Filho"(UNESP), destaca-se o Grupo de Pesquisa em
Cardiologia Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) vinculado
ao Departamento de Clinica Médica. Tal grupo desenvolve pesquisas experimentais
relacionadas a remodelagao e insuficiéncia cardiaca consequente da obesidade, este-
nose adrtica e exercicio fisico com énfase na funcao ventricular e miocardica, transito
de célcio, sistema beta adrenérgico, regeneragao cardiaca, metabolismo energético,
colageno, ultraestrutura miocardica, entre outras.

Em especial, salienta-se um estudo oriundo deste grupo, o qual admi-
nistrou em seus animais dietas do tipo Hiperlipidica e Normolipidica ricas em acidos
graxos saturados. Os animais utilizados na pesquisa foram procedentes do Biotério
Central da Faculdade de Medicina de Botucatu - FMB, UNESP, cujos procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissao de Etica em Experimentacdo Animal
da Faculdade de Medicina de Botucatu-SP (CAMPOS, 2014).

O delineamento do experimento utilizou 60 ratos machos da linhagem
Wistar com 21 dias de idade mantidos em mesmas e controladas condigoes de tempe-

ratura ambiente, umidade e ciclos de iluminagao. Todos os animais foram submetidos
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ao mesmo protocolo, primeiramente recebendo a cirurgia e, posteriormente as dietas.
Os animais que iniciaram o estudo foram divididos aleatoriamente em

dois grupos e submetidos ao procedimento cirirgico chamado de toracotomia medi-
ana. Um grupo recebeu um clipe de prata na raiz da aorta ascendente (Figura 3.1) e
o outro passou apenas pela intervencao cirturgica, o grupo que passou pela toracoto-
mia mediana e recebeu o clipe de prata foi denominado de Estenose Aoértica (EAo)
e o grupo que sofreu apenas o procedimento cirargico sem o implante do clipe, de
Controle Operado (Sham). Definiu-se, assim, o primeiro fator de estudo denominado

de cirurgia em dois niveis (EAo e Sham).

Figura 3.1: Alocagao do clipe.

Fonte: Pinto et al. (2015)

Baseado em Mendes et al. (2010), estabeleceu-se que os animais do
experimento receberiam as dietas na 6* semana apoés a realizacao da cirurgia, pois,
sabe-se que dietas Hiperlipidicas, nesta fase, causam hipertrofia ventricular esquerda,
disfuncao diastolica e melhora na funcao sistolica do ventriculo esquerdo.

A composicao das racoes para as diferentes dietas envolveram: farelo e
casca de soja, milho, dextrina, 6leo de soja e de palmiste e premix vitaminico e mine-
ral. A diferenciacao das composicoes foram observadas nas quantidades dos ingredi-
entes utilizados e no teor de gorduras (acidos graxos). As dietas foram adaptadas de
trabalhos anteriores ja publicados (LIMA-LEOPOLDO et al., 2008; NASCIMENTO
et al., 2008).
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Para a formacao dos subgrupos que receberam as diferentes dietas

empregou-se a amostragem por conveniéncia, tendo como critério de escolha a ho-
mogeneizacao quanto as dietas pautado nos resultados de exames ecocardiogréficos
realizados na 62 semana apos o procedimento cirargico. Ou seja, ap0s seis semanas
da realizagao da intervengao cirturgica os grupos EAo e Sham foram divididos em
dois subgrupos, sendo cada um tratado com diferentes dietas uma denominada Nor-
molipidica (Normo) e a outra Hiperlipidica (Hiper). A este segundo fator deu-se o
nome de dieta. As dietas Normo e Hiper diferenciaram-se entre si quanto aos valores
das quantidades de calorias e acidos graxos; a primeira por apresentar quantidade
mais baixa de caloria e acidos graxos saturados, porém mais alta de acidos graxos
insaturados. J4, a segunda dieta Hiper apresenta maiores quantidades de calorias e
acidos graxos saturados, mas quantidade menor de acidos graxos insaturados. Essa

diferenciacao é apresentada no Quadro 1.

Quadro 1: Quantidade de calorias e acidos graxos nas dietas

Acidos Graxos
Dieta | Caloria (Kcal/g)

Saturado | Insaturado

Normo 2,93 61,52 38,48
Hiper 3,64 64,81 35,19

Vale salientar que foram excluidos em qualquer fase do experimento os
animais que apresentaram sinais de insuficiéncia cardiaca como taquipneia associada
a um dos sinais: edema, ascite, derrame pleuro-pericardico, trombo em atrio esquerdo
e retengao hidrica nos tecidos cardiacos, pulmonar e hepatico.

Destaca-se ainda que o periodo de tempo experimental total foi de
18 semanas; sendo que em 12 semanas os animais ficaram ingerindo as dietas a
eles designadas e mais as seis semanas relativas ao procedimento cirirgico. Este
tempo experimental total foi determinado para a possivel piora na funcao diastolica

e deterioragao do sistema sistolico (CAMPOS, 2014).
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As analises estruturais e funcionais do coracao foram realizadas in vivo
por meio de ecocardiograma a fim de detectar as alteragoes no miisculo cardiaco, que
podem sofrer influéncia das variagoes da pos-carga, pré-carga, frequéncia cardiaca,
hormonios e substratos energéticos (CICOGNA et al., 2000). Estas analises eco-
cardiogréaficas foram realizadas em dois momentos, com finalidades diferentes. Na
primeira situacao que ocorreu na 6% semana ap6s a inducao da EAo, objetivou-se
caracterizar de forma estrutural e funcional o coragao dos ratos com intento de criar
grupos homogéneos para receberem as dietas. Na 18 semana, os resultados do eco-
cardiograma foram utilizados para a analise da condi¢ao do animal apoés ter recebido
a dieta.

Apos a realizacao do ecocardiograma, na 18%* semana, os animais foram
anestesiados com pentobarbital sodico (50 mg/kg/ip) e eutanasiados por meio de de-
capitacao. Logo apos a eutanésia, por uma analise macroscopica, pode-se identificar
se ha hipertrofia a nivel atrial e ventricular do coracao do animal. Posteriormente,
o coracao de cada animal é removido e dissecado e sao medidos os pesos absolutos
do ventriculo esquerdo (VE), ventriculo direito (VD), atrio esquerdo (AE), atrio di-
reito (AD) e do coragao. Sao obtidas, também, as relagoes dos pesos coletados com
o comprimento da tibia (VE/tibia, VD/tibia, AE/tibia, AD/tibia e coragao/tibia).
Todas as medidas de peso e de relagoes foram feitas com o intuito de indicar o grau
de hipertrofia cardiaca nos animais.

Do coragao de cada animal sacrificado, retira-se o musculo papilar a
fim de que este seja avaliado pela técnica do musculo papilar isolado no ventriculo
esquerdo quanto as fungoes mecéanicas do miocardio in vitro (CICOGNA et al., 2000).
Tal técnica permite detectar se ha alteragdo precoce na contracdo (sistole) e no
relaxamento (didstole) do musculo cardiaco, dificilmente detectada na avaliagao do
coragao in vivo.

Ao final da fase do protocolo experimental, submete-se o musculo pa-
pilar de cada animal a diferentes concentracoes sequenciais de célcio com o escopo

de avaliar os mecanismos relacionados ao transporte de calcio intracelular e a funcao
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miocardica do ventriculo esquerdo. As concentragoes de calcio foram administradas
sequencialmente, com aumento de 0,5 mM a cada 5 minutos, iniciando-se na con-
centracao 0,5 mM até esta atingir 3,5 mM, ou seja, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0e 3,5
mM (CAMPOS, 2014).

Destaca-se que, no protocolo experimental original para a obtencao
das respostas biologicas de interesse, consideraram-se todas as fung¢oes mecanicas
do miocardio avaliadas a partir de curvas obtidas durante a contracao isométrica,
tendo como variaveis mensuradas: a tensao desenvolvida (TD, g/mm?), a tensao de
repouso (TR, g/mm?), velocidade maxima de elevagao da tensao desenvolvida no
ventriculo esquerdo (+d7T/dt,(g/mm?)/s) e a velocidade maxima de decréscimo da
tensao desenvolvida (-dT/dt, (¢/mm?)/s) no VE (Figura 3.2) visando monitorar os

mecanismos de transporte de calcio e fungao do miocardio.

"! + dT/dt

~
-dT/dt

Figura 3.2: Representagao esquematica da curva de contragao isométrica.

Fonte: (Campos, 2014)

Com a utilizacao do software AcqKnowledge ® MP100 da Biopac
Systems (produzido em Santa Barbara, CA, EUA), torna-se possivel mensurar as
varidveis mecanicas representadas na curva de concentragao isométrica. Tais valores
devem ser normalizados pela area seccional (AS) do musculo papilar a fim de poder
fazer a comparacao do desempenho dos miisculos com diferentes tamanhos. Neste
sentido, a normalizacao foi obtida dividindo os respectivos valores de cada uma das
fungdes mecéanicas (TD, TR, +dT/dt, -dT/dt) pela respectiva area seccional (AS)

do musculo papilar.
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Foram consideradas, para a presente pesquisa, apenas duas fungoes
mecanicas do miocéardio, a tensao desenvolvida (TD) e a tensao de repouso (TR). A
TD caracteriza-se como a forga necessaria para distender um musculo em repouso
em diferentes comprimentos. Ja quando um musculo é estimulado a se contrair com
seu comprimento mantendo-se constante, desenvolve-se um componente adicional
chamado TR ou tensao ativa (MOHRMAN & HELLER, 2008).

Pode-se resumir, entao, que o plano experimental descrito utilizou-se
de quatro grupos independentes provenientes da combinagao de dois fatores (cirurgia
e dieta), com dois niveis cada um deles, avaliados em sete diferentes concentragoes de
célcio (ou sete momentos de avaliagao), caracterizando uma estrutura longitudinal,
podendo este ser considerado um terceiro fator com niveis dependentes.

A combinacao dos dois primeiros fatores gera quatro grupos indepen-

dentes que sao denominados:
1. Grupo 1 (G1) - EAo e dieta Normolipidica.
2. Grupo 2 (G2) - EAo e dieta Hiperlipidica.
3. Grupo 3 (G3) - Sham e dieta Normolipidica.
4. Grupo 4 (G4) - Sham e dieta Hiperlipidica.

Torna-se interessante destacar que o terceiro fator caracterizado pelas
sete diferentes concentragoes de célcio aplicadas sequencialmente no musculo papilar
nos quatro grupos determinam o plano experimental formado por um esquema de
dois fatores considerados sob a forma longitudinal (medidas repetidas), isto ¢, em
uma estrutura de resposta de dados multivariados. O uso da estatistica multivariada,
neste estudo, justifica-se perfeitamente pelo interesse em estudar as variagoes exis-
tentes entre as respostas dos musculos papilares de cada animal e dentro do animal,

ja que fenomenos biol6gicos sao complexos e as respostas sofrem variacoes.
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3.2 Estatistica Multivariada

Os procedimentos estatisticos utilizados nos dados experimentais cole-
tados das fungdes mecénicas nos grupos de animais submetidos aos fatores dietas e
a intervencao cirturgica avaliados em diferentes concentracoes sequenciais de célcio,
serao detalhados a seguir. Neste sentido, serao abordadas técnicas de analise multi-
variada, tanto de cardter exploratério como inferencial que atuam simultaneamente
em todas as fontes de variacao dos dados, levando em atencao toda a estrutura de
variabilidade entre e dentro da manobra de calcio. A fim de operacionalizar a me-
todologia estatistica que serda empregada, fez-se indispensavel a estruturacao de um
banco de dados organizado de maneira compativel com os objetivos da pesquisa con-
forme minudenciado a seguir. Estabeleceu-se a estrutura matricial de um conjunto
de dados em um experimento randomizado para um esquema de dois fatores inde-
pendentes para medidas repetidas (longitudinais) conforme apresentada na Tabela

3.1.
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No contexto da Tabela 3.1, y;,4,,1 representa o valor observado para as
variaveis TD ou TR na k-ésima concentragao de calcio avaliada da j-ésima unidade
amostral do i;-ésimo nivel do primeiro fator e do 79-ésimo nivel do segundo fator, em
que 77 = 1 indica o animal com EAo e i; =2 o animal Sham e i, mostra o fator dieta
que pode ser i, = 1 para animal que recebeu a dieta Normo e i = 2 para dieta Hiper,
formando assim quatro diferentes grupos, j = 1,...,n;,;, (unidade experimental) e
k=1,...,p (no estudo, p = 7 niveis de concentragao do calcio).

Cada uma das linhas da matriz apresentada na Tabela 3.1 representa
genericamente o vetor p dimensional de resposta da unidade experimental. Em cada
linha da Tabela 3.2 apresenta-se o elemento genérico da média amostral da variavel
resposta em uma dada concentracao quanto aos grupos, geral e fatores respectiva-

mente.



37

ﬁ“% L 9Tfy G VR €Rf T TR (zodrf no ourtoN) BIOL(T

.Hm% L o eng o v ey Ty Thg (ureyg no oyy) eIdImar)

4 ri 9 <h VA ©h @h Th —

NN\M Leefy  9°Tefi m.mm@ veefi  €Tefi  Teefi  UTef Toyy Todiyg weys
Hm\m Liefi  9Tefi  SIefi Vieff €1eff clefy  11ef 1y OUWLION] weyq
NH\M LTlff 9Tl STlff  VElff €Tl ¢elfi  TTlff 4 Todiy oy
:\m LTI 9T ST VIR €1 Ty TTIf Ty OULION oy

¢'e 0'¢ 9% 4 ¢'T 0T S0
IOJA el T m— sodnis sop oyuewe], | ®PLBI  RISINIL)

SepRI[RAR OID[BD OP

S909eI1jUL0U0D 9395 SBU sodnid o1jenb wod opelLIeAl}NW OjuswIIodxe wn ap
OI0[BD 9P SO0IBITUSIUOD SBU STOARLIBA SED SRIPOUIL O ZIIYeW BP (8108 0edLINso(] :Z'¢ e[oqelL



38

Considerando a estrutura de dados analisados sob o ponto de vista

estatistico como dados longitudinais, ja que a mesma variavel resposta é mensurada

na mesma unidade experimental em diferentes concentragoes de calcio (medidas re-

petidas ao longo da elevagao sequencial de calcio), pretende-se estudar o perfil médio

de respostas dos grupos formados pela combinacao dos dois fatores que levam em

consideracao todas as concentragoes de calcio simultaneamente e a interacao entre
os dois fatores, com o uso de técnicas de analise estatistica multivariada de dados.

Sabe-se que técnicas de analise multivariada de dados podem ser divi-

didas em trés grupos distintos (JOHNSON & WICHERN, 2007):

1. A analise inferencial sobre médias e modelos lineares que abrangem a estatistica
T2 de Hotelling, a anélise de variancia multivariada (MANOVA) e a regressao

linear multivariada.

2. A analise da estrutura de variancia-covariancia abrangendo analise de compo-

nentes principais, anélise fatorial e anélise de correlagao canoénica.

3. A analise de classificagao e agrupamento que incluem a analise de agrupamento

e analise discriminante.

Na sequéncia serao abordados os procedimentos multivariados que se-

rao utilizados no estudo.

3.2.1 Analise de Variancia Multivariada

A técnica da analise de variancia multivariada (MANOVA) é uma ex-
tensdo da anélise de variancia univariada (ANOVA) para casos em que existe o
interesse em comparar simultaneamente varias respostas de variaveis biolégicas con-
sideradas em uma mesma unidade de observagao, ou seja, o procedimento tem o
intuito de verificar se ha diferenca entre os vetores de médias dos diferentes grupos
considerando o conjunto de variéveis respostas e toda estrutura de variagao existente

no conjunto de dados.
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A aplicacao da técnica da MANOVA, no contexto de modelo linear
multivariado, requer que duas pressuposigdes basicas sejam satisfeitas (HAIR et al.,
2009): o vetor de respostas deve seguir uma distribuigdo normal multivariada (mul-
tinormal) e as matrizes de covaridncias nao devam ser, significativamente, diferentes
para os grupos estudados, ou seja, matrizes homocedasticas.

Existem alguns métodos praticos para a validacao da hipotese de nor-
malidade multivariada dos dados, dentre eles esta a inspe¢ao visual do gréfico de
probabilidade qui-quadrado, também chamado de grafico quantil-quantil ou grafico
Q-Q. O grafico Q-Q é construido a partir da distancia generalizada de Mahalanobis
entre a j-ésima unidade experimental de um grupo e o respectivo centréide represen-
tado pelo vetor de médias do grupo ponderado pelo inverso da matriz de covariancias

do grupo expressa por:
2 _ — 'a-1 _
5’i1i2j - (yllzgj - Y’ilig) Sil’ig (YZIZQ] - Y’ilig)’ (3]‘)

com i3 =i3=1,2 e j =1...m44, no qual y,,  sao os vetores observados de cada
unidade experimental nos k niveis da concentracao de célcio, ¥, ;. caracteriza o vetor

de médias e S a matriz de covariancias.

1112

A distancia de Mahalanobis dada por 6311? ; € obtida para cada um dos

: : 2 2 2 2
elementos amostrais e organizada de forma crescente (5(1) < Oy S O(z) - - S 5(m1i2)

em que 5(21) caracteriza a [-ésima estatistica de ordem com [ =1,...,n;,,. O grafico

-1
[5(21)3 3312 (_nmz )] ) (3.2)

-1 . . -1
com le (n 2 ) caracteriza o quantil de ordem IOO(n 2
112

Q-Q é obtido a partir dos pares:

—2 ) associado a distribuicao
112

qui-quadrado com p graus de liberdade, ou seja:

_1
2

2 2 [ [ - %
P Xl <2 = —=, (3.3)
Mo Niyig
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Para que haja aderéncia dos dados a distribuicao multinormal o gra-
fico precisa apresentar a dispers@o dos pontos distribuida proximo a uma reta (MIN-
GOTI, 2013).

A verificagao da homogeneidade das matrizes de covariancias dos qua-
tro grupos estudados pode de ser efetuada a partir da generalizacao do teste univa-
riado de Levene que se constitui em um teste estatistico mais robusto, isto é, pouco
sensivel a nao normalidade dos dados (MANLY, 2004). A hipotese de homogeneidade

das matrizes de covariancias é dada por:

le = ZJ12 = E21 = E22 (3 4)

existe pelo menos um ; ;, diferente dos demais para i; =iy =1, 2.

1112

A extensao do teste de Levene propoe que a partir dos dados origi-
nais sejam obtidos os vetores dos desvios absolutos de cada unidade amostral em
relagdo a mediana do seu grupo para cada um dos momentos avaliados (BROWN &

FORSYTHE, 1974). Os desvios para o elemento genérico y;,,;1 podem ser expressos:

Ailizj = |y2112jk’ - gil’ig.k’|7 (35)

em que ¥;,, , ¢ a mediana da variavel resposta na k-ésima concentragao de célcio do
11-ésimo nivel do primeiro fator e do is-ésimo nivel do segundo fator.
Na sequéncia esses desvios (4;,;,;) sdo empregados para o célculo da

raiz quadrada da soma dos quadrados dos desvios expressa por d;,;,;, dada por:

P p
Qivini = \| Y Wirinjt = Tivink) = \| D (Aiyinj)? (3.6)
il =1

De posse desses valores obtidos para cada um dos individuos, utiliza-
se a técnica de andlise de varidncia para o modelo com um fator formado pelos
quatro grupos analisados, com a ideia de que se os grupos apresentarem variacoes

consideraveis nesses valores, mostra que eles sao significativamente diferentes, ou
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seja, nao ha homogeneidade nas matrizes de variancia (ANDERSON;, 2006).

O resultado estatistico do teste relativo a técnica da ANOVA deve ser
comparado a uma aproximagao da distribuicao F' de Snedecor com g -1 e n..—g
graus de liberdade, com ¢ designando o nimero de grupos (g = 4, ou seja, G1, G2,
G3 e G4).

Verificada a normalidade dos dados e a homogeneidade das matrizes
de covariancias, a técnica da MANOVA pode ser utilizada considerando os quatro
diferentes grupos oriundos da combinacao dos dois fatores do estudo, que devem ser
comparados quanto aos vetores de médias das respostas da TD e TR avaliadas nas
diferentes concentragoes de célcio.

O modelo linear multivariado (MLM) que caracteriza a estrutura do
estudo é um modelo linear de dois fatores com efeitos fixos e interagao, que é repre-

sentado algebricamente pela equagao (3.7):

11 = 1,2
Yijipj =ty + B, +(aB), i, + €iinjs g = 1,2 (3.7)
=1 gy,

com os elementos designados por:

e Y, ;,; vetor de resposta da variavel no j-ésimo individuo do %;-ésimo grupo de

cirurgia e 79-ésimo dieta;

o vetor de média comum a todas as unidades experimentais;

e o, o vetor de efeito do i1-ésimo nivel do fator cirurgia, definido como o desvio

médio do nivel em relacao a média comum,;

B;, o vetor efeito ip-ésimo nivel do fator dieta, definido como o desvio médio

do nivel em relagao & média comum;

(aB);,i, 0 vetor do efeito da interagao entre cirurgia e dieta;
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® &;,i,; 0 vetor de erros multivariados;

com

Eivigg ™ Np(ov 2) (3‘8>

Yisins ~ Np(pt, X) (3.9)

Matricialmente, o modelo ser escrito da seguinte forma geral:

Yo sp = X «gBoxp + €n_xp (3.10)
em que :
e n_ representa o total de unidade experimentais
e p a quantidade de medigoes ao longo do tempo
e ¢ o numero de parametros envolvidos no modelo experimental

Para a presente pesquisa tem-se:

Yn..x? = Xn..x9B9><7 + En. x7 (311)

em que n. = ni;+nia+n91+ngo, p = 7 0 nimero de concentracoes de calcio consideradas
e ¢ =9 o nimero de parametros do modelo. A forma genérica da matriz de dados

fica expressa Como:



Y1111

Y1121

Y1ini1

Y12n111

Y21nai1

| Y22n001

Y1112

Y1122

Y11n112

Y12n112
Yn..x? =\ -"-—"—""">">"~>"~>"~>"~"~"~"~" =~~~/ ”=-°

Y21ng:2

Y22n492

Y1117

Y1127

Y11n117

Y22n057 |
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(3.12)

A matriz Y, .7 representa respostas das variaveis TD e TR observadas

nas sete concentracoes de célcio realizadas nas n. unidades experimentais. A matriz

de planejamento que associa a cada uma das unidades experimentais a seu respectivo

grupo apresenta-se como:

1 1n11 0 ]-nll
X, o= 1 1, O 0

1 0 ]-n21 ]-n21

1 0 1,0 O

sendo 1n, ;, o vetor unitario com n;,;, elementos.

0

1n12

0

1n22

1n11

0
0
0

0 0
1,0 O

0 1,

0 0

0
0
0

1n22

, (3.13)

A matriz de parametros identificada em (3.14) apresenta cada uma

das linhas correspondendo a indicacao dos niveis dos fatores e possiveis interacoes
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entre eles, com as colunas representando as concentragoes de calcio da estrutura

longitudinal.
[ n 11 M1
o a1
o Qa1
B Bun
Box7 = 3, = B

aB), (@)
0113)/12 (aB)iz
aB);, (aB)211
O‘ﬁ)/m ()21

2

Q12
Q22
Pz
185:5)
(aB)112
(af)i22
(aB)a212
()22

7

Qq7

Qa7

iz

Par
(aB)ir
(afB)izr
(aB)217
(aB)azr

(3.14)

Cada linha da matriz Bg,; é formada por sete elementos que represen-

tam as causas envolvidas nas respostas observadas em cada uma das medidas rea-

lizadas nas unidades experimentais nas diferentes concentragoes de calcio em cada

um dos quatro diferentes grupos.

Na matriz (3.14) tem-se que («f)11. indica o efeito da interacdo entre

os animais submetidos a EAo e dieta Normo nas sete diferentes concentragoes de

célcio, (af)12. o efeito da intera¢ao dos animais submetidos a EAo e que ingeriram

a dieta Hiper. Tem-se que (af3)s;. corresponde aos animais que foram submetidos

a pseudocirurgia Sham e que receberam dieta Normo nos sete diferentes, (a/3)as.

corresponde ao animal Sham que recebeu a dieta Hiper.

A matriz que representa os componentes aleatorios dos dados é apre-



sentada a seguir:

€1111

€1121

E11ni11

En.x7 =

€22n951

€1112

€1122

€11n112

€22n992

€1117

€1127

€22n997
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(3.15)

Diante das suposicoes 3.9 e 3.8 associadas ao MLM, tem-se que:

E(Y)=XB

Var(Y)=3¥91I,

em que ® simboliza o produto de Kronecker.

O MLM pode ser denotado por (Y,XB,X ®I,) com estimador de

minimos quadrados B dado por:

B = (X'X)'X'Y

(3.16)

(3.17)

(3.18)
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Os testes das hipoteses dos parametros do modelo sao destacados a
seguir.
A primeira hipdtese a ser testada é a que verifica se ha efeito da inte-
racao entre os fatores. Tal hipotese é dada por:

Hoycxpy (aB)ii, =0 para todo iyiy

Cirurgia e Dieta (3.19)

Hyoxpy : (aB)iyi, # 0, para algum iyip
Se o resultado do teste da interagao for significativo, tem-se que o efeito
de um fator é modificado pelos diferentes niveis do outro fator. Caso a interacao seja
nao significativa, ha evidéncias de que o comportamento de um fator independe do
outro e, portanto, pode-se investigar o efeito de cada um dos fatores isoladamente.
Neste caso, testam-se os efeitos principais relacionados aos niveis dos fatores, cujas

hipoteses sao:

Ho(c) QG = 0 para todo il
Cirurgia (3.20)

Hycy:ay, #0, para algum i,

Howpy=B;,=0 para todo iy
Dieta (3.21)

Hypy=0B;,#0, para algum i,
O Quadro 2 apresenta os componentes da MANOVA para um esquema
de dois fatores em um experimento inteiramente casualizado, contendo as matrizes
das somas de quadrados e produtos para o procedimento estatistico da comparagao

dos vetores de médias .



Quadro 2: Quadro da MANOVA para dois fatores

Fonte de Variagdo | Matriz da Soma de Quadrados e Produtos (M SQP)
Grupos MSQP =G
. Ciugia | MSQPururgia=C |
Dieta MSQPietq =D
Interagao MSQPeirurgiaxdieta = CD
. Residwo | MSQPres=W |
Total MSQPtot=T=B+W
Com B dado por:

2 2
G=C+D+CD=> > (Fi,5, - ¥.)Fi,i, - ¥..) -

Sendo assim,

i1=149=1
tem-se que:

2

= > (7.~ 7.)(F0. - 5.)

é a matriz de soma de quadrados e produtos cruzados do fator cirurgia, e

D- 22: (Fir-5.)F i -5.)

io=1

é a matriz de soma de quadrados e produtos cruzados do fator dieta.

A matriz CD é obtida a partir da diferenca dada por:

CD=G-C-D

A matriz T (M SQPtot) é dada por:

2 2 n,
Z Z Z; Yivinj = ¥.) Vivinj = ¥..)

e representa a matriz da soma de quadrados e produtos cruzados totais.
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(3.22)

(3.23)

(3.24)

(3.25)

(3.26)
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Tem-se que W (M SQP,.s) a matriz da soma de quadrados e produtos

obtida dentro dos diferentes grupos (residuo) e pode ser obtida a partir de:

T=G+W; (3.27)

logo
W=T-G (3.28)

Para avaliar a significancia da hipétese geral de interesse entre os gru-
pos existem quatro critérios que sao os mais empregados, entre eles estao: a razao de
verossimilhanca generalizada de Wilks (RV) ou A de Wilks (A), o teste da raiz ma-
xima de Roy, trago de Lawley-Hotelling e traco de Pillai. Nessa pesquisa utilizou-se
a estatistica A de Wilks (Wilks, 1932) para avaliacao das hipoteses. Para cada uma

das hipoteses apresentadas anteriormente tem-se:

1. Interacao dos fatores

Mm=K%g%ﬂ (3.29)
2. Efeito do fator cirurgia
A= e (3.30)
3. Efeito do fator dieta
Ap = % (3.31)

Para a decisao estatistica sobre as hipdteses apresentadas, o resultado
da razao de verossimilhanca de Wilks sera avaliado pela aproximagao assintotica a

distribuigao F' ou x? (REIS, 2001), como apresentado a seguir:

(n“—g)—p+1*1—A
D A

com distribuicao  Fipn —g-pr1), (3.32)

em que g é o nimero de grupos resultantes das combinagoes de um esquema de dois
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fatores (cirurgia e dieta).

1
_ [(n -qg)- §(p -g+ 2)] InA  com distribuicao X%px(g—l))' (3.33)

Apobs a realizagao dos testes de hipoteses das igualdades de médias,
caso alguma das hipoteses seja rejeitada, a MANOVA deve ser complementada com
os intervalos de confianga simultaneos (ICS) de Hotelling ou Bonferroni para as
diferencas entre as médias dos grupos de interesse (JOHNSON & WICHERN, 2007).

Assim, define-se a matriz de médias M para a construcao dos ICS, que

¢ dada por:
H,11 M1 M112 o H1ar
M - M,lz _ Hi21  f122 0 Hi27 7
Moy Ho11 212 o H217
| lez | [ Mot Moz vt H227 |

sendo ;,4,; @ média populacional da varidvel TD ou TR, correspondente a j-ésima
concentracao de calcio no i;-ésimo nivel do fator cirurgia e i5-ésimo nivel do fator
dieta

Diante da estrutura dos dados, é possivel obter os intervalos de confi-
anga para a interacgao e para os fatores cirurgia e dieta. Dessa forma, considerou-se
os limites de confianga proposto por Hotelling 100 (1 — )% para cada um dos casos

conforme esté apresentado a seguir.

1. Intervalo de confianca para a diferenca dos vetores de médias sob a interacao

dos fatores:

(ni1i2 + ni1'izl — 2)p Nijyis T ’I’Lilri2r

a/(u»»—u,u/):al(y =Y. )t Flapm,, i+ 1 a’S,a.
1112 i1 o 1112 i1 1o (ni1i2 +ni - 1) Q5PN g ni1/i2/—p— )niliz *ny p
112 12

(3.34)

O intervalo de confianga s6 sera realizado se o resultado da interagao for sig-
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nificativo. Caso contrério, prossegue-se a analise para os fatores considerados

isoladamente.

2. Intervalo de confianca para a diferenga de médias do fator dieta:

’ r,_ _ (nil. + nill - 2)p nil- + nill
o= = . —=V.r )+ - cem) . P _
a (ll’zl. y'll ) a (yh. yZl ) (nil. +n. o —p— 1) (a,p,mlﬂrnil/' p-1) iy, %1,/
11 . 21 -
(3.35)

3. Intervalo de confianca para a diferenga de médias do fator cirurgia:
(n-i2 + o= 2)]9 My + iy

a (N.ifﬂ,ig’) = a/(}_’.fzf}_’.i;)i

(spsmig+n . 1—p=1)
(niy +n,—p-1) iz Ty * M7
(3.36)
com a’ = [ay,...,a,| formado pelos nimeros zero e um indicando os pares de médias
a serem testadas e S, = ni_g.

Para a interpretagao do intervalo de confianga simultaneo (ICS) deve-
se proceder da seguinte maneira: se o valor 0 (zero) estiver dentro do intervalo,
conclui-se que a diferenca de médias é nao significativa, caso contréario, hé evidéncias

de que as médias testadas diferem entre si.

3.2.2 Modelo Linear Multivariado de Crescimento (MLMC)

Quando os dados sao estruturados como dados longitudinais, o modelo
pode ser estudado por meio de curvas polinomiais utilizando MLMC, a fim de descre-
ver os perfis médios das respostas de diferentes grupos e, assim, avaliar a influéncia
de tempo, doses de droga, observar o comportamento ou desenvolvimento de certo
fendmeno, entre outras possiveis situacoes quantitativas.

O MLM, ja descrito em 3.2.1, deu origem ao MLMC empregado para
a analise multivariada dos dados quando estes estao estruturados longitudinalmente.
Nesse sentido, destaca-se a proposta desenvolvida por Potthoff & Roy (1964) que
consiste na generalizagao do MLM em um MLMC, que pode ser descrito pela equagao

(3.37).
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Yn.AXp = Xn“xgggquqXp t En xp; (3.37)

com E(Y)=X6GeVar(Y)=2®1, .
Tem-se que Y, «p, Xy xg € En _xp 520 as mesmas matrizes do modelo
linear multivariado (MLM) e §,,, ¢ dada pela matriz de coeficientes (parametros)

desconhecidos das curvas do polinémio de crescimento, ou seja:

o & o &igen &
€. - féo 5?1 '52(1.1—1) _ ¢, | (3.38)

€0 &1 o) ] €g

cada uma das linhas da matriz representa os coeficientes do polinémio de grau ([ =
0,1,...,q-1) relativo ao i-ésimo grupo (BATISTELA, 2014).

A matriz Gy, (¢ < p) é a matriz de delineamento dentro de cada
um dos individuos, cujo papel é associar as respostas de cada uma das unidades
experimentais ao grau do polindmio desejado, ou seja, as colunas representam os
niveis de avaliacao e as linhas os graus dos polindémios a serem testados. A matriz

G pode ser construida de trés formas:

1. Pelos valores dos niveis da estrutura longitudinal.

2. Pelos valores dos afastamentos em relagao as médias dos niveis da estrutura

longitudinal.

3. Pelos valores dos coeficientes dos polindmios ortogonais associados aos graus

inseridos no estudo.

Para a terceira situacao, os coeficientes da matriz G podem ser ob-
tidos diretamente da tabela de coeficientes ortogonais (ortonormais) disponivel em

Montgomery (2004) se os momentos de avaliagdo forem equiespagados; caso isso nao
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ocorra ha a necessidade da construcao dos elementos da matriz G, o que pode ser
feito pelo processo de Gram-Schmidt.

Genericamente, para o terceiro caso, a matriz pode ser representada

por:

Go(t1)  do(ta) - doltp)

G,., - 9251('751) <Z51('t2) ¢1(.tp)

| Dg-1(t1)  Pg-1(t2) - gr(tp) |

No presente estudo, houve interesse em testar alguns modelos polino-
miais nao convencionais que envolvessem as concentracoes de célcio transformadas,
ou seja, alteracOes matematicas funcionais na varidvel independente calcio, a fim
de se obter melhores respostas para a remodelacao cardiaca frente a indicativos de

Evangelista (2016). Sendo assim, testaram-se os seguintes modelos polinomiais:

1. Concentracao de céalcio:
P(z)=aoCa’+...+a,Cal.
2. Raiz quadrada da concentracao de calcio:
P(x) = ag(v/Ca)® + ... + ay(v/Ca).
3. Inverso da concentragao de calcio:
1\0 1\4
P(l’):ao(m) +...+aq(a) .
4. Inverso da raiz quadrada da concentragao de célcio:
0 q
_ 1 1
P(l’)—ao(m) +...+aq(m) .
5. Logaritmo natural da adicao da concentracao de calcio & unidade:

P(z)=ay(In(Ca+1))°+...+a,(In(Ca+1))".

6. Inverso do logaritmo natural da adi¢ao da concentragao de calcio & unidade:



53

P(z) = ag (m)o +...+a (m)q

Houve a necessidade da determinacao dos elementos para comporem
a matriz G para as situagoes 2,3,4,5 e 6 em que os valores resultantes das concen-
tracoes de calcio tornam-se nao equidistantes, uma vez que nao havia valores dos
coeficientes dos polindmios ortogonais disponiveis na literatura.

Para gerar os polinémios ortonormais a fim de construir a matriz G
utilizou-se o procedimento de Ortonormalizacao de Gram-Schmidt que a partir de
um espaco vetorial euclidiano composto por ¢ vetores (uy, us, us, ..., u;) admite uma
base ortonormal também com ¢ vetores (g,8s,8s,---,8;). Caso algum dos vetores
do espaco seja linearmente dependente, a base ortonormal gerada ird conter um ni-
mero menor de vetores se comparado ao espaco vetorial original. De maneira mais
geral, o método permite transformar um conjunto de vetores linearmente indepen-
dentes em um conjunto ortogonal (ou ortonormal) que gera o mesmo espago vetorial
(CALLIOLI et al., 1990; FERREIRA, 2011). O processo de Gram-Schmidt, para

construcao de vetores ortonormais, pode ser descrito:

u
[EAK

1. O primeiro vetor da base ortonormal g, é obtido por: g, = em que |[uy]|

representa a norma do vetor uy;

2. 8y= H:;H’ em que Vg = Ug— < U, &; > g; € < Uy, g, > é o produto interno entre

Uz, &1,

- Vv _ .
3. g3 = Hu§||7 em que vz =U3— < U3, g; > g1~ < U3, &y > &

vy
ul|”

4. o ultimo vetor da base ortogonal é g, = s €0 qUe Ve = W= < Uy, g > g —... <

U, 81> 8-1-

Para este trabalho define-se ¢t = 7, ou seja, o espago vetorial inicial
possui sete vetores em que u; é definido pelas concentragoes de célcio sujeitas as

transformacoes propostas, elevadas ao primeiro grau do polindmio, ou seja zero, até
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uy em que se tem as concentracoes de calcio transformadas elevadas ao grau p — 1

do polinémio, ou seja, 6° grau. Sendo assim, salienta-se que cada concentracao de
calcio transformada tera sua propria matriz de polindmios ortogonais.

A matriz definida por £G, que representa os perfis médios de respostas

dos grupos nas diferentes concentragoes de calcio, sera a semelhanca de B e pode ser

escrita por:

Pii Pz o Bip B =6G
By, =¢G=| : - . 1 |= : : (3.39)

ﬁgl ﬁgQ ng /Bg = ng
Para cada uma das trés situagoes descritas anteriormente, o termo genérico f; (i =
1,...,9;k = 1,...,p), denominando o i-ésimo grupo e a k-ésima concentragao de

calcio:

1. Primeira situacgao

ﬁik = fzotg +...+ fi(p—l)tz_l- (340)

2. Segunda situagao
Bz‘k = fio(tk — f )0 + ...+ é-i(p—l)(tk — E )p_l. (341)

3. Terceira situacao
Bire = &iodo(te) + .-+ &ip-1)Pp-1(tr) (3.42)

com tj correspondendo ao valor do k-ésimo nivel de calcio.

O MLMC é uma extensao do MLM, sendo assim, é admitida a utili-
zacao da técnica da MANOVA para os modelos de curvas de crescimento, que nesse
caso serd chamada de técnica da anélise de variancia multivaridada para curvas de

crescimento (GMANOVA).

Com o intuito de simplificar e obter a estimagao da matriz dos parame-
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tros € e suas respectivas variancias, Potthoff & Roy (1964) propoem um método de
mudanga de variavel para o MLMC se transformar em um MLM. Tal transformacao

¢ dada pela Equagao (3.43):
Y =YA!G(GAIG) T, (3.43)

com A,,,, sendo uma matriz simétrica qualquer e positiva definida ou nao singular e
(GAflG/)‘1 com posto completo e de ordem ¢ x q. Empregando esta transformacao
proposta, tem-se que:

E(Y*)=X¢ (3.44)

e sua matriz de covariancias nao singular é dada por:
Var(Y") =2 = (GA"'G)'GA'ZA'G(GA'G) ' oL, (3.45)

Portanto, o modelo resultante das observagoes transformadas serd um
modelo linear multivariado com (Y™, X§&,X¥").

A matriz Y* possui linhas independentes com distribui¢ao normal mul-
tivariada e, dessa forma, é possivel utilizar diretamente os resultados da MANOVA

para realizar a inferéncia dos parametros. Assim, tem-se que:
£=(XX)'X'Y* = (XX)'X'YAIG (GAIG)™? (3.46)

é um estimador nao viciados de &£ obtidos por meio do método da maxima verossi-

milhanca ou dos minimos quadrados com variancia dada por:
Var(€) = (GA' -1G) TGAT'ZA G (GA"IG) Te (X' X) ™. (3.47)

Duas situagoes para a matriz 3 sao descritas por Potthoff & Roy

(1964):

1. Quando a matriz X for conhecida, A = ¥ é uma escolha 6tima, pois X é nao
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viciada e com variancia minima.

2. Quando a matriz ¥ é desconhecida, mesmo que £ obtido for nao viciado, para

. . ) -1 -1
qualquer que seja A, sua variancia aumentara conforme A™" se afasta de 37.

Como outra alternativa para a escolha de 3, Khatri (1966) sugere que
quando a matriz X é desconhecida e nao estruturada, pode-se fazer A =S, a qual é

uma estimativa de ¥ obtida por meio das observacoes e dada por:
S=(n.-¢)"Y[I-X(X'X)'X]Y. (3.48)

Neste trabalho, utiliza-se o método proposto por Khatri (1966) e Singer
(1977), em que o ajuste do MLMC requer que a matriz G’ seja particionada em G;
e G/Q, cujas dimensodes sdo p x q e p x (p—q), respectivamente, com postos G-'1 =qe
G; =p-—gq, de forma que GGy =1, ¢ GGy = 0yx(p—g)-

Para o teste do ajuste do modelo, Grizzle & Allen (1969) sugerem a

seguinte transformacao:

[Yl ‘ Yg] =Y [G1 ‘ GQ], (349)

cujo valor esperado é:
E [Y, Y:]= [X¢GG, ' X¢GGo)= X [€1 W], (3.50)

em que W =0 se o modelo ajustado for adequado.
Neste sentido, o teste estatistico de hipotese para o ajuste do polinémio

tem como hipétese nula:

HO : E(Yg) = XsG’G’Q = 0, (351)

equivalentemente a

Hy:CBU=0, (3.52)
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tendo C=1; e U = Go.

Na particao da matriz G, G; fica com os coeficientes dos polinémios
correlatos ao grau do polinomial resultante do ajuste, ou seja, o grau desejado para
o modelo e Gy, fica com os coeficientes do grau do polindémio que nao se tem interesse
em manter no MLMC, isto é, os polinémios que serao descartados. As estatisticas

do teste sao obtidas por:

E = G,SG, (3.53)

H=G,YX(XX)'X'YGo,, (3.54)

tendo sua adequagao verificada pelo critério da razao de verossimilhanca (RV) gene-

ralizada de Wilks obtido por:

Bl
H + E|

(3.55)

e seu teste é dado por:
1 o 2
—|n.—g- é(p -g)|InA, com distribuigao X{(gx(p-1))* (3.56)

Para a decisao acerca do grau do modelo polinomial mais adequado
para descrever o comportamento das variaveis respostas TD e TR, foram utilizados

os seguintes passos para cada uma das classes polinomiais nao usuais avaliadas:

1. O processo inicia-se com o grau polinomial mais alto que pode ser ajustado

como modelo preditivo. Nesse caso, ¢ dado por (p—2), ou seja, 52 grau.

2. Faz-se o teste da RV para o grau do modelo que esta sendo ajustado. Se o
resultado for significativo, tem-se a necessidade desse grau polinomial para a
predi¢ao do fenémeno e, caso contrario, passa-se para o grau (p —3), ou seja,

4° grau para a anélise de significancia.

3. Este procedimento é repetido toda vez que nao se verificar a significancia do
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resultado do teste.

4. Define-se como modelo de ajuste dos dados o modelo anterior aquele que tiver
o resultado do ajuste do teste de grau polinomial mais baixo significativo e

mais simples quanto & expressao matemaética.

Apo6s a definicao do grau do polinémio do modelo, segundo Souza
(1989), deve-se, entao, obter as estimativas de & e Var(€) a partir das expressoes a
seguir:

€= (X'X)'X'YS'G(G:S'G)) (3.57)

n-g-1 1

-1 ng-_p (S G) eXX) (358

Var(€) =

A matriz de covariancias de £ é dada por:

[ Var€) | o ¢ 6 |
o I ) o | 550
é ¢ ¢
G ¢ ¢ | Var(&) |

com Var(&;) de ordem g x (q+1) parai=1,...,g.
Como G = E;Gl tem-se que:

Var(B;) = Var(§,G1) = G Var(&)G. (3.60)

Apos selecionados os modelos utilizados para descrever o comporta-
mento das variaveis mecanicas TD e TR via MLMC, houve interesse em construir o
intervalo de confianga simultaneo de Hotelling (ICS) para as estimativas das diferen-
cas de médias entre os grupos estudados nas sete concentragoes de célcio, a fim de

identificar em quais concentragoes de calcio estas sao significativas. O ICS é obtido
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da seguinte maneira:

a(8,-By)=a (B - Br) + /G [TVar(€) + Var(€,)]Ga (3.61)

/ ’ . ’ . . .
com a = [ay,...,a,] formado apenas por nimeros binarios, no qual um indica os

pares de médias que estao sendo avaliados. A constante ¢ é dada por:

c= w * Flasping+n s —p-1)- (3.62)
ni+ny —p-1 i

O ICS avalia as diferencgas dos grupos nas concentracoes de célcio, ou
seja, se existe a presenca do valor zero dentro de cada um dos ICS estudados. Caso o
valor esteja contido, conclui-se que a diferenca de médias é nao significativa, ou seja,
as médias comparadas sao estatisticamente iguais, porém, se o valor zero estiver fora

do intervalo, ha evidéncias de que as médias testadas diferem entre si.
Para a verificacao da adequabilidade dos modelos selecionados,
considera-se a soma de quadrados dos desvios (SQD) entre as médias amostrais e
estimadas pelos modelos ajustados. Quanto menor for o valor da SQD, mais préximo

do comportamento bioldgico das respostas estara o modelo em consideragao, isto ¢,

maior adequacidade do preditor ao fenémeno biologico.



4 RESULTADOS

Para a realizacao dos procedimentos analiticos na presente pesquisa,
utilizam-se quatro grupos experimentais resultante da combinagao de dois fatores
de interesse (cirurgia e dieta) cujas variaveis biologicas TD e TR sdo mensuradas
em sete diferentes concentragoes de célcio tendo como vetor de resposta as medidas
de cada um dos ratos considerado como a unidade experimental multivariada. O
procedimentos estatisticos realizados, neste trabalho, foram executados no software

R Core Team (2018) versao 3.4.4.

4.1 Medidas descritivas

A estrutura esquemética dos quatro grupos e os seus respectivos ta-

manhos amostrais para as varidveis TD e TR sao apresentados no Quadro 3.

Quadro 3: Estrutura dos grupos experimentais

Grupo | Cirurgia Dieta Nimero de animais
G1 EAo Normolipidica 12
G2 EAo Hiperlipidica 13
G3 Sham | Normolipidica 13
G4 Sham Hiperlipidica 14

Pelo Quadro 3, pode-se observar que o experimento refere-se a dados
nao balanceados em que G1 possui 12 animais, G2 e G3 com 13 e G4 com 14 tota-

lizando em 52 animais, tanto para a TD quanto para a TR. Essa nao igualdade de
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tamanho amostral nos grupos, justifica-se pelas eventuais perdas e possiveis descartes
pelo critério de inclusao do animal ao estudo.

As medidas descritivas (média e desvio padrao) sao apresentadas se-

gundo as concentragoes de calcio administradas nos quatro diferentes grupos.

Tabela 4.1: Média e desvio padrao da TD segundo a concentragao de célcio (mM) e
grupos

Concentragoes de calcio (mM)

05 10 15 20 25 30 35

Grupo Medida Descritiva

o1 Média 4,465 4,717 5,153 5,385 5,618 5,811 5,930
Desvio Padrao 0,738 0,799 0,861 0,852 0,877 0,911 0,962
a9 Média 4,414 4,757 5,212 5,491 5,701 5,873 5,987
Desvio Padrao 1,500 1,703 1,817 1,920 1,917 1,976 2,144
a3 Média 4,666 5,193 5,713 5978 6,193 6,350 6,423
Desvio Padrao 1,225 1,397 1472 1,494 1,543 1,648 1,638
ad Média 4,087 4,693 5,259 5,665 5,903 6,071 6,188

Desvio Padrao 1,218 1,354 1,383 1,396 1,353 1,296 1,288

E possivel observar, na Tabela 4.1, que a média da varidvel mecanica
TD para todos os grupos avaliados ¢é crescente em valor, de acordo com o aumento das
concentragoes de calcio; indicando um modelo continuo de crescimento por unidade
de célcio, como resposta funcional da TD em relagao as concentragoes. O mesmo
crescimento é observado para o desvio padrao em G1, G2 e G3, excetuando-se as
concentracoes 2,0, 2,5 e 3,5 de cada grupo respectivamente. Para o G4, o desvio
padrao apresenta aumento em seu valor até a concentracao 2,0 mM, tendo queda
nas concentragoes trés dltimas concentragoes.

Pode-se, também, observar que ocorrem valores de média mais altos
nas concentracoes no G1 e G3, logo os mais baixos ocorrem em G2 e G4.

A Figura 4.1 apresenta o perfil médio de respostas da varidvel TD para



62

os grupos estudados.
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Figura 4.1: Grafico do perfil das médias dos grupos de G1, G2, G3 e G4 para a variavel
TD.

A seguir sao apresentadas as medidas descritivas (média e desvio pa-

drao) da varidvel TR para cada um dos quatro grupos avaliados.



63

Tabela 4.2: Média e desvio padrao da TR segundo a concentragao de célcio (mM) e
grupos

Concentragao de célcio (mM)

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Grupo Medida Descritiva

- Meédia 0,918 0,831 0,819 0,814 0,812 0,803 0,790
Desvio Padrio 0,408 0,386 0,382 0,380 0,373 0,373 0,360
- Média 0,98 0,885 0,872 0,855 0,855 0,853 0,845
Desvio Padrdao 0,296 0,255 0,256 0,269 0,255 0,243 0,245
- Média 0,554 0,514 0,506 0,498 0,491 0,488 0,479
Desvio Padrdo 0,131 0,122 0,112 0,112 0,122 0,124 0,122
- Meédia 0,580 0,528 0,514 0,506 0,503 0,510 0,500

Desvio Padrao 0,216 0,182 0,177 0,174 0,176 0,184 0,195

Na Tabela 4.2 sao apresentadas as medidas descritivas da variavel fun-
cional TR para os quatro grupos. Observa-se que para todos os grupos conforme
aumentam os valores das concentragoes de calcio, decrescem os valores das médias
da variavel; com exce¢ao de G4 na concentragao 3,0 mM em que ocorre um pequeno
aumento. Nesta variavel, a relacao funcional indica o crescimento negativo, ou seja,
decrescimento a medida que ha a elevagao da concentragao de calcio. Verifica-se,
também, que G1 e G2 apresentam médias superiores as encontradas em G3 e G4.
Para o desvio padrao, pode notar pouca variabilidade nos valores de TR ao longo
das concentragoes dentro de cada grupo estudado.

A Figura 4.2 apresenta o perfil médio de respostas da variavel TR para

os grupos estudados.
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Figura 4.2: Grafico do perfil das médias dos grupos de G1, G2, G3 e G4 para a variavel

TR.

Sao apresentadas, a seguir, as associacoes lineares entre as respostas

das variaveis mecanicas nas concentracoes consideradas.

Tabela 4.3: Matriz de correlagao da variavel TD nas concentragoes de célcio (mM)

Ca

Ca 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

0,5 1,000 0,968 0,949 0,928 0,917 0,895 0,885
1,0 1,000 0,989 0,971 0,955 0,927 0,907
1,5 1,000 0,993 0,983 0,964 0,946
2,0 1,000 0,994 0,980 0,966
2,5 1,000 0,993 0,982
3,0 1,000 0,994
3,5 1,000
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Tabela 4.4: Matriz de correlagao da variavel TR nas concentragoes de calcio (mM)

Ca
Ca 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
0,5 1,000 0,984 0,984 0,986 0,986 0,985 0,962

1,0 1,000 0,998 0,997 0,997 0,995 0,990
1,5 1,000 0,998 0,998 0,996 0,991
2,0 1,000 0,997 0,995 0,989
2,5 1,000 0,997 0,994
3,0 1,000 0,986
3,5 1,000

As correlacoes lineares de Pearson para as variaveis TD e TR nas
diferentes concentragoes de célcio, apresentaram resultados altamente significativos
(p <0,001) entre todos os possiveis pares analisados de concentragoes.

Destaca-se que os valores sao muito préoximos, indicando uma certa es-
tabilidade na associacao, independente da concentragao observada, tendo as matrizes

aproximadamente uma estrutura de equicorrelagao.

4.2 Modelo linear multivariado

Inicialmente, para o procedimento multivariado da comparacao dos
dois fatores foram verificadas as suposicoes basicas para a aplicacao da técnica da
MANOVA

Os graficos Q-Q sao apresentados para cada grupo formado a partir da
combinacao dos fatores cirurgia e dieta. A normalidade multivariada foi verificada
por meio da inspecao visual do grafico Q-Q cujo eixo da ordenada apresenta o quantil
da distribuicao qui-quadrado e o eixo da abscissa as distancias de Mahalanobis em

ordem crescente de valor.
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Figura 4.3: Grafico Q-Q de G1, G2, G3 e G4 para a variavel TD.

A Figura 4.3 apresenta o grafico Q-Q da variavel TD para os quatro
grupos estudados, na qual é possivel observar que em todos os grupos a configura-
¢ao dos pontos se aproxima de uma tendéncia linear, indicando que a suposicao de

normalidade multivariada pode ser considerada satisfeita.
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Figura 4.4: Gréafico Q-Q de G1, G2, G3 e G4 para a variavel TR.

A Figura 4.4 apresenta o grafico Q-Q para os grupos estudados conside-

rando a variavel mecanica TR, sendo possivel observar um comportamento préximo a

uma reta para os quatro grupos analisados, assegurando assim, a possivel existéncia

de normalidade multivariada dos dados.

A homogeneidade das matrizes de covariancias dos grupos foi verificada

pela extensao do teste univariado de Levene a partir das raizes quadradas positivas

da soma das diferencas absolutas das unidades experimentais, em relacao a mediana
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de grupo, realizada para cada uma das varidveis mecanicas do estudo por meio da
técnica ANOVA para o modelo com o fator grupo em quatro niveis.

O resultado do teste de homogeneidade para a variavel TD nao indicou
a rejeicao da hipotese nula, ou seja, é assegurada que héd homogeneidade das matrizes
de variancias ao nivel de 5% de significancia, tendo apresentado valor da estatistica
F = 2,091 com valor-p = 0,113. Para a variavel mecanica TR o valor obtido na
estatistica foi de F = 2,368 e valor-p = 0,082 havendo, assim, indicativo de que as
matrizes de variancia associadas aos grupos sao homogéneas.

Os resultados obtidos para a técnica da MANOVA para a variavel TD

estao apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Resultado do modelo de anélise de varidncia multivariada para a variavel TD

Fonte de Variacao | Valor da estatistica | Valor-p
Cirurgia 0,739 0,062
Dieta 0,784 0,148
Cirurgia e Dieta 0,942 0,916

O resultado obtido para a interacao apresentou-se nao significativo
(p>0,05), o que indica que os fatores principais podem ser considerados isoladamente
e os seus niveis comparados entre si. O resultado do teste para os fatores isolados
dieta e cirurgia nao apresentaram significancias (p > 0,05), ou seja, nao foi possivel
detectar diferencas entre os vetores de médias nas dietas administradas. Portanto,
o procedimento cirirgico com a colocagao ou nao do clipe nao apresentou resultado
significativo para a varidvel TD. Contudo, sob o ponto de vista pratico, ha indicativo
biologico da evidéncia clinica da cirurgia (p = 0,062) e pouco provéavel para a dieta

(p = 0,148).
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Tabela 4.6: Resultado do modelo de anélise de varidncia multivariada para a variavel TR

Fonte de Variagao | Valor da estatistica | Valor-p
Cirurgia 0,629 0,004
Dieta 0,852 0,420
Cirurgia e Dieta 0,932 0,873

Na MANOVA apresentada na Tabela 4.6 para a variavel TR, é possivel
observar que o resultado da interacdo entre cirurgia e dieta nao é significativo (p
>0,05). O fator dieta, também, ndo apresentou diferenga significativa em seus niveis
(p >0,05). Ha diferenga estatistica significativa (p < 0,05) para o fator cirurgia, ou
seja, os animais EAo e Sham possuem perfis médios de respostas diferentes.

Com o indicativo de que existe diferenca nos componentes médios ve-
toriais do fator cirurgia em seus niveis nas diferentes concentragoes calcio para a
variavel TR, realizaram-se os limites de confianga simultaneos de Hotelling apresen-
tados na Tabela 4.7 a fim de identificar em quais pares de concentracao de calcio

ocorreram as diferengas.

Tabela 4.7: Limites do intervalo de 95% de confianga simultaneo para as diferengas de
médias da varidvel TR para o fator cirurgia em cada concentracao de célcio

Concentragoes de calcio
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Inferior 0,328 0,295 0,295 0,292 0,296 0,290 0,288
Superior 0,435 0,381 0,379 0,377 0,379 0,371 0,368

Limite

A partir da Tabela 4.7 constata-se que o valor zero nao esta contido
nos intervalos de confianca para todas as concentragoes, ou seja, pode-se observar
os resultados significativos (p < 0,05) para todos os pares de comparagoes de mé-

dias, concluindo-se que, em todas as concentracoes, as respostas médias dos animais
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submetidos & EAo apresentam valores médios maiores que os animais Sham caracte-

rizando uma situacao de prejuizo em algumas fungoes do coracao.

4.3 Modelo Linear Multivariado de Crescimento

Empregou-se a técnica de analise de variancia multivariada para curvas
de crescimento (GMANOVA) proposta por Potthoff & Roy (1964) para o estudo lon-
gitudinal envolvendo toda a estrutura de variabilidade nas diferentes concentracoes
de célcio avaliadas ao longo da manobra proposta, como também, a obtencao de um
modelo polinomial que caracterizasse as respostas biologicas das variaveis mecanicas
TD e TR nos quatro grupos

As Tabelas 4.1 e 4.2 mostram respectivamente que o comportamento
crescente da TD é caracterizado pelo aumento da concentragao de calcio, enquanto
que para a variavel TR, seu comportamento decresce com o aumento do célcio.

Necessita-se da matriz G formada pelos coeficientes dos polinémios
ortogonais para a realizacao dos testes do ajuste do modelo para as seis relacoes
funcionais avaliadas.

Para as concentragoes de célcio tomadas nos valores originais, com o
espacamento de 0,5 mM, foram utilizados os coeficientes dos polindmios ortogonais
das concentragoes de calcio, que estao disponiveis em Montgomery (2004).

Quando as concentragoes de calcio foram algebricamente transforma-
das, nao é possivel assegurar a existéncia do equiespacamento entre as doses conse-
cutivas. Neste sentido, houve a necessidade de gerar os elementos polinomiais para
comporem a matriz G’, os quais foram obtidos pelo processo de ortonormalizagao
de Gram-Schmidt. As matrizes dos coeficientes para cada uma das situagoes sao

apresentadas a seguir:
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A seguir, na Tabela 4.8, sao apresentados os resultados estatisticos
relativos aos graus dos polindmios para os seis modelos propostos.

Tabela 4.8: Valor-p da estatistica de teste (RV) para os graus do polinémio para a TD
segundo o modelo polinomial proposto

Grau do polinémio
5 4° 30 20 1° 0°
Ca 0,0143 0,0006 0,0016 0,0003 <0,0001 <0,0001
VCa 0,5214 0,0320 0,0002 0,0001 <0,0001 <0,0001

Polinémio

= 0,6071 0,2823 0,3736 0,5766 <0,0001 <0,0001
ch_a 0,9845 0,7356 0,4151 0,0035 <0,0001 < 0,0001

In(Ca+1) 0,7180 0,0719 0,0012 0,0003 <0,0001 < 0,0001

e 0,9548 00,8706 0,5713  0,5446  <0,0001 < 0,0001

A partir dos resultados da Tabela 4.8 é possivel observar a significancia
dos polinoémios avaliados do 5° ao 1° grau. Em relagao a significancia do polinémio
que utiliza a concentracao de calcio original (Ca), este é significativo para todos
os graus avaliados. Ja no modelo que envolve a raiz quadrada da concentracao de
calcio (v/Ca), a significancia se da a partir do 4° até o 1° grau. Para o inverso da
concentracao de calcio (&) e para o polinomio associado ao inverso do logaritmo
natural da adigao da concentracao de calcio & unidade m, os valores-p foram
significativos apenas para o 1° grau. O polindmio, definido como o inverso da raiz
quadrada da concentragao de calcio (V%)’ teve os ajustes dos modelos a partir do
grau 2 sendo significativos; ja para o logaritmo natural da adi¢ao da concentracao
de calcio a unidade (In(Ca + 1)) a significancia ocorre nos polinémio de 39, 2° e
19 graus. Diante deste contexto, os ajustes realizados com os polinémios inverso da
concentragao de calcio (&) e inverso do logaritmo natural da adi¢ao da concentracao
de calcio a unidade (m) foram os de menor grau encontrados para descrever o
comportamento da variavel TD, sendo caracterizados por um polinémio de grau 2.

Para os modelos selecionados para a variavel TD sao apresentadas as
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respectivas matrizes de parametros estimados e seus desvios padrao:

1. Matriz dos parametros estimados para o modelo polinomial inverso da concen-

tragao de célcio (&)

[ 13982 1,167 0483 |
-14,125 -1,285 0,484
-15,323 -1,520 0,494

| -14,517 -1,797 0,568

782N
Il

(4.1)

A primeira linha da matriz corresponde aos coeficientes polinomiais do mo-
delo da resposta média da varidvel mecanica TD para G1, na segunda linha
estao os coeficientes polinomiais de G2, na terceira de G3 e na quarta de G4,
determinando assim, os polindmios de 2° grau no inverso da concentracao de

calcio.

Apresenta-se a matriz dos desvios padrao estimados das estimativas dos para-

metros:
0,162 0,023 0,012

—_— 0,156 0,022 0,012
0,156 0,022 0,012
0,150 0,021 0,011

Com base no modelo polinomial inverso da concentracao de célcio, foram esta-
belecidas as médias estimadas para a variavel TD para cada concentracao de

céalcio.



Tabela 4.9: Médias da TD obtidas a partir polinomio de 2° grau em =

)

1
Ca

Concentragoes de calcio

Grupo
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Gl 4471 4,748 5,162 5,430 5,609 5,737 5,833
G2 4425 4,780 5,221 5,503 5,691 5,824 5,924
G3 4,683 5,18 5,682 5,993 6,198 6,344 6,452
G4 4,170 4,782 5364 5,726 5,966 6,136 6,261

2. Matriz dos parametros estimados para o modelo polinomial inverso do loga-

ritmo natural da adicao da concentragao de célcio & unidade

-13,949
14,094
-15,267

| 14,487

782N
Il

1,187
-1,307
1,531
1,827

0,494
0,496
0,494
0,580

1 .
In(Ca+1)"

(4.3)

A primeira linha da matriz 4.3 corresponde aos coeficientes polinomiais do mo-

delo escolhido que permite realizar a estimacao da resposta média da variavel

mecéanica TD para G1 em qualquer que seja o nivel de célcio, analogamente,

na segunda linha estao os coeficientes polinomiais de G2, terceira de G3 e a

quarta de G4.

Na sequéncia, é apresentada a matriz dos desvios padrao estimados das esti-

mativas dos parametros:

0,162
0,156
0,156
0,150

0,023
0,022
0,022
0,022

0,013
0,012
0,012
0,012

(4.4)



76

A partir do modelo polinomial inverso do logaritmo natural da adi¢ao da con-

centragao de calcio a unidade obtido para os grupos estabeleceram-se médias

estimadas para a variavel TD em cada uma das concentragoes de célcio.

Tabela 4.10: Meédias da TD obtidas a partir do polindmio de 2° grau em

Concentragoes de célcio

Grupo
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Gl 4460 4,723 5,132 5,406 5,598 5,739 5,847
G2 4414 4,754 5,191 5,480 5,680 5,827 5,941
G3 4,668 5,157 5,644 5959 6,175 6,333 6,454
G4 4,157 4,750 5,328 5,701 5,957 6,144 6,288

1
In(Ca+1)

Em prosseguimento, sao apresentados os resultados das analises da

variavel mecanica TR quanto as curvas de crescimento.
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Tabela 4.11: Valor-p da estatistica de teste (RV) para os graus do polindémio para a TR
segundo o modelo polinomial proposto

Grau do polinémio
5° 49 30 20 19 0°
Ca 0,4495 0,0032 0,0042 0,0001 <0,001 <0,0001
VCa 0,8003 0,1066 0,0932 0,0015 0,0008 <0,0001

Polinomio

= 0,1394 10,3441 0,2765 0,2437 0,1458 < 0,0001
jc_a 0,6495 0,3584 0,4469 0,1156 0,0350 < 0,0001

In(Ca+1) 0,8066 0,1229 0,1044 0,0016 <0,001 <0,0001

m 0,5439 0,3776 0,3961 0,2439 0,1324 <0,0001

Pelos resultados da Tabela 4.11, pode-se notar que o valor-p, quando
utilizado o modelo com a variavel sem transformagcao (Ca), apresentou-se significa-
tivo a partir do modelo de 4° grau.

Para os modelos com raiz quadrada da concentracio de calcio (v/Ca)
e logaritmo natural da adi¢ao da concentragao de célcio a unidade (In(Ca+ 1)), os
valores significativos se deram nos polinémios 12 e 2° graus.

Para os modelos inverso da concentragao de calcio (&) e inverso do
logaritmo natural da adicao da concentragao de célcio a unidade (m) estes
apresentaram p-valores significativos no grau zero.

Dessa forma, os modelos inverso da concentragao de calcio () e in-
verso do logaritmo natural da adicao da concentragao de calcio a unidade (m)
sao os mais indicados para descreverem o comportamento da varidvel TR por meio
de curvas polinomiais de crescimento.

Neste sentido, o procedimento de Potthoff & Roy (1964) indica o mo-
delo polinomial de 1° grau como o melhor representativo para o estudo longitudinal
da TR em funcao da manobra de célcio.

Nos modelos de 1° grau selecionados, para a variavel mecanica TR, sao

apresentadas as matrizes de parametros estimados e seus desvios padrao nos quatro
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grupos estudados, respectivamente:

1. Matriz dos parametros estimados para o modelo polinomial inverso da concen-

tragao de célcio (&)

[ 2,028 0,074 |
-2,262 0,103
-1,297 0,055

| 1,348 0,069

(4.5)

7225
Il

Matriz dos desvios padrao estimados das estimativas dos parametros é dada

por:

0,202 0,012
0,194 0,011
0,194 0,011
0,187 0,011

Com a utilizacao do modelo polinomial inverso da concentracao de célcio,
obtiveram-se as médias estimadas para a variavel TR em cada uma das con-
centracoes de célcio em cada um dos grupos.

Tabela 4.12: Média da TR obtidas a partir do polinémio de 1° grau em &

Concentragoes de célcio
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Gl 0,829 0,779 0,762 0,754 0,749 0,746 0,743
G2 0943 0873 0,850 0,838 0,831 0,826 0,823
G3 0,537 0,000 0,487 0481 0477 0,475 0,473
G4 0,568 0,521 0,506 0,498 0,493 0,490 0,488

Grupo

2. Matriz dos parametros estimados para o modelo polinomial inverso do loga-

ritmo natural da adicdo da concentracao de célcio & unidade —A—:
In(Ca+1)
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~2,023
-2, 257
~1,296
1,344

0,073
0,102
0,055
0,068
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(4.7)

A matriz dos desvios padrao estimados das estimativas dos parametros

¢ exibida como:

[ 0,202
0,194
0,194

| 0,187

0,012 |
0,011
0,011
0,011 |

(4.8)

Utilizando o modelo polinomial inverso do logaritmo natural da adicao

da concentracao de calcio a unidade, estabeleceram-se as médias estimadas para a

variavel TR nas concentragoes de calcio estudadas.

Tabela 4.13: Média da TR obtidas a partir do polinémio de 1° grau em (m)

Concentragoes de célcio

Grupo
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
Gl 0,826 0,778 0,761 0,753 0,747 0,744 0,741
G2 0,939 0,872 0,849 0,837 0,829 0,824 0,820
G3 0,536 0,500 0,487 0,481 0,477 0,474 0,472
G4 0,565 0,520 0,505 0,497 0,492 0,488 0,486

Nas Tabelas 4.14, 4.15, 4.16 e 4.17 com nivel de 95% de significaAncia

sao apresentados os ICS de Hotelling para as diferencas entre os pares de médias dos

grupos de interesse nas diferentes concentragoes de calcio.
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Tabela 4.14: Intervalos de confianga simultdneo de Hotelling para as diferencas entre as
médias de dois grupos para a TD no modelo inverso da concentracao de

célcio ( % )

(Calciol EAo Sham Normo Hiper
Normo x Hiper Normo x Hiper EAo x Sham EAo x Sham
Grupo Gl x G2 G3 x G4 G1 x G3 G2 x G4
0,5 (-0,314;0,406)  (0,174;0,850)*  (-0,149;0,572) (-0,592;0,082)
1 (-0,441;0,376)  (0,021;0,786)*  (0,029;0,846)* (-0,380;0,384)
1,5 (-0,485;0,366) (-0,080;0,717)  (0,093;0,946)* (-0,256;0,541)
2 (-0,512;0,365) (-0,144;0,677)  (0,124;1,002)* (-0,187;0,634)
2,5 (-0,530;0,367) (-0,187;0,651)  (0,140;1,037)* (-0,144;0,695)
3 (-0,543;0,368) (-0,218;0,634)  (0,150;1,062)* (-0,115;0,738)
3,5 (-0,552;0,370) (-0,242:0,622)  (0,157;1,080)* (-0,094;0,770)
* b <0,05

Na Tabela 4.14, a qual apresenta os ICS de Hotelling para a variavel
mecanica TD no modelo inverso da concentracao de célcio (&), é possivel observar
que quando comparado G1 x G3 (EAo Normo x Sham Normo) o zero se encontra
fora dos intervalos (resultados significativos) excetuando-se a concentragao 0,5 mM,
ou seja, ha diferenca entre os pares de médias de animais EAo e Sham, quando estes
receberam dieta Normo, exceto para a concentracao basal (0,5 mM).

Para a comparacao G3 x G4 (Sham Normo x Sham Hiper), o valor
zero nao estd contido no intervalo apenas nas concentragoes 0,5mM e 1,0mM de
calcio, ou seja, para essas duas concentragoes hé diferenca dos animais Sham quando
esses recebem diferentes dietas com respostas médias mais altas na dieta Normo.

Nas comparagoes G1 x G2 (EAo Normo x EAo Hiper) e G2 x G4
(EAo Hiper x Sham Hiper) nao foi possivel encontrar diferenca estatistica entre as

respostas médias em todas as concentragoes.
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Tabela 4.15: Intervalos de confianga simultdneo de Hotelling para as diferencas entre as
meédias de dois grupos para a TD no modelo inverso do logaritmo natural

da adigao da concentracao de célcio a unidadem

(Caleiol EAo Sham Normo Hiper
Normo x Hiper Normo x Hiper EAo x Sham EAo x Sham
Grupo Gl x G2 G3 x G4 Gl x G3 G2 x G4
0,5 (-2,452;2,544) (-1,827;2,849)  (-2,290;2,707) (-2,595;2,081)
1 (-2,862;2,799) (-2,242;3,056)  (-2,396;3,265) (-2,653;2,645)
1,5 (-3,008;2,890) (-2,444;3,076)  (-2,436;3,461) (-2,622;2,897)
2 (-3,109;2,962) (-2,583;3,098)  (-2,483;3,588) (-2,619;3,062)
2,5 (-3,187;3,021) (-2,687;3,123)  (-2,526;3,681) (-2,628;3,182)
3 (-3,248;3,071) (-2,768;3,146)  (-2,565;3,754) (-2,640;3,274)
3,5 (-3,299;3,112) (-2,833;3,167)  (-2,599;3,813) (-2,653;3,347)

A partir dos resultados obtidos para os ICS da Tabela 4.15 para
o modelo inverso do logaritmo natural da adicao da concentragao de calcio a
unidadem, nao foi possivel encontrar diferenca estatistica nos perfis médios dos
grupos nas diferentes concentracoes de calcio em todas as comparacoes realizadas

entre os grupos.
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Tabela 4.16: Intervalos de confianga simultdneo de Hotelling para as diferencas entre as
médias de dois grupos para a TR no modelo polinomial inverso da raiz
quadrada da concentragao de célcio (&)

(Calciol EAo Sham Normo Hiper
Normo x Hiper Normo x Hiper EAo x Sham EAo x Sham
Grupo Gl x G2 G3 x G4 Gl x G3 G2 x G4
0,5 (-0,189;-0,037)*  (-1,251;1,189)  (-1,163;0,579) (-1,255;0,506)
1,0 (-0,128;-0,058)*  (-0,583;0,539)  (-0,680;0,121) (-0,756;0,054)
1,5 (-0,119;-0,055)*  (-0,535;0,498)  (-0,644;0,093) (-0,717;0,029)
2,0 (-0,118;-0,049)*  (-0,572;0,537)  (-0,669;0,123) (-0,740;0,060)
2,5 (-0,119;-0,045)*  (-0,610;0,578)  (-0,695;0,152) (-0,766;0,091)
3,0 (-0,119;-0,041)*  (-0,641;0,610)  (-0,717;0,175) (-0,787;0,115)
3,5 (-0,120;-0,039)*  (-0,665;0,635)  (-0,734;0,194) (-0,804;0,134)
* b <0,05

Com os resultados apresentados na Tabela 4.16 para a varidvel meca-

nica TR é possivel observar que as comparagoes G1 x G2 (EAo Normo x EAo Hiper)

apresenta o zero fora do intervalo em todas as concentracoes de calcio, salientando

a existéncia de diferenga entre os perfis médios de resposta desses grupos. Sendo

possivel verificar que animais com EAo respondem de maneira diferenciada quando

submetidos a dietas diferentes. O perfil médio de resposta de animais com dieta

Normo apresenta valores mais baixos.

Em rela¢do as demais comparagdes: G3 x G4 (Sham Normo x Sham

Hiper), G1 x G3 (EAo Normo x Sham Normo) e G2 x G4 (EAo Hiper x Sham Hiper)

nao foi possivel identificar diferencas entre os pares de médias testadas.
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Tabela 4.17: Intervalos de confianga simultdneo de Hotelling para as diferencas entre as
médias de dois grupos para a TR no modelo inverso do logaritmo natural

da adigao da concentracao de célcio a unidadem

(Clciol EAo Sham Normo Hiper
Normo x Hiper Normo x Hiper FEAo x Sham  EAo x Sham
Grupo Gl x G2 G3 x G4 Gl x G3 G2 x G4
0,5 (-0,123;-0,101)*  (-0,203;0,146)  (-0,415;0,165)* (-0,499;0,247)*
1,0 (-0,098;-0,088)*  (-0,102;0,061)  (-0,336;0,219)* (-0,410;0,292)*
1,5 (-0,091;-0,082)*  (-0,091;0,056)  (-0,326;0,220)* (-0,397;0,290)*
2,0 (-0,088;-0,079)*  (-0,095;0,063)  (-0,328;0,214)* (-0,397;0,282)*
2,5 (-0,087;-0,076)*  (-0,100;0,070)  (-0,331;0,209)* (-0,399;0,275)*
3,0 (-0,086;-0,074)*  (-0,105;0,076)  (-0,334;0,204)* (-0,401;0,270)*
3,5 (-0,085;-0,073)*  (-0,108;0,081)  (-0,336;0,201)* (-0,402;0,265)*
*p<0,05

A partir do resultados dos ICS apresentados na Tabela 4.17, é possivel
observar que quando comparados os grupos G1 x G2 (EAo Normo x EAo Hiper),
G1 x G3 (EAo Normo x Sham Normo) e G2 x G4 (EAo Hiper x Sham Hiper)
apresentaram o valor zero fora do intervalo de confianca para todas as concentracoes
de célcio, ou seja, ha diferencga entre os perfis médios de resposta dos grupos.

Diante das comparagoes G1 x G3 (EAo Normo x Sham Normo) e
G2 x G4 (EAo Hiper x Sham Hiper) fica evidente que a indu¢ao da EAo modifica
em qualquer circunstancia a resposta média do animal, sendo que os animais EAo
possuem respostas médias mais altas que os animais Sham.

Na comparagao G1 x G2 (EAo Normo x EAo Hiper) é possivel verificar
que os animais com EAo respondem de maneira diferenciada quando submetidos &
dietas diferentes. O perfil médio de resposta de animais com dieta Normo apresenta
valores mais baixos.

Em relagao a comparagao G3 x G4 (Sham Normo x Sham Hiper) nao
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foi possivel identificar diferencas entre os pares de médias, ou seja, para os animais
Sham nao hé diferenca entre os que administraram dietas Hiper ou Normo.

Para verificar a adequacidade dos ajustes dos modelos selecionados
obteve-se a SQD entre as médias observadas e estimadas para os grupos. Para a
variavel TD sao apresentadas as SQD para os dois polindmios selecionados, como é

possivel observar na Tabela 4.18.

Tabela 4.18: Soma de quadrados dos desvios da variavel TD para o ajuste dos modelos
de 2° grau

Modelo Polinomial
Grupo Cirurgia Dieta

1 N S

Ca In(Ca+1)
G1 EAo Normo 0,018 0,013
G2 EAo Hiper 0,007 0,005

G3 Sham  Normo 0,002 0,008
G4 Sham Hiper 0,044 0,033
Total 0,071 0,059

Os valores obtidos nas SQD apresentados na Tabela 4.18 sao pequenos,
o que indica um bom ajuste para a varidvel TD, tanto para o polindémio inverso da
concentracao de calcio (&), quanto para o inverso do logaritmo natural da adi¢ao da
concentracao de célcio a unidade (m) Esse indicativo mostra que as variacoes
que os modelos deixaram de explicar sobre a resposta biolégica da TD em funcao
dos niveis de calcio foram bem baixas.

Em relacao a variavel TR tem-se sua SQD apresentada na Tabela 4.19.
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Tabela 4.19: Soma de quadrados dos desvios da variavel TR para o ajuste do modelo de
19 grau

Modelo Polinomial
Grupo Cirurgia Dieta

1 1
Ca In(Ca+1)
Gl1 EAo Normo 0,0265 0,0281
G2 EAo Hiper 0,0046 0,0054

G3 Sham  Normo 0,0014 0,0014
G4 Sham Hiper 0,0011 0,0015
Total 0,0337 0,0365

Na Tabela 4.19 é possivel observar o resultado referente as SQD dos
modelos inverso da concentragao de céulcio(&) e o inverso do logaritmo natural da
adi¢ao da concentragao de calcio & unidade (m) para variavel TR para quatro
grupos, cujos valores obtidos sao bem pequenos, sugerindo assim um bom ajuste dos

modelos selecionados.



5 CONCLUSOES

O desenvolvimento da metodologia e os resultados encontrados permi-
tem algumas conclusoes que serao detalhadas a seguir.

A revisao de literatura possibilitou verificar que ha pouco uso de técni-
cas multivariadas em artigos cientificos na area da satude, especificamente em artigos
cientificos na &rea experimental da cardiologia, com maior escassez no uso de curvas
de respostas dos fenémenos biologicos em estudos longitudinais. Quanto ao emprego
de relagoes funcionais préoprias e adequadas para dados longitudinais, via modelo
linear multivariado de crescimento, como o adotado nesta pesquisa, raramente sao
encontradas aplicagoes nesta area, mesmo sendo esta uma area que utiliza frequente-
mente dados longitudinais e necessita de modelos estocésticos proprios para medidas
repetidas na mesma unidade experimental. Ademais, quanto ao uso de polinémios
nao convencionais, ou seja, a variavel endogena sob transformacao matemética nao
foi possivel encontrar, frente a extensa revisao realizada qualquer indicativo de uso.

Constatou-se pela técnica da analise de variancia multivariada que o
fato do animal ter ingerido dieta Normolipidica ou Hiperlipidica nao foi um diferenci-
ador relevante para respostas das variaveis mecanicas TD e TR. Quando identificada
a diferenca entre os niveis dos fatores, esta praticamente ocorreu no fator cirurgia,
ou seja, no fato do animal ter recebido ou nao o clipe.

Os ajustes realizados pela proposta de Potthoff & Roy (1964), indi-
caram que tanto a varidvel TD quanto a TR exigem transformacoes nos valores da
concentracao de calcio que sao: o inverso da concentracao de calcio (é) e o inverso
do logaritmo natural da adicao da concentragao de calcio & unidade (m) Para

o estudo longitudinal sequencial da manobra de calcio para a varidvel mecanica TD
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houve a necessidade de se utilizar polindmios de 2° grau para a estimacao do perfil
de médias nos quatro grupos, enquanto para a variavel TR foram os selecionados,
para ambos modelos, polinomios de 1° grau.

A partir dos intervalos de 95 % de confianga simultaneos de Hotelling
para as estimativas das diferencas médias obtidas pelos modelos ajustados para a
variavel TD considerando o inverso da concentracao de célcio, conclui-se que os
animais que ingeriram dieta Normo tiveram a resposta da EAo maior que o Sham,
evidenciando que houve um agravo da doenca a partir da segunda concentracao de
célcio (1,0mM). Os animais Sham apresentaram a resposta da variavel TD para a
dieta Normo maior quando comparada a Hiper até a concentracao 1,5mM de céalcio,
apontando que, para as duas primeiras concentragdes, ha uma piora (aumento de
TD) na condigdo do animal. O modelo inverso do logaritmo natural da adigao da
concentracao de célcio & unidade para a TD mostrou-se pouco robusto para identificar
diferencas entre os pares de médias avaliados nos grupos.

Quando sao analisados os intervalos para as diferencas de médias da
variavel TR para o modelo polinomial de 1° grau no inverso da concentragao de
calcio, este apenas identificou para EAo a dieta como sendo um fator modificador
nas respostas médias nos animais. Para o modelo inverso do logaritmo natural da
adicao da concentracao de calcio & unidade, verificou-se, independentemente das
dietas, que o procedimento cirirgico foi determinante na modificacao da resposta do
animal elevando os valores médios da TR no grupo submetido & inducao da EAo.
Destaca-se que a dieta acabou sendo um fator diferenciador de respostas para os
animais que foram submetidos & EAo ocasionando uma diminuicao das respostas
médias da TR na dieta Normo.

O modelo linear multivariado de crescimento apresentou mais sensi-
bilidade na identificagao das diferengas dos perfis médios de resposta dos animais
quando comparado ao modelo linear multivariado. Este apenas identificou diferenga
na variavel TR para o fator cirurgia, enquanto o outro, além da diferenga ja encon-

trada, também apontou diferencas nos animais Normo e Hiper quando estes foram
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submetidos & EAo. Para a variavel TD, nos animais Sham foram encontrados valores
médios mais elevados nos animais que receberam a dieta Normo nas duas primei-
ras concentracoes de calcio. Em relagao aos animais que receberam a dieta Normo
verificaram-se, excetuando-se o nivel mais baixo de calcio, valores médios mais ele-
vados nos animais Sham.

A partir dos resultados encontrados, de forma geral, a para os proce-
dimentos estatisticos utilizados foi possivel notar que as dietas nao se mostraram
expressivas para identificar completamente diferenciacao entre os perfis médios de
resposta dos animais nas variaveis mecanicas estudadas. Contudo, deve ser desta-
cado que em relacao as diferencas significativas encontradas entre as comparacoes de
interesse realizadas entre os grupos de estudo, o modelo linear multivariado de cres-
cimento sempre comportou-se com maior nimero de significancia quando comparado
ao modelo linear multivariado.

Em relagao a opgao por um dos modelos, conclui-se que para a variavel
TR o mais indicado consiste na utilizagao da transformacao inverso da concentracao
de célcio, enquanto que para a variavel TD utiliza-se a transformacao inverso do
logaritmo natural adicionado a unidade.

Como indicativo dos resultados obtidos para o estrutura longitudinal
das fungoes mecanicas TD e TR avaliadas em diferentes concentracoes de calcio,
para estudos futuros, recomenda-se a alteracao dos componentes valor caldrico e
quantidade de acidos graxos, a fim de obter dietas que possibilitem diferenciar a
condicao cardiaca do animal, ou seja, dietas que tenham como proposta elucidar a
melhora/piora da fungao cardiaca do animal, cabendo, também, avaliar a necessidade

da inclusao de outros fatores, como por exemplo, a atividade fisica.
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