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1 Introdugao
Em experimentos com animais nos quais as varidesigostas sdo de dificil obtencdo por

restricoes metodoldgicas, € comum acontecer qudinab dos procedimentos laboratoriais, os
tratamentos possuam numero de repeticdes diferergs® caracteriza uma situacdo de
desbalanceamento, com implicacées na andlise dkneir e testes para avaliacdo dos efeitos dos
tratamentos. Em experimentos fatoriais ndo balalosgaa matriz X do delineamento experimental
possui colunas nao ortogonais, o que inviabilizstamacao dos efeitos principais e as interacdes de
forma independente: para cada efeito a ser estimadkressario, entdo, realizar um ajustamento aos
demais efeitos presentes no modelo. Em softwartesisticos como o SAS/STATdo Statistical
Analysis System [3] e 0 R [1], existem opcdes especificas paralismalesses experimentos
desbalanceados, via calculo das somas de quadapdopriadas. Neste trabalho, apresentamos e
discutimos um exemplo de analise de dados deslealdas oriundos de um experimento para avaliar
o efeito combinado das concentragfes de CO2 e lle smbre parametros bioquimicos e defesas
antioxidantes do peixe padbiaractus mesopotamicus, que € uma das principais espécies cultivadas
no Brasil [2].

Varios compostos e mudangas ambientais influenei@anidade animal nos sistemas aquicolas.
Nas ultimas décadas, as implicagbes na qualidad#ental relacionadas aos diferentes fatores
abidticos, como por exemplo, o diéxido de carbomoao uso de produtos quimicos, como por
exemplo, o sulfato de cobre, tém sido extensivaeestudadas em aquicultura. Entretanto, poucos
dados estéo disponiveis sobre os efeitos combirdml@02 e do cobre sobre a biologia, fisiologia e
bioquimica dos peixes tropicais cultivados[2].

Os dados aqui analisados buscavam investigar @esefdto CO2 e do CO2 combinado com
sulfato de cobre em pacu, por meio da analise aboratdrio, de diversas caracteristicas bioquimicas
dos individuos.

Originalmente, foram obtidas e analisadas 25 veaisdé®m cada peixe. Algumas das variaveis so
podem ser medidas em érgdos dos peixes que sém pegiienos e em determinados individuos pode
ndo ser possivel a extragdo de material suficipata o método de andlise. Além disso, algumas
andlises sdo extremamente complexas e demoradgsidexque as amostras sejam congeladas e

analisadas posteriormente, pois 0s procedimenbasdtoriais ndo podem ser feitos todos ao mesmo
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tempo. Também pode ocorrer a morte de peixes dotpsazo final estabelecido para o abate. Essas
séo algumas das principais justificativas para @ ot#servacdo de alguns valores em determinados
individuos participantes do experimento.

2 Material e Métodos

Foram utilizados dados de um experimento ¢&mmesopotamicus, conduzido em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com 10 et (peixes). Os tratamentos eram constituidos
de combinacdes dos fatores niveis de CO2 (meio awirhico = 0,03% COZ1 0,2 mmHg ou
hipercarbico = 1% COR6,7 mmHg) e concentracbes de cobre (0 ou 0,4 ufig C).

O padrdao de desbalanceamento desse experimentaedempdo na Tabela 1. Algumas

combinac@es de niveis dos fatores apresentararadescexperimentais (peixes) faltantes (menos de

10 observacgfes) para todas as variaveis-resposta.

Tabela 1. Numero de repeticbes nas combinacdelveis dos fatores para as varidveis estudadas.
Niveis dos fatores

Variaveis-resposta Omg Ca L™ 0,4mg Ca'L™?
0,03 % CO2 1% CO2 0,03 % CO2 1% CO2

Na/K, RBC, Htc, Hb, CHCM, VCM 10 8 10 10
BpH 9 8 10 10
CuPlasma 7 8 10 3
FOXmv, CATmv 7 8 9 8
GSH-Pxfig, SODmb, GSH-Pxmb 7 7 9 7
SODmv 7 8 8 8
FOXmb 7 6 8 8
FOXfig, CATmb 6 8 9 8
GSH-Pxmv 6 7 8 6
SODfig 5 8 9 8
Glicose, Lactato, Piruvato, Amdnia 5 8 7 5
Proteina 5 8 6 5
CATfig 4 7 8 8

Para ilustracdo dos métodos e discussdo do proldendesbalanceamento, apresentaremos a
analise detalhada do subconjunto de dados expostoBabela 2, referentes a variavel resposta
Glicose, em peixes da espéPBianesopotamicus.

Tabela 2. Valores da variavel Glicose para cadadasacombinac¢des dos niveis dos fatores.

co2\cu* OmgL" 0,4mgL"
0,03 % 1,19;1,27;1,19; 1,27; 1,28,62; 1,30; 1,28; 0,87; 1,16; 1,47; 1,52
1% 0,60; 0,79; 1,22; 0,61; 0,95; 0,68; 0,92; 0,91 1,50; 1,07; 1,05; 1,38; 1,68

No procedimento GLM, no ambiente SAS, o calculoretor das somas de quadrados (SQ) €
obtido com a opc¢é&o descrita como Erro Tipo IIIMIODEL Satement.

352



O programa SAS utilizado para andlise da variay&@oSe obtida num experimento fatorial
desbalanceado para avaliar o efeito combinadoalazntracdes de CO2 e de cobre sobre parametros
bioguimicos e defesas antioxidantes do pBiaeactus mesopotamicus, aqui utilizada como exemplo,
€ apresentado na Figura 1. Os dados foram lidasndeplanilha Excel.

title 'Analise de Variancia de Experimento Fatobalksbalanceado CO2 x Cobre';
options nonumber nodate pagesize=1000 linesize=80;
Proc import data= um infile=" C:\....”
Dbms=Excel replace;
Getnames=YES;
Run;
* Impressao dos dados;
Proc print data=um;
Var CO2 Cobre Rep Y
Run;
* Andlise de variancia;
proc gim data=um;
class CO2 cobre;
model y = CO2 cobre CO2*cobre/ss1 ss3;
Ismeans CO2*cobre / slice = cobre ETYPE=3;
Ismeans CO2*cobre / slice = CO2 ETYPE=3;
means CO2*cobre;
Ismeans CO2*cobre / pdiff ETYPE=3;
run;
Figura 1. Programa SAS para analise de um expetinfi@torial desbalanceado 2x2.

A andlise utilizando o pacote LM do R empregouagpama apresentado no Figura 2.

requirgxlsReadWrite)

requirgcar)

requirgreshape

setwd"C:/...")

dados=read.xl8fadoshc.xIs,tolClassesc(rep("factor",2) rep("numeric',26)))

dadosm=melt(dados)

cast(dadosnGO2+cobre~variableneanna.rnT,margins=("grand_row)

cast(dadosng;O2+cobre~variablesdna.rm=T,margins=("grand_row?)

by(dadosm,dadosm$varialfle)ction(x)summarygim(value~CO2cobredata=Xx,
contrastslist(CO2=contr.sumcobre=xontr.suny)))

by(dadosm,dadosm$varialdlenction(x)anovggim(value~CO2*cobre data=Xx,
contrastslist(CO2=contr.sumcobre=ontr.sun)),test=F"))

by(dadosm,dadosm$varialie)ction(x)Anova@lm(value~CO2*cobre dataex,
contrastslist(CO2=contr.sumcobre=xontr.sum),test=F" type="111"))

Figura 2. Programa R para analise de um experinfatdoal desbalanceado 2x2.

3 Resultados e Discussao
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Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados daeani@i variancia para a variavel Glicose,
mostrando as somas de quadrados dos Tipos labtitias via procedimento GLM do SAS/STAT.

Tabela 3 — Andlise de variancia para a varidveddsk no ambiente SAS.

Fonte de variacéo GL SQ | QM ‘ F Prob>F
Modelo 3 0,96129257 0,32043086 5,40 0,0065
Erro 21 1,24629143 0,05934721
Total 24 2,20758400
Erro Tipo |
CO2 1 0,17992823 0,17992823 3,03 0,0963
Cobre 1 0,31729684 0,31729684 5,35 0,0310
CO2 x cobre 1 0,46406750 0,46406750 7,82 0,0108
Erro Tipo Il
CO2 1 0,08148782 0,08148782 1,37 0,2544
Cobre 1 0,29688889 0,29688889 5,00 0,0363
CO2 x cobre 1 0,46406750 0,46406750 7,82 0,0108

Observa-se que o valor F para o fator CO2 podeawiderado como significativo a 10% ao
utilizarmos a SQ do tipo I, mas é claramente ngnifstativo quando € utilizado a SQ do tipo Il
Conforme prevé a teoria, os resultados para aagderentre os fatores ndo se alteram quando se usam
as SQ correspondentes aos erros tipo | ou tipd\NHl.Tabela 4, sdo apresentados os resultados da
analise de variancia para a variavel Glicose, randtr as somas de quadrados correspondentes aos
erros Tipos | e lll, obtidas no ambiente R. Ao canap os resultados obtidos nos ambientes SAS e R,
€ possivel verificar que os valores das SQ sagdigente diferentes, mas os valores de F resultam

em significancias muito semelhantes para os fatores

Tabela 4 — Analise da variancia para a variaveldsk no ambiente R.

Fonte de variac&o GL SQ | QM \ F Prob>F
Modelo 3 0,9589 0,3196 5,3412 0,00682
Erro 21 1,2567 0,0598
Total 24 2,2156
Erro Tipo |
CO2 1 0,17617 0,17617 2,9439 0,10092
Cobre 1 0,31824 0,31824 5,3180 0,03140
CO2 x cobre 1 0,46456 0,46456 7,7632 0,01107
Erro Tipo I
CO2 1 0,07892 0,07892 1,3188 0,26373
Cobre 1 0,29779 0,29779 4,9763 0.03673
CO2 x cobre 1 0,46456 0,46456 7,7632 0,01107

Levando em consideracdo as andlises das 25 varidfaéi possivel comparar o nivel de
significancia do valor F de cada um dos fatorea etéracao, calculados considerando os erro tipo |

ou lll, tanto pelo SAS como pelo R.
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Tabela 5. Frequéncia observada em cada classeal@aisignificancia dos valores de F
correspondentes aos efeitos dos fatores sobréeasrdes variaveis-resposta, calculados pelo R e
pelo SAS, utilizando o erro tipo | e tipo Il

Fator Nivel de SAS R

significancia Erro tipo | Erro Tipo llI Erro tipo | Erro Tipo Il
1% 10 11 10 11
5% 3 2 3 2

CcO2
10% 1 3 0 3
ns 11 9 12 9
1% 10 10 10 10
5% 4 5 3 5

Cobre
10% 2 2 2 2
ns 9 8 10 8
1% 5 5 5 5
5% 3 3 3 3

CO2xCob

xobre 10% 2 2 2 2
ns 15 15 15 15

Na Tabela 5, sdo apresentadas as frequéncias @dweisiresposta para em cada nivel de
significancia relativo ao teste F para efeito derfgpara os dois tipos de erro. Pode ser obseryaep
tanto no SAS quanto no R, a escolha do tipo de &tsva os resultados no que diz respeito ao
julgamento da significancia dos fatores isoladass méo da interacdo. Quanto ao ambiente utilizado,
como esperado, ndo houve diferen¢a quando fotadii o erro tipo Ill, que é o adequado para estes
casos.

4 Conclusbes
Foram observadas pequenas diferencas nos valasesod@s de quadrados para os fatores do

modelo entre 0 R e 0 SAS, entretanto, os valorkesileados de F e, consequentemente, seu nivel de
significancia, foram muito semelhantes nos doisiantbs quando se utilizou o erro tipo lll. Isto
resultou nas mesmas conclusdes sobre a existémceidmde influéncia dos fatores sobre cada uma
das variaveis analisadas.

E fundamental, no ambiente R, no modglim (glm package), a especificagdo da opgéantr.sum
no comandocontrasts, o que define que a soma de quadrados a ser addcydara cada fator
isoladamente terd como base um conjunto de desvi@s soma € zero. Se essa opg¢ao nao for
especificada, apesar de ser escolhida a opcatpndl, os resultados obtidos n&o serdo corretos.
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