UNIVERSIDADE DE LISBOA
FACULDADE DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE ESTATISTICA E INVESTIGAGAO OPERACIONAL

C Ciéncias
ULisboa

Efeito Antioxidante das Framboesas — Um Estudo Longitudinal

Adilson Gracindo Cardoso Delgado

Mestrado em Bioestatistica

Trabalho de Projeto orientado por:
Professora Doutora Maria Isabel Calisto Frade Bardo

2017



Agradecimentos

Agradeco a Professora Doutora Maria Isabel Bardo toda a ajuda e aconselhamento que me permitiram
melhorar este trabalho, e & Doutora Maria Eduardo Figueira, Professora de Bromatologia da Faculdade
de Farmacia da Universidade de Lisboa, pela disponibilizacdo dos dados. Quero ainda agradecer a
Professora Doutora Lisete de Sousa, que foi uma coordenadora exemplar do Mestrado em Bioestatistica,
sempre disponivel para ajudar todos os alunos a ultrapassarem as dificuldades que surgiam.

Estou grato aos meus professores de Estatistica no DEIO/FCUL, cujos ensinamentos mudaram a minha
vida; em particular, agradeco a Professora Doutora Marilia Antunes a grande ajuda no uso eficiente do R.
O Doutor Paulo Semblano ajudou-me, também, a fazer um script reproduzindo os resultados do exemplo
de modelagdo longitudinal dos dados bodyweight do capitulo 6 de Cabral e Gongalves. Agradeco ainda
ao Doutor Carlos Ventura, do Departamento de Linguas, Literaturas e Culturas, pelo muito que me
ensinou sobre como escrever com corre¢do este trabalho, quer no texto portugués quer no sumario inglés,
e espero ndo ter estragado a revisdo que ele teve a generosidade de ir fazendo capitulo a capitulo quando
preparei o texto final usando o acordo ortografico, a que ele chama desacordo ortogréifico, ndo querendo
por isso ver a versao final.

A empresa em que trabalho — Grupo Jerénimo Martins, nos supermercados Pingo Doce — deram-

me facilidades e ajudaram a pagar as propinas de Mestrado, pelo que estou muito grato. Agradeco a Dr?
Inés Martins, dos Recursos Humanos, que se interessou pelo meu destino e cuja intervencio esteve na
origem da generosidade do Grupo Jer6nimo Martins.
Agradego a minha Mulher e Filho por me aturarem, e aturarem as minhas auséncias (a minha filha ainda
ndo deu por isso). E a todos os meus familiares, em particular os meus avds, que me educaram desde
que fiquei 6rfao de pai, e 2 minha ex-cunhada Maria José Cardoso Delgado , que me tem tratado como
um filho predileto.



il



Sumario

Procedeu-se a medi¢do de oito varidveis — glicose, triglicéridos, colesterol, HDL, LDL, LDLox, IL-1 e
IL-6 — em dez voluntarios, em jejum e a intervalos diversos apds tomarem um pequeno almogo caldrico,
em Maio; medi¢des essas que serdo consideradas controles de medigdes de casos, medi¢des analogas
feitas em Junho, depois de esses voluntérios terem uma dieta rica em framboesas, de reconhecido poder
antioxidante, durante um més. O desafio foi proceder a andlise estatistica dos dados, no que se refere ao
efeito protetor das framboesas.

No Capitulo 1 apresentamos os dados disponibilizados, referimos o padrio de evolucdo das varidveis
e referimos, de forma muito genérica o conceito de dados longitudinais. Abordamos ainda uma questao
prévia importante, a possibilidade de um ajustamento normal, por ser relevante para a andlise de dados
longitudinais.

No Capitulo 2 fazemos uma anélise inicial dos dados, centrada na investiga¢do, explicitamente pe-
dida, da eventual semelhanga de casos e auto-controles em jejum. Usamos métodos graficos reveladores,
em particular caras de Chernoff, e procedemos também a testes formais, quer admitindo normalidade
sempre que tal ndo foi rejeitado, quer numa perspetiva ndo paramétrica.

No Capitulo 3 s@o analizados os perfis de evolugdo das varidveis, e no Capitulo 4 a evolucao de cada
voluntério, fazendo-se sempre comentarios criticos sobre a colecdo de dados que foi disponibilizada.

No Capitulo 5 procede-se a uma anélise das médias relevantes, que evidenciam que ha aparentemente
resultados benéficos daquela dieta rica em antioxidantes: subida do “bom” colesterol HDL, descida do
“mau” colesterol LDL (e muito particularmente do LDLox), e descida e regularizacdo das interleucinas,
que sdo indicadores de inflamacao.

No Capitulo 6 inspiramo-nos nos exemplos tratados por Cabral e Gongalves (2012, cap. 6) e Ramsey
and Schaffer(2002, cap. 16), sobre andlise de dados longitudinais e de medi¢des repetidas, constatando
porém que os dados disponibilizados ndo permitem qualquer das andlises referidas naquelas fontes. Foi
feito um estudo sistemdtico de modelos mistos, usando-se o critério de Akaike para selecionar os que
proporcionam melhor ajustamento.

O Capitulo 7 regista os comentérios finais que nos parecem relevantes.

Palavras chave: Dados longitudinais, Modelos mistos, Antioxidantes, Framboesas
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Abstract

We have been asked to peer into data collected in May and in June — glucose, triglicerides, cholesterol,
HDL, LDL, LDLox, IL-1 and IL-6, in 10 volunteers, taken at relevant periods of time before and after
breakfast. The 10 volunteers have a massive intake of cranberries, known to be powerful antioxidants,
during the three weeks before the June measurements (cases); the May measurements are considered as
self-controls.

Chapter 1 presents the data and their evolution pattern with comments on the metabolic normal
values, pointing out that some of the volunteers used seem quite abnormal. Aside from an analysis
on changes that occur during the daily measurement times, there is a very elementary presentation on
longitudinal data analysis. Since normality is a simplifying assumption in longitudinal data analysis, we
also investigate normal fit to the data.

An initial data analysis is carried out in Chapter 2, both using graphical revealing tools such as profile
plots and Chernoff faces, and some formal tests are performed. An important goal is to comment on the
possibility of similitude of May and June data before breakfast intake.

In Chapter 3 we analyse the variables profile evolution, and in Chapter 4 the evolution of each volun-
teer is studied. Critical comments on the poor quality of the data that have been gathered are recurrently
presented.

In Chapter 5 we calculate averages and confidence intervals, that indicate that the cranberries diet
can contribute to reinforce the good HDL cholesterol and to lower the bad LDL cholesterol and LDLox,
and to reduce as well the inflamation indicators IL-1 and IL-6.

Chapter 6 refers the analysis of longitudinal data made in Cabral and Gonalves (2012, chap. 6) and
of repeated measurements in Ramsey and Schaffer (2001, chap. 16), concluding that the data at hand
have been gathered in a way that precludes similar analyses. A systematic investigation of mixed models
is carried out, and the Akaike criteriom is used to decide which of them provide a better fit.

In Chapter 7 we make some concluding comments.

Keywords: Longitudinal data, Mixed models, Antioxidants, Raspberries
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Nota Prévia

Os dados disponibilizados sdo poucos (foram obtidos usando uma amostra com apenas 10 individuos);
aquela amostra ndo € aleatdria (sdo “voluntdrios”), ndo parece ter havido critérios de inclusdo/exclusdao
dos voluntarios no estudo, e como aparentemente alguns deles estdo bastante doentes ha a possibili-
dade de tomarem medicamentos podendo assim haver confundimento incontrolado. Variantes destes
comentdarios serdo repetidamente feitos, para que nunca haja a tentacdo de confundir os resultados de
uma andlise de dados académica com resultados inferenciais sobre uma populagao.

Por outro lado, o0 mesmo tratamento (uso de antioxidantes — framboesas — entre Maio e Junho,
originando respetivamente dados de controle e dados experimentais) é aplicado aos 10 voluntdrios, ndo
se podendo pois concluir se os resultados se devem a dieta ou a simples passagem do tempo (ou outros
fatores de confundimento). Também ndo se esperou um periodo de washout para proceder a um terceiro
conjunto de medicdes depois de a dieta antioxidante ser interrompida, o que seria uma outra forma de
analisar objetivamente se a dieta de framboesas tem de facto efeito no controle das lipoproteinas e das
inflamacdes vasculares que lhe sdo genericamente atribuidas.

Nestas condi¢des procuramos mostrar a capacidade de abordar criticamente a andlise dos dados,
usando uma variedade de métodos gréficos e de abordagens mais formais, e de usar software diversificado
(EXCEL, SPSS, R e RStudio), alertando sempre para o carater de estudo piloto que este estudo ndo pode
ultrapassar.

Procurei na www indicac¢des sobre as varidveis do estudo (glicose, triglicéridos, colesterol, HDL,
LDL, LDLox, IL-1, IL-6), nomeadamente os niveis séricos considerados normais e 0s perigos associados
a valores fora dos intervalos de confianca indicados. Mas a informacdo que se encontra na net nem

sempre é confidvel, pelo que alguns dos comentérios que faco podem ser, involuntariamente, sem sentido.
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Capitulo 1

Introducao

Colesterol e triglicéridos sdo substincias lipicas essenciais mas que, combinadas no sangue com
proteinas (L — Lipoproteins), em excesso podem depositar-se em placas nas artérias, comprometendo o
sistema circulatério e possivelmente causando ateroesclerose, aumentando por isso o risco de acidentes
vasculares, cardiacos ou cerebrais. Admite-se que as lipoproteinas de elevada densidade (HDL ou o cha-
mado “bom colesterol”) diminuem o risco de acidentes vasculares, enquanto as de baixa densidade (LDL
ou “mau colesterol”’) aumentam esse risco. Julga-se que as lipoproteinas de baixa densidade oxidadas —
LDLox — aumentam o risco de ateroesclerose e consequentemente de doenga cardiaca e de acidentes
vasculares.

A hereditariedade € provavelmente a causa mais importante de colesterol ou triglicéridos elevados, e
doencas metabdlicas como a diabetes contribuem também para agravamento do nivel sérico de colesterol.
Uma dieta rica em gorduras piora a situacdo, e uma dieta equilibrada com poucas gorduras ajuda a reduzir
os valores séricos do mau colesterol, dos triglicéridos, do colesterol total e da glucose.

Juntamente com os triglicéridos, o colesterol é uma das principais e essenciais substancias gordas
presentes no sangue, e que tem duas origens: uma parte produzida pelo préprio organismo, em particular
pelo figado, e outra parte obtida através da alimentacdo, em particular pela ingestao de produtos animais,
como a carne, 0s ovos, e os produtos l4cteos.

1.1 Os dados

Procedeu-se a determinacao da glucose, triglicerideos, colesterol total, HDL, LDL, LDLox, IL-1 e IL-6
de 10 voluntérios, em jejum (tomado com origem, O horas, dos tempos de sucessivas medicdes) e apos
ingestao de um pequeno almogo abundante, com intervalos de tempo convenientes.

As primeiras medi¢des foram feitas em Maio, e seguidamente durante 3 semanas os voluntérios
ingeriram diariamente uma dose de 150g de framboesas, consideradas um antioxidante potente —
“Raspberry has an ORAC value (oxygen radical absorbance capacity) of about 4900 umol TE per
100 grams, crediting it among the top-ranked ORAC fruits.”(ver https://www.nutrition-and-you.
com/raspberry.html). Além da agfo antioxidante acredita-se que tem efeito benéfico no controle
da glucose e de mediadores inflamatérios, como interleucinas. Apds essas trés semanas de tratamento,
procedeu-se em Junho a nova determinacdo das varidveis acima referidas, em condi¢des idénticas.

Assim, cada paciente foi o seu proprio controle, e relativamente a cada varidvel dispomos de duas
séries de medi¢des repetidas. No entanto, como o mesmo tratamento foi administrado aos 10 voluntérios,
ndo vai ser possivel concluir se aquelas doses de framboesas causam as alteracdes que se observam nas

varidveis investigadas.



1.1.1 Glucose

No que se refere a glicémia, deve ter valores entre 90 e 110 mg/dL em jejum, e inferiores a 145 mg/dL
apo6s alimentagdo. Em nenhum caso deve descer abaixo de 80 mg/dL, e abaixo de 70 mg/dL ha hipo-
glicémia, perigosa. Doentes diabéticos controlados devem ter valores inferiores a 126 mg/dL em jejum
(Oh), e hemoglobina glicada inferior a 6%. A glucose elevada no sangue contribui para um aumento do
c-LDL e diminui¢do do c-HDL, para além de prejudicar a parede das artérias.

Glucose em Maio Glucose em Junho
H Voluntér;l;)empo Oh ‘ lh ‘ 2h H H Voluntérgf)empo Oh ‘ lh ‘ 2h H
1 69.0 | 60.5 | 67.6 1 65.7 | 44.1 | 64.8
2 48.3 | 334 | 58.8 2 719 | 68.4 | 93.8
3 56.6 | 59.1 | 70.8 3 69.0 | 69.5 | 89.2
4 66.2 | 57.5 | 64.3 4 673 | 70.3 | 844
5 69.5 | 62.3 | 81.0 5 65.1 | 77.1 | 69.9
6 78.8 | 77.7 | 112.5 6 80.4 | 103.6 | 74.9
7 859 | 81.5 | 88.5 7 89.4 | 110.5 | 95.9
8 655 |71.0 | 724 8 80.5 | 734 | 66.8
9 732 1599 | 68.1 9 81.0 | 92.1 | 99.7
10 63.8 | 43.7 | 71.3 10 80.0 | 49.9 | 68.7

Se as informacdes acima sdo corretas, observa-se que no inicio do estudo, em Maio, grande parte
destes voluntérios t&ém problemas de hipoglicémia.

Observa-se também que em alguns dos voluntarios o valor da glicémia desce apds ingestdo de um
pequeno-almoco rico, o que parece contrariar o que seria de esperar.

Em Junho o valor da glucose em jejum parece ter subido em varios voluntdrios para niveis mais
seguros, mas observa-se de novo uma inesperada baixa de valores séricos uma hora ap6s a refeicdo em
alguns dos voluntérios, em particular nos voluntarios 1 e 10.

1.1.2 Triglicéridos

Ap6s 12 horas de jejum, o nivel sérico de triglicéridos deve ser inferior a 150 mg/dL. No caso de historial
de doenga cardiocerebrovascular deve ser inferior a 100 mg/dL.

Triglicéridos em Maio Triglicéridos em Junho
| Tempo | [ Oh | 1h | 2h | 4h 6h | [ Oh [ 1h 2h | 4h [ 6h |
Vol. 1 125.7 | 193.0 | 196.9 | 180.7 | 141.7 126.3 | 186.1 | 249.4 | 241.9 | 198.2
Vol. 2 83.7 | 86.4 | 119.6 | 148.8 | 87.4 1425 | 156.0 | 239.0 | 172.4 | 165.8
Vol. 3 177.4 | 220.6 | 293.3 | 363.6 | 231.0 219.3 | 263.5 | 328.3 | 322.9 | 299.8
Vol. 4 85.8 | 155.6 | 189.7 | 272.8 | 112.0 88.0 | 112.5 | 166.2 | 143.4 | 113.0
Vol. 5 94.6 | 124.0 | 163.3 | 210.5 | 111.6 89.7 | 103.6 | 154.0 | 134.8 | 127.3
Vol. 6 524 | 65.7 | 90.5 | 85.7 | 122.2 753.5 | 92.7 | 166.7 | 172.2 | 168.8
Vol. 7 52.9 | 62.8 | 644 | 63.8 | 135.9 5348 | 66.7 | 629 | 754 | 111.6
Vol. 8 854 | 101.5 | 141 | 187.7 | 1074 773 | 101.0 | 126.7 | 108.9 | 82.8
Vol. 9 69.3 | 89.5 | 143.7 | 152.4 | 111.0 59.7 | 106.6 | 117.9 | 73.4 | 70.6
Vol. 10 1121 | 147.8 | 169.9 | 213.5 | 142.1 104.0 | 165.3 | 156.8 | 126.2 | 206.7

Assim, o voluntério 3 ao ser recrutado para a amostra de conveniéncia apresenta valores excessi-
vamente altos nesta varidvel, tendo portanto um risco acrescido de problemas cardiovasculares. Essa
situacdo mantém-se em Junho apoés as trés semanas de tratamento com framboesas.
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1.1.3 Colesterol

O colesterol total deve ser inferior a 190 mg/dL, mas se estiver entre 190 mg/dL e 220 mg/dL deve poder

ser corrigido com dieta e exercicio, desde que ndo haja doengas metabdlicas. Acima de 220 mg/dL inspira

maiores cuidados, sobretudo se exceder 240 mg/dL. Abaixo de 150 mg/dL também se deve consultar o

médico.

Colesterol em Maio

Colesterol em Junho

[ oo™ [ O0 [ 60 [ [ voumano o | Oh | b |
1 232 | 196.1 1 230.2 | 227.0
2 184.5 | 152.8 2 216.4 | 2139
3 219.0 | 188.6 3 182.2 | 201.0
4 171.7 | 188.3 4 174.2 | 165.8
5 147.9 | 154.7 5 132.0 | 143.8
6 158.8 | 156.9 6 164.5 | 178.9
7 193.8 | 163.9 7 171.0 | 187.7
8 194.3 | 199.2 8 215.1 | 213.4
9 158.4 | 136.3 9 145.6 | 164.0
10 168.8 | 159.7 10 174.2 | 170.8

Entre Maio e Junho observa-se em alguns doentes uma subida dos niveis séricos do colesterol em

jejum, quando decerto o tratamento com framboesa tinha como objetivo baixar esse valor.

1.14 HDL

O HDL (High Density Lipoproteins) deve ser superior a 40 mg/dL. em homens e superior a 45 mg/dL

em mulheres. Observa-se assim que alguns dos voluntérios recrutados t€ém valores demasiado baixos de

HDL (e nao foi indicado o sexo dos voluntérios).

HDL em Maio HDL em Junho

L voumao [ Oh [ 60 | [ s | Oh | 6h |
1 63.4 | 50.3 1 72.3 | 67.8
2 69.1 | 57.3 2 76.3 | 67.3
3 18.8 | 10.5 3 23.0 | 21.5
4 55.6 | 46.3 4 61.4 | 60.8
5 78.8 | 54.6 5 79.6 | 78.0
6 63.7 | 45.7 6 59.4 | 58.5
7 54.8 | 42.4 7 46.2 | 49.0
8 714 | 64.8 8 83.7 | 78.3
9 38.5 | 26.7 9 353 | 36.7
10 35.0 | 25.7 10 379 | 33.7

De novo se observa que o voluntério 3 apresenta valores muito anormais.

No que se refere as medi¢des 6 horas apds pequeno almoco, os valores em Junho sdo mais elevados

do que em Maio, parecendo portanto que o tratamento teve um efeito benéfico. No entanto, no que se

refere aos valores em jejum houve pelo contrdrio um abaixamento no que se refere aos voluntdrios 6, 7 e

0.



1.1.5 LDL

O LDL (Low Density Lipoproteins) deve ser inferior a 115mg/dL. Esta recomendacio € mais estrita —

100 mg/dL (ou mesmo 70 mg/dL) — em doentes cardio-vasculares.

LDL em Maio LDL em Junho

L vounaro o | Oh [ 60 [ | oo || Oh [ 6h ]
1 102.7 | 115.3 1 106.7 | 103.4
2 97.1 | 76.2 2 99.8 | 98.2
3 176.3 | 107.4 3 156.7 | 134.9
4 103.2 | 99.7 4 108.4 | 102.5
5 512 | 77.1 5 61.2 | 69.2
6 854 | 71.6 6 792 | 77.3
7 132.4 | 102.7 7 113.6 | 122.9
8 106.3 | 101.3 8 106.3 | 111.3
9 101.5 | 794 9 99.8 | 85.7
10 112.8 | 121.3 10 123.4 | 116.0

Nido ha informagdo sobre se alguns dos voluntarios sdo doentes cardio-vasculares. De qualquer
forma, mais uma vez o voluntdrio 3 se evidencia por ter valores indesejavelmente altos de LDL.

Observe-se que nas tabelas fornecidas o valor do voluntdrio 2 em Junho, 6h, era 982, um valor
discrepante que nos pareceu dever ser corrigido para 98.2.

No que se refere aos niveis em jejum o tratamento parece ter tido o efeito secunddrio perverso de
aumentar o “mau’colesterol nos voluntdrios 1, 2, 4, 5 e 10. J4 no que se refere aos valores 6 horas apds
ingestao do pequeno almoco nio se nota um padrio definido.

1.1.6 LDLox

O LDLox elevado é ainda mais perigoso do que o LDL (mas ndo encontrei valores de referéncia); é
aceite que pode causar inflamacdo nas artérias, contribuindo para a formacao de placas e ateroesclerose.

LDLox em Maio LDLox em Junho
H Voluntér;{)empo H Oh ‘ 4h ‘ 6h H H Voluntér;{)empo ‘ Oh ‘ 4h ‘ 6h H
1 51.6 | 85.10 | 49.7 1 42.2 | 50.9 | 37.0
2 42.8 | 61.7 | 43.7 2 39.8 | 44.0 | 39.2
3 47.5 | 71.1 | 50.0 3 432 | 49.1 | 423
4 442 | 68.6 | 46.3 4 38.6 | 43.3 | 38.0
5 504 | 79.8 | 54.2 5 30.0 | 40.7 | 31.0
6 41.1 | 71.2 | 434 6 30.3 | 5240 | 29.7
7 553 | 753 | 55.0 7 374 | 52.6 | 35.0
8 36.6 | 51.3 | 32.1 8 32.0 | 45.30 | 33.8
9 40.0 | 56.0 | 354 9 294 | 42.1 | 27.7
10 42.0 | 59.8 | 54.0 10 28.70 | 37.70 | 26.2

Observa-se que na generalidade das situagdes as medicdes em Junho t€m valores mais baixos do que
em Maio.



1.1.7 Interleucina-1

A familia de IL-1 é um grupo de 11 citosinas que t€m um papel iportante na regulagdo de reacdes de
imunidade ou inflamatérias no caso de exposicdo a inflamacdes. Nao consegui ter informacgdo sobre os
niveis séricos adequados, nem se era desejavel que o tratamento os aumentasse ou diminuisse. Na falta
dessa informagao, vou assumir que seria desejavel baixar.

O facto de as determinagdes em Maio 6h apds a refeic@o serem feitas com dois decimais para alguns
dos voluntdrios parece indicar uma alteragdo no protocolo da andlise.

IL-1 em Maio IL-1 em Junho
Tt Tt
L vouwnario™ [[Oh [ th [ 20 [4h [ oh [ | vouwaio || Oh [ 1h [ 20 [ 4h | oh |
1 46 | 48 | 49 | 40 | 4.65 1 213037 |35]| 30
2 1.5 139 ] 30|25 221 2 22 1251|3532 39
3 1.7 | 27120 |22 | 29 3 29 132 (2323120
4 27 (28|30 31| 33 4 25|28 |28 27|25
5 1.9 |23 |21 |25 3.1 5 1.8 |22 |31 |32 |27
6 33129 | 13|25 148 6 20123 (23(29)|17
7 29 | 37| 21 |24 297 7 351292420119
8 34 122 (25| 16| 244 8 211221202721
9 37138 |39 | 63| 386 9 1.6 | 23 | 1.8 | 2.1 | 1.8
10 34 |26 |43 |46 | 40 10 2512127 |41 |28

1.1.8 Interleucina-6

A IL-6 actua como uma citosina pro-inflamatéria € como uma miocina anti-inflamatéria. Nao consegui
encontrar niveis de referéncia para os valores séricos desejdveis, e o duplo papel que tem em processos
inflamatdrios contribui para ndo me esclarecer se seria desejavel que o tratamento com framboesas di-
minuisse ou aumentasse os valores séricos. Na falta dessa informacgdo, vou assumir que seria desejavel

baixar.

IL-6 em Maio IL-6 em Junho
H Volumér’}:mpo H Oh ‘ 2h ‘ 4h ‘ 6h H H VOluntér?OempO H Oh ‘ 2h ‘ 4h ‘ 6h H
1 1.71 | 2.32 | 257 | 2.73 1 213 | 245 | 246 | 2.99
2 2.02 | 340 | 3.62 | 431 2 1.86 | 2.26 | 2.84 | 2.00
3 1.35 | 246 | 3.31 | 3.70 3 1.04 | 1.47 | 1.53 | 1.29
4 1.66 | 2.8 | 3.65 | 4.08 4 1.56 | 2.02 | 2.12 | 1.67
5 1.87 | 2.34 | 3.43 | 4.30 5 143 | 193 | 2.10 | 1.77
6 2.00 | 2.09 | 3.02 | 5.20 6 212 | 252 | 3.46 | 244
7 1.59 | 1.60 | 2.00 | 2.34 7 0.85 | 1.13 | 2.74 | 1.96
8 1.50 | 2.02 | 2.83 | 3.24 8 0.54 | 0.73 | 1.69 | 1.34
9 1.58 | 3.10 | 4.10 | 3.80 9 1.62 | 191 | 274 | 2.8
10 0.55 | 1.10 | 2.34 | 3.52 10 0.32 | 041 | 1.10 | 0.24

1.1.9 Comentario

Observamos assim que se tem uma amostra de tamanho muito pequeno e de conveniéncia, que parece
ndo ter havido critérios de inclusdo/exclusdo — o que podera trazer confundimento — e que os tempos



de medigdo das diversas varidveis ndo foram sempre os mesmos, o que limita as possibilidades da andlise
por causa dos dados omissos, como se verd no capitulo sobre anélise de dados longitudinais.

Por isso este estudo deve ser encarado como estudo piloto inspirador de investigacdo usando amostras
apropriadas.

1.2 Padroes de Evolucao das Variaveis

As tabelas 1.1 a 1.8 registam o sentido da varia¢do de cada uma das varidveis nos periodos em que foram

medidas.
Tabela 1.1: Glicose
Maio Junho
Oh 1h 2h Oh 1h 2h
Vol. 1 N Iz N e
Vol. 2 N )z N Iz
Vol. 3 P /‘ 2 P
Vol. 4 N P 2 P
Vol. 5 N ) N N
Vol. 6 N )z N N
Vol. 7 N )z o N
Vol. 8 )z )z N N
Vol. 9 N e o o
Vol. 10 AW a N e
Tabela 1.2: Triglicéridos
Maio Junho
Oh 1h 2h 4h 6h Oh 1h 2h 4h 6h
Vol. 1 / /! ¢ ¢ /! / N\ N
Vol. 2 / / /! ¢ /‘ / N N
Vol. 3 / / / ¢ S / N N
Vol. 4 / / / ¢ /‘ / N\ N
Vol. 5 / /! / o /‘ /! N N
Vol. 6 / / ¢ ! /‘ ! /‘ ¢
Vol. 7 a / ¢ / S ¢ /‘ /
Vol. 8 f / f ¢ ! / N N
Vol. 9 f / f ¢ ! / N N
Vol. 10 / f f o /! M N 4




Tabela 1.3: Colesterol

Maio
Oh

6h

Junho
Oh

6h

ardardraaardrerd

N NN N ||

Tabela 1.4: LDL

Maio
Oh

6h

Junho
Oh

6h

NN | N

I NN |

Tabela 1.5: HDL

Maio
Oh

6h

Junho
Oh

6h

Vol.

Vol.

Vol.

Vol.

Vol.

Vol.

Vol.

Vol.

O[] || | W[N|—

Vol.

Vol. 10

ardrardrardrdrdrdrs

NN W |

Observa-se que hd um padrao bem definido no que se refere a HDL, LDLox e IL-6 — com variacdes
semelhantes em Maio e em Junho — mas mais dificil de interpretar no que se refere as outras varidveis.
Obviamente os eventuais padrdes sdo mais facilmente observaveis no caso de a varidvel ter poucos
registos. E por isso mais interessante observar padroes na IL-6, e a auséncia de padrdes no colesterol e

no LDL.




Tabela 1.6: LDLox

1.3 Dados longitudinais

Os dados disponibilizados sdo portanto medi¢des repetidas sobre os mesmos 10 individuos, em Maio
e em Junho, estes dltimos apds um “tratamento” com framboesas, consideradas anti-oxidantes e anti-
inflamatdrias. Assim, cada individuo € o seu préprio controle (em Maio), e em cada um dos periodos
ha uma série de medi¢des intervaladas, decerto correspondentes a diversas situacdes metabolicas es-
pecificas, pelo que o tempo € um fator de interesse. Trata-se portanto do que é em geral designado como
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Maio Junho
Oh 4h 6h Oh 4h 6h
Vol. 1 J N 7 N
Vol. 2 7 N 7 N
Vol. 3 7 N 7 N
Vol. 4 7 N 7 N
Vol. 5 Ve AW N AW
Vol. 6 Va N N N
Vol. 7 Va AW N N
Vol. 8 Va AW N N
Vol. 9 Va ¢ N AW
Vol. 10 Ve N N N
Tabela 1.7: 1L-1
Maio Junho
Oh 1h 2h 4h 6h Oh 1h 2h 4h 6h
Vol. 1 a / N\ 4 e e N\ N\
Vol. 2 a N\ N\ N\ e e N\ 4
Vol. 3 / N\ / e e N N\
Vol. 4 4 / / / e N 4
Vol. 5 4 N\ / / e 4 a N
Vol. 6 N\ N\ / N\ e 4 N
Vol. 7 a N\ / 4 N\ N\ N\ Y
Vol. 8 N\ / N\ / 4 N a N
Vol. 9 a / / N / N\ /" N\
Vol. 10 N\ / / N\ N\ 4 e N
Tabela 1.8: IL-6
Maio Junho
Oh 2h 4h 6h Oh 2h 4h 6h
Vol. 1 / / / / / e
Vol. 2 / / / / / N\
Vol. 3 / / / / /! N\
Vol. 4 / / / /! /! N\
Vol. 5 / / / /! /! N\
Vol. 6 / / / / /! N\
Vol. 7 / / / /! / N\
Vol. 8 / / / /! / N\
Vol. 9 / / N\ /! / e
Vol. 10 / / / / / N\




“dados longitudinais”.
Para a sua anélise usaremos o formalismo exposto em Cabral e Gongalves (2011, pp. 14-16): y;;, t =

1,2,...,T; é o valor da resposta na ocasido ¢ para a unidade amostral i, i = 1,2, ...,n da varidvel resposta
Yi Yi= (Yn,Yn,... ,YiT,.)T € o vetor das varidveis respostas para o sujeito amostral 7, e a sequéncia das
medigdes efetuadas nesse indivduo, y; = (yi1,yi2,---,vir.)! € o perfil do individuo.

Além disso, considera-se quando apropriado um vetor de covaridveis associado a cada varidvel
aleatéria resposta Y; (ver formalismo em Cabral e Gongalves, 2011, p. 15). No caso de varidveis
continuas, os modelos paramétricos usados na sua andlise sdo em geral baseados no pressuposto de
distribuicdo normal (Cabral e Gongalves, 2011, p. 16).

No Capitulo 6, apoiando-nos em citacdes de Cabral e Gongalves (2011), consideramos que faria
eventualmente sentido uma anélise longitudinal das varidveis mais diretamente influenciadas pelo trata-
mento com doses abundantes de framboesa (interleucinas e lipoproteinas) admitindo efeitos aleatdrios.

A andlise foi feita usando o software R, seguindo as indicagcdes de Cabral e Gongalves, e a informagao
contida nos manuais do software usado; é portanto um trabalho de indole pratica, ndo havendo razdes
para detalhar mais do que o que acima ficou sobre o formalismo da modelag¢ao de dados longitudinais,
pois Cabral e Gongalves (2011) o fazem com detalhe. Pareceu-nos por isso mais interessante, no re-
ferido capitulo 6, comecar por um arrolamento sistematico dos modelos para IL-1 usando Més, Hora
e a intereaccdo entre Mé&s e Hora, escolhendo depois alguns cuja andlise prévia foi mais interessante,
seguindo depois para a modelacdo de IL-1 usando LDLox como covaridvel influente (o que nos obriga a
descartar dados, visto que o LDLox apenas foi registado em jejum, 4h e 6h depois).

O ajustamento preferido é escolhido tendo usando em particular o critério de Akaike, e os valores-p
correpondentes aos parametros estimados.

1.4 Questao prévias — normalidade?

H4 uma questio prévia que vamos abordar: com vista a andlises anteriores mais formais, podemos
assumir um ajustamento normal? Na andlise de dados longitudinais, os modelos paramétricos usados na
analise de dados continuos assumem, como ja referimos, normalidade!.

Decidimos por isso testar a normalidade dos dados, usando o teste de Kolmogorov-Smirnov (usando
a modificagdo de Lilliefors, uma vez que hé estimagdo do valor médio e da varidncia). O facto de as séries
de dados corresponderem aos mesmo 10 individuos, e a correlacdo serial 6bvia nas diversas medigdes de
cada uma das varidveis em tempos diferentes deve ser levada em linha de conta, usando por exemplo a
corre¢do de Bonferroni, cf. https://en.wikipedia.org/wiki/Bonferroni_correction, onde de
qualquer modo ha o aviso de que “The Bonferroni correction can be somewhat conservative if there are
a large number of tests and/or the test statistics are positively correlated. The correction also comes at
the cost of increasing the probability of producing false negatives, and consequently reducing statistical
power.”.

Note-se no entanto que o uso da correcdo de Bonferroni ndo tem um padrdo consensual, na
mesma https://en.wikipedia.org/wiki/Bonferroni_correction lé-se “Another criticism con-
cerns the concept of a family of hypotheses. There is not a definitive consensus on how to define a family
in all cases. As there is no standard definition, test results may change dramatically, only by modifying
the way we consider the hypotheses families.”. Por isso, nesta fase exploratoria inicial, decidimos ndo as
usar

! Veja-se a discussdo em Cabral e Gongalves, (2011, 1.4.1), em que se recomenda considerar que na andlise de dados
longitudinais com respostas continuas hd vantagem em considerar modelos normais.
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Os resultados devem ser tomados como apenas indicativos. Usando o SPSS 23, a rejeicdo do ajusta-
mento normal apenas ocorre em trés casos.

1. GlucoseMaio2h com p — value 0.025;
2. TrigMaio6h com p — value 0.024;

3. IL-1Maio4h, com p — value 0.023.

1.5 Conclusoes provisorias

Um estudo feito com voluntdrios ndo serd totalmente indtil, mas ndo permite inferir para a populacdo
de que foi retirada a colecdo de dados. Nao parece ter havido qualquer preocupagdo com critérios de
inclusdo/exclusio, e o tamanho da colecdo de dados parece muito pequeno. Além disso, ndo ha qualquer
garantia de ter sido evitado confundimento — o voluntdrio 3, por exemplo, tem um grau de hipoglicémia
e valores de colesterol, LDL, HDL e LDLox tdo preocupantes que é razoavel pensar que nao lhe manda-
rem tomar medicacao especifica seria pouco ético, e se assim for isso vai quase certamente ter influéncia
nos valores de Junho, possivelmente mesmo influéncia muito maior do que a influéncia do tratamento
com framboesas.

Por outro lado, ndo é claro quais as questdes que se pretende investigar, nomeadamente que varidvel
ou varidveis deve(m) ser considerada(s) resposta(s), e que varidveis devem ser consideradas covaridveis.
Por outro lado, a apresentagdo global dos dados na tabela abaixo (codificamos 0 o més Maio e 1 o més
Junho) mostra que hd muitos dados omissos (codificados como NA — Not Available), ndao tendo sido

fornecidas medi¢des das varidveis nos mesmos periodos), o que limita a exploragdo longitudinal.

Tabela 1.9: Dados

| VOL | MES | HOR | IL1 | IL6 | COL | HDL | LDL | LDLox | TRI | GLU |

1 0 0 46 | 1.7 | 2320 | 634 | 102.7 | 51.6 | 125.7 | 69.0
2 0 0 1.5 | 20 | 1845 | 69.1 | 97.1 42.8 83.7 | 483
3 0 0 1.7 | 1.4 | 219.0 | 188 | 1763 | 47.5 177.4 | 56.6
4 0 0 27 | 1.7 | 171.7 | 55.6 | 103.2 | 442 85.8 | 66.2
5 0 0 19 | 19 | 1479 | 788 | 51.2 50.4 94.6 | 69.5
6 0 0 33 | 2.0 | 1588 | 63.7 | 854 41.1 524 | 78.8
7 0 0 29 | 1.6 | 1938 | 54.8 | 1324 | 553 529 | 859
8 0 0 34 | 1.5 | 1943 | 714 | 1063 | 36.6 854 | 655
9 0 0 37 | 1.6 | 1584 | 385 | 101.5 | 40.0 69.3 | 732
10 0 0 34 | 0.6 | 168.8 | 35.0 | 112.8 | 42.0 | 112.1 | 63.8
1 0 1 48 | NA| NA | NA NA NA 193.0 | 60.5
2 0 1 39 | NA | NA NA NA NA 86.4 | 334
3 0 1 27 | NA | NA NA NA NA 220.6 | 59.1
4 0 1 28 | NA | NA NA NA NA 155.6 | 57.5
5 0 1 23 | NA| NA NA NA NA 124.0 | 62.3
6 0 1 29 |NA| NA | NA NA NA 65.7 | 71.7
7 0 1 37 | NA | NA NA NA NA 62.8 | 81.5
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8 0 1 22 | NA| NA NA NA NA 101.5 | 71.0
9 0 1 38 | NA| NA | NA NA NA 89.5 | 599
10 0 1 26 | NA| NA NA NA NA 147.8 | 43.7
1 0 2 49 | 23 | NA NA NA NA 1969 | 67.6
2 0 2 30 | 34 | NA NA NA NA 119.6 | 58.8
3 0 2 20 | 25| NA NA NA NA 2933 | 70.8
4 0 2 30 | 28 | NA | NA NA NA 189.7 | 64.3
5 0 2 21 | 23| NA NA NA NA 163.3 | 81.0
6 0 2 1.3 |21 | NA | NA NA NA 90.5 | 112.5
7 0 2 21 | 1.6 | NA NA NA NA 64.4 | 88.5
8 0 2 25 1 20| NA NA NA NA 141.0 | 724
9 0 2 39 | 3.1 | NA NA NA NA 143.7 | 68.1
10 0 2 43 | 1.1 | NA NA NA NA 1699 | 71.3
1 0 4 40 | 26 | NA | NA NA 85.1 180.7 | NA
2 0 4 25 36| NA NA NA 61.7 148.8 | NA
3 0 4 22 |33 | NA NA NA 71.1 | 363.6 | NA
4 0 4 3.1 | 3.7 | NA NA NA 68.6 | 272.8 | NA
5 0 4 25 34| NA NA NA 79.8 | 2105 | NA
6 0 4 25 |1 30| NA | NA NA 71.2 85.7 | NA
7 0 4 24 | 20| NA NA NA 75.3 63.8 | NA
8 0 4 16 | 28 | NA | NA NA 513 187.7 | NA
9 0 4 63 | 41| NA NA NA 56.0 | 1524 | NA
10 0 4 46 | 23 | NA NA NA 59.8 | 2135 | NA
1 0 6 4.65| 2.7 | 196.1 | 503 | 1153 | 49.7 | 141.7 | NA
2 0 6 221 | 43 | 1528 | 57.3 | 76.2 43.7 874 | NA
3 0 6 29 | 37 | 188.6 | 10.5 | 1074 | 50.0 |231.0| NA
4 0 6 33 | 4.1 | 188.3 | 463 | 99.7 46.3 1120 | NA
5 0 6 3.1 | 43 | 1547 | 546 | 77.1 542 | 111.6 | NA
6 0 6 148 | 5.2 | 1569 | 45.7 | 71.6 434 1222 | NA
7 0 6 297 |23 1639 | 424 | 1027 | 550 | 1359 | NA
8 0 6 244 |1 32 11992 | 64.8 | 101.3 | 32.1 107.4 | NA
9 0 6 3.86 | 3.8 | 136.3 | 26.7 | 794 354 | 111.0 | NA
10 0 6 4 35| 1597 | 257 | 121.3 | 540 | 1421 | NA
1 1 0 2.1 | 212302 | 723 | 106.7 | 422 | 1263 | 65.7
2 1 0 22 | 19 | 2164 | 763 | 99.8 39.8 | 1425 | 719
3 1 0 29 | 1.0 | 1822 | 23.0 | 156.7 | 432 | 2193 | 69.0
4 1 0 25 116 | 1742 | 614 | 1084 | 38.6 88.0 | 673
5 1 0 1.8 | 1.4 | 1320 | 79.6 | 61.2 30.0 89.7 | 65.1
6 1 0 20 | 2.1 | 1645 | 594 | 79.2 30.3 75.5 | 80.4
7 1 0 35 109 |171.0 | 46.2 | 1136 | 374 54.8 | 894
8 1 0 2.1 | 05 | 215.1 | 83.7 | 106.3 | 32.0 77.3 | 80.5
9 1 0 1.6 | 1.6 | 1456 | 353 | 99.8 294 59.7 | 81.0
10 1 0 25 103 | 1742 | 379 | 1234 | 28.7 104.0 | 80.0
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1 1 1 30 | NA | NA NA NA NA 186.1 | 44.1
2 1 1 25 | NA | NA NA NA NA 156.0 | 684
3 1 1 32 | NA | NA NA NA NA 263.5 | 69.5
4 1 1 28 | NA | NA NA NA NA 112.5 | 70.3
5 1 1 22 | NA | NA NA NA NA 103.6 | 77.1
6 1 1 23 | NA | NA NA NA NA 92.7 | 103.6
7 1 1 29 | NA | NA NA NA NA 66.7 | 110.5
8 1 1 22 | NA | NA NA NA NA 101.0 | 734
9 1 1 23 | NA| NA NA NA NA 106.6 | 92.1
10 1 1 21 | NA | NA NA NA NA 165.3 | 499
1 1 2 37 | 25 | NA NA NA NA 2494 | 64.8
2 1 2 35 | 23| NA NA NA NA 239.0 | 93.8
3 1 2 23 | 15| NA NA NA NA 3283 | 89.2
4 1 2 28 | 20| NA NA NA NA 166.2 | 84.4
5 1 2 31 | 1.9 | NA NA NA NA 154.0 | 69.9
6 1 2 23 1 25| NA NA NA NA 166.7 | 74.9
7 1 2 24 | 1.1 | NA NA NA NA 629 | 959
8 1 2 20 | 07| NA NA NA NA 126.7 | 66.8
9 1 2 1.8 | 1.9 | NA NA NA NA 117.9 | 99.7
10 1 2 27 104 | NA NA NA NA 156.8 | 68.7
1 1 4 35 |25 | NA NA NA 509 | 2419 | NA
2 1 4 32 | 28 | NA NA NA 440 | 1724 | NA
3 1 4 23 | 15| NA NA NA 49.1 3229 | NA
4 1 4 27 121 | NA NA NA 43.3 1434 | NA
5 1 4 32 | 2.1 | NA NA NA 40.7 134.8 | NA
6 1 4 29 | 35| NA NA NA 524 1722 | NA
7 1 4 20 | 27 | NA NA NA 52.6 75.4 | NA
8 1 4 27 | 1.7 | NA NA NA 45.3 108.9 | NA
9 1 4 21 | 27| NA NA NA 42.1 73.4 | NA
10 1 4 41 | 1.1 | NA NA NA 37.7 126.2 | NA
1 1 6 30 | 3.0 | 227.0 | 67.8 | 103.4 | 37.0 198.2 | NA
2 1 6 39 | 2.0 | 2139 | 67.3 | 98.2 39.2 165.8 | NA
3 1 6 20 | 1.3 | 201.0 | 21.5 | 1349 | 423 |299.8 | NA
4 1 6 25 | 1.7 | 1658 | 60.8 | 1025 | 38.0 | 113.0 | NA
5 1 6 27 | 1.8 | 143.8 | 78.0 | 69.2 31.0 | 1273 | NA
6 1 6 1.7 | 2.4 | 1789 | 585 | 77.3 29.7 168.8 | NA
7 1 6 19 | 2.0 | 187.7 | 49.0 | 1229 | 350 111.6 | NA
8 1 6 2.1 | 1.3 2134 | 783 | 111.3 | 33.8 82.8 | NA
9 1 6 1.8 | 2.8 | 164.0 | 36.7 | 85.7 27.7 70.6 | NA
10 1 6 28 | 02| 1708 | 33.7 | 116.0 | 262 |206.7 | NA

Nas leituras que fiz na internet encontrei vérias vezes a informacao de que as interleucinas se ajusta-
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riam modelos lognormais. Vimos atrds que o ajustamento por modelos normais ndo foi rejeitado sendo
em trés casos (que ndo eram da classe das interleucinas), mas tal deve-se com certeza ao facto de as
amostras terem dimensao 10, muito baixa.
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Capitulo 2

Analise Inicial dos Dados

Pretende o presente capitulo fazer uma anélise inicial dos dados que nos indique quais as andlises mais
formais que podem esclarecer o efeito do tratamento com framboesas. Por estas serem antioxidantes for-
tes, espera-se que reduzam o LDLox, o que pode ter como consequéncia redu¢do da formacdo de placas
de colesterol nas artérias, que podem fissurar e provocar inflamacio e, ao soltar-se, formar codgulos e
levar a acidentes vasculares cerebrais ou cardiacos. Se este raciocinio estiver certo, € de esperar reducdo
dos valores das interleucinas 1 e 6, por serem indicadoras da gravidade da inflamacao.

Sublinhamos de novo que o facto de se ter usado uma colecdo de dados de voluntdrios ndo permite
fazer inferéncias sobre a populacido alvo; é portanto um estudo piloto, que pode inspirar hipéteses a
investigar com amostras apropriadas representativas de alguma populagdo alvo bem definida.

Acresce que o nimero de voluntarios € muito baixo, e como apontado na descri¢do dos dados, apa-
rentemente alguns deles (em particular o voluntario 3) sdo bastante “anormais”, ndo tendo a questdo de
critérios de inclusdo/exclusio sido considerada. Como ja referido, € provavel que alguns dos voluntérios
estejam em tratamento, de que pode resultar confundimento.

De qualquer modo, vamos abordar as seguintes questoes:

1. Os petfis iniciais (Oh em Maio) dos 10 voluntérios sao semelhantes?

2. O perfil de cada um dos candidatos entre Maio e Junho alterou-se, isto é: a ingestio de framboesas
durante 3 semanas teve algum efeito na alteracdo dos perfis, em jejum, dos voluntarios?

3. O tratamento com framboesas teve um efeito detetavel sobre as varidveis em analise?

O tratamento da ultima questdo serd abordado apenas no capitulo seguinte, onde se analisard a
evolugdo dos perfis dos voluntarios.
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Tabela 2.1: Perfis em jejum em Maio

Voluntério || glucose | triglicéridos | colesterol | HDL | LDL | LDLox | IL1 | IL6
1 69.0 125.7 232.0 63.4 | 102.7 | 51.6 46 | 1.71
2 48.3 83.7 184.5 69.1 | 97.1 42.8 1.5 | 2.02
3 56.6 177.4 219.0 188 | 1763 | 475 1.7 | 1.35
4 66.2 85.8 171.7 55.6 | 1032 | 442 2.7 | 1.66
5 69.5 94.6 147.9 78.8 | 51.2 50.4 1.9 | 1.87
6 78.8 524 158.8 63.7 | 854 41.1 33 | 2.00
7 85.9 52.9 193.8 54.8 | 1324 | 553 29 | 1.59
8 65.5 854 194.3 714 | 1063 | 36.6 34 1.5
9 73.2 69.3 158.4 38.5 | 101.5 | 40.0 3.7 | 1.58
10 63.8 112.1 168.8 35.0 | 112.8 | 42.0 34 | 0.55
x 67.7 93.9 182.9 549 | 1069 | 45.2 29 | 1.58
s 10.60 37.37 27.28 18.75 | 32.01 | 5.87 | 0.96 | 0.421

Tabela 2.2: Perfis em jejum em Junho

| Voluntério | glucose | triglicéridos | colesterol | HDL | LDL | LDLox | IL1 | IL6 |

1 65.7 126.3 230.2 72.3 | 106.7 | 42.2 2.1 | 213
2 71.9 142.5 2164 763 | 99.8 39.8 22 | 1.86
3 69.0 219.3 182.2 23.0 | 156.7 | 43.2 29 | 1.04
4 67.3 88.0 174.2 614 | 1084 | 38.6 2.5 | 1.56
5 65.1 89.7 132.0 79.6 | 61.2 30.0 1.8 | 143
6 80.4 75.5 164.5 594 | 79.2 30.3 20 | 2.12
7 89.4 54.8 171.0 46.2 | 1136 | 374 35 | 0.85
8 80.5 77.3 215.1 83.7 | 1063 | 32.0 2.1 | 0.54
9 81.0 59.7 145.6 353 | 99.8 294 1.6 | 1.62
10 80.0 104.0 174.2 379 | 1234 | 2870 | 2.5 | 0.32
x 75.0 105.3 180.5 57.5 | 1055 | 352 23 | 1.35
s 8.28 51.75 31.54 2098 | 2525 | 5.65 | 0.56 | 0.637

2.1 Os perfis em jejum dos 10 voluntarios sao idénticos?

A observagdo dos graficos de perfis (na matriz de graficos que apresentamos separamos, para mais sim-
ples interpretacdo visual, na coluna da esquerda estdo os correspondentes aos voluntdrios 1 a 5 e na da
direita os dos voluntdrios 6 a 10) sugere imediatamente que os voluntdrios 1 e 3 sdo bastante distintos
dos outros.
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No entanto, as escalas muito diversas das varidveis nao permitem uma analise mais detalhada, pois
por exemplo os valores das interleucinas sio tdo baixos quando comparados com os do colesterol que ndo
se distinguem diferencas no que se refere as interleucinas, que afinal a escala podem ser muito grandes.
Portanto esta representagdo nédo € conveniente.

Recorremos por isso a uma representacao mais expressiva, as faces de Chernoff.

\©9
Y

Para tal usamos o package aplpack do R, que usa as varidveis para parametrizar os diversos aspetos
do gréfico!.

Uma vez que o software considera 15 pardmetros (altura da face, largura da face, estrutura da face,
altura da boca, largura da boca, expressao da boca, altura dos olhos, largura dos olhos, altura do cabelo,
largura do cabelo, estilo do cabelo, altura do nariz, largura do nariz, altura das orelhas) hd uma atribui¢do
sequencial que leva a que a parametrizacdo seja a descrita na tabela 2.3.

A expressividade das faces de Chernoff pode ser aumentada usando cores.

! Nio podemos deixar de anotar de novo que néo nos foi dada qualquer informagdo sobre varidveis e covaridveis, e sobre a
importancia relativa que tém nesta investigac@o, e por isso usamos as variaveis na sequéncia glucose — triglicéridos — colesterol —
HDL - LDL — LDLox — IL-1 — IL-6, de acordo com a numeracio das varidveis na folha EXCEL que foi fornecida. Obviamente
o aspeto das faces de Chernoff seria muito diferente se usdssemos uma outra ordenagio das variaveis, o que nos leva a sublinhar
de novo que este estudo estd a ser feito por mim sem um objetivo definido.
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Tabela 2.3: Parametrizacao das faces de Chernoff

Variavel Caracteristicas da face Numero
glucose altura da face, altura do cabelo 1,9
triglicéridos largura da face, largura do cabelo 2,10
colesterol estrutura da face, estilo do cabelo 3,11
HDL altura da boca, altura do nariz 4,12
LDL largura da boca, largura do nariz 5,13
LDLox expressdo da boca, largura das orelhas | 6, 14
IL-1 altura dos olhos, altura das orelhas 7,15
IL-6 largura dos olhos 8

(©)®
\I

Nos graficos que adiante apresentamos as cores sdo parametrizadas por: olhos e iris (7, 8), ldbios
(média de 1, 2, 3), orelhas (média de 14,15) nariz (média de 12, 13), cabelo (média de 9, 10, 11), face
(média de 1, 2).
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Figura 2.2: Voluntérios 6 a 10, Maio, em jejum

Observando as figuras 2.1 e 2.2 a grande variabilidade dos voluntarios € bem evidente, sobressaindo
a “anormalidade” dos voluntdrios 1 e 3, como anteriormente, mas notando-se agora também diversidade
marcada no que se refere as interleucinas, pelo aspeto e cor dos olhos e das orelhas.

As faces de Chernoff das figuras 2.3 e 2.4, correspondentes ao periodo em jejum em Junho, apds
tratamento com doses didrias de framboesas, mostram que a diversidade da cole¢do de dados persiste:
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Figura 2.4: Voluntérios 6 a 10, Junho, em jejum

O voluntario 3 continua a distinguir-se de forma mais evidente, mas a heterogeneidade muito evidente
de todos os dados leva-nos a duvidar da representatividade desta “amostra”, e portanto da validade de

conclusoes.

2.2 Houve alteracao dos perfis?

Observe-se a figura abaixo, com os perfis dos voluntarios 1 e 2, em jejum, em Maio e em Junho:

250.0 250
200.0 200
150.0 150

e——Seriesl e——Seriesl

100.0 e——Series2 100 em—Series2
50.0 50
0.0 0

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

Os gréficos sugerem que no caso do voluntdrio 1 ndo houve alteragdo, enquanto no que respeita o
voluntdrio 2 houve um aumento dos niveis séricos de glucose, triglicéridos e colesterol total.

Observe-se no entanto que a escala muito diversa das varidveis em estudo mascara as possiveis
alteracdes, sobretudo no que se refere a IL-1 e IL-6.

Vamos por isso considerar em vez dos dados brutos os dados estandardizados, porque a harmonizagao
das escala vai evidenciar as alteracdes de perfis:

A representagdo gréifica dos perfis, apesar de ser uma técnica elementar, mostra que ndo € possivel

perceber um padrdo de alteragdes:
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Tabela 2.4: Perfis estandardizados em jejum em Maio

Voluntdrio || glucose | triglicéridos | colesterol | HDL | LDL | LDLox | IL1 | IL6
1 0.1 0.9 1.8 0.5 -0.1 1.1 1.7 | 03
2 -1.8 -0.3 0.1 0.8 -0.3 -04 -1.5 1 1.0
3 -1.0 22 1.3 -1.9 22 0.4 -1.2 | -0.6
4 -0.1 -0.2 -0.4 0.0 -0.1 -0.2 -02 | 02
5 0.2 0.0 -1.3 1.3 -1.7 0.9 -1.0 | 0.7
6 1.0 -1.1 -0.9 0.5 -0.7 -0.7 04 | 1.0
7 1.7 -1.1 0.4 0.0 0.8 1.7 0.0 | 0.0
8 -0.2 -0.2 04 0.9 0.0 -1.5 05 | -0.2
9 0.5 -0.7 -0.9 -09 | -0.2 -0.9 0.8 | 0.0
10 -0.4 0.5 -0.5 -1.1 0.2 -0.5 05 | 25

Tabela 2.5: Perfis estandardizados em jejum em Junho

” Voluntario ” glucose | triglicéridos | colesterol | HDL | LDL | LDLox | L1

IL6

1 -1.1 04 1.6 0.7 0.0 1.2 -04 | 12
2 -0.4 0.7 1.1 0.9 -0.2 0.8 -0.2 | 0.8
3 0.7 2.2 0.1 -1.6 | 20 1.4 1.0 | 0.5
4 -0.9 -0.3 -0.2 0.2 0.1 0.6 03 | 03
5 -1.2 -0.3 -1.5 1.1 -1.8 -0.9 -09 | 0.1
6 0.6 -0.6 -0.5 0.1 -1.0 -0.9 -0.6 | 12
7 1.7 -1.0 -0.3 -0.5 0.3 0.4 2.1 | -0.8
8 0.7 -0.5 1.1 1.2 0.0 -0.6 -04 | -1.3
9 0.7 0.9 -1.1 -1 | 02 | -1.0 | -1.3 | 04
10 0.6 0.0 -0.2 -0.9 0.7 -1.1 04 | -1.6
Alteracao dos perfis:
Y CREREI SN AT W \/ -
// \YJ :

Voluntarios
1 2 3
4 5 6 - \'
7 8 9 0 \
10 2s
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Apesar dos graficos acima serem bastante expressivos, recorde-se que estamos a usar dados estan-
dardizados para contrariar a compressdo das interleucinas, que tém uma escala muito menor.

Porém o facto de se estar a usar dados estandardizados pode mascarar alguns aspetos, que as caras de
Chernoff evidenciam quer nas dimensdes correspondestes as diversas varidveis quer nas cores. Por isso,
e para evitar a monotonia de usar repetidamente os mesmos instrumentos, vamos agora usar graficos de
radar para representar os perfis dos voluntdrios em Maio e em Junho, em jejum (dados de Maio a azul,
de Junho a laranja; no sentido dos ponteiros do relégio, dados padronizados de Glucose, Triglicéridos,
Colesterol, HDL, LDL, LDLox, IL-1, IL-6).
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Observa-se que ha grande diversidade de perfis dos 10 voluntarios em jejum, quer em Maio quer em
Junho, muito expressiva. Observam-se também em geral grandes alteracdes nos perfis antes/depois do
tratamento, apenas o voluntario 6 parece ter mudado pouco..

2.3 Testes formais

Nas escassas indicacdes que nos foram dadas sobre o trabalho a realizar, foi explicitamente sugerido que
se comparassem os dados de Maio com os de Junho.

Como cada individuo € o seu proprio controle, sdo dados correlacionados, e portanto em todas as
situacdes em que nao foi rejeitado um ajustamento normal (o que apenas aconteceu com GlucoseMaio2h
com p —value 0.025, TrigIMaio6h com p — value 0.024, IL-1Maio4h, com p — value 0.023) vamos usar
o teste ¢t para dados emparelhados.

De qualquer forma como hd um nimero muito escasso de dados comparo com os resultados que se
obtém usando o teste de Wilcoxon (com apenas 10 pares de observacdes pedimos célculos exatos do
valor-p).

Observe-se ainda que ndo estou a excluir nenhum caso, apesar de achar que o sujeito 3 seria de
excluir.

Nos casos em que houve rejeicdo do ajustamento normal usamos apenas o teste de Wilcoxon, ano-
tando que o teste ¢ ndo é aplicavel.

Os resultados adiante descritos foram obtidos usando SPSS 23 (faz-se reproducio dos outputs no fim
desta seccdo). Por outro lado, em face dos comentdrios ja feitos sobre as correcdes de Bonferroni —
nomeadamente o risco de haver rejei¢cdes em niimero excessivo — decidimos ndo as usar.
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2.3.1 Amostra

Temos repetidamente questionado a validade desta cole¢do de dados. Pareceu-nos por isso que seria
interessante investigar a aleatoriedade, usando o teste de Friedman. Como afirmam Mosteller e Rourke
(1993, p. 259, seccdo Teste de Aleatoriedade; a estatStica de Friedman), “guando nos sdo forne-
cidas diversas ordenacdes do mesmo tipo de itens, esperamos que haja correlacdo entre as ordens
atribuidas. [...] A estatistica de Friedman avalia a discorddncia entre as somas de ordens [...]". Para
tal transformamos as magnitudes observadas na Tabela 2.1 em ranks (ascendentes exceto no caso de
HDL, em que valores altos sdo mais sauddveis), obtendo a Tabela 2.6. A soma dos quadrados dos
ranks atribuidos a cada voluntdrio é 20045, pelo que o valor observado da estatistica de Friedman é
Tr = % —3 x 8 x 11 =9.341. Basta observar que este valor € muito préximo do valor esperado 9
da varidvel x92 para decidir que ndo existe evidéncia para rejeitar a hipétese nula de aleatoriedade. Claro
que isso € atribuivel ao diminuto tamanho da “amostra”, mas € um ponto a favor a ter em conta.

Tabela 2.6: Ranks em jejum em Maio

Voluntario || glucose | triglicéridos | colesterol | HDL | LDL | LDLox | IL1 | IL6
1 6 9 10 5 5 9 10 7
2 1 4 6 3 3 5 1 10
3 2 10 9 10 10 7 2 2
4 5 6 5 6 6 6 4 6
5 7 7 1 1 1 8 3 8
6 9 1 3 4 2 3 6 9
7 10 2 7 7 9 10 5 5
8 4 5 8 2 7 1 7 3
9 8 3 2 8 4 2 9 4

10 3 8 4 9 8 4 7 1

2.3.2 Comparacoes emparelhadas

Nesta fase apenas investigamos se houve variagao, deixando para mais tarde, no ambito do estudo lon-
gitudinal, o estudo da evolucao das varidveis. Usamos a diferenca dos valores entre Maio e Junho, por
para este efeito ter a mesma informacgao que os incrementos entre Maio e Junho.

Mais detalhadamente, dado que podemos emparelhar dados, usamos x;y —x;y =d;, i=1,...,10 e,
assumindo que as observagdes D; sdo de uma populago normal D, testamos Hy : tp =0vs. Hy : up #0
(pois excetuando o caso de LDLox, em que podemos esperar que o teste unilateral H; : tp > 0, ndo
temos conhecimentos para prever se o tratamento com framboesas vai aumentar ou diminuir o valor
médio das varidveis). Nos casos em que a normalidade ndo foi rejeitada, a estatistica de teste 7 = \/ﬁ%
tem sob Hy distribuicao ¢ de Student com 9 graus de liberdade.

De facto, na maior parte dos casos o teste de Lilliefors ndo rejeitou normalidade; pareceu-nos no
entanto que, com amostras de tdo baixa dimensdo, é aconselhdvel comparar com o resultado do teste de
ranks com sinais de Wilcoxon, em que a hipétese nula é que as amostras emparelhadas t€ém a mesma
localiz¢ao (anote-se ainda que no caso de normalidade média e mediana, tomada esta como localizacdo
central, sdo iguais. O recurso ao SPSS 23 permite a obten¢do imediata de valores-p, e as consequentes
decisdes que seguidamente indicamos.
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Glucose

e Glucose em jejum
t=-2521,gl1.=9, p=0.033
Wilcoxon p = 0.049

e Glucose 1 hora apés ingestao do pequeno almoco
t=-3.040, g.[.=9, p=0.014

Wilcoxon p = 0.027

e Glucose 2 horas ap6s ingestdo do pequeno almogo
Teste ¢ ndo aplicavel

Wilcoxon p = 0.557

H4 evidéncia da ingestdo de framboesas ter efeito no teor sérico de glucose em jejum ou uma hora
apos ingestdo de pequeno almoco, mas ao fim de duas horas nio hd evidéncia de haver efeito.

Triglicéridos
o Triglicéridos em jejum
t=-1.306, gl.=9, p=0.224
Wilcoxon p = 0.607

e Triglicéridos 1 hora apds ingestdo do pequeno almogo
t=-1.059, g.l. =9, p=0.317
Wilcoxon p = 0.432

o Triglicéridos 2 horas apds ingestao do pequeno almoco
t=—-1254,¢.1.=9, p=0.241

Wilcoxon p = 0.557

o Triglicéridos 4 horas apds ingestdo do pequeno almoco
t=1.353,g.1.=9, p=0.209
Wilcoxon p = 0.232

e Triglicéridos 6 horas apds ingestdo do pequeno almoco
Teste ¢ ndo aplicavel

Wilcoxon p =0.131

Nao hé evidéncia de existéncia de diferengas, no teor sérico de triglicéridos,entre os meses de Maio
e Junho em qualquer das fases da medigao.
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HDL
e HDL em jejum
t=-1.269, g.l.=9, p=0.236
Wilcoxon p = 0.275

e HDL 6 horas apds ingestdo do pequeno almogo
t=-8.176,g.1. =9, p = 0.000
Wilcoxon p = 0.002

Conclui-se assim que se pode manter a hipétese nula de nao haver efeito da adicdo de framboesas a
dieta no que se refere aos niveis séricos em jejum, mas que hd uma diferenca altamente significativa no

que se refere a niveis séricos apds 6 horas de tomar o pequeno almoco.

LDL
e LDL em jejum
t=10.409, g.l.=9, p=10.692
Wilcoxon p = 1.000

e DL 6 horas ap6s ingestao do pequeno almogo
t=-1.657,¢1.=9, p=0.132
Wilcoxon p = 0.193

E de manter a hipétese nula de que ndo h4 alteracio devida a ingestdo de framboesas, nem em jejum
nem 6 horas ap6s ingestao do pequeno almogo

LDLox

e [.DLox em jejum
t=5.358, g.l.=9, p=0.000
Wilcoxon p = 0.002

e [.DLox 4 horas ap6s ingestdo do pequeno almogo
t=7427,g1.=9, p=0.000
Wilcoxon p = 0.002

e LDLox 6 horas ap6s ingestao do pequeno almogo
t=5.334, g1.=9, p=0.002
Wilcoxon p = 0.004

Ha4 indicacdo da ingestdo de framboesas ter efeito no teor sérico de LDLox, em qualquer das fases

da medigao.
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IL-1
e IL-1 em jejum
t=1512,g1.=9, p=0.165
Wilcoxon p =0.152

e IL-1 1 hora apés ingestdo do pequeno almocgo
t=2.600, gl.=9, p=0.029
Wilcoxon p = 0.031

e IL-1 2 horas ap6s ingestao do pequeno almogo
t=0.732, g.l.=9, p=0.483
Wilcoxon p = 0.652

e IL-1 4 horas apds ingestao do pequeno almogo
Teste ¢ ndo aplicavel

Wilcoxon p = 0.980

e IL-1 6 horas apds ingestao do pequeno almogo
t=1.959, gl.=9, p=0.082
Wilcoxon p = 0.84

Apenas no que se refere ao teor sérico de IL-1 uma hora apds absorc¢do do pequeno almocgo se observa
haver diferenca indicativa do efeito da ingestdo de framboesas.

IL-6
o IL-6 em jejum
t=1.839, g1.=9, p=0.099
Wilcoxon p = 0.105

e IL-6 2 horas ap6s ingestdo do pequeno almogo
t=-3.541, g.l. =9, p=0.006
Wilcoxon p =0.014

e IL-6 4 horas ap6s ingestdo do pequeno almogo
t=2947 g1.=9, p=0.016
Wilcoxon p=0.020

e IL-6 6 horas apds ingestdo do pequeno almogo

t=15.235gl1.=9, p=0.001
Wilcoxon p = 0.004

No que se refere 2 medi¢do em jejum ndo se observa uma diferenca significativa, mas observa-se
diferenca significativa nos teores séricos depois de decorridas duas, quatro ou seis hora de ingestdo do
pequeno almoco.
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Apéndice: outputs do SPSS23

Observa-se que a varidvel para a qual houve um efeito mais expressivo é LDLox, o que parece apontar
no sentido de haver efeito benéfico das framboesas devido ao seu elevado potencial anti-oxidante:

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence Interval of
Std. Std. Error the Difference Sig. (2-
Mean Deviation Mean Lower Upper t df tailed)
Pair1  GluMaO - Gluu0 -7.35000 9.21982 2.91556 -13.94546 -.75454 -2.521 9 .033
Pair2  GluMal - Glwul | -15.23000 15.84060 5.00924 -26.56168 -3.89832 -3.040 9 .014
Pair 3 GluMa2 - Gluju2 -5.28000 21.92167 6.93224 -20.96182 10.40182 -.762 9 .466

Figura 2.5: Comparagdo da Glucose em Maio e Junho (1)

Test Statistics®

Gluu0 - Gluul - Gluu2 -
GluMa0 GluMal GluMaz2
Z -1.988° -2.191° -.663°
Asymp. Sig. (2-
tailed) .047 .028 .508
Exact Sig. (2-
tailed) .049 .027 557
Exact Sig. (1-
tailed) .024 .014 278
Point Probability .006 .004 .032

a. Wilcoxon Signed Ranks Test
b. Based on negative ranks.

Figura 2.6: Comparagdo da Glucose em Maio e Junho (2)

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence Interval of

Std. std. Error the Difference Sig. (2-

Mean Deviation Mean Lower Upper t df tailed)
Pair 1 TriMaO - TriJuO -9.78000 23.67928 7.48805 -26.71914 7.15914 -1.306 9 224
Pair 2 TriMal - Trijul | -10.71000 31.97574 10.11162 -33.58406 12.16406 -1.059 9 317
Pair 3  TriMa2 - Triju2 | -19.56000 49.32978 15.59945 -54.84840 15.72840 -1.254 9 .241
Pair 4  TriMa4 - Trijud 30.80000 71.98447 22.76349 -20.69459 82.29459 1.353 9 .209
Pair 5 TriMa6 - TriJué | -24.23000 44.24847 13.99259 -55.88345 7.42345 -1.732 9 117

Figura 2.7: Comparagao dos Triglicéridos em Maio e Junho (1)

Test Statistics®

TriJu0 - Trijul - Triju2 - Trijud - TriJub -
TriMa0 TriMal TriMa2 TriMa4 TriMa6
z -.561° -.866° -.663° -1.274¢ -1.580°
Asymp. Sig. (2-
tailed) 575 .386 .508 .203 114
Exact Sig. (2-
tailed) 607 432 557 232 131
Exact Sig. (1-
tailed) 304 216 278 .116 .065
Point Probability .018 .028 .032 .020 .013

a. Wilcoxon Signed Ranks Test
b. Based on negative ranks.
c. Based on positive ranks.

Figura 2.8: Comparagdo dos Triglicéridos em Maio e Junho (2)
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Paired Samples Test

Paired Differences

95% Confidence Interval of
Std. Std. Error the Difference Sig. (2-
Mean Deviation Mean Lower Upper t df tailed)
Pair 1 cholaa0 - 2.38000 | 20.42731 6.45968 | -12.23282 16.99282 368 721
Pair 2 Eﬂggmaﬁﬁ ) -16.98000 22.91583 7.24662 | -33.37299 -.58701 | -2.343 .044
Figura 2.9: Comparagdo do Colesterol em Maio e Junho (1)
Test Statistics®
chol2ju0 - chol2ju6 -
chol2Ma0 chol2Ma6
Z -.255° -2.090°
Asymp. Sig. (2-
tailed) -799 -037
Exact Sig. (2-
ailed) .846 .037
Exact Sig. (1-
tailed) 423 -019
Point Probability .038 .005
a. Wilcoxon Signed Ranks Test
b. Based on positive ranks.
c. Based on negative ranks.
Figura 2.10: Comparacdo do Colesterol em Maio e Junho (2)
Paired Samples Test
Paired Differences
95% Confidence Interval of
Std. Std. Error the Difference Sig. (2-
Mean Deviation Mean Lower Upper t df tailed)
Pair 1  LDLMaO - LDLjuO 1.38000 10.65925 3.37075 -6.24517 9.00517 409 9 .692
Pair 2 LDLMa6 - LDUJu6 | -6.94000 13.24464 4.18832 -16.41464 2.53464 -1.657 9 .132
Figura 2.11: Comparacao das LDL em Maio e Junho (1)
Test Statistics?
LDLJuO - LDLJub -
LDLMa0 LDLMa6
Z -.059° -1.376¢
Asymp. Sig. (2-
tailed) .953 .169
fﬁfg‘cﬁ)s'g' @- 1.000 193
Exact Sig. (1-
tailed) -500 -097
Point Probability .045 017
a. Wilcoxon Signed Ranks Test
b. Based on positive ranks.
c. Based on negative ranks.
Figura 2.12: Comparacao das LDL em Maio e Junho (2)
Paired Samples Test
Paired Differences
95% Confidence Interval of
Std. Std. Error the Difference Sig. (2-
Mean Deviation Mean Lower Upper t df tailed)
Pair 1 ﬁgb“ﬁgo B -2.60000 6.47868 2.04874 -7.23457 2.03457 | -1.269 9 236
Pair 2 :Bbl\ﬂ%ﬁ - -12.73000 4.92365 1.55699 -16.25217 -9.20783 -8.176 9 .000

Figura 2.13: Comparacao das HDL em Maio e Junho (1)




Test Statistics®

HDLJuO - HDLJub -
HDLMa0 HDLMa6
7 -1.172° -2.805°
Asymp. Sig. (2-
tailed) 241 .005
Exact Sig. (2-
tailed) 275 -002
Exact Sig. (1-
tailed) .138 .001
Point Probability .021 .001

a. Wilcoxon Signed Ranks Test
b. Based on negative ranks.

Figura 2.14: Comparacio das HDL em Maio e Junho (2)

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence Interval of
Std. std. Error the Difference Sig. (2-
Mean Deviation Mean Lower Upper t df tailed)
Pair 1  LDLoxMaO -
LDLoxju0 9.99000 5.89566 1.86437 5.77250 14.20750 | 5.358 .000
Pair 2 LDLoxMa4 -
LDLoxjud 22.18000 9.44373 2.98637 15.42436 28.93564 | 7.427 .000
Pair 3 LDLoxMa6 -
LDLoxu6 12.39000 9.04034 2.85881 5.92293 18.85707 | 4.334 .002
Figura 2.15: Comparacao das LDLox em Maio e Junho (1)
Test Statistics®
LDLoxJu0 - LDLoxJu4 - LDLoxJub -
LDLoxMa0 LDLoxMa4 LDLoxMa6
z -2.803° -2.803° -2.703"
Asymp- Sig. (2 .005 .005 .007
Exact Sig. (2-
e ¢ .002 .002 .004
a1 001 001 002
Point Probability .001 .001 .001
a. Wilcoxon Signed Ranks Test
b. Based on positive ranks.
Figura 2.16: Comparacdo das LDLox em Maio e Junho (2)
Paired Samples Test
Paired Differences
95% Conﬁde_nce Interval of
Std. Std. Error the Difference Sig. (2-
Mean Deviation Mean Lower Upper t df tailed)
Pair 1 IL1MaO - IL1JuO .59000 1.23419 .39028 -.29289 1.47289 1.512 9 .165
Pair 2 IL1Mal - IL1jul .62000 .75395 23842 .08065 1.15935 2.600 9 .029
Pair 3 IL1Ma2 - IL1ju2 .25000 1.08038 .34165 -.52286 1.02286 732 9 .483
Pair 4 IL1Ma4 - IL1ju4d .30000 1.48773 47046 -.76426 1.36426 .638 9 .540
Pair 5 ILIMa6 - IL1Ju6 .65100 1.05109 .33238 -.10090 1.40290 1.959 9 .082

Figura 2.17: Comparacdo da IL-1 em Maio e Junho (1)
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Test Statistics®

TL1Ju - Thul - Thu2 - Thus - TL1Ju6 -
ILIMa0 ILIMal IL1Ma2 IL1Ma4 ILIMa6
p2 -1.479° -2.173° -.511° -.051°¢ -1.784°
poyp- Sig. (22 139 .030 610 .959 074
e 152 031 652 980 084
Do (1- 076 016 326 490 042
Point Probability .008 .008 .027 021 .010
a. Wilcoxon Signed Ranks Test
b. Based on positive ranks.
c. Based on negative ranks.
Figura 2.18: Comparacdo da IL-1 em Maio e Junho (2)
Paired Samples Test
Paired Differences
95% Conﬁde_nce Interval of
Std. Std. Error the Difference Sig. (2-
Mean Deviation Mean Lower Upper t df tailed)
Pair I IL6Ma0 - IL6Ju0 | 23600 40591 12836 ~ 05437 52637 | 1.839 9 099
Pair2  IL6Ma2 - ILGJu2 | .64000 57147 18071 23120 1.04880 | 3.541 9 .006
Pair3  IL6Ma4 - IL6ju4 | 80900 86807 27451 118802 1.42998 | 2.947 9 016
Pair 4 IL6Ma6 - ILGJu6 | 1.87200 1.13075 35757 1.06311 2.68089 | 5.235 9 001
Figura 2.19: Comparacao da IL-6 em Maio e Junho (1)
Test Statistics?
IL6Ju0 - IL6Ju2 - IL6Ju4 - IL6Ju6 -
IL6Ma0 IL6Ma2 IL6Ma4 IL6Ju0
Z -1.682° -2.395° -2.203° -2.701¢
poymp- Sig. (22 093 017 022 .007
Exact o e 105 014 020 004
gy g1 053 .007 010 .002
Point Probability .011 .002 .003 .001

a. Wilcoxon Signed Ranks Test
b. Based on positive ranks.
¢. Based on negative ranks.

Figura 2.20: Comparacao da IL-6 em Maio e Junho (2)
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Capitulo 3

Pertfis

Neste capitulo vamos fazer uma andlise preliminar com vista a esclarecer a questao
O tratamento com framboesas teve um efeito detetdvel sobre as varidveis em andlise?

O primeiro passo vai ser a representacdo grafica do conjunto dos perfis individuais, para observar
se indicam globalmente alteragdes na evolucdo temporal das varidveis — e mais uma vez anotamos que
ndo temos informag@o que nos permita distinguir varidveis resposta de covaridveis, pelo que trataremos

qualquer uma das 8 varidveis disponiveis como varidveis resposta.

Os comentarios sugeridos quer pelas Tabelas 1.1 a 1.9 quer pelos graficos (que devem ser comparados
com os graficos 5.9 a 5.16) sdo os seguintes:

Glucose Enquanto em Maio parece haver um padrao geral de diminui¢do da glucose uma hora apés
ingestdo do pequeno almogo seguida de retoma de valores proximos dos registados em jejum
(exceto o voluntario 6, em que ha acentuado aumento da glicose ao fim de duas horas), em Junho

nao se pode identificar um padrao.

Triglicéridos A comparagdo dos dois periodos parece sugerir que os picos observados ao fim de quatro
horas em Maio deixaram de existir em Junho. Observa-se também que o voluntario 3 tem valores

fora do normal quer em Maio quer em Junho.

Colesterol Parece haver uma maior estabilizagdo dos valores em Junho; a variabilidade individual ndo

parece indicar uma alteracdo global de perfis no grupo.

HDL Enquanto em Maio se observava uma consistente diminuicdo do HDL entre a fase de jejum e o
final do periodo de 6 horas de observag@o, em Junho qualquer dos voluntdrios parece ter valores
muito estdveis em todo o periodo. Por outro lado, os valores de HDL sdo genericamente mais
elevados, o que € um indicador de que o tratamento produz beneficios. Também no que se refere a

esta varidvel o voluntario 3 parece um outlier.
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LDL Em Maio ndo hd um padrio consistente; em Junho parece haver genericamente valores estaveis
nos dois tempos de medicao, e mais uma vez o voluntario 3 apresenta valores fora de controle.
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LDLox No que se refere ao LDL oxidado, os valores parecem todos mais controlados em Junho, in-
dicando que o tratamento com framboesas pode efetivamente melhorar o progndstico no que se
refere a inflamacdo das paredes arteriais, ateroesclerose e eventuais crises vasculares.

IL-1 Observa-se uma regularizac¢do dos valores em Junho, apds o periodo de tratamento, quer no que se
refere a diminui¢do dos valores, quer a sua estabilizacdo aos longo das seis horas de observacao.

IL-6 Enquanto em Maio se observava um aumento gradual da IL-6 ao longo do periodo de observacao,
em Junho os valores, que sdo notoriamente mais baixos, tém variacdes muito menos acentuadas.

Como anteriormente vimos, o grupo de 10 voluntarios é muito heterogéneo, e seria mesmo decerto

de excluir o voluntdrio 3, muito atipico.

Os gréficos apresentados permitiram algumas observacdes gerais, mas ndo suportam a frase “um

gréfico vale mil palavras”, por o excesso de informagdo os tornar confusos.

Como a observacdo das faces de Chernoff dos voluntdrios em Maio parece suportar a ideia de que
h4 um grupo de voluntérios (4, 5, 6, 9, 10) com perfis semelhante, adiante apresentamos os gréficos dos
perfis desse subgrupo no que se refere as oito varidveis registadas.

Para este subgrupo os comentdrios sdo praticamente a repeticdo dos anteriormente feitos, mas tradu-

zem mais fielmente o que se observa:

Glucose Enquanto em Maio parece haver um padrido geral de diminui¢cdo da glucose uma hora apos
ingestdo do pequeno almocgo seguida de retoma de valores préximos dos em jejum (exceto o vo-
luntério 6, em que ha acentuado aumento da glicose ao fim de duas horas), em Junho nao se pode

identificar um padrao.

Triglicéridos A comparagdo dos dois periodos parece sugerir que os picos observados ao fim de quatro
horas em Maio deixaram de existir.

Colesterol Parece haver uma maior estabilizagdo dos valores em Junho; a variabilidade individual ndo

parece indicar uma alteracdo global de perfis no grupo.

HDL Enquanto em Maio se observava uma consistente diminuicdo do HDL entre a fase de jejum e o
final do periodo de 6 horas de observag@o, em Junho qualquer dos voluntdrios parece ter valores
muito estdveis em todo o periodo. Por outro lado, os valores de HDL sdo genericamente mais

elevados, indicando que o tratamento produz beneficios.
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LDL Em Maio nao ha um padrio consistente; em Junho parece haver genericamente valores estiveis
nos dois tempos de medicao.

LDLox No que se refere ao LDL oxidado, os valores parecem todos mais controlados em Junho, in-
dicando que o tratamento com framboesas pode efetivamente melhorar o prognéstico no que se
refere a inflamacdo das paredes arteriais, ateroesclerose e eventuais crises vasculares.
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IL-1 Observa-se uma regularizac¢do dos valores em Junho, apds o periodo de tratamento, quer no que se

refere a diminui¢do dos valores, quer a sua estabilizac@o aos longo das seis horas de observacao.

IL-6 Enquanto em Maio se observava um aumento gradual da IL-6 ao longo do periodo de observacao,
em Junho os valores, que sdao notoriamente mais baixos, t€ém variacdes muito menos acentuadas.
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Capitulo 4

Evolucao de cada voluntario

4.1 Dados individuais

No Capitulo 2 investigdmos a eventual alteracdo dos perfis individuais em jejum, uma das andlises que
nos tinha sido explicitamente solicitada. Agora, a fim de inspecionar o que se passa com cada voluntdrio,
reapresentamos nas Tabelas 4.1 a 4.10 os dados organizados por forma a mostrar a evolucio de cada
uma das varidveis em cada um deles. Como nio h4 registo da medi¢cdo destas em todos os instantes
considerados, apenas no que se refere a 6h apds ingestdo do pequeno almogo hd dados suficientes para
fazer um estudo de perfis semelhante ao feito para os registos individuais em jejum (e para tal fazemos a

imputacdo do valor da glicose, como adiante explicado).

Tabela 4.1: Voluntario 1

Maio Junho
Oh 1h 2h 4h 6h Oh 1h 2h 4h 6h
Glicose 69.0 60.5 67.6 65.7 44.1 64.8

Trigl. 125.7 | 193.0 | 196.9 | 180.7 | 141.7 126.3 186.1 | 249.4 | 2419 | 198.2
Colesterol 232.0 196.1 230.2 227.0
LDL 102.7 1153 106.7 103.4
HDL 63.4 50.3 72.3 67.8
LDLox 51.6 85.1 49.7 422 50.9 37.0
IL-1 4.6 4.8 4.9 4.0 4.7 2.1 3.0 3.7 3.5 3.0
1IL-6 1.71 2.32 2.57 2.73 2.13 2.45 2.46 2.99

Tabela 4.2: Voluntario 2

Maio Junho
Oh 1h 2h 4h 6h Oh 1h 2h 4h 6h
Glicose 48.3 334 58.8 71.9 68.4 93.8

Trigl. 83.7 86.4 | 119.6 | 148.8 87.4 142.5 | 156.0 | 239.0 | 1724 | 165.8
Colesterol 184.5 152.8 216.4 213.9
LDL 97.1 76.2 99.8 98.2
HDL 69.1 57.3 76.3 67.3
LDLox 42.8 61.7 43.7 39.8 44.0 39.2
IL-1 1.5 3.9 3.0 2.5 2.2 2.2 2.5 35 3.2 3.9
1IL-6 2.02 3.40 3.62 4.31 1.86 2.26 2.84 2.00
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Tabela 4.3: Voluntario 3

Maio Junho
Oh 1h 2h 4h 6h Oh 1h 2h 4h 6h
Glicose 56.6 59.1 70.8 69.0 69.5 89.2

Trigl. 177.4 | 220.6 | 293.3 | 363.6 | 231.0 219.3 | 263.5 | 328.3 | 322.9 | 299.8
Colesterol || 219.0 188.6 182.2 201.0
LDL 176.3 107.4 156.7 134.9
HDL 18.8 10.5 23.0 21.5
LDLox 47.5 71.1 50.0 432 49.1 423

1IL-1 1.7 2.7 2.0 2.2 2.9 2.9 3.2 2.3 2.3 2.0
IL-6 1.35 2.46 3.31 3.70 1.04 1.47 1.53 1.29

Tabela 4.4: Voluntario 4

Maio Junho
Oh 1h 2h 4h 6h Oh 1h 2h 4h 6h
Glicose 66.2 57.5 64.3 67.3 70.3 84.4

Trigl. 85.8 | 155.6 | 189.7 | 272.8 | 112.0 88.0 | 112.5 | 166.2 | 143.4 | 113.0
Colesterol || 171.7 188.3 174.2 165.8
LDL 103.2 99.7 108.4 102.5
HDL 55.6 46.3 61.4 60.8
LDLox 44.2 68.6 46.3 38.6 43.3 38.0

IL-1 2.7 2.8 3.0 3.1 33 2.5 2.8 2.8 2.7 2.5
IL-6 1.66 2.80 3.65 4.08 1.56 2.02 2.12 1.67

Tabela 4.5: Voluntario 5

Maio Junho
Oh 1h 2h 4h 6h Oh 1h 2h 4h 6h
Glicose 69.5 62.3 81.0 65.1 77.1 69.9

Trigl. 94.6 | 124.0 | 163.3 | 210.5 | 111.6 89.7 103.6 | 154.0 | 134.8 | 127.3
Colesterol || 147.9 154.7 132.0 143.8
LDL 51.2 77.1 61.2 69.2
HDL 78.8 54.6 79.6 78.0
LDLox 50.4 79.8 54.2 30.0 40.7 31.0

IL-1 1.9 2.3 2.1 2.5 3.1 1.8 2.2 3.1 32 2.7
IL-6 1.87 2.34 343 4.30 1.43 1.93 2.10 1.77

A primeira constatacdo tem que ver com a grande quantidade de dados omissos. De facto, apenas
em jejum foi registada a série completa de medi¢des das oito varidveis.

Admitimos que a glicose foi registada apenas nos instantes O h, 1 h e 2 h porque a partir dai o valor
estabiliza (aparentemente nenhum dos voluntarios € diabético).

Com este pressuposto vamos fazer a imputacio no instante 6 h igual ao observado ao fim de duas
horas, obtendo entdo registos “completos”das 8 varidveis 6 horas apds ingestdo do pequeno almoco,
veja-se a Tabela 4.11.
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Tabela 4.6: Voluntario 6

Maio Junho
Oh 1h 2h 4h 6h Oh 1h 2h 4h 6h
Glicose 78.8 77.7 | 112.5 80.4 103.6 | 749
Trigl. 524 | 657 | 905 | 85.7 | 1222 75.5 92.7 | 166.7 | 172.2 | 168.8
Colesterol || 158.8 156.9 164.5 178.9
LDL 85.4 71.6 79.2 71.3
HDL 63.7 45.7 59.4 58.5
LDLox 41.1 712 | 434 30.3 52.4 29.7
IL-1 3.3 2.9 1.3 2.5 1.5 2.0 2.3 2.3 2.9 1.7
IL-6 2.00 2.09 | 3.02 | 5.20 2.12 2.52 3.46 2.44
Tabela 4.7: Voluntario 7
Maio Junho
Oh 1h 2h 4h 6h Oh lh 2h 4h 6h
Glicose 859 | 81.5 | 885 894 | 110.5 | 95.9
Trigl. 529 | 62.8 | 644 | 63.8 | 1359 54.8 66.7 | 629 | 754 | 111.6
Colesterol || 193.8 163.9 171.0 187.7
LDL 1324 102.7 113.6 122.9
HDL 54.8 42.4 46.2 49.0
LDLox 55.3 753 | 55.0 374 52.6 | 35.0
IL-1 2.9 3.7 2.1 2.4 3.0 35 2.9 2.4 2.0 1.9
IL-6 1.59 1.60 | 2.00 | 2.34 0.85 1.13 | 2.74 | 1.96
Tabela 4.8: Voluntario 8
Maio Junho
Oh 1h 2h 4h 6h Oh 1h 2h 4h 6h
Glicose 65.5 71.0 72.4 80.5 73.4 66.8
Trigl. 85.4 101.5 | 141.0 | 187.7 | 1074 77.3 101.0 | 126.7 | 108.9 82.8
Colesterol 194.3 199.2 215.1 213.4
LDL 106.3 101.3 106.3 111.3
HDL 71.4 64.8 83.7 78.3
LDLox 36.6 51.3 32.1 32.0 45.3 33.8
IL-1 34 2.2 2.5 1.6 24 2.1 2.2 2.0 2.7 2.1
IL-6 1.50 2.02 2.83 3.24 0.54 0.73 1.69 1.34

Mas como justificado no Capitulo 2, ha que passar aos dados estandardizados para se tratar de
representacdes graficas, pois as diversas varidveis t€ém localizagdes centrais e escalas muito diversas.
Os dados padronizados estdo registados na Tabela 4.12.

Com base nesta Tabela 4.12 obtemos entdo os perfis de cada um dos 10 voluntdrios 6 horas apos
ingestdo do pequeno almoco, veja-se a correspondente matriz dos gréficos.
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Tabela 4.9: Voluntario 9

Maio Junho
Oh 1h 2h 4h 6h Oh 1h 2h 4h 6h
Glicose 73.2 | 599 | 68.1 81.0 92.1 99.7

Trigl. 69.3 | 89.5 | 143.7 | 1524 | 111.0 59.7 106.6 | 1179 | 734 | 70.6
Colesterol || 158.4 136.3 145.6 164.0
LDL 101.5 79.4 99.8 85.7
HDL 38.5 26.7 35.3 36.7
LDLox 40.0 56.0 354 29.4 42.1 | 27.7

IL-1 3.7 3.8 39 6.3 3.9 1.6 2.3 1.8 2.1 1.8
IL-6 1.58 3.10 4.10 3.80 1.62 191 | 274 | 2.80

Tabela 4.10: Voluntario 10

Maio Junho
Oh 1h 2h 4h 6h Oh 1h 2h 4h 6h
Glicose 63.8 43.7 71.3 80.0 49.9 68.7

Trigl. 112.1 | 147.8 | 169.9 | 213.5 | 142.1 104.0 | 165.3 | 156.8 | 126.2 | 206.7
Colesterol || 168.8 159.7 174.2 170.8
LDL 112.8 121.3 123.4 116.0
HDL 35.0 25.7 37.9 33.7
LDLox 42.0 59.8 54.0 28.7 37.7 26.2

IL-1 34 2.6 4.3 4.6 4.0 2.5 2.1 2.7 4.1 2.8
1IL-6 0.55 1.10 2.34 3.52 0.32 0.41 1.10 0.24
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7 8 9 e==Seriesl
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Nao ha padrdes discerniveis, apenas se pode constatar muito superficialmente que os voluntarios 3 e
8 t€m pefis idénticos em Maio e em Junho (e recorde-se que o voluntario 3 tem valores muito atipicos).
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Tabela 4.11: Registos as 6 h (ap6és imputag@o do valor da glicose).

H H H glicose ‘ Trig. ‘ colesterol ‘ LDL ‘ HDL ‘ LDLox ‘ IL-1 ‘ IL-6 H
vol. 1 Maio 67.6 141.7 196.1 1153 | 503 49.7 4.7 | 2.73
Junho 64.8 198.2 227.0 1034 | 67.8 37.0 3.0 | 2.99
vol. 2 Maio 58.8 87.4 152.8 762 | 573 43.7 22 | 431
Junho 93.8 165.8 213.9 982 | 673 39.2 39 | 2.00
vol. 3 Maio 70.8 231.0 188.6 1074 | 105 50.0 29 | 3.70
Junho 89.2 299.8 201.0 1349 | 215 42.3 20 | 1.29
vol. 4 Maio 64.3 112.0 188.3 99.7 | 463 46.3 33 | 4.08
Junho 84.4 113.0 165.8 102.5 | 60.8 38.0 25 | 1.67
vol. 5 Maio 81.0 111.6 154.7 77.1 | 54.6 54.2 3.1 | 430
Junho 69.9 127.3 143.8 69.2 | 78.0 31.0 27 | 177
vol. 6 Maio 1125 | 122.2 156.9 71.6 | 45.7 434 1.5 | 520
Junho 74.9 168.8 178.9 773 | 585 29.7 1.7 | 2.44
vol. 7 Maio 88.5 135.9 163.9 102.7 | 424 55.0 30 | 234
Junho 95.9 111.6 187.7 1229 | 49.0 35.0 19 | 1.96
vol. 8 Maio 724 107.4 199.2 101.3 | 64.8 32.1 24 | 324
Junho 66.8 82.8 2134 111.3 | 783 33.8 2.1 | 1.34
vol. 9 Maio 68.1 111.0 136.3 794 | 26.7 354 39 | 3.80
Junho 99.7 70.6 164.0 85.7 | 36.7 277 1.8 | 2.80
vol. 10 || Maio 71.3 142.1 159.7 121.3 | 257 54.0 40 | 352
Junho 68.7 206.7 170.8 116.0 | 33.7 26.2 28 | 0.24

Como os gréficos de perfis sdo pouco reveladores, vamos usar a Tabela 4.12 para fazer as caras de
Chernoff ce cada voluntdrio em Maio e em Junho, tal como nas Figuras 2.5 a 2.14 do Capitulo 2, veja-se
adiante as Figuras 4.1 a 4.10.

Figura 4.2: Voluntério 2 apds 6h, Maio e Junho

As caras de Chernoff mostram que afinal apenas o voluntdrio 8 apresenta semelhanga nos dois
periodos de medicdes 6h apds ingestdo do pequeno almogo.
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Tabela 4.12: Valores padronizados as 6 h (apds imputag@o do valor da glicose).

H H glicose ‘ Trig. ‘ colesterol ‘ LDL ‘ HDL ‘ LDLox ‘ IL-1 ‘ IL-6

vol 1. Maio -0.74 | -0.08 0.71 0.90 | 0.08 1.04 2.20 | -0.05

Junho -0.94 0.95 1.94 0.28 | 1.01 -0.35 026 | 0.16

vol. 2 Maio -1.36 | -1.07 -1.01 -1.13 | 045 0.39 -0.66 | 1.22

Junho 1.10 0.36 1.42 0.01 | 0.99 -0.11 1.26 | -0.63

vol. 3 Maio -0.52 1.55 0.42 0.49 | -2.04 1.08 0.15 | 0.73

Junho 0.77 2.81 0.91 191 | -145 0.23 -0.88 | -1.20

vol. 4 Maio -0.97 | -0.62 0.40 0.09 | -0.13 0.67 0.62 | 1.04

Junho 0.44 -0.60 -0.49 023 | 0.64 -0.24 | -0.32 | -0.90

vol. 5 Maio 0.20 -0.63 -0.93 -1.08 | 0.31 1.54 039 | 1.21

Junho -0.58 | -0.34 -1.37 -1.49 | 1.56 -1.01 -0.08 | -0.82

vol. 6 Maio 2.41 -0.44 -0.84 -1.37 | -0.17 0.35 -1.51 | 1.93

Junho -0.23 0.41 0.03 -1.07 | 0.52 -1.15 | -1.23 | -0.28

vol. 7 Maio 0.72 -0.19 -0.57 024 | -0.34 1.63 0.23 | -0.36

Junho 1.24 -0.63 0.38 1.29 | 0.01 -0.57 -1.00 | -0.67

vol. 8 Maio -0.40 | -0.71 0.84 0.17 | 0.85 -0.89 | -0.39 | 0.36

Junho -0.80 | -1.16 1.40 0.69 | 1.57 -0.70 | -0.84 | -1.16

vol. 9 Maio -0.71 | -0.64 -1.66 -097 | -1.18 | -0.53 1.28 | 0.81

Junho 1.51 -1.38 -0.56 -0.64 | -0.64 | -1.37 | -1.10 | 0.01

vol. 10 || Maio -0.48 | -0.07 -0.73 1.21 | -1.23 1.52 144 | 0.59

Junho || 066 | 111 | -029 | 093 | -080 | -1.54 | 0.05 | -2.05
® ® > ®
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Figura 4.3: Voluntario 3 ap6s 6h, Maio e Junho

Figura 4.4: Voluntario 4 ap6s 6h, Maio e Junho

0

Figura 4.5: Voluntério 5 apds 6h, Maio e Junho
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Figura 4.6: Voluntério 6 apds 6h, Maio e Junho
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Figura 4.7: Voluntério 7 apds 6h, Maio e Junho

]

Figura 4.8: Voluntario 8 ap6s 6h, Maio e Junho
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Figura 4.9: Voluntério 9 apds 6h, Maio e Junho

@

Figura 4.10: Voluntario 10 apés 6h, Maio e Junho

4.2 Correlacao

Na anélise de medicdes repetidas ¢ fundamental estudar a dependéncia entre os dados, veja-se o capitulo
sobre correlagdo serial de Ramsey and Schaffer (2002).

Mais uma vez, a qualidade dos dados ndo permite um estudo avancado como desejariamos. De facto,
no que se refere a colesterol, LDL e HDL apenas ha duas observagdes em cada mé€s — e nessa situagao
fazemos meramente um estudo de correlagdes.

Por outro lado, a metodologia exposta em Ramsey and Schaffer tem como pressuposto que as
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medi¢des sdo identicamente espacadas, o que acontece apenas no caso da glicose e da IL-1. Poderia

eventualmente estudar-se nesses casos uma correlagdo média (semelhante a correlacdo ordinal média

de Friedman), mas como ndo encontrei testes formais para investigar a aleatoriedade como o teste de

Friedman faz, pareceu-me pouco interessante apresentar esses calculos triviais.

Colesterol, LDL e HDL foram medidos apenas as Oh (jejum) e as 6h quer em Maio quer em Junho.

E decerto interessante investigar a associacdo entre as medi¢des nos dois periodos.

Assim, além dos registos, construimos tabelas com as variacdes, quer os incrementos entre as Oh e

as 6h em Maio e em Junho, quer os incrementos em periodos homélogos de Maio e de Junho — isto é,

Valor em Junho — Valor em Maio em jejum e Valor em Junho — Valor em Maio 6h apds pequeno-almoco.

Colesterol

Dados

Maio Junho
Oh 6h Oh 6h

232.0 | 196.1 230.2 | 227.0
184.5 | 152.8 2164 | 2139
219.0 | 188.6 182.2 | 201.0
171.7 | 188.3 174.2 | 165.8
147.9 | 154.7 132.0 | 143.8
158.8 | 156.9 164.5 | 178.9
193.8 | 163.9 171.0 | 187.7
194.3 | 199.2 215.1 | 2134
158.4 | 136.3 145.6 | 164.0
168.8 | 159.7 174.2 | 170.8

LDL

Dados
Maio Junho
Oh 6h Oh 6h
102.7 | 115.3 106.7 | 103.4
97.1 76.2 99.8 98.2
176.3 | 107.4 156.7 | 1349
103.2 | 99.7 108.4 | 102.5
51.2 77.1 61.2 69.2
85.4 71.6 79.2 77.3
132.4 | 102.7 113.6 | 1229
106.3 | 101.3 106.3 | 111.3
101.5 | 79.4 99.8 85.7
112.8 | 121.3 123.4 | 116.0

Variagdes
| 6h—on | | [ Junho - Maio | |
H em Maio ‘ em Junho H H as Oh ‘ as 6h H
-35.9 -3.2 -1.8 30.9
-31.7 -2.5 31.9 61.1
-30.4 18.8 -36.8 124
16.6 -8.4 2.5 -22.5
6.8 11.8 -15.9 -10.9
-1.9 14.4 5.7 22.0
-29.9 16.7 -22.8 23.8
4.9 -1.7 20.8 14.2
-22.1 18.4 -12.8 27.7
9.1 -3.4 5.4 11.1
Variagoes
6h —Oh Junho — Maio

em Maio | em Junho as Oh as 6h
12.6 -3.3 4.0 -11.9
-20.9 -1.6 2.7 22.0
-68.9 -21.8 -19.6 27.5
-3.5 -5.9 5.2 2.8
25.9 8.0 10.0 -7.9
-13.8 -1.9 -6.2 5.7
-29.7 9.3 -18.8 20.2
-5.0 5.0 0.0 10.0

-22.1 -14.1 -1.7 6.3
8.5 -7.4 10.6 5.3
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HDL
Dados Variagoes
Maio Junho 6h — Oh Junho — Maio
Oh | 6h Oh 6h em Maio | em Junho as Oh as 6h
63.4 | 50.3 723 | 67.8 -13.1 -4.5 8.9 17.5
69.1 | 57.3 763 | 67.3 -11.8 -9.0 7.2 10.0
18.8 | 10.5 23.0 | 21.5 -8.3 -1.5 4.2 11.0
55.6 | 46.3 61.4 | 60.8 -9.3 -0.6 5.8 14.5
78.8 | 54.6 79.6 | 78.0 -24.2 -1.6 0.8 234
63.7 | 45.7 594 | 585 -18.0 -0.9 -4.3 12.8
548 | 424 46.2 | 49.0 -12.4 2.8 -8.6 6.6
714 | 64.8 83.7 | 783 -6.6 -5.4 12.3 13.5
38.5 | 26.7 353 36.7 -11.8 1.4 -3.2 10.0
35.0 | 25.7 37.9 | 33.7 -9.3 -4.2 2.9 8.0
Observam-se assim as correlagdes registadas na Tabela 4.13.
Tabela 4.13: Correlacdes de Pearson
H H colesterol H LDL H HDL H
(Oh,6h), Maio 0.7188 0.5614 0.9640
(Oh,6h), Junho 0.9450 0.9416 0.9884
incrementos Maio—Junho, (Oh,6h) -0.2912 0.5641 -0.1959
incrementos Oh—6h, (Maio,Junho) 0.3660 -0.7696 0.3178
Que se pode concluir? — e ndo esquegamos que o que hd que ter em conta é o coeficiente de

determinacdo, interpretdvel como a fragcdo da variabilidade de uma das varidveis em funcio da variabili-

dade da outra, assumindo relacionamento aproximadamente linear.

Aparentemente o tratamento reforcou a associacdo entre os valores em jejum e final de colesterol,
LDL e HDL, pois em Junho as correlagdes entre as medi¢cdes em jejum e 6 horas apds pequeno almogo
sdo todas superiores a 0.94 (e sempre mais proximas de 1 do que as calculadas para o0 mesmo par de
observagdes em Maio). No que se refere a colesterol e a LDL houve assim uma estabiliza¢do notédvel (o

HDL ja estava estabilizado em Maio).

4.3 Retorno as Caras de Chernoff

Justapomos as caras de Chernoff que cada um dos voluntarios apresenta em (da esquerda para a direita)

1. Maio em jejum;

2. Maio 6h apés pequeno almogo

3. Junho em jejum;

4. Junho 6h apés pequeno almogo.

Caras de Chernoff, Oh Maio, 6h Maio, Oh Junho, 6h Junho
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Esta apresentacdo simultinea permite

1. reforcar a opinido de que existe excessiva variabilidade neste grupo de 10 voluntérios, em qualquer
dos quatro periodos observados, e nomeadamente que o voluntirio 3 deveria ter sido excluido
— repare-se na desconformidade da largura da correspondente linha, quando comparada com as
outras;

2. observar que ndo ha padrdes definidos na variacdo — por exemplo, no voluntdrio 2 ha grande
diferenca entre Maio e Junho, mas a variacdo do jejum para as 6h tem semelhancas, enquanto no
voluntério 4 ha grande semelhanca em jejum em Maio e Junho, mas enquanto em Junho jejum e 6h
sao semelhantes, em Maio sdo muito distintos — , ndo se podendo concluir que existe um padrao
definido na variag¢@o e em particular que haja um efeito consistente decorrente do tratamento com
framboesas.
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Capitulo 5

Graficos das meédias

Como Ramsey and Schafer (2002, p. 462) assinalam na nota introdutdria ao capitulo sobre medigdes

repetidas,

One highlited methods involves reducing the several response variables to one or two

summaries that address the question of interest, followed by performing analyses that use

those summaries as responses. The summaries might consist of, for example, the average,

the maximum, or the change in the repeated measure.

Vamos por isso focar-nos na andlise de médias.

5.1 Graficos: Médias com Barras de Confianca

Nos gréficos 5.1.0 a 5.8.0 em que se observam intervalos de confianga para a média de cada uma das

varidveis em cada um dos tempos em que foram medidas (a metade esquerda corresponde a Maio, e a

metade direita a Junho).
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Figura 5.1.0: Glucose
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Parece poder afirmar-se que houve subida do HDL e decréscimo do LDLox, do IL-1 e do IL-6,
associados ao tratamento; por outro lado é mais difusa a associacdo entre tratamento e variacdo do
colesterol e do LDL; também a interpretacdo no que se refere a associagdo do tratamento com a glicose
e com triglicéridos ndo é dbvia.

Mas de novo temos que comentar que a colecio de voluntdrios é muito dispersa, e que na constitui¢dao
de uma amostra adequada se devem usar critérios de exclusdo.
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5.2 Graficos: Evolucao das Variaveis nos Voluntarios Cotejada com
Médias e Limites de Confianca

Os gréficos 5.1 a 5.8 sdo uma reelaboracdo dss anteriores Figuras 5.1.0 a 5.8.0, em que se representa a
evolugdo de cada voluntério registando também, a negro e trago mais grosso, médias e limites do intervalo
de confianga (x £ 19,0.975 J%)' Observando que 19,975 \/LTO ~ 0.72, a simples andlise visual mostra que
h4 um numero elevado de observagdes fora do intervalo X — s,X+ s, 0 que de novo nos leva a questionar
o facto de ndo ter havido critérios de exclusdo.
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Figura 5.8: IL-6

Repare-se que estes gréficos pretendem mostrar padrdes, pelo que optdmos por usar 0 mesmo refe-
rencial para Maio e Junho, para observar se hé alteragdes notdveis. Os gréificos refor¢cam a ideia de que ha
uma associacao forte entre tratamento decréscimo substancial do LDLox e IL-6, mantendo o mesmo tipo
de padrao. Mas de novo alertamos para a possibilidade de confundimento devido a habitos alimentares e

outra medicacio tomada pelos voluntarios.
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Capitulo 6

Analise de Dados Longitudinais

Cabral e Gongalves (2011) iniciam o curso de andlise de dados longitudinais que guiou o meu estudo
traduzindo Molenberghs and Verbeke:

Quando numa experiéncia os individuos sdo medidos repetidas vezes ao longo do tempo
em relagdo a uma mesma caracteristica, num ou mais grupos de tratamento, sendo o préprio
tempo um factor de interesse diz-se que se tém dados longitudinais.

Citando ainda Cabral e Gongalves (p. 3),

[...] o objetivo principal de um estudo longitudinal é o de caracterizar as alteracdes
da varidvel resposta com o tempo [sendo ainda] objeto de interesse determinar se essas
alteracdes se relacionam com um conjunto de covaridveis, isto é, com um conjunto de fac-
tores previamente escolhidos que ndo o tempo.

Como ja repetidamente referimos, ndo ha uma indicacdo clara do objetivo da modelacdo, nomea-
damente qual a varidvel que interessaria modelar, e que covaridveis deveriam ser consideradas. Face
a informagdo que pesquisei na internet (mas que por isso ndo sei se € fidvel), seria levado a crer que o
maior interesse do tratamento com framboesas, antioxidantes, seria ou controlar a inflamacao das artérias
causada pelo mau colesterol — e assim IL-1 e IL-6 — ou mesmo, diretamente, ver se a administracdo em
grande escala daqueles antioxidante melhoravam o teor sérico do péssimo LDLox, diminuindo também
o mau LDL e aumentando o bom HDL.

Face as anteriores consideragdes e a andlise exploratéria anteriormente apresentada, pareceria ade-
quado passar a andlise longitudinal das seguintes séries de dados:

e [LDLox
o -1
o IL-6

visto serem as séries que tiveram maior alteracio com a administragdo de uma dieta rica em framboesas,
antioxidantes. Os dados sdo continuos e a hiptese de ajustamento normal ndo foi rejeitada.

E de novo colocamos a questdo — o que interessaria analisar, quais das varidveis deveriamos consi-
derar como covaridveis?

Face a escassez de dados de LDLox, pareceu-nos pragmatico abordar o estudo de IL-1 e de IL-6, isto
¢é colocarmo-nos na perspetiva de o tratamento (ingestdo de framboesas como antioxidante) tem como
objetivo diminuir a inflamacao vascular devida a depdsitos de placas de LDL e sobretudo de LDLox.

Facamos porém alguns reparos:
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1. UsarIL-1 e IL-6 como varidveis resposta e LDLox como covaridvel ndo parece fazer muito sentido,
uma vez que os instantes temporais em que as trés varidveis foram medidas ndo sdo os mesmos.
Em particular, LDLox é medido apenas em jejum, 4h apds pequeno almoco e 6h apds pequeno
almoco, falhando por isso a medi¢do duas horas apds pequeno almocgo. Note-se também que os
intervalos entre medicdes de LDLox e de IL-1 ndo sdo iguais.

2. IL-1 e IL-6 sdo medidas ambas em jejum, 2h, 4h e 6h apds o pequeno almogo; descartando a leitura
de IL-1 uma hora ap6s o pequeno almogo ficarifamos com medicdes em instantes coincidentes, e a
intervalos regulares, pelo que se poderia considerar a modelagdo conjunta das interleucinas.

Porém a analise conjunta de dados longitudinais é muito complexa (“far from trivial”), no dizer
de Ramsey and Schafer (2002, p. 483) — conferir a citacdo Fig. 2 — e nao encontramos nenhum

16.51 Two-Sample Analysis with More Than Two Responses

Extending the Hotelling’s T2 tools to situations involving more than two response variables
is far from trivial. 1t is nearly impossible to tackle the calculations for T2 without an und.er—
standing of linear algebra, including the use of matrix aigebra. Nevertheless the 1.-10!6111}1;;
T2 test statistic for comparing equality of two g-dimensional means from populations with
the same variance and correlation structure, can be calculated with statistical computer
packages. Suppose that there are g responses for each subject and that ll}el‘e are 1) subjects
in group 1 and ny subjects in group 2. A p-value is obtained by comparing

Fostatistic = (11 + 2 — ¢ — DT?/g(n +m — ¢))
to an F-distribution with ¢ and (ny +nz — ¢ — 1) degrees of freedom. Drawbacks of this

100l are that it is not robust if the variances and correlations differ in the two populations
and it is not robust if the population distributions are not normal.

Figura 6.1: Citacdo de Ramsey and Schaffer
exemplo que nos possa servir de guia.

3. Face ao acima referido, parece fazer sentido abordar separadamente a modelagdo de IL-1 e de IL-
6, para o que usdmos, de acordo com as recomendacdes de Cabral e Gongalves (2012), o package
nlme do R.

Mas antes de prosseguir para essa modelacdo parece adequado comecar por uma visualizagao dos
dados que seja reveladora de padroes.

6.1 IL-1

Para simplicidade de leitura, comegcamos por reproduzir o grafico 6.2 dos perfis individuais no que se re-
fere a IL-1, em Maio (controle) e Junho (dados experimentais), recordando que em negro mais carregado
se representaram valores médios e limites de confianca (95%) no que refere a Oh, 1h, 2h, 4h e 6h.

E 6bvio que em Junho o padrio ao longo das seis horas de observagdo é mais regular, e que houve
nao s6 um decréscimo dos valores, como a variabilidade inter individuos € menor.

Completamos essa informagdo com gréficos estelares que mostram a evolugdo do teor sérico de IL-
1 ao longo do tempo no que respeita os 10 voluntdrios (na primeira linha Maio, na segunda Junho).
E bastante evidente que ndo hd padrdes discernveis na forma como IL-1 evolui nos voluntdrios, quer
no periodo de controle quer no periodo experimental, e também que ndo h4 similitude entre esses dois
periodos.
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Figura 6.2: Variagio de IL-1 ao longo do tempo. Além da representago do que se passa com cada voluntério, representa-se
anegro grosso as linhas unindo os valores médios e limites dos intervalos de confianca para a média (95%).

Por outro lado, a mesma informacao é fornecida nos graficos de radar abaixo, mas desta vez centrados
no que se passa com cada voluntério as Oh, 1h, 2h, 4h e 6h, em Maio (azul) e em Junho (laranja). Os

voluntarios estdo ordenados de 1 a 5 na linha superior, e de 6 a 10 na inferior

A reducio dos valores de IL-1 em Junho é bastante evidente nos voluntarios 1,4,5¢e 9.

Como facilmente se constata, a reagcdo dos diversos voluntarios ao tratamento com framboesas segue
diversos padrdes, embora se note que em alguns deles (1, 4, 5, 6, 9) se possa falar de perfis semelhantes,
em que apenas hd uma alterac¢do de escala. Fica no entanto o alerta para a eventual pouca adequagado da

modelagdo que vai ser feita.
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Pareceu-nos inicialmente adequado seguir de perto a abordagem de Cabral e Gongalves (2012),
exemplo 6.2 (repetimos alids a andlise em RStfudio, para nos certificarmos de que usamos o cédigo
apropriado).

Para tal, carregamos as bibliotecas tclk, nlme, lattice, ggplot2 e o ficheiro DadAdilsM contendo os
registos das varidveis em Maio e em Junho, veja-se Tabela 1.9; codificamos os tempos de medicao usando
a varidvel HOR, com valores 0 (jejum), 1,2,4 e 6 (tempo em horas decorrido depois do pequeno-almogo,
e o més com a variavel MES (0=Maio, 1=Junho).

Os gréficos acima levam a crer que hé diferenca entre os registos de casos (Junho) e controles (Maio),
mas que em cada um desses periodos a hora de medi¢do tem pouca influéncia.

No Capitulo introdutério referimos brevemente o formalismo da andlise de dados longitudinais; re-
comendamos Cabral e Gonalves (2011) para uma introdugao esclarecedora; como ja referimos no inicio
deste estudo, a normalidade dos dados praticamente nunca foi rejeitada, mas essa decisdo estd longe de
ser convincente, visto que cada uma das séries ajustadas tinha apenas 10 dados.

De qualquer forma, como parece mais adequado considerar modelos com feitos aleatdrios porque —
citando de novo Cabral e Gongalves (2011, p. 17)

Os modelos com efeitos aleatérios sdo mais tteis quando o objetivo é descrever as
alteragoes da resposta média de cada individuo e a relagcdo destas alteragées com as co-
varidveis. Assim sendo, estes modelos tém como finalidade realizar inferéncias sobre o

individuo e ndo sobre a populagdo.

O ajustamento por normais nao tem relevancia, pois esses modelos “permitem a acomodacdo de respos-
tas quer sigam uma distribuicdo Gaussiana ou ndo”.

Comecamos por investigar uma variedade de modelos para IL-1 em fun¢do de MES, ou MES+HOR,
ou ainda MES+HOR+MES*HOR — pois qualquer modelo que ndo use MES como regressor ndo tem
interesse para o que investigamos —, admitindo efeitos aleatérios no declive e ordenada na origem, ou
apenas na ordenada na origem, ou apenas no declive, investigando por isso os seguintes modelos:

Mo1<-1me (IL1~MES, random=~0|VOL,data=dados,method="ML")
Mo2<-1me (IL1~MES, random="1|VOL,data=dados,method="ML")
Mo3<-1me(IL1"MES, , random="(0+MES) |VOL,data=dados,method="ML")
Mo4<-1me(IL1~ MES, random="(1+MES) |VOL,data=dados,method="ML")

Mo5<-1me (IL1“HOR+MES, random="0]|VOL,data=dados,method="ML")

Mo6<-1me (IL1“HOR+MES, random="1]|V0OL,data=dados,method="ML")

Mo7<-1me (IL1~HOR+MES, random="~(0+MES) |VOL,data=dados,method="ML")
Mo8<-1me (IL1~HOR+MES, random="~(0+HOR) |VOL,data=dados,method="ML")
Mo9<-1me (IL1~HOR+MES, random="(0+MES+HOR) |VOL,data=dados,method="ML")
Mo10<-1me (IL1~"HOR+MES, random="(1+MES) |VOL,data=dados,method="ML")
Mo11<-1me (IL1~"HOR+MES, random=~(1+HOR) |VOL,data=dados,method="ML")
Mo12<-1me (IL1~HOR+MES, random="(1+MES+HOR) |VOL,data=dados,method="ML")

Mo13<-1me (IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="1|VOL,data=dados,method="ML")

Mo14<-1me (IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="~(0+MES) |VOL,data=dados,method="ML")
Mo15<-1me (IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="~(0+HOR) |VOL,data=dados,method="ML")
Mo16<-1me (IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="~(0+HOR*MES) |VOL,data=dados,method="ML")
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Mo17<-1me (IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="~(1+MES) |VOL,data=dados,method="ML")

Mo18<-1me (IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="~(1+HOR) |VOL,data=dados,method="ML")

Mo19<-1me (IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="~(1+HOR*MES) |VOL,data=dados,method="ML")
Mo20<-1me (IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="(1+MES+HOR) |VOL,data=dados,method="ML")
Mo21<-1me (IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="(1+MES+HOR*MES) |VOL,data=dados,method="ML")
Mo22<-1me (IL1~ HOR+MES+HOR*MES, random="(1+MES+HOR+HOR*MES) |VOL,data=dados,method="ML")

Uma breve formalizacao inicial foi feita na Secc¢do 1.3. Comentemos porém que estes modelos estdo
ordenados por grau de complexidade quer no uso de regressores quer na eventual possibilidade de se

considerarem efeitos aleatdrios. Por exemplo

Mo1<-1me (IL1~MES, random=~0|VOL,data=dados,method="ML")
Mo2<-1me (IL1~MES, random=~1|VOL,data=dados,method="ML")
Mo3<-1me(IL1"MES, , random="(0+MES) |VOL,data=dados,method="ML")
Mo4<-1me(IL1~ MES, random=~(1+MES) |VOL,data=dados,method="ML")

Mo22<-1me (IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="(1+MES+HOR+HOR*MES) |VOL,data=dados,method="ML")

correspondem respetivamente a

o IL1=fy+BIMES+e¢

IL1; = (ﬁO + bOi) + ﬁ]MES—I- &

ILl; = Bo+ (B1 +b1;)) MES + €

IL1; = (Bo+boi) + (B1 +b1i))MES + €

IL1; = (ﬁ() +b0i) + (ﬁl —|—b1i)MES—|— (Bz —I—bzl')HOR—I- (B3 —I—b3i)HOR*MES+ &;

De forma condensada e genérica o modelo linear misto é descrito como
Yi :X,'B +Z,'bi+8i

onde Y; é a matriz das varidveis respostas para o individuo i (no nosso caso, IL1 é a matriz 10x10, visto
que hd 10 individuos e hd 10 combinagdes de (Més,Hora)), B é o vetor dos efeitos fixos, X; é a matriz
das covariaveis dos efeitos fixos, b; € o vetor dos efeitos aleatorios, Z; € a matriz das covariaveis dos
efeitos aleatdrios e €; é a matriz dos erros aleatérios dentro do grupo. Por exemplo, no Mo8 (adiante
renomeado Mod.Il, veja-se o output no apéndice 1), X = (MES,HOR) ¢ b = HOR. Para mais detalhes
veja-se Cabral e Gongalves (2011, 2.2).

b,’/\N(O,D), SiAN(O,Zi)

onde b; e €;) sdo independentes entre si e para os diferentes grupos.

No nosso estudo, o objetivo fundamental ¢ investigar se houve uma efetiva descida de IL1 com o
tratamento, isto € se é rejeitadaa Hy: B =0vs. H : B =0<0. A explicitagdo da interpretagio ods
outputs do que adiante renomeamos como Mod.VI e Mod.VIII, e dos modelos Mod.XI e Mod.XV, em
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que juntamos como covaridveis TRI e LDLox, respetivamente, esclarece com mais detalhe o que se
pretende.

Este trabalho inicial mostrou alguns problemas de convergéncia em alguns dos modelos (em parti-
cular no que se refere ao Mo4, adiante rebatizado como mod.VIII), o que nos obrigou a alterar alguns
critérios no que respeita niimero de iteradas a considerar. Na segunda fase consideramos por isso o script

mod.I<-1me (IL1~HOR+MES, random="1|VOL,data=dados,method="ML")

summary (mod.I)

mod.II<-1me(IL1 HOR+MES, random="(0+HOR) |VOL,data=dados,method="ML")
summary (mod.II)

mod.III<-1me(IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="(0+HOR) |VOL,data=dados,method="ML")
summary (mod.III)

mod.IV<-1me (IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="1]|VOL,data=dados,method="ML")
summary (mod.IV)

mod.V<-1me (IL1~ HOR+MES+HOR*MES, random="(1+HOR) |VOL,data=dados,method="ML")
summary (mod. V)

mod.VI<-1me(IL1~MES, random="1|VOL,data=dados,method="ML")

summary (mod.VI)

mod.VII<-1lme(IL1"MES, random="(0+MES) |VOL,data=dados,method="ML")

summary (mod.VII)

mod.VIII<-1me(IL1~MES, random="(1+MES) |VOL,data=dados,method="ML")

summary (mod.VIII)

mod .IX<-1me(IL1~MES+HOR*MES, random="(1+MES) |VOL,data=dados,method="ML")
summary (mod. IX)

> mod.X<-1me(IL1"HOR+MES, random="(1+MES) |VOL,data=dados,method="ML")

summary (mod. X)

O correspondente output esté reproduzido no apéndice 1 deste capitulo. Limitamo-nos aqui a registar
que

1. Como € natural, por IL-1 ser uma grandeza positiva, em qualquer dos modelos indica-se que o
correspondente coeficiente em Maio € nao nulo (altamente significativo)

2. Nos modelos mod.I a mod. VI considera-se significativa (valor-p <0.05) uma descida do IL-1 que
ronda —0.5

3. Nenhum coeficiente das outras varidveis consideradas é significativo.

4. Os modelos mod.VII a mod.X parecem melhorar o ajustamento (critério de Akaike), mas em
contrapartida a alteracdo de IL-1 entre Maio e Junho devida ao efeito MES nio ¢ significativa ao
nivel 0.05.

e a tabular o coeficiente da alteracdo de IL-1 devido ao efeito MES e o correspondente p — value em cada
um desses 10 modelos, bem como o AIC:
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modelo ‘ coef. MES ‘valor—p AIC

mod.l | —0.4549896 | 0.0032 | 247.1762
mod.Il | —0.4735782 | 0.0026 | 248.9941
mod.Ill | —0.4950724 | 0.0420 | 250.9799
mod.IV | —0.5118980 | 0.0330 | 249.0742
mod.V | —0.4950724 | 0.0420 | 250.9799
mod.VI | —0.4510544 | 0.0034 | 245.8660
mod.VII | —0.4347379 | 0.0128 | 258.4832
mod.VIII | —0.4515758 | 0.0936 | 230.3403
mod.IX | —0.5108365 | 0.1038 | 233.0579
mod.X | —0.4561743 | 0.0925 | 231.1879

Assim, o modelo mod.VIII < —Ime(IL1 ~ MES,random =~ (1 + MES) destaca-se por
ter AIC=230.3403 inferior aos dos outros, apresentando-se os modelos mod.X < —Ime(IL1 ~
HOR + MES,random = ~ (1 4+ MES)) (AIC=231.1879) e mod.IX < —Ilme(IL1 ~ MES + HOR %
MES, random =~ (1 +MES)) (AIC=233.0579) como os competidores mais préximos.

No entanto, se adotarmos como critério de avaliacio principal uma valor-p < 0.05 no que respeita
a alteracao significativa de IL-1 devido ao efeito MES, deveremos considerar como preferivel o
modelo VI

Para além de IL-1, também a varidvel Triglicéridos foi medida em jejum (Oh), € nos mesmos periodos
1h, 2h, 4h, 6h apds o pequeno almoco. Serd possivel melhorar mais usando por exemplo TRI como
covariavel?

No Apéndice 2 registamos o utput de

> mod.XI<-1me (IL1~TRI+MES+HOR*MES, random="(1+MES) |VOL,data=dados,method="ML")
> mod.XII<-1me (IL1~MES+HOR*MES+TRI*MES,
random="(1+MES) | VOL,data=dados ,method="ML")
>mod.XIII<-1me(IL1~TRI+MES+HOR*MES+TRI*MES,
random="(1+MES) | VOL,data=dados ,method="ML")

Tal como nos modelos anteriores, apenas a ordenada na origem (valor estimado do IL-1 em Maio) é sig-
nificativamente diferente de 0. A reducgao de IL-1 de Maio para Junho ndo € detetada como significativa,

veja-se o quadro abaixo:

modelo | coef. MES ‘ valor — p ‘ AIC

mod.XI | —0.5302166 | 0.0875 |233.0079
mod.XII | —0.7849047 | 0.0798 | 234.3419
mod . X1II | —0.7849048 | 0.0798 | 234.3419

Pareceria mais interessante usar LDLox como covaridvel, mas isso exige que os registos de IL-1
correspondentes a 1h e 2h sejam apagados (pois ndo houve os correspondentes registos de LDLox),
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como adiante explicamos com mais detalhe. Quer isso dizer que reduzimos de 100 para 60 dados de
IL-1.

Por curiosidade, investigamos também o que se obtém quando se usa TRI como covaridvel usando
apenas os 60 dados correspondentes a Oh, 4h, 6h:

> mod.XIV<-1me(IL1~TRI+MES+TRI*MES,
random="(1+MES) | VOL,data=dados ,method="ML")

Este modelo trouxe finalmente algum sucesso no sentido em que hé reducio assinaldvel de AIC:

’ modelo ‘ coef. MES ‘valor—p‘ AIC ‘
| mod XIV | —0.6838579 | 0.2054 | 158.793 |

mas a reducdo de IL-1 de Maio para Junho ndo é assinalada como significativa, e esta “tortura”deliberada
para os dados confessarem o que pretendemos nio € defensdvel. O output completo estd registado no
Apéndice 3.

Atendendo ao que vimos na Internet sobre o contexto do problema, veja-se os capitulos de Introdugao
e de Andlise Inicial, o que faria porventura sentido seria investigar se a alteracdo do LDLox entre Maio
e Junho contribuia para explicar IL-1 naqueles dois periodos. Mas tal ndo é possivel com o ficheiro de
dados que estamos a usar, porque ndo ha medi¢des de LDLox 1h e 2h apds pequeno almogo. Por isso, se
dermos a instrugao

> mod.XIVb<-1me(IL1~LDLox+MES+HOR*MES,
random="(1+MES) |VOL, data=dados,method="ML")

obtemos simplesmente o aviso de erro

Error in na.fail.default(list(MES = c¢(OL, OL, OL, OL, OL, OL, OL, OL,

missing values in object

Experimentamos por isso eliminar os dados de IL-1 registados 1h e 2h apds o pequenos almogo, para
investigarmos o modelo acima descrito:

> mod.XV<-1me (IL1~LDLox+MES+LDLox*MES,
random="(1+MES) | VOL,data=dados ,method="ML")

com os resultados

’ modelo ‘ coef. MES ‘valor—p‘ AIC ‘
]mod.xv \ —1.6825549\ 0.0678 \154.8474\

(Output completo no Apéndice 4.)
Assim, em termos de AIC, houve uma melhoria. Mas o efeito MES, de maior magnitude, ndo é
significtaivo.

Portanto, em minha opinido, o mod.VI apesar da sua simplicidade é o melhor.
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6.2 Conclusoes provisorias

Na colecdo inicial de modelos (I a X) verificamos que a varidvel MES tem como efeito alterar a or-
denada na origem e a varidvel HOR ndo é interessante. Nos modelos I a VII verifica-se que ha um
decréscimo (significativo, p =~ 0.03) que ronda —0.5 entre maio e Junho, enquanto o coeficiente de Hora
e de Més*Hora ndo sdo significativamente diferentes de 0. De facto, observando os gréficos de perfis,
verifica-se que entre Maio e Junho IL-1 decresceu cerca de 0.5, e que a linha poligonal quer em Maio
quer em Junho pode ser considerada uma ligeira variacdo amostral de uma linha horizontal.

Observa-se também que considerar efeitos aleatérios no que se refere a ordenada na origem baixa o
AIC, o que faz sentido, face as criticas que fizemos a amostragem feita.

Observe-se que o melhor ajustamento, tomando o valor do AIC como critério, é obtido com o
mod.VIII, sendo os mod.IX e mod.X competidores préximos; mas nestes curiosamente o valor-p as-
sociado ao coeficiente estimado para o Més € 0.09, aparentemente os efeitos aleatérios no que se refere
a ordenada na origem seriam suficientes para justificar o bom ajustamento do modelo. Note-se que na-
queles trés modelos se considere efeitos aleatérios no que se refere quer a ordenada na origem quer ao
regressor MES.

As informagGes que encontramos na www, e que relatamos no capitulo introdutério, levam-nos a
crer que triglicéridos e LDLox contribuem para a inflamagao no sistema circulatério, e por isso ndo € de
estranhar que aqueles e 0 mod.XV (em que mais uma vez se consideram efeitos aleatérios no que se refere
quer a ordenada na origem quer ao regressor MES) sejam mais adequados — mas este ultimo a custa de
cortar informacao, pois passamos a considerar apenas as 60 observacdes (10 voluntérios, em jejum, ao
fim de 4 horas e ao fim de 6 horas, em Maio e em Junho, que sio as Gnicas comuns as duas variaveis
que se pretende correlacionar). Encontramos também a informacdo de que alteracdes metabdlicas da
glicose teriam influéncia, mas como as medi¢des desta varidvel sdo feitas apenas as Oh, 1h e 2h, para as
podermos utilizar teriamos que deitar fora os dados de IL-1 das 4h e 6h, o que decerto ndo faz sentido.

Pensamos por isso que a repetida anotagcdo de que num trabalho futuro mais planeado havera que
distinguir cuidadosamente varidveis e covaridveis a usar, e recolher os dados por forma a ndo ocorrerem
estes problemas devidos a dados omissos.

6.3 Comentario critico

Ap6s este trabalho que ndo quisemos deixar de relatar, hi que fazer os seguintes reparos:

e Enquanto no exemplo de Cabral e Gongalves (2012, 6.2) ha trés conjuntos de dados independen-
tes, e o objetivo serd comparar os efeitos das dietas 2 e 3 com os da baseline dieta 1, no nosso
caso pretende-se comparar séries emparelhadas de observagdes, considerando-se que as medigcdes
iniciais feitas em Maio servem de controle, sendo as medi¢des feitas em Junho os resultados ex-
perimentais.

e Nos dados bodyweight analisados por Cabral e Gongalves (2012, 6.2) hé logo a partida a expeta-
tiva de que as sequéncias de dados individuais devem ter uma tendéncia crescente, por as medigcdes
serem efetuadas com um intervalo de tempo suficiente para eliminar flutuagdes aleatérias sem in-
teresse. No estudo que nos ocupa, as medigdes sdo em tempos muito proximos, durante o processo
de digestdo, havendo assim padrdes muito complexos determinados por fatores metabolicos.
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Face a estas observacdes, fomos repensar na andlise feita em Ramsey and Schafer (2012, cap. 16,
Repeated Meassures and other Multivariate Responses), nomeadamente porque a investigacdo sobre
o papel do hipocampo nas memdrias de curta e de longa duracdo dos primatas nos pareceu bastante
informativo.

Porém a leitura atenta mostrou-nos que nos dados que temos que analisar hd uma falha fatal: cada
individuo é de facto o seu préprio controle (em Maio, relativamente ao resultado experimental de Junho)
— mas ndo ha um grupo experimental e outro de controle, para haver conclusdes validas seria necessario
que o o grupo inicial fosse dividido em dois subgrupos, de preferéncia equilibrados, um dos quais tivesse
a dieta com framboesas e outro ndo, para analisar se os padrdes em Junho eram diferentes nos dois
grupos. (Isto para além dos ja insistentemente referidos problemas no que se refere a critérios de inclusdo
no estudo, ao facto de a amostra ser “de conveniéncia” e de tamanho muito reduzido, e ndo ter havido
bloqueamento para limitar confundimento.)

Por outro lado, o interessante exemplo tratado no mesmo capitulo sobre o efeito de fibras de aveia no
controle de colesterol mostra também que os dados cuja andlise € pedida ndo sdo adequados, mais uma
vez por ndo haver a possibilidade de comparacgdo. Os dados seriam interessantes se depois das medigdes
em Junho houvesse um periodo de washout em que os voluntdrios ndo comessem framboesas, e novas
medi¢des em Julho, a andlise poderia ter algum interesse (com as limitacdes j4 referidas no que se refere
a amostra e ao confundimento, havendo a este respeito que estabelecer um protocolo muito estrito sobre
o tipo de alimentos e aditivos que poderiam ingerir).

Nestas condi¢des, penso que € dispensdvel prosseguir para a andlise das outras varidveis, pois do
ponto de vista de metodologia ndo haveria qualquer adi¢do, e os problemas atrds apontados sdo comuns
a todas as varidveis.

Apéndice 1: output mod.I a mod.X

> dados<-read.table("DadAdilsM.txt" ,header=TRUE,dec=".")

> dados

VOL MES HOR 1IL1 IL6 COL HDL LDL LDLox  TRI GLU
1 1 0O 04.60 1.7 232.0 63.4 102.7 51.6 125.7 69.0
2 2 0 01.50 2.0 184.5 69.1 97.1 42.8 83.7 48.3
3 3 0 01.70 1.4 219.0 18.8 176.3 47.5 177.4 56.6
4 4 0 02.70 1.7 171.7 55.6 103.2 44.2 85.8 66.2
5 5 0 01.90 1.9 147.9 78.8 51.2 50.4 94.6 69.5
6 6 0 03.30 2.0 158.8 63.7 85.4 41.1 b52.4 78.8
7 7 0 02.90 1.6 193.8 54.8 132.4 55.3 b52.9 85.9
8 8 0 03.40 1.5 194.3 71.4 106.3 36.6 85.4 65.5
9 9 0 03.70 1.6 158.4 38.5 101.5 40.0 69.3 73.2
10 10 0 0 3.40 0.6 168.8 35.0 112.8 42.0 112.1 63.8
11 1 0 1 4.80 NA NA NA NA NA 193.0 60.5
12 2 0 1 3.90 NA NA NA NA NA 86.4 33.4
13 3 0 1 2.70 NA NA NA NA NA 220.6 59.1
14 4 0 1 2.80 NA NA NA NA NA 155.6 b57.5
15 5 0 1 2.30 NA NA NA NA NA 124.0 62.3
16 6 O 1 2.90 NA NA NA NA NA 65.7 T77.7
17 7 0 1 3.70 NA NA NA NA NA 62.8 81.5
18 8 O 1 2.20 NA NA NA NA NA 101.5 71.0
19 9 0 1 3.80 NA NA NA NA NA 89.5 59.9
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71 1 1 2 3.70 2.5 NA NA NA NA 249.4 64.8
72 2 1 2 3.50 2.3 NA NA NA NA 239.0 93.8
73 3 1 2 2.30 1.5 NA NA NA NA 328.3 89.2
74 4 1 2 2.80 2.0 NA NA NA NA 166.2 84.4
75 5 1 2 3.10 1.9 NA NA NA NA 154.0 69.9
76 6 1 2 2.30 2.5 NA NA NA NA 166.7 74.9
7 7 1 22.40 1.1 NA NA NA NA 62.9 95.9
78 8 1 2 2.00 0.7 NA NA NA NA 126.7 66.8
79 9 1 21.80 1.9 NA NA NA NA 117.9 99.7
80 10 1 2 2.70 0.4 NA NA NA NA 156.8 68.7
81 1 1 4 3.50 2.5 NA NA NA 50.9 241.9 NA
82 2 1 4 3.20 2.8 NA NA NA 44.0 172.4 NA
83 3 1 42.301.5 NA NA NA 49.1 322.9 NA
84 4 1 42,70 2.1 NA NA NA 43.3 143.4 NA
85 5 1 4 3.20 2.1 NA NA NA 40.7 134.8 NA
86 6 1 4 2.90 3.5 NA NA NA 52.4 172.2 NA
87 7 1 42.00 2.7 NA NA NA 52.6 75.4 NA
88 8 1 42,70 1.7 NA NA NA 45.3 108.9 NA
89 9 1 4 2.10 2.7 NA NA NA 42.1 73.4 NA
90 10 1 4 4.10 1.1 NA NA NA 37.7 126.2 NA
91 1 1 6 3.00 3.0 227.0 67.8 103.4 37.0 198.2 NA
92 2 1 6 3.90 2.0 213.9 67.3 98.2 39.2 165.8 NA
93 3 1 6 2.00 1.3 201.0 21.5 134.9 42.3 299.8 NA
94 4 1 6 2.50 1.7 165.8 60.8 102.5 38.0 113.0 NA
95 5 1 6 2.70 1.8 143.8 78.0 69.2 31.0 127.3 NA
96 6 1 6 1.70 2.4 178.9 58.5 77.3 29.7 168.8 NA
97 7 1 6 1.90 2.0 187.7 49.0 122.9 35.0 111.6 NA
98 8 1 6 2.10 1.3 213.4 78.3 111.3 33.8 82.8 NA
99 9 1 6 1.80 2.8 164.0 36.7 85.7 27.7 70.6 NA
100 10 1 6 2.80 0.2 170.8 33.7 116.0 26.2 206.7 NA

Os sumarios dos modelos acima indicados sdo:

> mod.I<-1lme(IL1"HOR+MES, random="1|VOL,data=dados,method="ML")
> summary (mod.I)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC logLik
247.1762 260.202 -118.5881

Random effects:

Formula: ~1 | VOL
(Intercept) Residual

StdDev: 0.4098028 0.7383248

Fixed effects: IL1 ~ HOR + MES
Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 2.9669497 0.19120970 88 15.516732 0.0000

HOR 0.0285366 0.03481928 883 0.819562 0.4147
MES -0.4549896 0.15024043 88 -3.028410 0.0032
Correlation:
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(Intr) HOR
HOR -0.461
MES -0.386 -0.032

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-2.01482814 -0.61662072 -0.04823236 0.67230265 4.05058330

Number of Observations: 100
Number of Groups: 10

> mod.II<-1me(IL1"HOR+MES, random="(0+HOR) |VOL,data=dados,method="ML")
> summary (mod.II)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC logLik
248.9941 262.02 -119.4971

Random effects:

Formula: ~(0 + HOR) | VOL
HOR Residual

StdDev: 0.1159498 0.7483546

Fixed effects: IL1 ~ HOR + MES

Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 2.9760757 0.14073406 88 21.146805 0.0000
HOR 0.0286728 0.05129881 88 0.558936 0.5776
MES -0.4735782 0.15271199 88 -3.101120 0.0026
Correlation:

(Intr) HOR

HOR -0.436
MES -0.533 -0.022

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-1.97242816 -0.57124990 -0.05553288 0.57397476 3.92542792

Number of Observations: 100

Number of Groups: 10

> mod.III<-1me(IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="~(0+HOR) |VOL,
data=dados,method="ML")
> summary (mod.III)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC 1logLik
250.9799 266.611 -119.49

65



Random effects:

Formula: ~(0 + HOR) | VOL
HOR Residual

StdDev: 0.1156857 0.7484321

Fixed effects: IL1 ~ HOR + MES + HOR * MES
Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 2.9870840 0.17007180 87 17.563664 0.0000

HOR 0.0242653 0.06383468 87 0.380128 0.7048
MES -0.4950724 0.23986506 87 -2.063962 0.0420
HOR:MES 0.0083920 0.07180578 87 0.116870 0.9072
Correlation:
(Intr) HOR MES
HOR -0.621
MES -0.710 0.443

HOR:MES 0.555 -0.591 -0.768

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-1.98693236 -0.55718021 -0.05347594 0.56276829 3.93373811

Number of Observations: 100

Number of Groups: 10

> mod.IV<-1lme(IL1 HOR+MES+HOR#MES, random="1|VOL,data=dados,method="ML")
> summary (mod.IV)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC logLik
249.0742 264.7052 -118.5371

Random effects:

Formula: ~1 | VOL
(Intercept) Residual

StdDev: 0.4088625 0.7380558

Fixed effects: IL1 ~ HOR + MES + HOR * MES
Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 2.9960842 0.21333086 87 14.044308 0.0000

HOR 0.0169794 0.05085725 87 0.333864 0.7393
MES -0.5118980 0.23630826 87 -2.166230 0.0330
HOR:MES 0.0220127 0.07030234 87 0.313114 0.7549
Correlation:
(Intr) HOR MES
HOR -0.602
MES -0.558 0.544

HOR:MES 0.436 -0.726 -0.769

Standardized Within-Group Residuals:
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Min Q1 Med Q3 Max
-2.056577871 -0.61813915 -0.04123109 0.66776498 4.07474520

Number of Observations: 100
Number of Groups: 10

> mod.V<-1me (IL1~HOR+MES+HOR*MES, random="(1+HOR) |VOL,data=dados,method="ML")
> summary (mod.V)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC 1logLik
250.9799 266.611 -119.49

Random effects:

Formula: ~(0 + HOR) | VOL
HOR Residual

StdDev: 0.1156857 0.7484321

Fixed effects: IL1 ™ HOR + MES + HOR * MES
Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 2.9870840 0.17007180 87 17.563664 0.0000

HOR 0.0242653 0.06383468 87 0.380128 0.7048
MES -0.4950724 0.23986506 87 -2.063962 0.0420
HOR:MES 0.0083920 0.07180578 87 0.116870 0.9072
Correlation:
(Intr) HOR MES
HOR -0.621
MES -0.710 0.443

HOR:MES 0.555 -0.591 -0.768

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-1.98693236 -0.55718021 -0.05347594 0.56276829 3.93373811

Number of Observations: 100
Number of Groups: 10

> mod.VI<-1me(IL1"MES, random="1|VOL,data=dados,method="ML")
> summary (mod.VI)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC logLik
245.866 256.2867 -118.933

Random effects:

Formula: ~1 | VOL
(Intercept) Residual

StdDev: 0.4092373 0.7411675
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Fixed effects: IL1 ~ MES
Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 3.0391378 0.1689519 89 17.988179 0.0000
MES -0.4510544 0.1499719 89 -3.007593 0.0034
Correlation:
(Intr)
MES -0.453

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-2.10446667 -0.65811699 -0.07194745 0.66616287 4.09240900

Number of Observations: 100
Number of Groups: 10

> mod.VII<-1lme(IL1~MES, random="(0+MES) |VOL,
data=dados,method="ML")
> summary (mod.VII)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC logLik
258.4832 268.9039 -125.2416

Random effects:
Formula: ~(0 + MES) | VOL

MES Residual
StdDev: 0.0002510451 0.8466037

Fixed effects: IL1 ~ MES
Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 3.0308163 0.1221713 89 24.807931 0.0000
MES -0.4347379 0.1710740 89 -2.541227 0.0128
Correlation:
(Intr)
MES -0.714

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-2.0444233 -0.6447129 -0.1340031 0.5066378 3.8615278

Number of Observations: 100
Number of Groups: 10

> mod.VIII<-1lme(IL1"MES, random="(1+MES) |VOL,data=dados,method="ML")
> summary (mod.VIII)

Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood

Data: dados
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AIC BIC logLik
230.3403 245.9713 -109.1701

Random effects:
Formula: ~(1 + MES) | VOL
Structure: General positive-definite, Log-Cholesky parametrization
StdDev Corr
(Intercept) 0.7635072 (Intr)
MES 0.7315552 -0.949
Residual 0.6324411

Fixed effects: IL1 ~ MES
Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 3.0432030 0.2604715 89 11.683440 0.0000
MES -0.4515758 0.2664347 89 -1.694883 0.0936
Correlation:
(Intr)
MES -0.9

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-1.8923270 -0.6256519 -0.1822294 0.5474607 3.4437932

Number of Observations: 100
Number of Groups: 10

> mod.IX<-1me(IL1~"MES+HOR*MES, random="(1+MES) |VOL,data=dados,method="ML")
> summary (mod. IX)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC logLik
233.0579 253.8992 -108.5289

Random effects:
Formula: ~(1 + MES) | VOL
Structure: General positive-definite, Log-Cholesky parametrization
StdDev Corr
(Intercept) 0.7657221 (Intr)
MES 0.7342739 -0.95
Residual 0.6279282

Fixed effects: IL1 ~ MES + HOR * MES
Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 2.9918667 0.28536372 87 10.484398 0.0000

MES -0.5108365 0.31078204 87 -1.643713 0.1038
HOR 0.0203936 0.04341183 87 0.469770 0.6397

MES :HOR 0.0211533 0.05982805 87 0.353569 0.7245
Correlation:

(Intr) MES HOR
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MES -0.857
HOR -0.383 0.352
MES:HOR 0.278 -0.498 -0.726

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-1.8198286 -0.5951425 -0.1628044 0.6206568 3.4170320

Number of Observations: 100
Number of Groups: 10

> mod.X<-1lme (IL1"HOR+MES, random="(1+MES) |VOL,data=dados,method="ML")
> summary (MOD.X)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC logLik
231.1879 249.4241 -108.594

Random effects:
Formula: ~(1 + MES) | VOL
Structure: General positive-definite, Log-Cholesky parametrization
StdDev Corr
(Intercept) 0.7665095 (Intr)
MES 0.7342710 -0.95
Residual 0.6282344

Fixed effects: IL1 ~ HOR + MES

Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 2.9638424 0.27295678 88 10.858285 0.0000
HOR 0.0315315 0.02971725 88 1.061049 0.2916
MES -0.4561743 0.26819572 88 -1.700901 0.0925
Correlation:

(Intr) HOR

HOR -0.274
MES -0.862 -0.016

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-1.7733923 -0.5898820 -0.1638288 0.6256802 3.3909737

Number of Observations: 100

Number of Groups: 10
Seguidamente fizemos a comparagdo dos modelos, a titulo de exemplo:

> anova(mod.I,mod.II)

Model df AIC BIC logLik
mod. I 1 5 247.1762 260.202 -118.5881
mod.II 2 5 248.9941 262.020 -119.4971
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> anova(mod.I,mod.III)

Model df AIC BIC logLik Test L.Ratio p-value
mod.I 1 5 247.1762 260.202 -118.5881
mod.III 2 6 250.9799 266.611 -119.4900 1 vs 2 1.803742 0.1793

> anova(mod.I,mod.IV)

Model df AIC BIC loglik Test L.Ratio p-value
mod.I 1 5 247.1762 260.2020 -118.5881
mod. IV 2 6 249.0742 264.7052 -118.5371 1 vs 2 0.1020352 0.7494

> anova(mod.I,mod.VII)

Model df AIC BIC logLik  Test L.Ratio p-value
mod.I 1 5 247.1762 260.2020 -118.5881
mod.VII 2 4 258.4832 268.9039 -125.2416 1 vs 2 13.307 3e-04

> anova(mod.VII,mod.IX)

Model df AIC BIC loglik Test L.Ratio p-value
mod.VII 1 4 258.4832 268.9039 -125.2416
mod. IX 2 8 233.0579 253.8992 -108.5289 1 vs 2 33.42533 <.0001

Apéndice 2: output mod.XI a mod.XIII

> mod.XI<-1me (IL1~TRI+MES+HOR*MES, random="(1+MES) |VOL,data=dados,method="ML")
> summary (mod.XI)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC logLik
233.0079 256.4544 -107.5039

Random effects:
Formula: ~(1 + MES) | VOL
Structure: General positive-definite, Log-Cholesky parametrization
StdDev Corr
(Intercept) 0.7672353 (Intr)
MES 0.7102959 -0.972
Residual 0.6277587

Fixed effects: IL1 ~ TRI + MES + HOR * MES
Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 2.7620004 0.3269344 86 8.448179 0.0000

TRI 0.0019282 0.0013104 86 1.471512 0.1448
MES -0.5302166 0.3067492 86 -1.728502 0.0875
HOR 0.0052204 0.0448523 86 0.116392 0.9076
MES:HOR 0.0250092 0.0601607 86 0.415706 0.6787

Correlation:

(Intr) TRI MES HOR

TRI -0.477
MES -0.741 -0.042
HOR -0.216 -0.232 0.358
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MES:HOR 0.226 0.038 -0.508 -0.715

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-1.8125421 -0.6580391 -0.1689380 0.6048787 3.3520822

Number of Observations: 100
Number of Groups: 10

> mod.XII<-1lme (IL1~MES+HOR*MES+TRI*MES,
random="(1+MES) | VOL ,data=dados,method="ML")
> summary (mod.XII)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC logLik
234.3419 260.3936 -107.171

Random effects:
Formula: ~(1 + MES) | VOL
Structure: General positive-definite, Log-Cholesky parametrization
StdDev Corr
(Intercept) 0.7653385 (Intr)
MES 0.7011453 -0.974
Residual 0.6263850

Fixed effects: IL1 ~ MES + HOR * MES + TRI * MES
Value Std.Error DF  t-value p-value

(Intercept) 2.9302802 0.3916121 85 7.482609 0.0000
MES -0.7849047 0.4426268 85 -1.773288 0.0798
HOR 0.0164863 0.0472008 85 0.349281 0.7277
TRI 0.0005151 0.0022268 85 0.231324 0.8176
MES:HOR 0.0095770 0.0634026 85 0.151051 0.8803
MES:TRI 0.0020838 0.0026198 85 0.795406 0.4286
Correlation:
(Intr) MES HOR TRI MES:HO

MES -0.824
HOR -0.007 0.018
TRI -0.677 0.568 -0.375

MES:HOR 0.012 -0.114 -0.741 0.269
MES:TRI 0.548 -0.723 0.303 -0.809 -0.307

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-1.8305583 -0.6082204 -0.1387647 0.5653208 3.4187707

Number of Observations: 100
Number of Groups: 10
> anova (mod.IX,mod.X)
Model df AIC BIC loglik Test L.Ratio p-value
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mod. IX 1 8 233.0579 253.8992 -108.5289
mod.X 2 9 233.0079 256.4544 -107.5040 1 vs 2 2.049963 0.1522

> anova (mod.IX,mod.XII)

Model df AIC BIC logLik Test L.Ratio p-value
mod. IX 1 8 233.0579 253.8992 -108.5289
mod.XI 2 10 234.3419 260.3936 -107.1710 1 vs 2 2.715948 0.2572

> mod.XIII<-1me(IL1~TRI+MES+HOR*MES+TRI*MES,
random="(1+MES) | VOL,,data=dados ,method="ML")
> summary (mod.XIII)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC 1logLik
234.3419 260.3936 -107.171

Random effects:
Formula: ~(1 + MES) | VOL
Structure: General positive-definite, Log-Cholesky parametrization
StdDev Corr
(Intercept) 0.7653389 (Intr)
MES 0.7011450 -0.974
Residual 0.6263851

Fixed effects: IL1 ™ TRI + MES + HOR * MES + TRI * MES
Value Std.Error DF  t-value p-value

(Intercept) 2.9302802 0.3916122 85 7.482606 0.0000
TRI 0.0005151 0.0022268 85 0.231324 0.8176
MES -0.7849048 0.4426266 85 -1.773289 0.0798
HOR 0.0164863 0.0472008 85 0.349281 0.7277
MES:HOR 0.0095770 0.0634026 85 0.151051 0.8803
TRI:MES 0.0020838 0.0026198 85 0.795406 0.4286
Correlation:
(Intr) TRI MES HOR MES:HO

TRI -0.677
MES -0.824 0.568
HOR -0.007 -0.375 0.018

MES:HOR 0.012 0.269 -0.114 -0.741
TRI:MES 0.548 -0.809 -0.723 0.303 -0.307

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-1.8305585 -0.6082198 -0.1387642 0.5653204 3.4187709

Number of Observations: 100
Number of Groups: 10

> anova(mod.IX,mod.XIII)
Model df AIC BIC loglik Test L.Ratio p-value
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mod. IX 1 8 233.0579 253.8992 -108.5289
mod . XII 2 10 234.3419 260.3936 -107.1710 1 vs 2 2.715948 0.2572

Apéndice 3: output mod. XTIV

> mod.XIV<-1lme (IL1~TRI+MES+TRI*MES,
random="(1+MES) | VOL,data=dados,method="ML")
> summary (mod.XIV)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC logLik
158.793 175.5477 -71.39649

Random effects:
Formula: ~(1 + MES) | VOL
Structure: General positive-definite, Log-Cholesky parametrization
StdDev Corr
(Intercept) 0.7960699 (Intr)
MES 0.7585741 -0.977
Residual 0.6876130

Fixed effects: IL1 ~ TRI + MES + TRI * MES
Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 2.9178294 0.4450804 47 6.555736 0.0000

TRI 0.0009612 0.0024339 47 0.394940 0.6947
MES -0.6838579 0.5325508 47 -1.284118 0.2054
TRI:MES 0.0015690 0.0031383 47 0.499943 0.6194
Correlation:
(Intr) TRI MES
TRI -0.754
MES -0.803 0.613

TRI:MES 0.569 -0.755 -0.814

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-1.5683574 -0.6068216 -0.1321617 0.5143227 2.8929004

Number of Observations: 60

Number of Groups: 10

Apéndice 4: output mod. XV

> mod.XV<-1lme (IL1~LDLox+MES+LDLox*MES,
random="(1+MES) | VOL,data=dados,method="ML")
> summary (mod.XV)
Linear mixed-effects model fit by maximum likelihood
Data: dados
AIC BIC logLik
154.8474 171.6021 -69.42368
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Random effects:
Formula: ~(1 + MES) | VOL
Structure: General positive-definite, Log-Cholesky parametrization
StdDev Corr
(Intercept) 0.8045953 (Intr)
MES 0.7835884 -0.961
Residual 0.6524319

Fixed effects: IL1 ~ LDLox + MES + LDLox * MES

Value Std.Error DF  t-value p-value
(Intercept) 2.8089192 0.6414311 47 4.379144 0.0001
LDLox 0.0045593 0.0107578 47 0.423813 0.6736
MES -1.6825549 0.9000930 47 -1.869312 0.0678
LDLox:MES 0.0329006 0.0193174 47 1.703156 0.0951
Correlation:

(Intr) LDLox MES

LDLox -0.890
MES -0.702 0.631
LDLox:MES 0.492 -0.552 -0.928

Standardized Within-Group Residuals:
Min Q1 Med Q3 Max
-1.5757689 -0.7189021 -0.1066649 0.6033227 2.9710440

Number of Observations: 60

Number of Groups: 10
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Capitulo 7

Consideracoes Finais

No final desta andlise parece promissor explorar a possibilidade de uma dieta rica em framboesas, de alto poder
oxidante, ter efeitos benéficos sobre o colesterol, nomeadamente

1. diminuir o LDLox apds o tratamento, e estabilizar os valores durante o periodo pds pequeno almogo, no
sentido em que ha menor dispersao;

2. aumentar o “bom”colesterol HDL entre os dois periodos, e diminuir a dispersdo ao longo da digestao;

3. diminuir e estabilizar os mediadores de infe¢do Interleucina-1 e Interleucina-6; no que se refere a IL-1
observa-se também menor dispersao ao longo das 6 horas de observacdo em Junho, e no que se refere a IL-6
nota-se ainda que apds 4 horas o valor deste indicador de inflamacdo diminui em Junho, ao contrério do que
acontecia em Maio.

Assim, o tratamento com framboesas parece eficaz na reducdo de infecdo, por aumentar o bom colesterol e
diminuir o LDLox.

Mas os dados foram obtidos numa coleg¢do de 10 voluntérios, e por isso ndo se pode concluir que aquelas
possibilidades sdo vélidas para a populacdo. Apesar de ndo ter sido rejeitada a hipdtese de aleatoriedade daquela
colecdo de dados, isso pode dever-se apenas ao muito pequeno nimero de voluntdrios usados. Por outro lado nao
parece ter havido o uso de critérios de exclusio, algumas das medi¢des indicam uma condig¢do clinica preocupante
em voluntdrios que podem estar a tomar medicamentos causadores de confundimento, ndo tinha havido “limpeza”
dos dados (foi necessdrio alterar um dado 982 dividindo-o por 10), e o protocolo de obtencdo dos dados pode
ter tido deficiéncias — por exemplo no que se refere a medi¢do de IL hd dados com um decimal e dados com 2
decimais.

O pequeno tamanho da amostra pode também ser insuficiente para detetar altera¢des significativas, recorde-se
o estudo feito sobre essa questdo no capitulode andlise de dados longitudinais (e as dividas sobre se a manutencao
da hipétese nula de normalidade ndo serd apenas a consequéncia de o tamanho das amostras ser insuficiente para
se conseguir rejei¢ao).

Mas ndo € apenas a deficiente amostragem que estd em causa. H4 um outro erro fatal, no planeamento da
experiéncia: para se conseguir tirar efetivamente conclusdes sobre o efeito de framboesas nas varidveis recolhidas,
seria necessario um planeamento que permitisse comparar de facto os efeitos do tratamento com framboesas, por
exemplo

e fazer medi¢des em Maio, haver o tratamento até ao fim de Maio, fazer novas medi¢des no inicio de Junho,
estarem até ao fim de Junho com dieta sem framboesas, e tornar a fazer medi¢cdes em Julho; ou

e constituir dois grupos equilibrados, um dos quais recebia o tratamento e outro ndo (controle).

Qualquer que fosse o planeamento adequado, haveria ainda que ter o cuidado de estabelecer com rigor critérios de
inclusdo, nomeadamente para evitar confundimento. De facto, se os pacientes tomarem medicamentos que possam
interferir com a metabolizac¢do de antioxiantes, isso pode comprometer irremediavelmente a qualidade do estudo.
Observando-se no entanto que o tratamento teve nesta cole¢@o de voluntarios um efeito benéfico — diminuicao
dos indicadores de inflamagao IL-1 e IL-6 e das lipoproteinas oxidadas LDLox, e aumento das boas lipoproteinas
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HDL — parece interessante prosseguir o estudo. Deve porém usar-se uma amostra aleatéria de tamanho adequado,
controlando tanto quanto possivel para evitar confundimento, com um protocolo mais rigido, € com um delinea-
mento experimental para investigar questdes bem formuladas, nomeadamente distinguindo varidveis e covaridveis.
Havera evidentemente que ter em conta efeitos secundarios do consumo de doses tdo grandes de framboesas, no-
meadamente a nivel digestivo, e que avaliar se é a forma mais eficaz e barata de administrar antioxidantes aos
doentes.
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