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Modelos experimentais são importantes por possibilitarem a obtenção
de cenários em que técnicas ou procedimentos podem ser aperfeiçoados
e métodos comparados. Esses modelos vêm sendo utilizados amplamente
em pesquisas nas áreas médicas e biológicas. Eles auxiliam no
entendimento de fenômenos naturais e no desenvolvimento de
medicamentos (FERREIRA ET AL., 2005; MONTEIRO ET AL., 2009).

Peixes são utilizados como modelos para estudos biomédicos desde a
década de 1970. Esse fato se deve à facilidade de manuseio e ao baixo
custo de manutenção. Como exemplo de modelo experimental temos o
paulistinha ou zebrafish, que conforme VASCOTTO ET AL., (1997), é um
modelo consolidado em várias áreas, sendo utilizado em estudos na
neurociência, genômica, genética e para o teste de medicamentos. LIU

& LEACH (2011) ressaltam a importância desse modelo experimental no
estudo de câncer em humanos. Pequeno porte, facilidade de manutenção
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e de reprodução, ciclo de vida curto, e a relativa facilidade apresentada
pelo modelo em reproduzir mutações de interesse em estudos na área

médica são as principais características desse modelo experimental
(SILVEIRA ET AL., 2012). Recentemente, vem sendo discutida a possibilidade

do uso do modelo experimental composto por lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae).

O lambari-do-rabo-amarelo, também conhecido por tambiú ou piaba,
é um peixe de pequeno porte, caracterizado em piscicultura por apresentar
hábito alimentar onívoro, alta fecundidade e um ciclo de produção curto,
o que garante a existência de animais que atingem o peso comercial em
aproximadamente três meses (COTAN ET AL., 2006).  ALMEIDA (2007)
ressalta que o interesse na espécie é em razão da baixa taxa de

mortalidade, do crescimento relativamente rápido, de proles numerosas
e da facilidade de manejo tanto em condições de laboratório quanto de
campo.  Tais características fazem com que o gênero Astyanax seja
considerado um bom modelo experimental em estudos que apresentam
uma abordagem biológica (GOMES ET AL., 2013; CHEHADE ET AL., 2014).

Pesquisas nas áreas de piscicultura ou zoologia frequentemente fazem

o uso de porcentagens de sobrevivência para avaliar a mortalidade de
animais quando submetidos a condições de interesse diversas. Os métodos
de análise de sobrevivência surgem como uma ferramenta extra, que

permite analisar de forma detalhada a sobrevivência desses animais, na
presença de dados censurados, possibilitando avaliar como a probabilidade

de sobrevivência varia com o tempo, e se as correspondentes curvas de
sobrevivência diferem estatisticamente entre si.

A análise de sobrevivência constitui-se de um conjunto de métodos
estatísticos utilizados para análise de dados, em que a variável de interesse
é o tempo decorrido do início do experimento até que um acontecimento
ou evento se verifique. Entretanto, nem sempre é possível observar o

evento de interesse. Assim, é comum em dados de sobrevivência, a
ocorrência de observações censuradas. A censura ocorre quando o
indivíduo ou unidade não experimenta o evento de interesse ou experimenta
um evento diferente do estudado (KLEIN & MOESCHBERGER, 2003; COLOSIMO

& GIOLO, 2006).
Embora a análise de sobrevivência tenha se desenvolvido para o estudo

de casos nas áreas médica e biológica, a literatura apresenta diversas
aplicações desse tipo de análise em outras áreas do conhecimento, tais
como sociologia, engenharia, educação, demografia entre outras.

Considerando o exposto, este trabalho tem por objetivo propor o uso
de métodos de análise de sobrevivência para analisar o tempo até a
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morte de alevinos (Astyanax altiparanae) em estudos na área de
piscicultura.

MATERIAL E MÉTODOS

MÉTODOS ESTATÍSTICOS

A característica importante e que distingue a análise de sobrevivência
de outros tipos de análises é a presença de dados censurados, ou seja, a
observação parcial ou incompleta da resposta. Isso acontece quando,
por alguma razão, o indivíduo ou unidade experimental não experimentou
o evento de interesse, sendo assim, há registro parcial de informações, e
excluir tais dados da pesquisa acarretaria em uma conclusão equivocada.
O que se sabe, na presença de censura, é que o tempo de falha é maior
que o tempo de pesquisa ou de censura (COLOSIMO & GIOLO, 2006).

Em dados de sobrevivência é comum associar a cada indivíduo i, sob
estudo, a terna , com , em que  representa o
tempo de falha ou de censura,  é uma variável, que indica a ocorrência
de uma falha caso , ou uma censura caso  e,  representa
o valor observado para um dado tratamento.

A distribuição dos tempos de falha pode ser especificada por meio da
função de sobrevivência  que é definida como a probabilidade de
um indivíduo sobreviver a um certo tempo . HOSMER & LEMESHOW (2008)
a define como a probabilidade de que  exceda um valor , em um dado
intervalo. Em termos probabilísticos segue:

Definida a função de sobrevivência, torna-se importante obter
estimativas de sobrevivência para as unidades experimentais. COLLETT

(2003) cita três classes de modelos para estimação da função de
sobrevivência, que podem ser: não paramétricos, paramétricos ou
semiparamétricos. Neste trabalho foi utilizado o método não paramétrico,
que se caracteriza por não fazer restrição quanto ao tipo de distribuição
seguida por T e tem como limitação o fato de não permitir testar o efeito
de muitas covariáveis simultaneamente. No caso não paramétrico
podemos citar o estimador de Kaplan-Meier, que teve suas propriedades
estatísticas estudadas por KAPLAN & MEIER (1958).

Segundo COLLETT (2003) e COLOSIMO & GIOLO (2006), o estimador
Kaplan-Meier, também chamado de estimador limite-produto, denotado
por , é o método mais conhecido e utilizado para se obter estimativas
para a função de sobrevivência, na presença de uma amostra censurada.
Considere uma amostra de n indivíduos de um estudo, em que ocorrem

 falhas distintas nos tempos .
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 Segundo COLLETT (2003) e COLOSIMO & GIOLO (2006), o estimador de
Kaplan-Meier é definido de forma geral por:

em que n
j 
é o número de indivíduos sob risco em , ou seja eles não

falharam e não foram censurados antes do tempo t
j
,  e  é

número de indivíduos sob risco em, ou seja, eles não falharam e não foram
censurados antes do tempo .

A comparação de tratamentos é o objetivo principal na maioria dos
estudos na área médica, tal como ocorre em ensaios clínicos. O interesse
é avaliar o efeito de um ou mais tratamentos na sobrevivência de um grupo
de indivíduos com base em um grupo controle. Desse modo, considerando-
se o caso em que há dois tratamentos objetiva-se testar as seguintes

hipóteses:

Apresentado por MANTEL (1966), o teste logrank é um dos mais utilizados
para comparar curvas de sobrevivências de dois ou mais grupos. Segundo
LIN & XU (2009), esse teste é indicado se o pressuposto básico de

proporcionalidade das taxas de falha das populações for satisfeito.
O teste logrank fundamenta-se nas medidas UL e VL, que representam,

respectivamente, o desvio entre o valor observado e o esperado do número
de falhas em um certo tempo t

j
, e  VL a variância de UL.  Considerando

que os tempos de falha são independentes, tem-se:

sendo: k o índice associado ao maior dos tempos de falha, d
1j 

o número
observado de falhas no grupo 1 em t

j 
, e

1j
 o número esperado de falhas e

v
1j 

a variância.
Supondo a não rejeição da hipótese nula então há igualdade entre as

curvas de sobrevivência dos dois grupos. Um caminho para averiguar esse
fato é comparar o número de indivíduos que falharam nos dois grupos em
cada um dos tempos de falha, com o número esperado de falhas sob a
hipótese nula.

A estatística do teste é dada por:
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que sobre a hipótese nula segue uma distribuição qui-quadrado com
um grau de liberdade.

Segundo COLOSIMO& GIOLO (2006), o teste logrank pode ser
generalizado para mais de duas funções de sobrevivência r > 2, neste
caso, WL segue uma distribuição qui-quadrado com r - 1 graus de
liberdade.

DESCRIÇÃO DOS DADOS

Os dados utilizados na presente pesquisa são provenientes do estudo
realizado no Laboratório de Nutrição de Peixes II do Setor de Piscicultura
do Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Viçosa,
em Viçosa, Minas Gerais. Esse estudo é aprovado pela Comissão de
Ética no Uso de Animais de Produção (CEUAP/UFV), processo nº 21/
2013. Em tal pesquisa, utilizou-se delineamento inteiramente casualizado
com cinco dietas (a base de óleos de soja, coco, peixe, linhaça e palma)
e cinco repetições. As dietas práticas eram isoproteicas (32% PB) e
isoenergéticas (4300 kcal de EB/kg de ração) diferindo apenas na fonte
de lipídio (Tabela 1). Peixes em crescimento (1,44±0,20g e 3,23±0,20cm)
foram distribuídos em 25 aquários, na densidade de 20 peixes por aquário
e cada aquário foi considerado como uma unidade experimental.

Os aquários foram mantidos em sistema de recirculação de água
com vazão de 1 litro/min, dotados de sistema de filtragem mecânica,
biológica, aeração contínua e temperatura (27,17± 0,92 ºC) controlada
por um aquecedor e termostato central. O pH foi mantido em 7,6±0,357
e a amônia em 0,2±0,11mg/L, e oxigênio dissolvido entre 6,5 a 7,5mg/L.
A alimentação dos peixes foi feita diariamente, quatro vezes por dia,
manualmente, até a aparente saciedade dos peixes.

Para o estudo da sobrevivência dos peixes, cada indivíduo foi
considerado como uma unidade experimental, assim, para cada um dos
tratamentos havia 100 peixes em análise, totalizando 500 peixes no estudo.
Nesse caso, a variável de interesse foi o tempo até a morte de um peixe.
O experimento foi conduzido minuciosamente, de modo que cada aquário
garantisse semelhante condição de sobrevivência aos peixes.

MÉTODOS DE ANÁLISE

Para possibilitar a análise estatística dos dados de sobrevivência, o
evento de interesse para os dados reais foi definido como a morte de um
peixe. Portanto, o tempo de falha é o tempo decorrido do início do estudo
até a morte do peixe. Peixes que ao final do estudo não experimentaram
o evento de interesse foram censurados, sendo assim, ocorreu censura
do Tipo I. O estudo teve início no dia 20/10/2014 e término no dia 03/02/
2015, assim, o tempo de censura foi de 107 dias. A cada unidade
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experimental foi associado um tempo de falha e uma variável indicadora
de censura �. Diariamente, os aquários eram checados e registrava-se,
caso ocorresse, o dia do evento de interesse.

Para avaliar a mortalidade dos peixes em cada um dos tratamentos,
foram estimadas as funções de sobrevivência pelo método Kaplan-Meier,
em seguida, foram construídos gráficos para as curvas de sobrevivência.
Finalmente, as funções de sobrevivência foram comparadas por meio do
teste logrank, com o intuito de observar se havia diferença significativa
entre os tratamentos.

As comparações múltiplas das funções de sobrevivência foram
realizadas levando em conta a correção de Bonferroni (�/c), em que �
é o nível de significância (5%) e c o número de comparações feitas.
Considerando o grande número de comparações (10), a correção foi
adotada por permitir uma diminuição do erro tipo I.

Tabela 1. Composição percentual e química das dietas experimentais utilizadas na alimentação
do lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) em fase de crescimento.

Fontes de lipídios

Ingredientes Peixe Soja Linhaça Palma Coco
Farelo Soja 53,50 53,50 53,50 53,50 53,50
Glúten de Milho 7,00 7,00 7,00 7,00 7,00
Fubá Milho 14,05 14,05 14,05 14,05 14,05
Farelo Trigo 14,50 14,50 14,50 14,50 14,50
L – Lisina 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33
DL – Metionina 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
FosfBicálcico 3,80 3,80 3,80 3,80 3,80
Sal comum 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Premix vit¹. 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Premix min². 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
BHT³ 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Óleo Peixe 6,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Óleo Soja 0,00 6,00 0,00 0,00 0,00
Óleo linhaça 0,00 0,00 6,00 0,00 0,00
Óleo Coco 0,00 0,00 0,00 0,00 6,00
Óleo Palma 0,00 0,00 0,00 6,00 0,00

Prot Bruta 35,46 33,27 35,48 35,58 35,57
Lipídios Totais 8,48 9,32 8,58 8,95 8,61
Cinza 8,02 7,96 8,05 7,89 7,91

¹Níveis de garantia por quilograma do produto: Vit.  A, 1.200.000UI; Vit.  D3; 200.000UI; Vit.  E, 12.000mg;
Vit. K3, 2.400mg; Vit. B1, 4.800mg; Vit. B2, 4.800mg; Vit. B6, 4.000mg; Vit. B12, 4.800mg; Ac. Fólico, 1.200mg;
Pantotenato Ca, 12.000mg; Vit. C, 48.000mg; Biotina, 48mg; Colina, 65.000mg; Niacina, 24.000mg; ²Ferro,
10.000mg; Cobre, 6.000mg; Manganês, 4.000mg; Zinco, 6.000mg; Iodo, 20mg; Cobalto, 2mg; Selênio,
20mg.³Butilhidroxi tolueno (antioxidante). *composição química por meio de análises laboratoriais (g/kg).

Composição química*
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A análise dos dados foi realizada por meio do software R, cujas rotinas
foram obtidas por adaptações daquelas encontradas em COLOSIMO & GIOLO

(2006).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Do total de peixes envolvidos no estudo, somente 134 morreram,
experimentando o evento de interesse. A porcentagem total de falha foi
de 26,8%. Nota-se uma elevada taxa de censura nos dados (Tabela 2).
A porcentagem de censura foi maior nas dietas à base de Soja, Peixe e
Linhaça. Observa-se também que os menores tempos de falha e as
menores taxas de censura foram encontradas nas dietas à base de Coco
e Palma.  Nota-se que o máximo dos tempos de falha foi de 107 dias
para todos os tratamentos. Isso se deve à ocorrência de empate entre os
tempos de falha e de censura, segundo COLOSIMO & GIOLO (2006), se

 , então  δ = 1, o que determina a ocorrência de uma falha. O
tempo médio de sobrevivência (t

m
), foi obtido pelo cálculo da área sob a

curva de sobrevivência para cada um dos tratamentos, conforme sugerido
por COLOSIMO & GIOLO (2006).

Tabela 2 dados descritivos para cada uma das cinco dietas com
diferentes fontes de lipídiosPara cada uma das dietas, foram estimadas
as curvas de sobrevivência via Kaplan-Meier (Fig. 1). Além da análise
gráfica, foi utilizado, também, o teste logrank para verificar se tais
diferenças são estatisticamente significativas. Percebe-se pela figura,
que as curvas de sobrevivência começam a divergir para valores de
tempo superiores a 50 dias. Observa-se que a probabilidade de
sobrevivência para peixes com dietas à base de óleo de Coco e Palma
decrescem drasticamente para valores de tempo superiores a 70 dias,
enquanto a probabilidade de sobrevivência de peixes com dietas à base
de óleo de Soja, Peixe e Linhaça decresce pouco com o tempo, ou seja,

Tratamento Mínimo Máximo Censura (%)

Soja 73 105,90 107 94

Coco 44 96,57 107 49

Peixe 59 104,53 107 86

Linhaça 81 106,02 107 91

Palma 52 97,14 107 46

t
m
 é o tempo médio de vida.

Tabela 2. Dados descritivos para cada uma das cinco dietas com diferentes fontes de lipídios
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observa-se que os peixes que receberam esses tratamentos tiveram

maiores chances de sobrevivência.

Percebe-se a existência de dois grupos de curvas de sobrevivência
(Fig. 1), o primeiro composto pelas dietas à base de Soja, Linhaça e
Peixe, e o segundo grupo composto pelas dietas à base de Palma e Coco.

Uma interpretação subjetiva nos leva a concluir que, dentro dos grupos,
as curvas de sobrevivência são semelhantes, porém, quando comparados
os grupos, as curvas aparentam ser diferentes, e isso será comprovado
pelo teste logrank.

Sob a hipótese nula de igualdade entre as curvas de sobrevivência,
foi aplicado o teste logrank considerando inicialmente as cinco curvas de

sobrevivência conjuntamente, o que forneceu o valor = 123 com 4 graus
de liberdade para a estatística do teste logrank e o correspondente valor
p inferior a 0,05. Desse modo, rejeita-se a hipótese nula e, portanto,
pode-se afirmar que existe diferença significativa entre pelo menos duas
curvas de sobrevivência (p < 0,05).

Verificada a existência de diferença entre os tratamentos, o passo

seguinte constituiu-se em identificar quais curvas eram estatisticamente

Fig. 1. Estimativas de sobrevivência, pelo método Kaplan-Meier para cada um dos

tratamentos.
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diferentes, comparando-as aos pares pelo teste logrank (Tabela 3).
Fazendo uso da correção de Bonferroni, sugerida por COLOSIMO & GIOLO

(2006), foi adotado o nível de significância de 0,05/10=0,005, sendo 10 o
número total de comparações dois a dois entre os cinco tratamentos
(dietas).

Considerando o nível de significância de 5 % e a correção de
Bonferroni, percebe-se que existem diferenças significativas entre os
dois grupos mencionados anteriormente. Concordando com a interpretação
gráfica, dentro dos grupos, não existem diferenças significativas entre as
curvas de sobrevivência. Assim, as curvas de sobrevivência
correspondentes às dietas à base de óleo de Soja, Peixe e Linhaça são
estatisticamente iguais, podendo-se dizer a mesma coisa acerca das curvas
das dietas à base de óleo de Coco e Palma. Por fim, tem-se, também,
que as demais combinações das curvas duas a duas diferem-se
estatisticamente.

CONCLUSÕES

O método Kaplan-Meier, aliado ao teste logrank, permitiu comparar
de modo satisfatório as curvas de sobrevivência dos peixes em cada
uma das dietas. Pelos métodos estatísticos utilizados, percebe-se que a
análise de sobrevivência possibilita um estudo completo e detalhado de
dados de sobrevivência na área de piscicultura. As curvas de
sobrevivência permitem observar os diferentes caminhos seguidos pela
sobrevivência dos peixes nos diferentes tratamentos, o que não é possível
ao se avaliar as porcentagens de sobrevivência em cada tratamento.

SUMÁRIO

O objetivo deste trabalho foi aplicar métodos de análise de
sobrevivência para avaliar a mortalidade de peixes, quando submetidos a
cinco dietas com diferentes fontes de lipídios (óleos de soja, coco, peixe,
linhaça e palma). Os tempos de falha foram obtidos experimentalmente

Tabela 3. Valores p referentes ao teste não paramétrico logrank com a correção Bonferroni.
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ao submeter alevinos a cinco dietas, sendo cada uma aplicada a 100
peixes. Aqueles que ao final do estudo não falharam (morreram) foram
considerados como observações censuradas, caracterizando a ocorrência
de censura do Tipo I. A análise da mortalidade dos peixes foi feita
estratificando os tempos em cada um dos cinco tratamentos. Assim, para
cada tratamento, foram obtidas estimativas de sobrevivência pelo método
Kaplan-Meier, em seguida, as curvas de sobrevivência nos respectivos
tratamentos foram comparadas, via teste logrank, o que permitiu observar
a existência de diferenças significativas entre os tratamentos. Conclui-
se que os métodos da análise de sobrevivência permitem avaliar de modo
satisfatório a mortalidade dos peixes, possibilitando observar o
comportamento da curva de sobrevivência desses animais em cada um
dos tratamentos em função do tempo.

PALAVRAS-CHAVE: não-paramétricos; Kaplan-Meier; logrank; Astyanax altiparanae

SUMMARY

The objective of this study was to apply survival analysis methods to
evaluate fish mortality when exposed to five diets composed of different
sources of lipid (soy, coconut, fish, linseed and palm oils). Failure time
was experimentally obtained when exposing alevins to five diets and
each of them were applied to 100 fish. The ones which did not failure
(died) at the end of the study were considered as censored observations
characterizing the occurrence of type I censoring. Fish mortality was
analyzed stratifying the times in each of the five treatments.  Thus, for
each treatment, survival estimations were obtained through Kaplan-Meier
method, subsequently, survival curves in the respective treatments were
compared via logrank test which permitted to observe the existence of
meaningful differences between the treatments. On balance, the utilization
of survival analysis method permits to evaluate satisfactorily fish mortality
enabling to observe the survival curve behavior of the fish in each
treatment as a function of the time.

KEYWORDS: nonparametric; Kaplan-Meier; logrank test, Astyanax altiparanae
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