Hormonas en cerdas durante la
lactancia

Hormonas en cerdas durante la lactancia
Eleccién del mejor modelo para el analisis de experimentos con medidas repetidas en tiempo

The objective of this study was to determine the effect of different covariance structures on the
statistical significance and on the fixed effect estimates, using as an example the data of four
hormones in a repeated measures experiment. (source: LRRD)

Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de diferentes estructuras de covarianzas en la
significancia estadistica y en los estimadores de los efectos fijos, tomando como ejemplo los
datos de cuatro hormonas en un experimento con mediciones repetidas. El estudio se realizé en
una granja comercial de tres sitios con 2400 vientres en la Piedad Michoacan, México. Se
utilizaron 32 cerdas de tercer parto pertenecientes a tres grupos genéticos (11 cerdas AZ, 11
cerdas B y 10 cerdas del grupo genético N) a las cuales se les tomd 10 ml de sangre para
determinacion de las concentraciones de las hormonas: progesterona (P4), estradiol (E2),
prolactina (PRL) e insulina (INS). Las muestras de sangre se tomaron a los 3, 6, 9, 12, 15 dias
de lactancia. Las determinaciones de las hormonas se hicieron por medio de
radioinmonoanalisis. Los datos fueron analizados utilizando anovas para medidas repetidas y
procedimientos de modelos mixtos. Los anovas fueron realizados utilizando las opciones
RANDOM o TEST del programa SAS. Los modelos mixtos consideraron nueve estructuras de
covarianzas: componentes de varianza (CV), simetria compuesta (CS), autogresiva (AR(1)),
antedependencia (ANTE(1)), Toeplitz, no estructurada (UN), CS heterogénea, AR(1)
heterogénea y Toeplitz heterogénea.

Las mejores estructuras de covarianzas que describieron los datos fueron: ANTE(1), UN, CSy
CS para P4, E2, PRL e INS, respectivamente. Se observaron diferencias en los niveles de
significancia de los efectos fijos, principalmente de grupo genético, dependiendo de la estructura
de covarianzas utilizada. Por ejemplo, para P4 el intervalo de las significancias para grupo
genético fue de P = 0.0063 para la estructura CV a P = 0.1318 para Toeplitz. El efecto del
tiempo de lactancia sobre las concentraciones de hormonas fue altamente significativo para
todas las estructuras (P<0.001). Las medias de cuadrados minimos generalizados y errores
estandares (EE), fueron asimismo afectados por el tipo de matriz de covarianzas. Para P4 los
EE mas pequefios correspondieron a la estructura mas simple (CV) y los mayores a las
estructuras AR(1) y Toeplitz.

Introduccion

Los experimentos con medidas repetidas son frecuentes en las investigaciones pecuarias
(Segura 'y Osorio 2002, ZooBell et al 2003, Wang y Goonewardene 2004) y se refieren a aquellos
casos en que se hacen varias mediciones en una misma unidad experimental. En la mayoria de
los casos, las multiples observaciones por unidad experimental son tomadas a través del

tiempo, aunque podrian ser en espacio, como es el caso de los experimentos en parcelas
divididas. En el andlisis de datos de experimentos con mediciones repetidas en tiempo, las
suposiciones usuales acerca de independencia y homogeneidad de varianzas normalmente no
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son vélidas, ya que, a menudo, las medidas hechas en un mismo animal estan correlacionadas
entre siy las varianzas entre mediciones pueden ser diferentes. La metodologia de modelos
mixtos permite analizar correcta y eficientemente los datos de experimentos con medidas
repetidas, a través del modelaje de la estructura de covarianzas que consideren las
correlaciones entre medidas repetidas y la presencia de varianzas heterogéneas. El ignorar la
importancia de la correlacion dentro de sujetos utilizando modelos de efectos fijos
(procedimientos ANOVA o GLM) o modelos mixtos con estructuras de covarianzas muy simple,
podrian aumentar la tasa de error tipo | (rechazo de la hipotesis nula cuando deberia ser
aceptada) para la prueba de los efectos fijos del modelo, mientras que un modelo muy
complicado conduciria a un sacrificio en el poder y eficiencia de la prueba para los efectos fijos
(Littell et al 2000; Wang y Goonewardene 2004). La eleccién de la estructura de covarianzas
apropiada resulta en estimadores mas eficientes de los efectos fijos del modelo y
consecuentemente pruebas mas robustas de los efectos de las medidas repetidas. Sin
embargo, la seleccion de la estructura de covarianzas mas apropiada y parsimoniosa es
complicada debido a la existencia de un gran niimero de estructuras posibles (SAS, 2000). Los
criterios mas utilizados para la eleccion de la mejor estructura son el criterio de informacién de
Akaike y el criterio de informacion Bayesiano de Schwarz (Littell et al 1998; Wang y
Goonewardene 2004).

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la estructura de covarianzas en los niveles
de significancia de los efectos fijos y en los estimadores de los efectos fijos, tomando como
ejemplo los datos de un experimento con mediciones repetidas de las hormonas progesterona,
estrégenos, prolactina e insulina.

Material y métodos

Analisis estadistico

El modelo estadistico que describi6 los resultados de las hormonas fue:

donde:
Los datos de las hormonas se analizaron utilizando procedimientos de
analisis de varianza para mediciones repetidas, que utilizan el cuadrado
" medio del error d_e uni(_:lad experimental d_entro de tratamientc_) para
| ” probgr la hIpOte'SIS de igualdad de tratamlentqs y modelos m'lxtos,
‘ considerando diferentes estructuras de covarianza (correlaciones) de las
| ’ |‘ Hlmnw HM ‘w “ medidas repetidas. Las estructuras de covarianzas evaluadas fueron:
|| | | | | componentes de varianza (CV) la cual es la estructura mas simple ya
gue asume que todas las observaciones son independientes una de otra
y que no hay correlacién (covarianza) entre pares de observaciones, aun
cuando las mediciones se hicieron en el mismo individuo.

Esta estructura tiene varianzas iguales en la diagonal principal
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y ceros en los demas elementos de la matriz. La estructura de simetria
compuesta (CS) considera varianzas iguales en la diagonal principal e
iguales covarianzas en los demas elementos de la matriz, es decir
asume una misma correlacién entre observaciones independientemente
de la distancia entre tiempos de medicion. La estructura autoregresiva
cf de primer orden (AR(1)) considera varianzas homogéneas
i . Asimismo considera que la correlaciones entre
dos medidas adyacentes son iguales
y que éstas declinan
exponencialmente con la
distancia entre

v

‘ mediciones ;

ura de TOEPLITZ (TOEP) es similar a la AR(1) en que todas las mediciones proximas a la
siguiente tienen la misma correlacion, medidas separadas por una medicién tienen la misma
correlacion, pero diferente de la primera, medidas separadas por dos mediciones tienen la
misma correlacién pero diferente de la primera y segunda y asi sucesivamente. La estructura de
covarianzas de primer orden y covarianzas dependientes (ANTE(1)) permite varianzas diferentes
para cada medicidn en tiempo y correlaciones y covarianzas diferentes entre diferentes pares de
medidas. La estructura de covarianzas no estructurada (UN) permite que cada término de la
matriz de covarianzas sea diferente. Asimismo, se corrieron las versiones: CSH, ARH(1), TOEPH
que son las versiones de las estructuras CS, AR(1) y TOEP pero considerando varianzas
heterogéneas. También se probaron las estructuras CS + AR(1), CS+ARH(1) y CS+TOEP, las
cuales se desecharon por tener peores valores de AICC (criterio de informacién de Akaike) y BIC
(criterio de informacion bayesiano) que algunas de las estructuras anteriormente citadas.

Los anovas con medidas repetidas se corrieron utilizando las opciones RANDOM y TEST del
procedimiento GLM y las nueve estructuras de covarianzas evaluadas, se corrieron utilizando la
sentencia REPEATED del procedimiento MIXED (SAS 2000) la cual controla la estructura de
covarianzas de los errores residuales. Las sentencias SAS utilizadas para correr los diferentes
modelos se proporcionan en el Apéndice. Los datos de concentraciones de hormona se
transformaron usando la funcion raiz cuadrada para aproximarlos a la normalidad, pero al no
afectar la jerarquia de las estructuras comparadas se prefirié presentar los resultados de los
datos sin transformar. Los datos transformados redujeron en 2 a 3% los niveles de significancia.
La hipétesis de homogeneidad de varianzas entre mediciones se probd utilizando la prueba de
Bartlett (Snedecor y Cochran 1978).

La seleccion de la mejor estructura de covarianzas se baso en la comparacion de los criterios
AICC y BIC. Estos estadisticos son funciones del logaritmo de la verosimilitudes y cuando se

comparan dos estructuras aquella con los valores de los criterios mas bajos indican una mejor
estructura.

Resultados

Los resultados de los ANOVAs con medidas repetidas fueron similares a los obtenidos con la
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estructura del covarianzas CS del procedimiento MIXED. Lo que indica que para experimentos
balanceados o ligeramente desbalanceados (como en este estudio) con varianzas homogéneas
y similares correlaciones entre pares de medidas repetidas, los procedimientos de cuadrados
minimos (utilizados por GLM) proporcionan los mismos resultados que los procedimientos de
maxima verosimilitud (utilizados por MIXED). Los resultados de los criterios de informacion
(AICC y BIC) y los niveles de significancia obtenidos por los efectos de grupo genético y
numero de medicién, para las estructuras comparadas, se presentan en los Cuadros 2-5. Con
base en los criterios AICC y BIC las mejores estructuras de covarianzas que describieron los
datos fueron ANTE(1), UN, CS y CS para las hormonas P4, E2, PRL e INS, respectivamente.
Asimismo se observa, que las hormonas PRL e INS pudieron ser analizadas utilizando ANOVAs
con medidas repetidas.

Las medias de cuadrados minimos generalizados y errores estandares (EE), fueron asimismo
afectados por el tipo de estructura de matriz de covarianzas. Por brevedad sélo se presentan los
datos para las hormona progesterona, sin embargo las medias y EE para otras hormonas
también se vieron afectadas por la estructura de covarianzas seleccionada. En el Cuadro 6 se
observa que los EE mas pequefios correspondieron a la estructura de covarianzas mas simple
(CV) y los mayores a las estructuras AR(1) y TOEP.

Discusion

Seleccion de la mejor estructura de
covarianzas

Como se aprecia en los Cuadros 2-5, con base en los criterios AICC y BIC, la estructura que
peor describe los datos fue la estructura de covarianzas denominada componentes de varianzas
(VC), la cual corresponde a la estructura mas simple. Esta estructura da valores similares a los
obtenidos por el procedimiento GLM, considerando las medidas repetidas como independientes,
por lo que no se recomienda su uso, para experimentos con medidas repetidas en tiempo. Sin
embargo, para disefios de parcelas dividas en espacio es el mas apropiado (Gil 2001, Segura
datos inéditos). Para P4 la mejor estructura de covarianzas fue ANTE(1). Esta estructura permite
varianzas heterogéneas y correlaciones diferentes entre pares de mediciones que disminuyen
con el tiempo, lo cual es compatible con la matriz de covarianzas del Cuadro 1. Algunos estudios
con mediciones repetidas de progesterona han analizado la informacion usando modelos mixtos
con estructuras simples, posiblemente CV que es la estructura predeterminada por el programa
SAS (Mejia-Guadarrama et al 2002; Stegner et al 2004) lo cual podria haber resultado en el
rechazo de la hip6tesis nula cuando deberia ser aceptada y con estimadores de efectos fijos

con EE mas pequefios. Wang and Goonewardene (2004) encontraron que la estructura
ANTE(2) fue la mejor en un experimento balanceado de crecimiento en novillas en la que
compararon cinco estructuras de covarianzas.

Para E2 la mejor estructura fue UN lo que indica diferentes varianzas para cada medicién y
diferentes correlaciones entre medidas repetidas. Stegner et al (2004) en un experimento en el
que midieron E2 en vacas utilizaron el procedimiento MIXED, no mencionan el tipo de estructura
de covarianzas por lo que muy probablemente utilizaron la estructura CV. La mejor estructura de
covarianzas para las hormonas PRL e INS fue CS, la cual supone homogeneidad de varianzas y
covarianzas. Mejia-Guadarrama et al (2002) utilizaron el procedimiento MIXED para analizar la
concentracion de insulina en cerdas después del destete, con mediciones cada 15 min de 0815
a 1615 h pero no mencionan que estructura de covarianzas utilizaron por lo que posiblemente
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hayan utilizando la estructura predeterminada de SAS y sus resultados pudieran estar sesgados
a menos que tuvieran varianzas homogéneas y no existieran correlaciones entre medidas
repetidas.

La estructura de la matriz de covarianzas cambia para cada tipo de estudio, la frecuencia de
mediciones, cuando existen datos perdidos o pérdida de combinaciones de tratamientos,
varianzas heterogéneas etc. Esto indica que utilizar la estructura CV predeterminada por el
programa SAS y otros programas pudiera resultar en sesgo en los niveles de significancia de la
prueba de F y en los estimadores de efectos fijos.

Significancia de los efectos fijos

Como se menciond anteriormente, los niveles de significancia de las pruebas de hip6tesis
(principalmente de grupo genético) se afectaron por el tipo de estructura de covarianzas
utilizada. Esto demuestra la importancia de elegir la correcta estructura de covarianzas para la
prueba de hipotesis de los efectos fijos en los experimentos. Similarmente, Littell et al (1998) y
Wang y Goonewardene (2004) encontraron diferencias en los niveles de significancia segun la
estructura de covarianzas utilizada. La estructura CV rechazé mas facilmente la hipotesis de
igualdad de grupos genéticos en comparacion con la estructura ANTE(1), para el caso de la
hormona P4, como ejemplo. Sin embargo, el uso de estructuras de covarianza mas complejas
no es garantia de mayor exactitud y precision en los experimentos con mediciones repetidas.
Por ejemplo, segun Littell et al (1998) una desventaja de la estructura UN es que no permite
tendencias en las covarianzas con el tiempo y a menudo resulta en patrones erraticos de los
errores estandares. La estructura CV, proporciona resultados similares a los obtenidos con los
procedimientos GLM sin considerar la existencia de medidas repetidas.

Medias y errores estandares (EE)

La medias de cuadrados minimos fueron ligeramente diferentes para las distintas estructuras de
covarianzas debido a que el experimento no estaba balanceado. Experimentos balanceados y
sin datos perdidos dan similares medias de cuadrados minimos (Cnaan et al 1997, Wang y
Goonewardene 2004). Sin embargo, los EE de las medias de cuadrados minimos para datos
balanceados o no, son diferentes para las distintas estructuras de covarianzas, porque son
ajustadas por los parametros de covarianzas en el modelo mixto (Littell et al 1998). Los errores
estandares para CV fueron los mas bajos debido a que esta estructura supone varianzas
constantes con el tiempo y observaciones independientes.

Conclusiones

Los resultados de este estudio indican que la eleccidn de la estructura de covarianzas para el
andlisis de datos de experimentos con medidas repetidas en tiempo afecta principalmente el
nivel de significancia de la prueba de F y los errores estandares de las medias de cuadrados
minimos. El analisis de datos de las hormonas aqui estudiadas pero con frecuencias de
medicion diferentes o por periodos mas cortos o prolongados a los aqui investigados, asi
como el estudio de diferentes hormonas u otras variables de respuesta, requeria el examen de
diferentes estructura de covarianzas para encontrar la mas apropiada.
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