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Resumo

As técnicas utilizadas em estudos de integridade/viabilidade celular de cianobactérias fornecem duas res-
postas: células intactas ou ndo. Esses valores categéricos e dicotémicos dificultam muitas vezes a andlise
estatistica dos resultados. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho é apresentar duas metodologias para
analise desses dados, mostrando uma sequéncia detalhada de procedimentos que permitam avaliar, com o
rigor estatistico necessario, dados categorizados de integridade celular. Para tal, foram utilizados 3600 regis-
tros de integridade celular de Dc e Rr. Na abordagem tradicional identificou-se associacédo entre causa (perda
de integridade celular) e efeito (condi¢des de mistura) somente para Dc. Todavia, para quantificar essas as-
sociagoes, fez-se necessario o célculo da razdo de chances (OR), o que tornou o processo mais laborioso. Ja
na abordagem alternativa (regressao logistica), as OR foram estimadas por meio da comparacgéao das chances
de dois cenérios, tornando o processo mais rapido. No entanto, devido ao sinergismo entre as varidveis do
modelo, deve-se ter cautela com as interpretacoes dos resultados. Portanto, a combinagdo dessas aborda-
gens, seguindo os procedimentos propostos, permite uma interpretacdo mais assertiva de fenémenos com
respostas dicotémicas, tais como integridade/viabilidade de cianobactérias.

Palavras-chave: Teste exato de Fisher. Odds ratio. Regressado binomial logistica. Cianobactérias filamentosas.
Cylindrospermopsis raciborskii. Dolichospermum circinale. Andlise multivariada.

Abstract

The techniques used in cyanobacterial cell integrity/viability studies provide two outcomes: intact cells or not. These
categorical and dichotomous values often make statistical analysis of the results difficult. In this context, the aim of
this paper is to present two methodologies for the analysis of these data, showing a detailed sequence of procedures
that allow analyzing, with the necessary statistical accuracy, categorized cell integrity data. For this, 3600-records
database was used with the results of cellular integrity of Dc and Rr. Among the results, the traditional approach
proved appropriate to identify the association between causes and effect respecting the specific characteristics of
each species and the odds ratio (OR) calculation allowed to measure the associations. In this multivariate approach,
the estimated OR requires a differentiated interpretation in relation to the traditional approach since the estimates
are adjusted for the effect of all other variables of the model.

Keywords: Fisher exact test. Odds ratio. Logistic binomial regression. Filamentous cyanobacteria. Cylindrosper-
mopsis raciborskii. Dolichospermum circinale. Multivariate approach.

" Universidade Federal do Ceara - Fortaleza - Ceara - Brasil.
* Autor correspondente: allan.clemente®alu.ufc.br.

Revista DAE | Sdo Paulo | v. 69, n 228 / pp 205-224 | Jan a Mar, 2021 () OS 205

BY NC



Clemente A, Oliveira S, Menezes |, Carloto |, Capelo Neto J

1 INTRODUCAO

Apesar dos avancgos tecnoldgicos no tratamento
de 4gua, as cianobactérias continuam sendo um
dos principais problemas enfrentados pelas em-
presas de saneamento no mundo (JIN et al., 2019;
LI, D.; LIU, 2019). Além disso, a presenca desses
organismos nos corpos hidricos pode compro-
meter a qualidade do tratamento de agua pela
liberagdo de metabdlitos téxicos ou que conferem
sabor e odor a agua tratada (CAPELLI et al., 2017;
CHERNOVA et al, 2017; DIEZ-QUIJADA et al.,
2019; DREHER et al., 2018; LIU et al., 2017). Estu-
dos revelam uma disparidade no comportamento
de diferentes cianobactérias frente aos estresses
causados nas etapas do tratamento de agua, tais
como a pré-oxidacgao (JIAN et al., 2019; LI, H. et al.,
2018; LIN et al., 2018; XIE et al., 2016), a coagula-
¢do (LI, H. et al., 2018; LIN et al., 2016; ZAMYADI
et al., 2015), a filtracdo (PESTANA et al., 2018) e
até nos estoques de lodo (PESTANA et al., 2016;
ZAMYADI et al., 2015). Em parte, essas constata-
¢Oes foram possiveis gragas a estudos que avalia-
ram a integridade ou a viabilidade celular.

No que se refere a técnica de estudo de inte-
gridade, o SYTOX green é um corante verde que
pode permear células de cianobactérias e iden-
tificar as células que perderam a integridade da
parede celular (DUGAN; SMITH; SANAN, 2018;
FAN et al., 2018; LURLING et al., 2017). Esse pro-
duto é capaz de corar o acido nucleico de células
comprometidas, fazendo com que células com
maior fluorescéncia verde sejam identificadas
como ndo integras. Jd Zamyadi et al. (2012a) ava-
liaram a viabilidade celular de Microcystis aerugi-
nosa, Raphidiopsis raciborskii (na época Cylindros-
permopsis raciborskii), Dolichospermum circinale,
Aphanizomenon issatsckenka apés cloragdo usan-
do diacetato de fluoresceina (FDA) - coloragao
por iodeto de propidio (IP). O IP apenas infiltra a
membrana das células danificadas, liga-se aos
acidos nucleicos, e causa um aumento da fluo-
rescéncia vermelha ao microscépio.
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Markelova; Vladimirova; Kuptsova (2000) cons-
tataram em ensaios de integridade que células
coradas com eritrosina B eram facilmente dis-
cernidas de células ndo coradas. A eritrosina B
(C,,H,I,Na,0,) é um corante biolégico que pode
serusado para distinguir células integras das nao
integras. Esse corante ndo adentra células inte-
gras, que mantém sua aparéncia natural mesmo
em sua presenca. Ja em células com aintegridade
comprometida, a eritrosina B penetra e se acu-
mula no citoplasma, produzindo uma cor rosa
passivel de ser observada por microscopia 6ptica
(KOHLHARDT-FLOEHR et al., 2010; ZHENG et al.,
2019). Esse fen6meno também ocorre em células
de cianobactérias, tais como Microcystis aerugi-
nosa (CALOMENI; JR, 2015; TSAI, 2015).

Além do uso de eritrosina B, Calomeni; Jr (2015)
avaliaram em Microcystis aeruginosa, Planktothrix
agardhii e Pseudokirchneriella subcapitata outras
5 técnicas de medidas de integridade/viabilidade
(densidade celular, coloragao vital (vermelho neu-
tro), concentragao de clorofila-a, concentragdo de
feofitina-a e respiracdo por producéo de 2-(p-io-
dofenil)-3- (p- nitrofenil )-5-fenil tetrazolium
formazan [INT formazan]). Segundo os autores,
se um determinado estimulo interrompe a inte-
gridade da membrana celular de um organismo, a
eritrosina B pode ser (til na coloracao das células
afetadas por esse estimulo e ainda fornece maior
precisdo na determinacao viabilidade.

A maioria das técnicas mencionadas anterior-
mente para o estudo de integridade celular for-
nece valores categéricos e dicotomicos (e.g. cé-
lulas integras ou ndo integras) como resultados.
Nesses casos, tabelas de contingéncia 2 x 2 sdo
comumente usadas para a realizagdo do teste
qui-quadrado de Pearson. Nesse teste, a hipé-
tese nula (H : ndo existe associagdo entre o fator
experimentado e o desfecho observado) é con-
frontada com a alternativa (H,: existe associacado
entre o fator experimentado e o desfecho obser-
vado) com intuito de verificar se a proporcéo (ou
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probabilidade) de organismo integros na amos-
tra controle é a mesma do teste, por exemplo.
Sendo assim, a um dado nivel de significancia a
(geralmente 10%, 5% ou 1%), por meio do teste
qui-quadrado é possivel afirmar se as diferen-
¢as entre os valores das propor¢des no controle
e na amostra teste (valores obtidos nas variaveis
resposta) foram ocasionadas devidos aos fatores
experimentais ensaiados (covariaveis) ou foram
causados pela aleatoriedade do sistema (AGRES-
Tl, 2012; GIOLO, 2017; OLEA-POPELKA; ROSEN,
2019; PAGANO; GAUVREAU, 2010).

Desde seu surgimento em 1900, o teste qui-
quadrado desenvolvido por Karl Pearson foi
aprimorado. Apesar disso, nos casos em que as
observacoes sdo dependentes ou pareadas (e.g.
estudos em que os mesmos individuos sdo ob-
servados em momentos distintos) e que o valor
em cada célula da tabela de contingéncia 2 x 2
nédo é pelo menos 5, o teste qui-quadrado nao
é recomenddvel. Nessas situacdes, as op¢oes
mais acertadas seriam o teste de McNemar, para

probabilidade do envento ocorrer
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dados dependentes (ou pareados), e o de teste
exato Fisher, caso as células da tabela de contin-
géncia apresentem valores menores ou iguais a 5
(AGRESTI, 2012; OLEA-POPELKA; ROSEN, 2019;
PAGANO; GAUVREAU, 2010).

Nos casos em que o investigador estd interessa-
do em avaliar o impacto de vérios fatores no re-
sultado (por exemplo, espécie de cianobactéria,
presenca e concentracdo de oxidantes na solu-
¢do, gradiente de velocidade e tempo de mistu-
ra) uma abordagem alternativa usando regres-
séo logistica pode ser mais apropriada (AGRESTI,
2012; GIOLO, 2017; OLEA- POPELKA; ROSEN,
2019). Usando essa abordagem, pode-se prever
resultados (NDONG et al., 2014; SHENG et al.,
2012) e ainda mensurar o nivel de associac¢do en-
tre os fatores (covariaveis) e o desfecho (variavel
resposta) por meio das chances estimadas (CRI-
DER et al,, 2018; JAJA-CHIMEDZA et al., 2015).
Em termos de analise da integridade celular, de
acordo com Giolo (2017), pode-se definir chan-
ces como sendo:

probabilidade de células integras

chance =

A abordagem tradicional (teste qui-quadrado,
teste exato de Fisher ou teste de McNemar) ndo
quantifica a intensidade da associagéao, apenas a
identifica. Nesse caso, se o pesquisador neces-
sitar quantificar o nivel de associacao utilizando
tal abordagem, faz-se necesséario o uso de medi-
das de associagao, tais como: risco relativo, coe-
ficiente de correlacao de Pearson, coeficiente de
correlagdo de Spearman e, principalmente, a ra-
z30 de chances calculada (OR). Diante desse fato,
fornecer por intermédio da chance uma medida
de associacdo entre as covariaveis e a variavel
resposta pode representar uma vantagem para a
abordagem da regressao logistica. A partir dessa
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medida, comparando-se dois momentos, pode-
se facilmente estimar as OR ajustadas (OR) ao
contexto geral do modelo. Portanto, essa neces-
sidade de uma etapa a mais na andlise dos dados
geralmente torna a abordagem tradicional mais
laboriosa do que a regressao logistica.

Ressalta-se que a OR na abordagem tradicional
é fungdo apenas dos dados da tabela de contin-
géncia 2 x 2 usada no seu célculo. Essa difere da
OR, que é ajustada ao efeito de todas as variaveis
de um modelo logistico da abordagem alternati-
va. Com isso, essa OR ajustada, representada por

OR, pode revelar o efeito do sinergismo entre os
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fendmenos estudados, o que requer uma atengao
especial para sua interpretagdo (AGRESTI, 2012;
GIOLO, 2017; OLEA-POPELKA; ROSEN, 2019).

Um modelo de regresséo logistica binomial foi uti-
lizada por Sheng et al.( 2012) no Lago Dianchi, Chi-
na, para identificar a relacao de resposta entre as
floragdes de cianobactérias e os fatores ambien-
tais influenciadores (tais como qualidade de agua
e condicoes climaticas). Osborne; Shaw; Webb
(2007) realizaram um estudo nas proximidades de
Bribie Island, Austrdlia, objetivando investigar a
frequéncia e a gravidade das lesdes associadas a
exposicdo a cianobactéria Lyngbya majuscula. Por
intermédio da OR os autores conseguiram evi-
denciar que o aumento de problemas cutaneos e
oculares estavam associados com um aumento do
nivel de exposicdo a dgua e que a probabilidade
de mulheres relatarem problemas de pele foi 50%
maior do que a dos homens. Jaja-Chimedza et al.
(2015) utilizou o teste exato de Fisher e regressao
logistica para determinar a relagédo entre a presen-
ca de polimetoxi-1-alcenos (PMA), um metabélito
téxico encontrado em Raphidiopsis raciborskii (na
época Cylindrospermopsis raciborskii), e teratoge-
nicidade em embrides de peixe-zebra (Danio re-
rio), utilizado como modelo de desenvolvimento
de vertebrados. Dentre os resultados observados,
o teste Exato de Fisher comprovou a associagéo
entre os Fatores estudados e a OR mensurou essa
associacao. A versatilidade da regressao logistica
também foi comentada por Stommel; Field; Caller
(2013) nos seus trabalhos de investigacdo dos ae-
rossois de cianobactérias como fator de risco para
esclerose lateral amiotréfica. Os resultados dos
autores apontam que esse risco poderia ser estu-
dado por andlise de regressao logistica, OR e seus
respectivos intervalos de confianca de 95%, pois
tal abordagem forneceria uma melhor compreen-
sdo de como os seres humanos podem ser amea-
cados pelas cianotoxinas.

Além dos exemplos anteriores, outros trabalhos
utilizaram a abordagem alternativa da regressao
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logistica e OR em outros temas como: qualidade
da 4gua, saneamento basico e risco de eutrofi-
zacdo (BAKER; SHOWERS, 2019; HARRISON et
al., 2012); presenca de compostos, organismos
ou residuos potencialmente prejudiciais a saide
presentes na agua e ndo retirados pelas estacdes
de tratamento (AUNG et al., 2019; EGOROV et al.,
2018; GARCIA-PEREZ et al., 2016; TORNEVI et al.,
2016) e desenvolvimento de modelos de previ-
sdo da probabilidade de cenarios (O’'DWYER et
al., 2018). No entanto, até a presente data nao
foram encontrados trabalhos que avaliem os
dados categéricos e dicotémicos de integridade
celular de cianobactérias com as abordagens es-
tatisticas apresentadas aqui.

Portanto, o objetivo principal deste trabalho é
apresentar duas metodologias estatisticas para
a andlise de dados categdricos, evidenciando
suas vantagens e desvantagens. Para tal foram
utilizadas duas abordagens: (1) abordagem tra-
dicional, utilizando teste exato de Fisher junto
com a OR calculada a partir de tabelas de contin-
géncia 2 x 2 (com intervalo de confianca de 95%)
como medida de associacao; e (2) abordagem
alternativa da regressao logistica, consistindo
na estimativa da OR (com intervalo de confianca
de 95%), incluindo metodologias de avaliagdo da
qualidade dos modelos propostos.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Origem dos dados

No presente estudo foram utilizados dados pro-
venientes dos experimentos realizados por Cle-
mente (2019). Nesse conjunto de dados encon-
tram-se os resultados dos testes de integridade
celular (utilizando eritrosina B) das cianobacté-
rias Raphidiopsis raciborskii (Rr) e Dolichosper-
mum circinale (Dc) submetidas a experimentos
de pré-oxidagdo e agitacao rapida e lenta (Fig. 1).
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Figura 1 - Tricoma de Raphidiopsis raciborskii (Rr) (A) e as células dos tricomas de Dolichospermum circinale (Dc) (B)
intactos e com a integridade comprometida (coloracao rosa) na presenca da eritrosina b

Os experimentos simularam em escala de ban-
cada as condi¢bes de agitagao (gradiente de
velocidade) e tempo de mistura normalmente
aplicadas em ETAs em larga escala. O objetivo
principal foi observar os efeitos dos estresses
das condicbes operacionais sobre a integridade
de Rr e Dc, na presenca ou ndo de pré-oxidacado
utilizando Cl, ou KMnO,, etapa que visa melhorar
a coagulagdo. De acordo com Clemente (2019),
foram definidos quatro parametros (covariaveis)
para avaliar a integridade celular; sdo eles: (1) a
concentracdo de oxidante (C, ) utilizada na pré-
oxidagéo (0, 1,2,4 mgL"); (2) a espécie de ciano-
bactéria (Rr e Dc); (3) o tipo de oxidante utilizado
(Cl, e KMnO,) e (4) as condigdes experimentais
(ECi), que foram subdivididos em 3 niveis:

* EC,: Fase inicial do experimento (t = 0 s) em que
as células nao foram expostas a nenhum estresse,
ou seja, sem agitagdo e sem presenca de quimicos;

* EC,: Fase que simula a etapa de coagulag&o ou
mistura rapida, na qual as cepas foram subme-
tidas a um intenso gradiente de velocidade (por
volta de 750 s') durante um curto intervalo de
tempo (t = 60 s), tanto na auséncia como na pre-
senca de oxidantes;
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* EC,: Fase que simula a etapa de floculagao ou
mistura lenta. Nessa fase as cepas foram sub-
metidas a um baixo gradiente de velocidade
(aproximadamente 70 s') em um elevado de
tempo de mistura (t = 15 mim), na presenca ou
nao de oxidantes.

Em cada experimento foram avaliados 100 orga-
nismos de cada espécie apds cada condigdo expe-
rimental (EC, EC, e EC)) em triplicata (900 obser-
vacOes por espécie). Cada espécie foi submetida
a diferentes concentragdes (0, 1, 2 ou 4 mg L-1)
de dois oxidantes (Cl, ou KMnO,). Assim, foram
obtidos 14.400 resultados de integridade celular
[3(ECi) x 300 (Triplicata) x 2 (Espécies) x 4 (con-
tracdes) x 2 (oxidantes)] em 12 experimentos. Os
resultados de integridade celular obtidos em cada
experimento foram representados pela média da
triplicata na Tabela 1. Mais detalhes do experi-
mento podem ser vistos em Clemente (2019).

Para que fosse realizada e discutida a impor-
tancia da andlise prévia da estrutura inicial da
base de dados e a relevancia da selegéo inicial
das possiveis varidveis integrantes do modelo,
neste trabalho foram considerados os dados de
integridade celular apenas para concentragdes
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de 0 mg L' (Tabela 1). Dessa forma, os efeitos da
pré-oxidagdo nao foram avaliados, sendo apenas
investigada a acdo exclusiva dos estresses hi-

draulicos do gradiente de velocidade e do tempo
de mistura sobre a integridade celular de Rr e Dc
nas duas abordagens apresentadas.

Tabela 1 - Dados de integridade celular de Rr e Dc provenientes da base de dados de CLEMENTE (2019). Cox representa
a concentragdo de oxidante e (ECi) representa as condi¢6es experimentais avaliadas.

C,, [mg L] Espécie Oxidante
cl,
Rr
KMnoO,
0
cl,
Dc
KMnoO,

2.2 Abordagem tradicional

Os valores de integridade celular foram conside-
rados varidveis categéricas dicotémicas (orga-
nismos integros ou ndo). De posse da média das
triplicatas dos resultados de integridade celular
da Tabela 1, foram elaboradas tabelas 2 x 2, de-
nominadas tabelas de contingéncias. Nessas ta-
belas foram dispostos os valores de integridade
nas duas colunas (organismos integros na coluna
“Sim” e os organismos com estrutura compro-
metidas na coluna “N&o”) e nas duas linhas, duas
condigdes experimentais de um dado cendrio de
comparagdo. Foram considerados trés cenarios
de comparacéo:

1. EC, x EC: verificagdo dos efeitos da mistura
rapida na integridade celular em relagéo as con-
di¢des iniciais;

2. EC, x EC: verificagao dos efeitos combinados
das misturas rapida e lenta na integridade celu-
lar em relacdo as condigdes iniciais;

3. EC, x EC,: verificagdo dos efeitos da mistura
lenta em relagdo a mistura rapida.
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Média de células

EC. (Tempo) = o
! Integras Nao integras
EC,(0s) 100 0
EC, (605) 99

EC, (15 min) 98 2
EC,(0s) 100 0
EC, (605) 100 0

EC, (15 min) 100 0
EC,(0s) 71 29
EC, (605) 54 46

EC, (15 min) 53 47
EC,(0s) 85 15
EC, (605) 55 45

EC, (15 min) 62 38

Por meio das tabelas de contingéncia, as hipdte-
ses de associagdo entre integridade celular (efei-
to) e as condicdes experimentais EC, e EC, foram
testadas nesses trés cenarios. Foi utilizado o teste
exato de Fisher para a comprovacao da hipétese
de associagdo (dependéncia) ou nao (indepen-
déncia) entre as causas e o efeito, visto que algu-
mas células das tabelas de contingéncia obtidas
apresentaram valores inferiores a 5 (inviabilizan-
do o teste Qui-quadrado de Pearson) e os eventos
independentes, impossibilitando o teste McNe-
mar (AGRESTI, 2012).

Utilizando um nivel de significancia de 5%, asso-
ciagoes significativas foram evidenciadas quan-
do o teste exato de Fisher apresentou p < 0,05.
Em seguida, calculou-se o nivel de associagao
entre causa e efeito por meio da razédo de chan-

ces (OR) definida de acordo com a Eq. 1:

_ P(EC)
& “1_P(EC)) (M
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Em que P(EC) e 1- P(EC) na Eq. 1 representam,
respectivamente, a probabilidade de células in-
tegras e nao integras observadas numa dada
condicdo experimental i (i = 0, 1 ou 2). Os valo-
res de OR e seus intervalos de confianca IC(OR)
foram calculados usando o software RStudio.
Nos casos com células da tabela de contingéncia
iguais a zero, para eliminar indeterminagées, so-
mou-se um termo de correcdo € a cada elemen-
to da tabela 2 x 2 (PAGANO; GAUVREAU, 2010).
Optou-se por trés valores de €: 0; 0,5 e 1. Assim,
foi possivel afirmar com 95% de confianca que
as chances de células integras aumentaram ou
reduziram nas condigbes experimentais EC, e EC,
em relagdo as condigdes iniciais EC, por meio

[ P(Xx)
In|——————
1-P(X;)

Em que P(X;) e 1-P(X;) representam, respecti-
vamente, a probabilidade de células integras e ndo
integras estimada pelo modelo; logito [ﬁ(Xl)]
representa a funcdo de ligacdo equivale ao
In[chance] e B, e BK'sdo o intercepto (termo inde-
pendente) e os coeficientes das p covariaveis X, do
modelo, respectivamente. A Eq. 2 usada na abor-
dagem alternativa também foi avaliada com as
funcoes de ligagao Probit, Clog-log e Cauchy, com
a finalidade de se encontrar o melhor ajuste.

Para o ajuste dos modelos logisticos, foram con-
sideradas covariaveis categoricas a espécie de
cianobactéria (X,
tais (X, .,)- Sendo X_ . politdmicas com trés niveis

(ECO, EC, e ECZ), foram atribuidas as variaveis fic-

) e as condig¢bes experimen-

ticias Xgxcdgc, © XExcdgc, Parasuarepresenta-
cdo. Dessa forma, as variaveis foram definidas:
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dos valores de OR e seus respectivos intervalos
de confianca (IC). Foi considerado que:

*OR>1e1¢&IC(OR)): aumento da chance de cé-
lulas integras de um cenario em relagéo a outro;

*OR<1e1¢IC(OR):reducao de chances de célu-
las integras de um cendério em relacdo a outro, €;

* OR=1o0u1€IC(OR):indicam que as chances
sdo iguais entre os cendrios comparados.

2.3 Abordagem alternativa: regressao logistica

De acordo com Giolo (2017), o modelo logistico
pode ser definido como:

p
l = In[Chance] = logito[P(X;)| = Bo + z Br- Xk )

k=1

X - 0 = Dc(referéncia)
%< 1=Rr

(0,0) = EC,(Referéncia)
Xercd (Xexcape, Xexcaee, ) = 1 (10) = EC,
(0.1)= EC,

O melhor modelo foi obtido por meio da verifi-
cacdo da tabela contendo a andlise de Devian-
ce (ANODEV), em que os efeitos da inclusdo de
cada covariavel (X, e X, a partir do modelo
nulo (aquele sem nenhuma das covariaveis) sdo
avaliados em termos dos valores da Deviance, da
Deviance residual e do critério de informacgéao de
Akaike (AIC), utilizando o método Stepwise. Dessa
forma, foi possivel atestar a significancia da in-
clusdo de uma determinada variavel ao modelo
definitivo, utilizando os valores da diferenca da
Deviance antes e apds a inclusdo de tal variavel
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(Deviance residual). Foi considerado o melhor
modelo aquele que apresentou os menores valo-
res de Deviance residual e AIC.

Além da Deviance, da Deviance residual e do AIC,
foram obtidos os p-valores de cada covariavel por
meio da estatistica qui-quadrado com o nimero
de graus de liberdade igual ao nimero de coefi-
cientes associados as varidveis do modelo. Quan-
do p-valor> 0,05, considerou-se que a inclusao da
covariavel néo foi estatisticamente significante.

Para assegurar a qualidade do ajuste do modelo
proposto, os residuos gerados foram testados,
verificando se atenderam simultaneamente as
seguintes proposigoes:

1. Andlise gréfica dos residuos de Pearson e da
Deviance: residuos aleatoriamente distribuidos
ndo excedendo valores * 3,0 atestam modelo
ajustado (Giolo, 2017);

2. Gréfico de envelope simulado: residuos da De-
viance contidos dentro do envelope simulado in-
dicam modelo satisfatério;

3. Estatistica qui-quadrado da razdo de veros-
similhanca (Q ) e a Estatistica qui-quadrado de
Pearson (Q,): em que p-valor > 0,05 certificam
modelo ajustado.

A partir do melhor modelo ajustado, foi elaborada
uma matriz com 12 linhas (nimeros de observa-
¢bes da Tabela 1) e 4 colunas referente ao possiveis
valores de X, . e X, (XExcdgc,» XExCdgc, ). A pri-
meira coluna da matriz 12 x 4 foi preenchida com
1 pois esta faz referéncia ao intercepto (B ). Essa

matriz foi multiplicada por outra 4 x 3 contendo em

cada coluna os coeficientes estimados pelo melhor
modelo, o limite inferior e o limite superior do in-
tervalo de confianga estimado (95% de certeza),
respectivamente. Os intervalos de confianca foram
estimados conforme Eq. 3. A exponencial do resul-
tado dessa multiplicacéo é a chance estimada pelo
modelo. A razdo entre dois cenérios de interesse
originaa OR. A interpretacéo dos valores de OR e
dos IC é similar a do item anterior. Todas as analises
foram realizadas no programa RStudio.

IC[OR] = exp [InOR + 1,96.EP(OR)] (3)

Em que:

IC[GT?] = intervalo de confianca(estimado a
95%);

EP(OR) = erro padrio associado aos OR

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Abordagem tradicional

Os resultados de integridade celular da Tabela 1
foram divididos em quatro sistemas (51,52,S3 e
S4) e apresentados na Tabela 2. Em cada um des-
ses sistemas foi realizado o teste exato de Fisher.
Para simplificar a apresentagdo, na Tabela 2 os
valores de integridade celular dos organismos
que sofreram lise celular (coluna “Média de cé-
lulas” em “néo integros” da Tabela 1) foram su-
primidos. Os resultados apontam que a Rre a Dc
ndo sdo igualmente afetadas pelo estresse me-
canico do gradiente de velocidade, devido a dife-
renca do nimero relativo de organismos integros
em cada condicao experimental.

Tabela 2 - Média das triplicatas dos resultados de integridade celular de Rr e Dc de cada Sistema (Si) apds cada
condicdo experimental e o valor p do teste exato de Fisher. Em negrito os valores significantes (p<0.05)

Média de tricomas/Cel. (DP)

Sistema (Si) / (Espécie/Experimento )

ECO

S1/ (Rr /Experimentos com Cl,) 100

S2/(Rr/ Experimentos com KMnO ) 100
S3/(Dc/ Experimentos com CL) 71
S4/(Dc/ Experimentos com KMnO ) 85
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Cenério comparados
EC1 EC2 CE1XCEO CE2 X CEO CE2 X CE1
99 98 1,000 0,497 1,000
100 100 1,000 1,000 1,000
54 53 0,019 0,013 1,000
55 62 <0,001 <0,001 0,389
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Para Rr, em todas as comparagodes realizadas nao
se verificou associacdo entre as diferentes con-
dicdes experimentais e a integridade celular em
S, eS, (p>0,05, Tabela 2). Essa auséncia de asso-
ciacdo indica que a proporgao (ou probabilidade)
de organismos (integros ou ndo) de Rr no inicio
do experimento (EC) n&o difere significativa-
mente da encontrada apds a mistura rapida (EC,)
nem apds a mistura lenta (EC).

A partir desses resultados, rechaga-se a hipétese
de que a Rr tenha sido afetada pelo estresse hi-
draulico proporcionado pelos gradientes da mis-
tura rapida e lenta aplicados. Isso sugere que di-
ferengas nas quantidade de organismos integros
ou ndo da Tabela 2, como as observada em S1, fo-
ram ocasionadas pela aleatoriedade do sistema,
e ndo pela acdo dos fatores avaliados (gradiente
de velocidade e tempo de mistura). Portanto, po-
de-se afirmar que as condi¢des hidraulicas dos
gradientes da mistura rapida (durante 60 s) se-
guida da mistura lenta (durante 14 mim, apds os
60 s da mistura rapida) ndao foram associadas a
lise nos experimentos realizados com a Rr.

No entanto, quando se analisa a espécie Dc,
existem evidéncias de associacdo entre as con-
di¢cdes da mistura répida e lenta e a integrida-
de celular dessa espécie (p < 0,05, Tabela 2).
Dessa forma, existem indicios suficientes para
afirmar que as quantidades (ou proporg¢ées) de
organismos (integros ou ndo) em EC, e EC, sdo
significativamente diferentes de EC, tanto em
S, como em S,. Analisando o cenério EC, x EC,
pode-se concluir que as condi¢des hidraulicas
severas de alto gradiente de velocidade podem
ter comprometido as células de Dc, reduzindo o
nuimero de organismos integros em EC,, obser-
vado tanto em S, como em S,, na comparagao
com CE;, mesmo no curto intervalo de tempo
de 60 s. Nesse estudo, isso sugere que as con-
di¢cdes de mistura rapida estiveram associadas
aos eventos de lise celular de Dc.
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Ja no cenario EC, x EC, onde foram avaliados os
efeitos das condi¢des hidraulicas da mistura len-
ta (apds a mistura rapida), notou-se que também
ha uma reducao significativa do nimero de célu-
las integras em EC,, em relagao a ECO, tanto em
S, como em S,. Todavia, esse cenario de compa-
ragdo por si s6 nao deixa claro se os efeitos de
lise em Dc ocorrem apenas na mistura rdpida ou
se a mistura lenta também comprometeu sig-
nificativamente a integridade das células desse
organismo. Assim, de acordo com o cenério de
comparacao EC, XEC, observou-se que os nime-
ros de células integras ap6s EC, € muito préximo
de EC, em S, e razoavelmente maior em S, (Ta-
bela 2). Curiosamente, em primeira analise, esse
fato pode ser interpretado de duas formas dis-
tintas: (1) as cepas estabeleceram a integridade
celular apds a lise, fato improvavel; (2) por serem
filamentosas e possuirem uma estrutura carac-
teristica (Fig. 1), os estresses hidraulicos podem
ter comprometido uma célula especifica do tri-
coma ocasionando um ponto de lise, que, por sua
vez, rompeu-se em filamentos menores com um
maior nimero de células integras.

No entanto, em face do resultado da estatistica
de Fisher para o cenario EC, X EC,(p> 0,05, Tabe-
la 2), existem indicios suficientes para atribuir
essas diferencas nos nimeros de organismos
integros ou nao a casualidade, similar ao que se
observou em S, para Rr. Portanto, os eventos de
lise em Dc estdo associados aos impactos do in-
tenso gradiente da mistura rapida (durante 60 s)
e ndo a acdo prolongada do baixo gradiente de
velocidade da mistura lenta. Estimou-se o nivel
da associagdo, ou seja, o quanto as chances de
células integras aumentaram ou diminu{ram por
meio da razao de chances, OR, e seus respectivos
intervalos de confianca, IC. Os valores calculados
encontram-se na Tabela 3 e foram representa-
dos em percentual devido suas magnitudes.
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Tabela 3 - Valores de OR, limite inferior (L) e superior (L) dos intervalos de confianca estimados com 95% de certeza
[IC(95%)] calculados para os dados sem e com transformacao (€=0,5 e €= 1,0). Os (-) representam indeterminacdes.

Dados s/ transformagao (€=0)

S Exp. Cond. 1C[95%] (%)
OR (%)
L s
EC1xECO 0,0 0,0 3900,0
S, EC2xECO 0,0 0,0 531,6
EC2xEC1 49,7 0.8 968,4
EC1xECO 0,0 0,0 -
S, EC2xECO 0,0 0,0 -
EC2xEC1 0,0 0,0 -
EC1xECO 48,1 25,6 89,5
S, EC2xECO 46,2 24,5 85,9
EC2xEC1 96,1 53,1 173,9
EC1xECO 21,7 10,2 44,2
S, EC2xECO 29,0 13,5 59,5
EC2xEC1 1333 731 2441

Apesar de serem espécies filamentosas, Rr e Dc
diferem em algumas caracteristicas morfoldgi-
cas (GENUARIO et al., 2019; KOMAREK; JOHAN-
SEN, 2015; SANT’ANNA, 2012). Essas diferencas
podem justificar os comportamentos diferencia-
dos dessas cepas. Como os tricomas de Dc apre-
sentavam flexibilidade, a intensa mistura pode
ter flexionado os tricomas e a combinacgao desse
efeito com o alto cisalhamento (principalmente
durante a mistura rapida) pode ter ocasionado
a lise em Dc, fato evidenciado tanto pelo teste
exato de Fisher da Tabela 2, que associou a inte-
gridade as condicdes experimentais, como pelas
reducdes das chances de células integras apds a
mistura rapida (EC,) e a mistura lenta (EC,) apre-
sentadas na Tabela 3. Apesar de em ambos os
casos a tendéncia geral (associacdo ou nao) ter
sido preservada, os valores de € alteraram sensi-
velmente os valores de OR e IC para Dc e conside-
ravelmente para Rr.

De acordo com Clemente (2019), nas andlises
de microscopia, os tricomas de Rr ndo apresen-
taram tanta flexibilidade quanto os de Dc. Por-
tanto, as torgdes e taxas de cisalhamento pare-
cem nao ter impactado esse organismo de forma
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Primeira transformacao (€=0,5)

OR (%)

0,0
0,0
98,0
0,0
0,0
0,0
49,1
47,1
95,9
22,8
30,5
133,8

Segunda transformagao (€=1,0)

1C[95%] (%) 1C[95%] (%)
L L OR(6) L L
i s i s
0,0 542,3 49,7 08 968,2
0,0 531,6 32,8 0,6 416,8
6,9 1376,4 66,1 54 590,3
0,0 - 100,0 1,2 7921,0
0,0 - 100,0 1,2 7921,7
0,0 - 100,0 13 7921,7
26,2 90,8 48,9 26,2 90,3
25,2 86,7 471 25,2 86,7
53,10 1729 96,2 53,4 1729
10,9 45,7 22,8 10,9 45,7
14,5 61,9 30,2 14,4 61,1
73,6 2443 1325 731 240,1

significativa, fato evidenciado pelo teste exato
de Fisher, que constatou independéncia entre os
valores observados de integridade celular dessa
espécie e as condi¢des experimentais ensaiadas
(Tabela 2) e os valores do OR ndo significantes
(Tabela 3). Nesse estudo, tanto os resultados do
teste exato de Fisher como os OR (associados aos
seus intervalos de confianca) calculados para Rr,
corroboram com algumas observac¢des de ou-
tros autores. H. Li et al. (2018) constataram que
ha um efeito insignificante nas células de Rr sob
estresse de agitacdo mecanica. Pestana et al.
(2018), analisando cianobactérias filamentosas,
observaram que Dc foi mais impactada do que Rr
pelos estresses ocasionados em diversas etapas
do tratamento de agua.

Portanto, contrastando com a resiliéncia de Rr (1
€ 1C em S1-Rre S2 em S2 -Rr) na Fig. 2a, obser-
va-se que os efeitos deletérios das condi¢des de
mistura rapida ensaiadas (750 s em 60 s) po-
dem reduzir para menos de 50% as chances de
encontrar células integras de Dc (Fig. 2b). Em
ambos os casos, os efeitos das condi¢oes de mis-
tura lenta testados (75 s em 14 min) ndo foram
significantes (1 € IC na Fig. 2).

Revista DAE | S3o Paulo | v. 69, n 228 / pp 205-224 | Jan a Mar, 2021



Analise de dados categoricos de integridade celular de cianobactérias

i S1-Rr || S2 -Rr
EC2/EC1 | }--“ ] 7# I
Ecz,-'500~%{@~i—4 ﬂk {
EC1/ECo {% : —+t |
R T A )
" S3-Dc || S4-Dc
EC2/EC1 - | é,z | [ * |
EC2/ECo{ - | e
EC1/ECoq{ —¢—— le
% 0 %0 6 s 10 0 200 2%

OR(%)

Figura 2 - OR (em percentual) e seus respectivos IC (95%) da comparagéo entre dois cenarios para
(A) Rr e (B) Dc. Os simbolos (+) e (x) representam as estimativas para €=0,5 e €= 1, respectivamente.
O ponto cinza representa os dados nédo transformados. Os IC que cruzam a reta pontilhada (valor 1 ou 100%)
indicam chances iguais para os cenarios comparados. OR e IC a esquerda da linha pontilhada indicam redugao
das chances de células integras e a direita o aumento das chances.

3.2 Abordagem alternativa: regressao logistica

Diferentemente da abordagem tradicional, a OR
em regressdo logistica (RL) é funcdo dos para-
metros (covariaveis) utilizados para modelar o
fenémeno observado. Isso significa que os valo-
res obtidos sdo ajustados para efeito de todas as
variaveis no modelo, fato nédo observado nas ta-
belas de contingéncia 2 x 2. Com isso, duas res-
salvas devem ser feitas: (1) deve-se selecionar as
variaveis cuidadosamente para evitar resultados
enviesados; (2) deve-se levar em conta o contexto
geral do modelo (covariaveis e as saidas observa-
das) para a interpretacéo dos valores obtidos.
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A Tabela 4 apresenta a forma preliminar do con-
junto dos dados para a modelagem. Como as co-
variaveis concentracdo de oxidante (XConc) e tipo
de oxidante (X,

desse estudo (investigacdo apenas dos efeitos

ndo condizem com o escopo

das condig¢des hidraulicas na integridade celular
de Rr e Dc), essas colunas devem ser suprimidas
previamente. Ressalta-se que essas covaridveis
poderiam ser significativas em outras anélises,
tais como a apreciacdo dos efeitos dos estresses
quimicos causados pela etapa de pré-oxidacgao.
Portanto, na Tabela 5 encontra-se o formato da
base de dados definitivo utilizado nas anélises.
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Tabela 4 - Estrutura preliminar da base de dados utilizada na modelagem

Concentragao de

Espécie cianobactéria Tipo de oxidante

" () 0,
OmgL’ Rr Cl
OmgL’ Rr cl,
OmgL’ Rr Cl,
OmgL’ Rr KMnO,
OmgL’ Rr KMnO,
OmgL’ Rr KMnO,
OmgL’ Dc cl,
OmgL’ Dc Cl,
OmgL’ Dc cl
OmgL’ Dc KMnO,
OmgL’ Dc KMnO,
OmgL’ Dc KMnO,

Cond. Exp. Cel. integra Cel. ndo integra
Xecad Y(Sim) Y(Nao)
EC, 100 0
EC, 99 1
EC, 98 2
EC, 100 0
EC, 100 0
EC, 100 0
EC, 71 29
EC, 54 46
EC, 53 47
EC, 85 15
EC, 55 45
EC 62 38

2

Tabela 5 - Estrutura final da base de dados. Os asteriscos (*) representam as categorias de referéncia para cada covariavel

Espécie cianobactéria Cond. Exp.
L. Koo
Rr EC,*
Rr EC,
Rr EC,
Rr EC,
Rr EC,
Rr EC,
Dc* EC,
Dc EC,
Dc EC,
Dc EC,
Dc EC,
Dc EC

2

Ainda na Tabela 5, optou-se por definir Dc como
categoria de referéncia para a covariavel X,
pois essa espécie apresentou maior susceptibi-
lidade aos efeitos das condi¢des hidraulicas de
mistura, de acordo com o teste de Fisher apre-
sentado na secdo anterior. Ademais, estudos re-
velaram um efeito insignificante nas células de
Rr sob estresse de agitacdo mecanica menores
do que 350 rpm, niveis préximos aos praticados
nos experimentos deste trabalho (325 rpm) (H.

Li et al., 20 18). Assim, as baixas variages dos
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Cel. integra Cel. ndo integra
Y(Sim) Y(N&o)
100 0
99 1
98 2
100 0
100 0
100 0
71 29
54 46
53 47
85 15
55 45
62 38

valores de integridade celular dessa espécie e a
auséncia de associacao revelada pelo teste de
Fisher e OR (com seus respectivos IC) nao signi-
ficativos corroboram a escolha. Para deia EC,
foi escolhida, pois representa as condigées ini-

ciaisemt=0s.

Na Tabela 6 sdo apresentados os efeitos de
X X_ ., e sua interacdo (XSpec * X

Spec’ “ ExCd ExCd)
uma sequéncia de modelos encaixados a par-

com

tir do modelo nulo M1 (definido como aquele
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que nao possui nenhuma variavel). Isso foi feito
com o intuito de verificar quais covariaveis pro-
duzem reducéo significativa (p<0,05) dos valo-
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res da Deviance e AIC. Aquelas que produziram
tais efeitos integraram o modelo utilizado, caso
contrario nao.

Tabela 6 - Andlise da Deviance (ANODEV) e AIC obtidas no estudo da integridade celular de Rr e Dc.

Graus de liberdade

p-valor

Modelo Covariaveis Deviance residual Deviance residual (Qui-quadrado) AIC
M, Nulo - 11 369,82 - 405,84
M, M1+X 325,93 10 43,89 <0,007 81,90
M, M2+X_ ., 30,78 8 13,10 <0,001 55,12
M, M3+ X, 2 X, 1,45 6 11,66 0,485 57,67
Dessa forma, o modelo M2 na Tabela 6 (insercédo Xspee © Xgicg €M M,), observa-se um comporta-

da variavel X, ao modelo nulo) apresentou a
maior reducgao significativa da Deviance, fato que
aponta que a espécie de cianobactéria apresen-
ta a maior relevancia para a previsdo do grau de
associacao da integridade celular com as covari-
aveis. Esse fato esta de acordo com as observa-
¢oes de alguns estudos que constataram diferen-
tes alteracdo na integridade celular de espécies
distintas de cianobactérias a determinados esti-
mulos, tais como pré-oxidacdo, processos oxida-
tivos avancados, etapas do tratamento de &gua,
dentre outros (BAKHEET et al., 2018; PESTANA et
al.,, 2018; QIAN et al., 2014; SHI et al., 2019). De
acordo com Li et al. (2018). Isso sugere que, de-
pendendo de qual das espécies domine o corpo
hidrico destinado ao abastecimento, faz-se ne-
cessario o desenvolvimento de estratégias apro-
priadas para o tratamento dessas aguas.

Ainda na Tabela 6, M, (insercdo de X__, ao mo-

ExCd

delo M,) acarretou redugdes significativas da
Deviance. Isso significa que, para os dados ana-
lisados, as condi¢des experimentais (gradiente
de velocidade e tempo de mistura) devem estar
associadas aos eventos de lise celular observa-
dos nas cepas de Rr e Dc, similares aos observa-
dos por Pestana et al. (2018) quando analisaram
os efeitos ocasionados pelas etapas de trata-
mento em cianobactérias filamentosas. J4 para

M, (ainsercdo da interacdo entre as covariaveis
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mento diferenciado aos demais modelos. Nao
se verificou reducao significativa da Deviance
(p>0,05). Em M4 também se constatou um ligei-
ro aumento do AIC, contrariando as sucessivas
reducdes até M3, nivel mais baixo desse critério.
Esse fato motivou a desconsideragdo desse pa-
rametro no modelo final.

Apesar dos resultados ligeiramente melhores
da Deviance residual e do AIC para as fungdes de
ligacdo Probito (12,62 e 54,63, respectivamen-
te) e Clog-log (12,36 e 54,37, respectivamente),
optou-se pelo Logito na abordagem alternativa,
pois essa funcao de ligagdo fornece OR, Ffacili-
tando a interpretacdo dos resultados do mode-
lo. Dessa maneira, por ter apresentado a menor
Deviance residual e AIC dentre os modelos com
funcdo de ligacdo logito da Tabela 6, o0 modelo
M,, apresentado na Eq. 4, foi selecionado para
estimar o grau de associagao entre as covariaveis
e aintegridade celular por meio do OR. Ademais,
o M, também atendeu simultaneamente as con-
dicbes necessarias para os residuos, conforme
visto na Fig. 3, além das estatisticas QL = 13,10
(p=0,11)eQP=12,57(p = 0,13). Portanto, os pa-
rametros de M, encontram-se na Tabela 7, onde
também se pode observar que todos os coefi-
cientes estimados foram significantes (p<0,05),
comprovando que os mesmos sdo estatistica-
mente diferentes de zero.
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Figura 3 - Andlise gréfica dos residuos.
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Em que:

In [1f(—;)(?)] : logito[ﬁ@?)] =In[Chance];

Xgpee: 1 5€ espécies de cianobactéria Rr e 0, caso
contrario;
XExCdgc, € XExcdge, (0,0) se ECj; (1,0) se EC, e

(0,1) se EC;

Tabela 7 - Estimativa dos parametros do modelo M..

Coeficientes Estimativas Erro padrao P-valor
Bo (Intercepto) 1,28 0,17 <0,0001
B, 4,82 0,6 <0,0001
B, -1,10 0,22 <0,0001
B, -0,99 0,22 <0,0001

Na Eq. 4, as chances de células integras sdo ele-
vadas dependendo da espécie de cianobactéria
(B, = 4,82) e reduzidas pela agdo das condi¢des
experimentais da mistura rapida e lenta (B, =
-1,10eB,=-0,99, respectivamente). Essas cons-
tatacées podem ser atribuidas ao fato da adogao
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= 1,28+ 4,82Xsp0c — 1L10Xgxcacy, — 0,99XExcack, (4)

da espécie Dc e a condicdo experimental EC;
como categorias de referéncia. Verifica-se tam-
bém que os coeficientes estimados corroboram
os resultados obtidos da tabela ANODEV (Tabela
6), que enfatizaram a maior relevancia da cova-
ridvel espécie de cianobactéria (Xspec) em relagao

as condicGes experimentais (XExCd)'

De acordo com a Tabela 8, em qualquer condi-
cdo experimental as chances de encontrar or-
ganismos integros de Rr foram 124 (=exp[4,82])
vezes a de Dc. Esse fato confirma que Rr mos-
trou-se mais resistente aos efeitos do gradiente
de velocidade do que a D¢, o que provavelmente
motivou o baixo nimero de organismos com a
membrana celular comprometida dessa espécie
em oposicdo ao verificado com Dc. Isso esta de
acordo com as observacgoes de Moisander et al.
(2002), que demonstraram que Dolichospermum
sp. sdo mais suscetiveis ao estresse de cisalha-
mento do que outros géneros de cianobactérias,
possivelmente devido a sua morfologia, além dos
estudos ja mencionados (LI, H. et al., 2018; PES-
TANA et al., 2018).
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Tabela 8 - Valores das chances e seus respectivos IC a 95%, conforme a Eq. 4.

Os valores com asteriscos (*) sdo as categorias de referéncia.

Espécie

Cianobactéria Cond. Exp.

EC,*
Xees (00)

EC,
Xoes = (10)

EC,
Xeca =(0.1)

EC,*
X, =(0,0)

ExCd

EC,
Xes = (1,0

ExCd

EC,
X,ca =(0,1)

ExCd

Rr

Spec

(X 1)

Dc*

Spec

X 0)

Dividindo-se de qualquervalor de EC, e EC, por ECO
na Tabela 8, independentemente da espécie, as
chances de células integras reduzem em EC, e EC,
para menos de 40% das observadas nas condi¢des
iniciais EC .. Esses resultados sugerem que tanto Rr
como Dc sdo impactadas semelhantemente pelas
condicdes experimentais (EC, e EC), fato que nao
condiz com os resultados observados de integrida-
de celular (Tabela 3) nem com as observagdes de
diversos autores acerca da singularidade da res-
posta de cada espécie de cianobactéria frente a
estresses semelhantes (JIN et al., 2019; LI, H. et al.,
2018; PESTANA et al,, 2018; SHI et al., 2019).

Para Rr, quando se associa a espécie de ciano-
bactéria as condiges experimentais, as chances
de célula integras na Tabela 8 também sao redu-
zidas de aproximadamente 443 em EC_ para 147,
em EC,, e 164, para EC,, vezes a chance de célu-
las ndo integras. J& para Dc ndo existem indicios
suficientes para verificar reducées andlogas as
observadas em Rr. Devido aos intervalos de con-
fianga (1 € IC), as chances de células integras
apos as condicdes EC, e EC, ndo diferem das ini-
ciais (EC,) para Dc. Novamente, esses resultados
ndo condizem com as observacdes da aborda-
gem tradicional nem refletem o comportamen-
to normalmente descrito dessas cepas frente
aos estresses hidraulicos. Isso pode ser atribui-
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In[Chance]

6,10

5,00

0,18

0,29

Chance 1C(95%)
4427 120,7 -2542,7
148,6 26,1- 1.309,2

164 28,8-1446,3
3,6 2,6 - 5,1
12 0,6-2,6
13 0,6-29

do ao fato de que tanto as chances como o OR
sdo ajustados a todas as varidveis do modelo,
caracteristica particular da regressao logistica.
Assim, em M,, os dados de integridade de Rr sao
ajustados pelos de Dc e a reciproca é verdadei-
ra. Dessa forma, necessita-se de cautela para a
interpretacao desses resultados obtidos por re-
gressao logistica.

Por conseguinte, para apreciar as caracteristicas
especificas de cada cepa frente aos estresses das
condic¢des experimentais, a base de dados da Ta-
bela 5 foi subdividida em duas partes referentes ao
resultados de integridade celular de Rr (6 primeiras
linhas) e Dc (os registros da 72 linha em diante).

Para o modelo que utilizou apenas os valores de
integridade celular de Rr, M, a Tabela 9 evidencia
que todos os coeficientes do modelo ndo foram
significativos (p>0,05). Além disso, ndo houve
reducdo relevante da Deviance residual (6,97 no
modelo nulo para 4,18) e o AIC aumentou ligeira-
mente (de 13,55 no modelo nulo para 14,77). Por-
tanto, todas essas informacgdes permitem afirmar
que para os experimentos realizados com Rr ndo
existem evidéncias que comprovem a associacdo
da integridade dessas cepas com as condigdes
experimentais avaliadas, confirmando o que tam-
bém foi visto na abordagem tradicional.
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Tabela 9 - Estimativa dos parametros do modelo M,,
que avaliou os efeitos das condi¢bes experimentais
apenas em Rr (categoria de referéncia adotada foi EC )

Coeficientes Estimativas Erro padrao P-valor
B, (Intercepto) 24,30 81553 0,998
B, 0y, ) -19,01 81553 0,998
-19,72 8155,3 0,998

Bz (szcdm)

No modelo M, foram examinados apenas os va-
lores de integridade celular de Dc. Na Tabela 10
sdo mostrados os coeficientes de M, que foram
todos significativos (p<0,05), diferentemente
de M.. Observou-se reducao da Deviance resi-
dual (36,92 no modelo nulo para 7,47) e do AIC

(de 68,35 no modelo nulo para 42,90). Além do
mais, as estatisticas Q =7,74 (p=0,06)eQ, =
7,39 (p = 0,06) bem como os critérios para os
residuos (Fig. 4) atenderam simultaneamente as
condicbes necesséarias para atestarem a quali-
dade do modelo M,.

Tabela 10 - Estimativa dos pardmetros do modelo M,
que avaliou os efeitos das condigbes experimentais
apenas em Dc (categoria de referéncia adotada foi EC))

Deviance
Pearson

Coeficientes Estimativas Erro padrao P-valor
B, (Intercepto) 1,27 0,17 <0,0001
B, dEC1) -1,08 0,22 <0,0001
B, (e dECZ) -0,96 0,22 <0,0001

o 4

b P

.
______ S

Deviance's residuals

(a)

o

1.0 -05 0.0 0.5
N(0,1) quantiles

(€

@

Figura 4 - Analise grafica dos residuos do modelo M,.

Portanto, de acordo com a Tabela 10, as chances
de células integras em EC, e EC, sdo reduzidas
para menos do que 35% (= expB[2] = explB3])
das observadas nas condigdes iniciais EC, simi-
lar ao verificado na abordagem tradicional para
Dc. Também de forma anéloga, os impactos da
mistura lenta (EC, em relacdo a EC,) ndo foram
significativos, uma vez que a chances estimadas
sdo aproximadamente 1.

Portanto, os resultados de M, e M, seguiram a
mesma tendéncia da abordagem tradicional.
Isso significa que esses modelos foram mais
apropriados para mensurar o nivel de associa-
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¢do entre integridade celular e os estresses hi-
draulicos das condi¢des experimentais do que o
modelo mais global M.. Destaca-se também que
os valores desses modelos descrevem melhor os
fenémenos estudados, visto que se leva em con-
sideragdo o contexto geral dos dados em suas
estimativas. Isso significa que as diferengas dos
resultados de integridade observados em expe-
rimentos diferentes (e.g. Cl,em S, e S, e KMnO,
emS, e S, na Tabela 4) sdo sumarizados em uma
Unicaresposta (Tabela 8, 9 e 10), permitindo uma
apreciagdo generalizada e ndo uma particular,
como na abordagem tradicional.

Revista DAE | S3o Paulo | v. 69, n 228 / pp 205-224 | Jan a Mar, 2021



4 CONCLUSOES

* O uso do teste exato de Fisher permitiu con-
firmar estatisticamente que as diferencas en-
tre os resultados de integridade celular vistos
na Tabela 2 foram ocasionados pelas condi-
¢oes experimentais da mistura rapida (EC, e
EC, em comparacéo a EC ) e que as observadas
durante a mistura lenta (EC, x EC,) foram oca-
sionadas por um mero acaso.

* Na abordagem tradicional, as comparacgoes
sdo individualizadas, ou seja, os efeitos par-
ticulares de cada individuo analisado (e.g. Rr
e Dc) néo interferem no resultado dos outros.
Porém, cada experimento pode fornecer um
valor diferente para essas estatisticas, o que
pode representar um risco em caso de experi-
mentos enviesados.

* A metodologia do termo de corregdo € (€=
0; 0,5 ou 1) na abordagem tradicional permi-
tiu superar a limitacdo das indeterminacgdes
(Tabela 3), porém os valores de OR e IC foram
em alguns casos ligeiramente diferentes dos
observados com os dados originais (valores da
Dc da Tabela 3), mas discrepantes em outros
(valores da Rr da Tabela 3), como observado na
Fig. 2. Ressalta-se, entretanto, que em ambos
os casos a tendéncia geral (associagao ou nao)
foi preservada.

* Na abordagem alternativa com regresséao lo-
gistica, como o contexto geral do modelo (co-
varidveis e as saidas observadas) é utilizado
para as estimativas da chance e do OR , para
0s casos em que se deseja comparar espécies
com comportamento diferenciados (como Rr
e Dc, por exemplo) expostas as mesmas con-
digdes experimentais (M,), os resultados obti-
dos devem ser confrontados com os resultados
individuais de cada espécie (M, e M,) e com a
literatura. De posse dessas trés informacoes, a
intepretacdo dos resultados é mais assertiva.

Revista DAE | Sao Paulo | v. 69, n 228 / pp 205-224 | Jan a Mar, 2021

Analise de dados categoricos de integridade celular de cianobactérias

* A sequéncia proposta para a andlise da qua-
lidade do modelo na abordagem alternativa
mostrou-se capaz de identificar modelos bem
ajustados (M, e M ) e ndo ajustados (M,).

* Recomenda-se que os parametros hidraulicos
gradiente de velocidade e tempo de mistura
sejam considerados na estratégia de operacgao
das estacdes de tratamento de dgua.

* As informacdes reveladas tanto pela abor-
dagem tradicional como pela alternativa sao
importantes para nortear a tomada de decisao
das companhias de saneamento na definicao
dos parametros operacionais ideais (e.g. gra-
diente de velocidade e tempo de mistura) nas
ETAs, tendo em vista que alguns géneros (tais
como os estudados aqui) sdo potencialmente
produtores de metabdlitos téxicos ou que atri-
buem sabor e odor a 4gua. Portanto, evitar a
solubilizacdo desses compostos durante o pro-
cesso de tratamento, devido ao aumento das
chances de lise celular, deve ser consideradas
uma estratégia indispensavel para uma gestao
na qual se almeja prover dgua para abasteci-
mento publico de alta qualidade a baixos cus-
tos operacionais.
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