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1. DBJETIVO

Andlise do comportamento das curvas temporais que
descrevem o grau de incorporacdo de aminodcidos medidaos na
membrana sinovial em camundongos.
2. DESCRICAD DO EXPERIMENTO

Utilizaram-se 32 camundongos albinas machos,

distribuidos em dois grupos conforme o quadro absaixo:

GRUPD JOVEM ADULTO

CARACTERISTICA

Quant. de camundongos 186 16

Idade 30 dias 60 dias

Peso 11,59 a 13g 22,29 a 26,3g

Ap6s serem mantidos em j}ejum, porém com 4&gua, pelo
periodo de 12 horas, os animais receberam
intraperitonalmente, dose (Gnica de 5uCi (cinco micro Curri:
medida de radioatividade) por grama de peso corporal de
L-Leucina-4-5H3, Os animais foram, ent8o, sacrificados em

grupos de dois nos seguintes tempos: 30min, 1h, 2h, 6h,
12h, 18h, 30h e 72h apés a administrag¢lo da droga.
O0s Jjoelhos desses animais foram retirados, fixados em

Bonin (fixador), descalcificados pelo E.R.T.A. (acido
etileno de amino tetracético) e processados para inclus8o
em parafina. Sec¢fes de Bum foram radioautografadas pela

técnica de emulsdo liquida, expostas por 95 dias e coradas
pela hematoxilina e eosina.

O grau de incorporagdo do aminodcido marcado (Leucina)
foi avaliado pela contagem de gr3%os de prata sobre a
membrana sinovial utilizando-se um reticulo, no qual foram
delimitadas 4&reas de B81um?2. Por simplicidade, denotaremos
por "respasta" ao numero de grd8os de prata observado.
Realizaram-se 20 <contagens nos radiocoauvutogramas de cada
animal.

0s dados cansistem, portanto, em 20 respostas de cada
um dos 32 camundongos, identificados numericamente no quadro
abaixo.



TEMPO 30' 1h 2h Bh 12h 18h 30h 72h

GRUPD

JOVEM 1 3 5 7 S 11 13 15
2 4 6 8 10 12 14 16

RDULTO 17 19 21 23 25 27 29 31

18 20 22 24 26 28 30 32

~

Exemplo: Camundongo n?2 2

Ver Figuras 1, 2 e 3.

3. ANALISE ESTATISTICA

Em primeiro lugar, sec¢do 3.1, serd apresentada uma
descrigado quantitativa dos dados, que servird como
referéncia as técnicas a serem utilizadas posteriormente.
Em 3.2 foi feita uma Rnédlise de Varifncia para avaliar a
variac¢do da resposta média (nimero de grdos de prata) em
funcdo de grupo etdrio e tempo. Finalmente, com o intuito
de estudar o comportamento da varidvel resposta ao longo do
tempo e estimar a taxa de decaimento (Droz et Lebloud,
1860), optou-se, em 3.3, pelo ajuste de um modeloc n3o
linear.

3.17. ANALISE DESCRITIVA

Foram calculadas algumas medidas para 0s grupos jovem e
adulto, utilizando 2 animais com 20 observag¢®es cada um para
cada nivel do fator tempo, que estio apresentadas nas
Tabelas 1 e 2, respectivamente (média, desvio padrido,
maximo, minimo).

TABELA 1 - JOVEM

TEMPD 30 1h Z2h Bh 12h 18h 30h 72h
Média 34,00 28,05 26,40 22,20 17,80 16,53 22,13 13,55
| ) 7,4 4,9 5,5 4,7 3,3 3,6 3,7 3;3
Max 52 39 37 33 26 22 28 32
Min 16 16 14 13 8 14 8 8
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TABELR 2 - ADULTO

TEMPO 30 Th 2h Bh 12h 18h 30h 72h
Média 25,55 26,35 33,88 25,88 17,00 14,43 20,98 15,85
D.P. 5,4 4,7 4,7 5,2 5,0 3.5 3,6 3,5
Max 38 34 44 41 30 27 28 27
Min 18 18 22 17 10 9 13 10

R Figura 1 reproduz as médias dos dois grupos para os
diferentes tempos. Percebe-se um decaimento na resposta
média ao lango do tempo e ndo héd uma domindncia de um grupo
em relac3o ao outro, isto &, 3 resposta média de um grupo
ndo €& sistematicamente maior do que a do outro para os
niveis do fator tempo. 0 grupo adulto apresenta maior
homogeneidade na variabilidade das repetig@es feitas nos
mesmos individuos em relagdoc so grupo jovem e, além disso,

observa-se que hé uma tendéncia decrescente de
variabilidade ao Llongo do tempo, para os dois grupos, ou
seja, com o passar do tempo, as observagles tendem a se
concentrar mais em relacgdo @& média. As figuras 2 e 3
apresentam, respectivamente, o comportamento médio dos

grupos jovem e adulto com os correspandentes desvios.

Quanto aos valores médximos e minimos apresentados nas
Tabelas 1 e 2, observamos que alguns deles podem parecer
discrepantes em rela¢lo as correspondentes medidas (média e
desvio padr3o0), como por exemplo, o valor 8 para minimo do
grupo jovem no tempo 30h, uma vez que 3 média associada €
22,173 e o desvio padr%c €& 3,7. Como ndo ha 1indicagdoc de
anormalidade na observagdo desse dado, nenhuma técnica
estatistica para tratamento de valores discrepantes fol
utilizada na analise.

3.2. ANALISE DE VARIANCIA

D0 experimento foi realizado através de um modelo
completamente casualizado com dois fatores fixos (Rpéndice

1. Levando em consideragdo as informagdes de que as
primeiras medidas poderiam ter sido feitas em condi¢des ndo
ideais, a andlise de vari8incia foi repetida 3 vezes (RNOVA

1, RANDVA 2, ANDOVA 3 - ApBndice 1) para diferentes conjuntos
de niveis do fator Tempo. Assim, a ANDVR 1 foi feita com
todos os niveis do fator Grupo (Jovem e Adulto) e todos os
niveis do fator Tempo (30', 1h, 2h, Bh, 12h, 18h, 30h, 72h).
Para a3 ANDOVA 2 foi excluido o nivel 30’ do fator Tempo e
para a RANDVR 3 foram excluidos os niveis -30' e 1h do mesmo
fator.

Resumindo os resultadas temos o0os seguintes niveis
descritivos ("p-values"):



RNOVA1 ANDVAZ ANOVA3

Efeito Grupo 93,07% 16,96% 6,680%
Efeito Tempo 0,00% 0,00% 0,00%
Efeito InteracHBo 0,54% 4,28% 3,31%

R partir desses valores observa-se a significancia (a
um nivel de 5%) ds interacdo entre Grupo @ Tempoa nos 3
casos, o0 que significa que o comportamento da resposta
média para os niveis de um fator depende do nivel do outro
fator. Com isto o estudo da variac8o da resposta média ao
longo do tempo deve ser realizado para cada grupo
separadamente. .

Dbserva-se, na Figura 1, que ' a resposta média sofre um
acréscimo no nivel t = 30h do fator tempo para oas dois
grupos. Para wverificar se o nivel t = 20h do fator tempo
apresenta resposta significantemente diferente do nivel t =
30h do mesmo fator, foram realizadas compara¢®es miltiplas,
usando o método de Tukey (Apé€ndice 2) e, dada a exist&ncia
de interacdo, conforme visto na Andlise de Varifincia desta
secgd80 foi considerada a diferenga de respostas médias para
cada nivel do fator grupo. A um nivel de 5% verifica-se que
tanto para o grupo jovem como para o adulto as respostas
médias associadas aos tempos t = 20h e t = 30h nfo sfo
significativamente diferentes.

3.3. AJUSTE DE UM MODELD NAD LINERR

Sob o ponto de vista estatistico a imposigd3o de um
modelo pode ser gtil na estimagdo de pardmetros
desconhecidos (interpretédveis no problemal), na avalia¢¥o de
observa¢Bes suspeitas de serem aberrantes ("outliers") ou
mesmo para fazer previs8es. Para estudar o comportamento das
curvas que descrevem o grau de incorporagdo de aminoacidos
deste trabalho Droz et Lebloud, 1960, sugerem o wusa do
modelo

cujos parametros de interesse s8o os tempos de decaimento
kil e kjl

Nosso intuito, nesta seccdo, é verificar se as
observagdes para os grupos jovem e adulto sdo bem ajustadas
pelo modelo acima, fornecendo as respectivas estimativas
para k, e k. HAnalisaremos os dois grupos separadamente.
No Hpéndice 3 encontram-se as consideragfes tebricas sobre
o método utilizado e resultados complementares.



GRUFPD JOVEM

Inicialmente o modelo (1) foi ajustado utilizando todos
os 8 niveis do fator tempo. D ajuste obtido n¥o foi bom,
comparando o desvio (Ap8ndice 3) ao valor critico de um Xn-p
(Nelder e Weddirburn, 1872), tendo sido detectadoc um ponto
aberrante (significante a 5%), na observag8o correspondente

a t = 30h. ARjustou-se entdo o mesmo modelo (1), sem a
referida observag8o, ou seja, somente com 7 niveis do fator
tempo. 0 resultado, em termos de ajuste, foi superior ao
anterior wutilizando o mesmo critério, produzindo as

seguintes estimativas para os tempos de decaimento (kj! ,
kél) com os respectivos desvios padrdo:

k! = 4,158h (4h3'29") desvio padr¥o = 0,90h

ks 257,334h (10d17h20’) desvio padrio

BS,73h

n

No HApéndice 3 encontram-se estimativas do tempo de
decaimento com a inclus3o de t = 30h no modelo, onde se v&
a substancial alteragdo em relag¢3o as apresentadas acima.
RlLém dissea, no 22 modelo (excluido t=30h), héa wuma
significativa redug8o do quadrado médio residual (QMR), que
€ fung¥8o0 das distlncias entre os valtores observados e os
valores previstaos pelo modelo. No modelo com todos os
niveis do fator tempo temos OMR = 8,835 e no modelo
reduzido, (excluido t=30h), GMR = 3,9.

GRUPO ADBULTO

Como no grupoc anterior, o modelo (1) foi usado com
todas as observagdes e também n3o foi bom o ajuste obtido,
segundo o critério wusado no Grupo Jovem. Neste casoc um
vataoar considerado aberrante foi aquele correspondente ao
nivel t=2h (significante 3 1%). Retirada esta observagido
ajustou-se novamente o mesmo modelo e ainda foram
cbservados alguns pontos cuja inclus8oc no modelo poderia
ser discutida. Do ponto de vista estatistico a opg¢8o seria
pelo modelo reduzido com a exclusqo de t=2h, mas segundo o
pesquisador nHo hé& sentido biolégico em abandonar este
ponto que € justamente onde se inicia a queda dos wvalares

observados. Como os pontos responséaveis pelo mau ajuste de
t=2h s8o0 o0s carrespondentes a t=30’' e t=1h, pois eles
apresentam um comportamento ascendente, optou-se por

excluir da anélise estes dois pontos iniciande o ajuste do
modelo pela observacHo referente a t=2h.

fAssim, considerado o modelo com B niveis do fator
Tempo (excluidos t=30' e t=1h), o ajuste foi razodvel
segundo o0 critérioc usado para o grupo jovem, e as

estimativas para o tempo de decaimento foram:

_10..



ki = 4,27h (4h16'12") desvio padr¥o = 0,66h

bl

7.882,é1h (=320d12h) desvio padrdo 59.171,60h

=
Ry
(.5
n

n

No Hpéndice 3 colocamos as estimativas obtidas segundo
o modelo completo e cam o modelo reduzido com a exclucsio de
t=2h, onde pode verificar-se diferengas sensiveis em
relagdo ao apresentado acima.

Também temos: OGMR = 29,425 (com 8 niveis) e QMR = 16,66
(com B niveis), 0 que mostra uma sensivel redu¢do com a
exclus8o de t = 30’ e t = 1Th. Entretanto o grande valor para
o desvio padr3o observado para ki3 mostra que esta medida
ndo deve ser levada em considerag¥o0 devido 3 sua imprecis¥o.

CONCLUSOES
1. Existem diferengas significantes entre os niveis do
fator tempo relativamente a resposta média e &essas

diferengas devem ser estudadas separadamente para o grupo
jovem e adulto, dada a existéncia de interag3o entre os dois
fatores. Uma andlise de comparac¢Bes miltiplas n%o acusou
diferen¢a significante (p>0,05) entre as respostas médias
obtidas para t = 20h e t = 30h, tanto para o grupo jovem
como para o adulto.

2. Quanto ao ajuste do modelo proposto per Droz et
Leboud, 1860, ele nd3o & bom para nenhum dos grupos se
levarmos em conta todos os niveis de tempo e melhara quando
eltiminamos alguns pontos que podem ser respaonsabilizados
pelo mau ajuste. Este modelo foi usado somente com
objetivo de estimar os par8metros kj! e k3! (tempos de
decaimento) e ndo deve ser usado para efeitos de previs3o.
Sugerimos que o prbximo planejamento inclua, na medida do

possivel, niveis adicionais do fator Tempo, evitando
arandes dist8ncias camo t = 30h e t = 72h, o que faz com que
este Gltimo ponto tenha grande influéncia no modelo
ajustado. Resumindo os resultados obtido, temos:
Eil l'('zl

Jovem 4,15h 257 ,33h

(sem t=30h)

Adulto 4,27h 7682,31h

(sem t=30'e

t=1h)

LKC/GRP/JMS/STT/Ls - 22.06.87
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APENDICE 1 - ANALISE DE VARIANCIA

Modelo:

i=1,2, j=1,...,8.

k-&sima observagdo do grupo i e tempo j

u: média geral.

o : efeito do i-ésimo nivel do fator grupo.
B : efeito do j-ésimo nivel do fator tempo.
efeito de interag¢do grupo/tempo.

e : errao casual nd3o observavel.

ijk
Suposigdo:

e n N(0,o02), independentes.

-13-

ijk
RestricBes oque permitem as defini¢8es daos efeitos
acima.
Ia =0
i
g =0
j
Iaf =0, ¥ )
i ij
Zal =0, ¥i
] 1)
Referfncia: Winer (1971), [2].
ANDOVA 1
FONTE DE GRAUS DE SOMA DE QURDRADO F
VARIACAO LIBERDARDE QUARDRARDDS MEDID obs
Grupao 1 0,0378 0,0378 0,01
Tempo 7 1088,7009 155,5287 32,07
Interacto 7 156,5134 22,3591 4,681 (p=0,54%)
Residuo 16 77,5925 4,8485



FONTE DE
VARIACAQD

Grupo
Tempo
Interagtdo
Residuo

FONTE DE
VARIACHC

Grupo
Tempo
Interacto
Residuo

GRAUS DE
L IBERDADE
1
5]
=]

14
GRAUS DE
LIBERDADE
1
5
5
12

SOMA DE

ANOVAR 2

QUADRADOD
QUADRADOS MEDIO
8,9157 8,9157
849,8B830 141,6438
76,2330 12,7055
59,5125 4,2509
ANDVA 3
SOMA DE QUADRADD
QUADRADODS MEDID
15,3600 15,3600
699,0021 139,8004
66,8387 13,3797
45,0625 3,7552

-14-

obs

2,10
33,32
2,98 (p=4,28%)

obs

4,09
a7 ; 23
3,56 (p=3,31%)



APENDICE 2 - COMPARARCOES MUOLTIPLAS
TUKEY (Winer, 1871 [21)

o¥ _[20MR 5,662
T = - /4,8495" = 8,82
ZV e .

onde a% = al16,16; 0,05) = 5,862 ("Studentized Range"}.
QMR = 4,8495 (vide ApE&ndice 717 - ANOVA 1).
n = 2

0 constraste de interesse &€ dado por

T=y -y t = 5,60 (grupo jovem)
7 B _
c = 6,50 (grupo adulto)
Como |T|)|€I em ambos os grupos, concluimos que a

hipotese ¢ = 0 n8o & rejeitada, a um nivel de significéincia

de 5% (p>0,05).

-16-



APENDICE 3 - AJUSTE DE UM MODELD NAD LINEAR

Modelo:
-kt -k tp
yz = cye + e + s£ = f(s,f,tz) + Eﬂ
onde vy ¢ a resposta média do grupo submetido ao f-ésimo

L nivel do fator tempo.
€y Ty kl, k2- par@metros desconhecidos.

Suposigto:

‘e
—2), independentes.

Y, Vv N()\I
£ 40

£

Dbservacdo - Este modelo poderia talvez ser melhorado
Llevando-se em conta uma possivel correlag8o de medidas
feitas no mesmo animal que, aqui, foram consideradas
independentes.

Estima-se os par8@metros acima utilizando processo
iterative baseado no método de Newtan Raphson (Paula &
Cordeira, 139868). Em Llinhas gerais o processo pode ser

descrito como:

(m)' (m) (m) (m+1) (m)’ (m) (m)
X V) X K = X V z
{m) {m) (m)
onde Z = X K + (Z - y(m)),
K=+d{k , kK, ¢, c ¥}

1 2 1 2
(m)
(m) y
v = diag £
40

-16-



Este processo deve ser inicializado em algum wvalor

(0)
K i que foi obtido, neste trabalho, por método gréfico
(0) (0)
sugerido pelo pesguisador. Conhecendo-se k tem-se X §
(0)
e V é& obtido das observag8es. Logo a estimativa do

primeiro passo fica

(1 (02’ (0) (0)]-1 (02" (0) (0)
K = X voox X vz,

0 processo continua até a convergéncia com os valores
(m?
preditos em cada passoc sendo utilizados para estimar V

AJUSTE DO MODELO DR SEEfﬁD 3.3 D0 GRUPO JOVEM

1 - Com todas as observacg8es:
Parimetro Estimativa D. padrido SQAR l g.l.
c 15,3900 1,5630 35,34l 4
cJ3 20,8100 0,6181
k2 0,51080 0,1124 GMR = 8,835
k; 0,00508 0,0008 Desvio = 72,4

2 - Com exclus8o de t = 30h

Para@metro Estimativa D. padrio SAR | g.t.
c 15,7200 1,068 T2 I 3
c1_ 17,8100 0,888
k2 0,2405 | 0,052 QMR = 3,8
k‘l 0,0038 0,001 Desvio = 16,0

2 P



RJUSTE DO MODELD DR SECfﬁD 3.3 DO GRUPD RDULTO

1 - Com todas as observagdes

Parimetro Estimativa D. padrdo SQAR | g.l.
c 10,8700 2,046 117,7l 4
c1 19,8900 2,223
k2 00,1858 0,042 UMR = 28,425
k; 0,0025 0,002 Desvio = 197,6

2 - Com exclusdo de t = 2h

Par@metro Estimativa D. padrdo SQAR l g.l.
c 10,56 1,300 52,17| 3
. 16,82 1,320
k2 0,1067 0,050 QMR = 17,39
k; 0,0002 0,001 Desvio = 107,2

3 - Com exclus3o de t = 30' e t = 1h

Par8metro Estimativa D. padrdo SAR ' g.l.
e 28,2800 2,430 33,32| 2
. 16,9500 0,862
k2 0,2342 0,0364 QMR = 16,66
k; 0,00013 00,0010 Desvio = 74,5

0 critério para decidir se o ajuste é€ ou ndo adequado
utilizs o desvio

n (y,-5,)?
D=Z .L_L._
£=1 UE

-18-



o qual, com as suposi¢des feitas no inicio desta secgdo, -
torna-se:

-

Ver Paula & Cordeiro (1986).

A wvari8ncia do estimador dos pardmetros k? e @1 é
obtida de modo aproximado, utilizando-se a 12 aproximag3o da
expansao de fun¢gdo por Taylor:

V(k,)
k.,
1

Sy
V(ki)

-18-
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APENDICE 4 - DADOS

TABELA 1 - Dados referentes aos animais do Gruoo Jovem
e estatisticas descritivas correspondentes.

18 horas

tempo | 36 min I 1 hora | 2horas | & horas | 12 horas | | 36 horas | 72 haras |
- i I i = | u i i
-ca;';)“;.do&go52I3t4ISIéi?I&|9I15lllll?|13lf~’oll$llbl
e | i i i i i I i i b | | I I 1 I
$1 421 450 151 20 3T 260 I 201 281 21 161 .21 181 241 161 161
20 261 321 231 1801 360 201 191 221 141 W1 161 21 261 291 131 131
T 281 421 2301 2601 2301 331 2281 260 141 231 21 2 181 21 121 15}
41 320 31 40 221 31 35 2301 261 221 141 12t 71 171 251 At 1 2@ f
S0 291 I/ I 181 31 261 21 21 181 181 161 191 231 21 121 28]
1 381 331 I 2037012/l 41 181 161 174 181 181 171 Mt 1 121
70 161 W1 IT1 201 21 M1 180 181 281 1701 171 131 25 281 121 1t
&1 231 IS0 I O34 I 21 360 181 21 141 16 &1 191 221 11 18]
@1 271 3e 1 3 2001 2501 2% 1 21 1Al 1Al 451 &1 184 181 21 181 161
W1 361 481 21 271 161 181 3301 2301 181 11 121 1 2| 221 191 161
U1 41 S21 271 271 2001 291 231 251 190 141 201 21 21 1831 171 {11
121 21 471 271 281 201 361 201 181 161 161 151 191 241 291 111 81
131 351,451 331 321 2001 191 221 251 80 141 f4l 191 201 ;mV 21 111
W1 31 @1 3201 3901 2201 21 34 21 141 131 191 A1 21 %1 131 151
151 251 321 2510 261 21 321 251 171 201 281 171 91 261 241 181 141
1 351 321 3 34181 354 2% 1 21 o1&l 1301 131 130 2t W1 171 131
171 341 3301 20 321 221 2801 221 181 21 141 151 151 281 251 171 121
W1 31 2901 61 281 2201 31 1 151 2B 181 281 181 21 f41 tét el
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