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Resumo

Marques TM. Avaliagdo da densitometria éssea em fémur de rato apos
consumo de alcool e fluoreto de sodio [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2008.

O consumo abusivo de alcool interfere no metabolismo ésseo podendo causar
a osteoporose, e o fluoreto de sédio tem sido usado para reduzir o risco de
fratura na osteoporose. N&o ha relatos do efeito sinérgico dessas substancias
no tecido ésseo. A densitometria 6ssea € um método preciso para avaliagdo do
conteudo mineral 6sseo. O objetivo deste estudo foi realizar a analise
densitométrica éssea em fémur de rato submetidos ao consumo de fluoreto e
ao consumo crdénico de alcool com e sem consumo prévio de fluoreto. Os 105
ratos foram divididos em 5 grupos conforme a dieta liquida: agua (Controle C) e
fluoreto (Grupo F) “ad libitum” por um periodo de 90 dias; agua (Grupo CA) e
fluoreto (Grupo FA) por 30 dias antes do consumo de aguardente de cana (40°
GL) em concentragdes crescentes de 30% e 60% durante 20 dias, e pura por
40 dias até eutandsia do animal; 4gua por 60 dias e a seguir fluoreto por 30
dias (Grupo CF). Os animais foram sacrificados apdés 3, 10 e 28 dias de
completada a dieta, os fémures esquerdos foram dissecados e submetidos a
andlise densitométrica no sistema DXA. Os valores obtidos de conteudo de
massa 0ssea (CMO) e densidade mineral 6ssea (DMO) foram submetidos a
analise de variancia e teste de Tukey para comparacao entre os grupos, sendo
verificada diferenca estatistica entre os grupos no CMO e DMO. A ordem
decrescente de DMO foi: F, CF, C, FA, CA, sendo observada diferenga
estatistica entre os grupos F e CA. O grupo F apresentou 0os maiores valores
de CMO e DMO, e os grupos FA e CA apresentaram menores médias de CMO
e DMO comparados aos C, F e CF. Podemos concluir que o uso de NaF de
maneira prolongada aumenta a densidade 6ssea e que o0 uso crénico de alcool
diminui os valores de CMO e DMO, mesmo com o uso prévio de NaF, sendo
encontrado valores intermediarios ap6s consumo das duas substancias.

Palavras-chave: Alcoolismo, Densitometria, Diagnéstico por imagem, Fluoretos.



Abstract

Marques TM. Evaluation of bone densitometry in the rat femur after
consumption of alcohol and sodium fluoride [dissertation]. Aracatuba: Dental
School, UNESP, Sao Paulo State University; 2008.

The abusive alcohol consumption intervenes with the bone metabolism being
able to cause osteoporosis and the sodium fluorid has been used to reduce the
risk of breaking in osteoporosis. There are not reports of the synergistic effect of
such substances on bone tissue. The aim of this study was to analysis bone
density in the rat femur submitted to the use of fluoride and the chronic
consumption of alcohol with and without pre-fluoride. The 105 rats had been
divided in 5 groups in agreement the liquid diet: water (Control C) and fluorid
(Fluorid F) "ad libitum" for a period of 90 days; water (water and alcohol CA)
and fluorid (fluorine and alcohol FA) per 30 days before the consumption of
sugar cane brandy (40°GL) in increasing concentrations of 30% and 60% during
20 days, and pure for 40 days until euthanasia of the animal; water per 60 days
and to follow fluorid per 30 days (fluorid 30 days CF). The animals were
sacrificed after 3, 10 and 28 days of completion of the diet, the left femurs were
dissected and submitted for analysis in the DXA standard system. The values
obtained of bone mass content (BMC) and bone mineral density (BMD) were
submitted to the analysis of variance and test Tukey for comparison between
groups, and found statistical difference between the groups in the BMC and
BMD. The order of decreasing BMD was: F, CF, C, FA, CA, and observed
statistical difference between the groups F and CA. The group F presented the
highest values of BMC and BMD, and the FA and CA groups had lower average
BMC and BMD compared to C, F and CF. We can conclude that the use of NaF
on a prolonged increases bone density and that the chronic use of alcohol
lowers the values of BMC and BMD, even with the previous use of NaF, and
intermediate values found after consumption of the both substances.

Key Words: Alcoholism, Densitometry, Diagnostic Imaging, Fluorides.
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1. Introducao’

O consumo cronico de alcool promove perda de massa 6ssea, porém o
mecanismo envolvido ainda ndo é bem compreendido. Existem evidéncias de
que o etanol promove osteoporose por meio de alteracées no mecanismo de
producéo, reabsorcao e remodelacado 6ssea, como demonstrado por um estudo
com modelos animais em que o alcool inibiu a proliferacdo de osteoblastos
humanos e células da calvaria de frangos in vivo, aumentou a reabsorcao
6ssea em tibias de frango e osso trabecular de rato, sugerindo que
osteoclastos contribuem com a perda éssea em osteoporose mediada por
etanol [1-2].

A reducdo da massa éssea nao € o unico fator associado ao consumo
abusivo de alcool e ao aumento do risco de fratura. Evidéncias sugerem que
individuos que abusam de &alcool estdo mais propensos a acidentes e outras
lesbes comparados aos individuos que nao consomem alcool [2].

Desde o momento em que o NaF comecou a ser adicionados a agua de
beber em 1945, debate-se sua influéncia nos ossos humanos. O mecanismo
molecular em que os fluoretos estimulam a proliferacdo de células
osteogénicas ainda nao esta claramente estabelecido [3]. Estudos demonstram
que o NaF pode reforgar a inducao da replicacao de células através dos fatores
de crescimento de polipepitideos incluindo fator | de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1). Este efeito provavelmente esta relacionado com o incremento

da fosforilacao da proteina tirosina pelo fluoreto em osteoblastos [4].

As citacdes das referéncias no texto e a lista de referéncias estdo de acordo com as normas
da revista Journal of Bone and Mineral Metabolism, encontrada no anexo B.
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O fluor apdés a absorcdo pelo trato gastrointestinal é rapidamente
incorporado aos tecidos calcificados, que contém 99% desta substéncia na
forma de fluorapatita. Os fluoretos tém a capacidade de prevenir a formacao e
a progressao de caries dentais e estimular a formacdo de osso. Em doses
terapéuticas no tratamento da osteoporose, os fluoretos demonstram
incremento da densidade mineral 6ssea. Entretanto, a ingestdo cronica de NaF
que atinja doses entre 5 e 10 umol/L pode causar desmineralizacdo e
aumentar o risco de fratura [5].

A medicao da massa dssea é essencial no diagnéstico e monitoramento
do tratamento da osteopenia e osteoporose. Vale ressaltar que os ratos sao
excelentes modelos na simulagédo do comportamento humano desenvolvido em
animais no estudo da osteoporose, em fungcao de seu metabolismo 6sseo ser
bem conhecido e as respostas aos hormonios calcitotropicos serem similares
ao observado em humanos [6].

A fluoretacéo da agua faz parte do programa de saude publica de muitos
paises, bem como, os programas de combate ao abuso do alcool de maneira
cronica. Porém, ndo existem na literatura modelos de estudos experimentais
em animais que avaliem o efeito do consumo prévio de fluor ao alcool. Por isso,
foi objetivo deste estudo avaliar a densidade mineral éssea em fémures de
ratos submetidos ao consumo crénico de etanol e fluoreto de sédio, utilizando a

analise densitométrica 6ssea, no método DXA.
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2. Proposicao

Foi proposta deste estudo, realizar a analise densitométrica éssea, pelo
método DXA, em fémures de ratos submetidos ao consumo de fluoreto de

sédio e ao consumo crénico de alcool, com e sem consumo prévio de fluoreto.
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3. Material e Método

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentagcdo Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia de Aragatuba —
UNESP.

Para o presente trabalho foram utilizados 105 ratos (Rattus norvegicus,
albinus, Wistar) machos, com idade inicial de 30 dias, divididos em 5 grupos
(n= 21) conforme dieta liquida administrada: Grupo C - controle (agua), Grupo
F (fluoreto de sddio), Grupo CF (fluoreto de sodio por 30 dias), Grupo FA
(fluoreto e alcool), Grupo CA (agua e alcool). Todos os animais foram alojados
em ambiente com exaustao do ar, separados em um numero maximo de 5

animais por gaiola, onde receberam ragao comercial balanceada.

3.1 Inducao ao alcoolismo cronico

A inducdo ao alcoolismo foi efetuada nos grupo CA e FA, que
receberam, respectivamente, agua e fluor por 30 dias previamente a inducéo.
Os animais deste grupo receberam ragdo comercial e solucao de aguardente
de cana-de-acucar (40° GL) “ad libitum” em concentracdes crescentes da
seguinte forma: nos primeiros 10 dias os animais receberam solucdo de
aguardente de cana-de-agucar a 30%, nos 10 dias subsequentes, solucdo de
aguardente a 60%, € a partir do 21° dia, a aguardente pura por um periodo de
40 dias, continuado até o sacrificio.

Para a melhor selecado dos animais e com a finalidade de conseguir um
grupo de trabalho homogéneo, a cada 3 dias, foram controlados o peso, o

consumo de agua e de solucdo de aguardente de cana-de-agUcar, além da
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quantidade de racdo comercial dos ratos. Quando detectada discrepancia entre

um destes consumos, o animal foi eliminado do experimento.

Os grupos foram submetidos ao seguinte protocolo:

e Grupo C controle: Os animais foram tratados com ragdo comercial e
agua “ad libitum” durante todo o experimento.

e Grupo F: Os animais foram tratados com ragcao comercial e receberam
fluoreto de sbédio na agua de beber na concentracao de 30 mg/l sob a
forma de NaF durante todo o experimento.

e Grupo CF: Os animais foram tratados com ragdo comercial e agua “ad
libitum” por 60 dias, e a seguir receberam fluoreto na agua de beber na
concentragdo de 30 mg/l, sob a forma de NaF, por 30 dias, sendo
mantido até o sacrificio.

e Grupo FA: Os animais foram tratados com ragcao comercial e receberam
fluoreto na 4gua de beber na concentragdo de 30 mg/l, sob a forma de
NaF, por 30 dias, e a seguir submetidos a metodologia do alcoolismo,
recebendo aguardente pura até o sacrificio.

e Grupo CA: Os animais foram tratados com racao comercial e agua “ad
libitum” por um periodo de 30 dias, e a seguir submetidos a indug¢édo do

alcoolismo, recebendo aguardente pura até o sacrificio.

Os animais, ap6s o periodo de tratamento de 90 dias, foram sacrificados
nos tempos de 3, 10 e 28 dias, por dose excessiva de anestésico (Cloridrato de

Xilazina - 0,03mI/100g peso corporal - e Cloridrato de Ketamina - 0,07ml/100g



22

de peso corporal), e os fémures do lado direito foram removidos, dissecados e

fixados em formol a 10% por 24 horas.

3.2 Densitometria 6ssea

As pecas foram submetidas a andlise densitométrica em um
densitdbmetro de dupla emissdo de raios X, modelo DPX-Alpha, Lunar® (Figura
1). Foi utilizado o programa para exames em pequenos animais. As aquisi¢cdes
de imagem foram realizadas com os fémures na mesma posigcao, imersas sob
profundidade de 2 cm de 4gua (para simular os tecidos moles) e selecionadas
as opcodes: apendicular; osso Tipo 1; modo alta resolugédo; 76 kVp; 150 pA;
colimagéo no ajuste fino; area de tamanhos padronizados em 40 mm de largura
e 20 mm de comprimento. Conforme a recomendagéo do fabricante, o aparelho
foi calibrado diariamente com um fantoma fornecido pelo préprio fabricante

(Figura 2).

Figura 1 — Densitémetro.
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Figura 2 - Fémur posicionado e sob imersao em agua no densitdmetro.

Figura 3 - Aquisicdo da imagem.

Com auxilio do mesmo programa computacional utilizado na aquisigéo
das imagens foram realizadas as analises dos exames. Usando a ferramenta
de selecdo, os ossos foram demarcados em sua totalidade, colhendo as
informacdes de conteludo de massa éssea (CMO) e densidade mineral 6ssea

(DMO) (Figura 3 e 4).
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Figura 4 - Dados obtidos apds a andlise densitométrica.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey

para comparagao entre 0s grupos, nos trés tempos.
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4. Resultados

Na comparagdo do CMO foi verificada diferenga estatistica significante
entre 0s grupos, mas sem diferenca na interacao grupo e tempo (Tabela 1).
No teste de Tuckey, os grupos C, F e CF foram similares entre si e

diferiram estatisticamente dos grupos FA e CA (similares entre si) (Tabela 2).

Tabela 1 - Andlise de variancia de dupla entrada entre os grupos mediante
aplicacéo do teste F.

Fonte de Variacao GL  Soma dos Quadrados  Quadrado Médio  F Valor Pr>F

Grupo 4 0.23538499 0.05884625 15.41 <.0001*
Tempo 2 0.03878368 0.01939184 5.08 0.0083
Espécie 6 0.04560472 0.00760079 1.99 0.0760
Grupo*Tempo 8 0.01780375 0.00222547 0.58 0.7894
Residuo 84 0.32074585 0.00381840

Total 104 0.65832299

*estatisticamente significante em nivel de 1%

Tabela 2 - Teste de Tuckey para comparacao entre 0s grupos.

Grupo N Média Decisao
C 21 0.38557 A

F 21 0.42595 A
CA 21 0.30919 B
FA 21 0.31733 B
CF 21 0.40700 A
*alpha: 0,05.

Diferenga Minima significativa: 0.0532

Na comparagdo da DMO foi verificada diferenga estatistica significante
entre os grupos, mas sem diferenga na interagao grupo e tempo (Tabela 3).

No teste de Tuckey, os grupos C, F e CF foram similares entre si, assim
como os grupos C, FA e CA entre si. O grupo C néo diferiu dos grupos CF e

FA. Os grupos F e CA foram estatisticamente diferentes entre si (Tabela 4).
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Tabela 3 - Andlise de variancia de dupla entrada entre os grupos mediante
aplicacao do teste F.

Fonte de Variacao GL  Somados Quadrados  Quadrado Médio  F Valor Pr>F
Grupo 4 0.01848090 0.00462022 6.49 0.0001*
Tempo 2 0.00912905 0.00456452 6.41 0.0026
Espécie 6 0.00354225 0.00059037 0.83 0.5509
Grupo*Tempo 8 0.00350390 0.00043799 0.61 0.7631
Residuo 84 0.05983775 0.00381840

Total 104 0.09449385 0.00071235

*estatisticamente significante em nivel de 1%

Tabela 4 - Teste de Tuckey para comparacao entre 0s grupos.

Grupo N Média Deciséo

C 21 0.206524 ABC

F 21 0.223143 A

CA 21 0.185619 C

FA 21 0.193381 BC

CF 21 0.211524 AB

*alpha: 0,05

Diferenga minima significativa:0.023

A média de CMO e DMO do grupo F foi a maior dentre os grupos e do

grupo CA foi a menor (Tabela 2 e 4).
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5. Discussao

O tecido 6sseo é regido por um complexo mecanismo de remodelagéo
em nivel celular, que acontece de uma forma alternada entre formacao e
reabsorcao 6ssea. O uso prolongado e excessivo de alcool causa alteracoes
neste mecanismo, modificando seu conteddo mineral, causando osteopenia e
osteoporose, que pode ser detectada de varias maneiras. Estudos mostram
que o uso prolongado de alcool reduz significativamente o numero de
osteoblastos inibindo a proliferacdo e atividade destas células, estimula a
sintese de PTH, que é o principal horménio responsavel pela homeostase de
calcio em mamiferos. O PTH estimula osteoclastos a reabsorver o 0sso [7]. Em
uma pesquisa sobre os efeitos do alcoolismo croénico no processo de
remodelacdo 6ssea in vivo utilizando tibias de ratos alimentados com dieta
liguida de etanol a 35% durante 6 semanas, demonstrou-se significativa
reducdo do numero e atividade dos osteoblastos observados em analise por
meio da histomorfometria [8].

Neste estudo optamos pela utilizagdo da absortimetria de raios X em
duas energias, método nao invasivo que vem sendo utilizado como recurso
mais acessivel na avaliacao 6ssea [9,10].

Pesquisas propuseram a aplicabilidade do DXA para determinar a
correlacao entre densidade e conteudo mineral 6sseo em ratos como modelos
animais. Utilizando as vértebras L2-L4 e os fémures esquerdos de 14 ratas da
raca Wistar, com 15 semanas de idade, concluiram que o DXA possui a

precisdo necessaria na determinagdo da DMO em pequenos animais [6]. Em
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um estudo com Umeros de ratos da raga Lewis, com 11 semanas de idade
apresentou a mesma concluséo [11].

Muitos estudos em humanos tentam correlacionar a incidéncia de
fraturas em comunidades que adotam a fluoretagédo da agua no abastecimento
publico comparando com comunidades sem fluoretacdo. Entretanto, estes
estudos ndo tém controle sobre variaveis que estdo fortemente ligadas com o
aumento do risco de fratura do osso como estrogénio, fumo, peso corporal e
uso abusivo de alcool [12]. Porém, ndo existe davida que doses farmacoldgicas
de flor estimulam a formagédo éssea e aumentam significativamente a DMO.
Fato este intrinsecamente ligado a diminuicdo da ocorréncia de fraturas em
ossos longos. O aumento na formacao dssea foi relacionado ao aumento no
numero de osteoblastos, porém, tal mecanismo ainda nao foi completamente
elucidado [4,3,12].

Na tentativa de eliminar as variagdes inerentes a alimentagao ad libitum
em modelos animais, um estudo utilizou administragéo de alcool por via intra-
gastrica mostrando que a exposi¢ao crénica ao etanol diminui drasticamente a
resisténcia, densidade mineral 6éssea da cortical de tibias de ratos durante o
periodo de 75 dias de exposi¢cdo. Segundo o autor estes resultados coincidiram
com os de estudos que utilizaram o método tradicional de alcool ad libitum na
dieta de ratos machos [13].

A concentracdo de fluoreto misturado a agua neste estudo foi baseada
em trabalhos anteriores que demonstram que 2 mg/l de NaF resultam no
plasma humano, niveis entre 0,5 a 2,1 mmol/l; a concentracdo de agua
fluoretada deve ser elevada de 4 a 5 vezes, entre 8 a 10 mg/l para obtermos

concentragdo equivalente em ratos [14]. Portanto, neste trabalho foi utilizado
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agua destilada com tragos de concentracdo de 30 mg/l de NaF que equivalem
em meédia a fluoretacdo de abastecimento publico de dgua que possui tracos
de concentracao de 0,7 mg/l de fluoreto.

Neste trabalho verificamos que o conteudo mineral ésseo foi superior
nos grupos tratados com flior quando comparados aos com alcool, indicando
uma perda no conteudo mineral com o alcoolismo cronico. Isto pode ser
constatado pelos valores inferiores nos grupos com alcool em relagdo ao
controle (Tabela 2). Apesar dos grupos com uso exclusivo de fldor
apresentarem valores superiores de CMO, estes ndo diferiram estatisticamente
do grupo Controle. O uso prévio de fluor ao alcool resultou em valores
levemente superiores comparados ao uso exclusivo de alcool, porém sem
diferenca estatistica (Tabela 2). Outro estudo sobre os efeitos do fluoreto de
sédio associado ao IGF-1, ministrado durante 8 semanas, em coluna vertebral e
tibia de ratas adultas castradas, no CMO e DMO por meio de um densitémetro
de dupla emissdo de raios x, nao foi constatado incremento destes valores
quando o fluoreto de sodio foi ministrado isoladamente, devido ao curto periodo
de exposicao a sustancia [4].

Considerando que na analise da DMO os grupos C, F e CF foram
similares entre si, assim como os grupos C, FA e CA entre si, o consumo de
fldor e alcool promoveram alteragdes na densidade Ossea (Tabela 4), porém
com diferenga significante apenas entre 0s grupos que tiveram o consumo
exclusivo de uma das substancias por longo periodo de tempo (Grupos F e
CA). Em estudo sobre os efeitos 6sseo protetor do xilitol em modelo animal
submetido a inducdo experimental de osteoporose por meio do consumo

cronico de alcool, ratos da variedade Wistar com 4 semanas de idade, tiveram
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livre acesso a solugdo contendo 10% de xilitol e 10% de etanol no periodo de
40 dias. O CMO e a DMO da tibia dos ratos foi determinado por meio do
método de tomografia computadorizada quantitativa, e a diferenca dos valores
nao foi significante, quando comparado ao grupo controle e o grupo que
recebeu apenas xilitol [15]. Assim, apesar de variagcbes numéricas de DMO
entre os grupos, ndo houve variacao significativa em relagcdo ao controle. A
média de CMO e DMO do grupo F foi a maior dentre os grupos e do grupo CA
foi a menor (Tabela 2 e 4), reforcando o aumento desses parametros
analisados com o uso do fluor e redugdo com o uso do &lcool [3-5,14].
Trabalhos que estudaram os efeitos do consumo crénico de alcool na DMO de
ratos por meio do DXA encontraram resultados semelhantes aos deste estudo.
A exemplo da pesquisa que analisou os efeitos da dieta de 15% de alcool e
glicose, durante 6 semanas, no conteudo de massa dssea e densidade mineral
O0ssea em tibias e fémures de 55 ratos machos que apresentaram valores
inferiores quando comparados ao grupo controle [16]. No estudo que utilizou
ratos de ambos os sexos, com 6 semanas de idade e dieta liquida contendo
etanol a 36%, foi encontrado menor valor de DMO no grupo de fémeas tratadas
com alcool [17]. Em um estudo com 30 ratos Sprague—Dawley de ambos o0s
sexos com 30 dias de idade que receberam alcool a 36% durante 45 dias, suas
colunas vertebrais foram removidas e dissecadas, a densidade éssea foi
medida por meio de pQTC, que mostrou a reducao do tamanho das pecgas e da

DMO no grupo tratado com dieta alcodlica [18].

Na andlise da interacao grupo*tempo quanto ao CMO e DMO nao houve
diferenca estatistica significante (Tabela 1 e 3), indicando que o fator tempo de

consumo utilizado em nosso experimento nao interferiu nos resultados. Assim,
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dentro dos limites deste trabalho, uma vez estabelecido o alcoolismo crénico,
ndao houve interferéncia do tempo de manutencdo de consumo nesses
parametros de analise.

A realizacdo de mais estudos, analisando os efeitos a estrutura mineral
Ossea resultante da interacdo do consumo de NaF e alcool utilizando o sistema
DXA como metodologia de andlise, sdo necessarios. Visto que, o
aperfeicoamento do uso de modelos animais em novas pesquisas, possibilitara

o maior entendimento do papel exato da interacao entre estas substancias.
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6. Conclusao

Considerando que o uso do sistema DXA é adequado para avaliacao
da alteragdo mineral 6ssea em fémures de ratos apds o consumo de alcool e
fluoreto de s6dio concluimos que:
e O uso do NaF de maneira prolongada aumentou a densidade mineral
Ossea.
e O uso crbnico de alcool diminuiu os valores de CMO e DMO

independente do uso prévio de NaF.
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ANEXO A - Certificado do Comité de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA).




ANEXO B — Normas da revista selecionada para a publicagdo do artigo.
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ANEXO C: Complementacéao para o texto.
Anexo C1

Tabela | — Valores de CMO, Area e DMO dos fémures nos cinco grupos.

Grupo Rato CMO (9) AREA (cm2) DMO (g/cm2)
Grupo C 1 0,355 1,787 0,199
2 0,418 1,757 0,238
3 0,29 1,595 0,182
4 0,177 1,165 0,152
5 0,379 2,136 0,177
6 0,413 2,122 0,194
7 0,426 1,912 0,223
Grupo F 1 0,338 1,658 0,204
2 0,348 1,743 0,2
3 0,45 2,235 0,202
4 0,462 1,917 0,241
5 0,385 1,694 0,227
6 0,411 1,91 0,215
7 0,384 2,001 0,192
Grupo CA 1 0,202 1,522 0,133
2 0,269 1,69 0,159
3 0,276 1,617 0,171
4 0,181 1,722 0,105
5 0,365 1,831 0,2
6 0,232 1,906 0,122
7 0,406 1,841 0,221
Grupo FA 1 0,325 1,874 0,173
2 0,295 1,546 0,191
3 0,319 1,767 0,181
4 0,335 1,604 0,209
5 0,264 1,567 0,168
6 0,353 1,863 0,189
7 0,359 1,76 0,204
Grupo CF 1 0,465 1,811 0,256
2 0,366 1,813 0,202
3 0,395 1,822 0,217
4 0,339 1,819 0,186
5 0,384 2,031 0,189
6 0,392 1,92 0,204
7 0,3 1,844 0,162
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Anexo C2
Na comparacdo de Area foi verificada diferenca estatistica significante

entre os grupos, mas sem diferenca na interacao grupo e tempo (Tabela Il).

Tabela |: Andlise de variancia de dupla entrada entre os grupos mediante
aplicacao do teste F.

Fonte de Variacao GL  Somados Quadrados  Quadrado Médio  F Valor Pr>F

Grupo 4 1.66913749 0.41728437 11.56 <.0001 *
Tempo 2 0.05971572 0.02985786 0.83 0.4409
Espécie 6 0.47416799 0.07902800 2.19 0.0521

Grupo*Tempo 8 0.36211922 0.04526490 1.25 0.2790
Residuo 83 2.99654991 0.03610301

Total 103 5.51159246

*estatisticamente significante em nivel de 1%

Nao significativa a interacdo grupo tempo.
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