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Os Princípios Básicos da Experimentação

1. Repetição de unidades experimentais

A unidade experimental é representada por um indivíduo (ser humano ou animal). Quando uma resposta for medida em grupo (mesma baia), como por exemplo, o consumo total da baia, um animal será a unidade experimental para medidas individuais de peso, mas a baia será a unidade experimental para medidas de consumo e de conversão alimentar, pois não será possível ter acesso ao consumo e conversão individuais.

Vários indivíduos homogêneos aos nossos olhos, mesmo tratados sob as mesmas condições, não fornecerão pesos homogêneos ao abate. Esta variação exprime a capacidade de variação individual e sempre existirá, independentemente do número de indivíduos utilizados. Essa instabilidade de resposta é fundamental para os métodos estatísticos que irão comparar os tratamentos ao final do experimento, pois sem a sua avaliação não será possível compararmos as médias dos grupos testados.

Esta é a razão do número de repetições ser um dos princípios básicos da experimentação. Devem existir vários animais em cada grupo experimental, sem o que esta instabilidade (desvio padrão) não pode ser avaliada. A quantificação deste número irá depender do tipo de resposta que está sendo medida. O peso ao abate não apresenta uma variabilidade muito grande entre os animais de um mesmo grupo. Se a resposta estudada for a produção de leite, mesmo entre vacas muito homogêneas (mesma raça, mesma ordem de lactação), haverá uma grande instabilidade entre os resultados. Isto significa que a instabilidade está associada ao tipo de resposta que estamos estudando. Em geral, respostas ligadas ao status imunológico (como a quantidade de anticorpos decorrente de uma vacinação ou de ovos de helmintos por grama de fezes) bem como aquelas que dependam de hormônios (como é o caso da produção de leite, de ovos, número de embriões) apresentam instabilidades maiores e exigirão um maior número de indivíduos por tratamento, para se estabelecer um bom nível de confiança em sua resposta média. 

2. Uniformidade da amostra

Todos os indivíduos disponíveis para um ensaio devem ser uniformes. Mesmos sexo, idade e grau de sangue. Neste contexto, seus pesos devem variar muito pouco, ou seja, podem ser considerados uniformes. Sob esta condição, se ao final do ensaio houver diferença significativa entre dois grupos experimentais, será incontestável que ela foi decorrente dos tratamentos aplicados, já que inicialmente todos os indivíduos eram iguais.

Se a amplitude de variação de um determinado fator entre os indivíduos for grande, será preciso estabelecer diferentes faixas para este fator, onde em cada uma existam vários indivíduoss, que então serão designados por sorteio aos grupos experimentais, de tal forma, que ao final, cada grupo apresente o mesmo contingente de indivíduos por faixa. Com este procedimento, embora haja uniformidade amostral dentro de cada faixa, existem diferenças entre as faixas, mas como essa distribuição é controlada pelo experimentador, o efeito de faixa (peso inicial do animal, por exemplo) poderá ser retirado da análise através de um planejamento adequado (mais tarde veremos que cada faixa será considerada um bloco, originando o delineamento em Blocos ao Acaso).

Na pesquisa com seres humanos, este princípio é difícil de ser seguido porque o contingente humano não possui a seleção genética que garante a uniformidade fenotípica conseguida nos rebanhos animais.

3. Casualização dos indivíduos experimentais aos tratamentos

A diversificação genética é o principal fator responsável pela instabilidade das respostas observadas, ainda que entre os animais ela seja mais reduzida. A grande maioria deles apresentará resposta típica, dentro de determinado intervalo (95% deles). Os 5% restante representam uma baixa probabilidade de aparecerem, mas a verdade é que os mesmos fazem parte da população e podem estar incluídos na amostra disponível para o ensaio. A casualização (sorteio) é a única maneira de garantir uma distribuição eqüitativa dos indivíduos nos grupos experimentais. 

Vejamos um exemplo: se existirem 20 cabritos (machos e de mesmas idade e raça) para serem distribuídos em quatro grupos experimentais (tratamentos), isto deverá ser feito através de sorteio: para cada tratamento, sortearemos quatro dos animais. O sorteio pode não garantir uma distribuição eqüitativa, mas maximiza a chance de obtê-la. Alternativamente, no piquete de 20 animais, se fôssemos capturar quatro deles para colocá-los no grupo A, certamente estaríamos selecionando os mais lerdos ou com outro tipo de problema, o que comprometeria a resposta final do tratamento A. Assim sendo, a casualização é fundamental na experimentação.

Quando não existe uniformidade da amostra (faixas diferentes de pesos, por exemplo), a casualização só poderá ser executada dentro de cada faixa, para garantir a distribuição eqüitativa de animais nos diversos tratamentos. Na pesquisa com seres humanos, a dificuldade de encontrar uma amostra total uniforme implica na adoção desse expediente, ou seja, o sorteio dentro de cada  sub-amostra, então mais uniformes.

4. Uniformidade de meio

Todo o ensaio deve ser realizado sob as mesmas condições de meio (controladas ou não). Isto significa que não só as instalações como o período de tempo em que os indivíduos nelas permanecerão devem estar física e temporalmente uniformes para todos os tratamentos. As condições climáticas durante o experimento podem variar, mas se todos os tratamentos forem contemporâneos, esses fatores incidirão igualmente sobre os grupos experimentais, possibilitando uma futura justa comparação de suas médias.

Quando a infra-estrutura física for insuficiente para abrigar todo o experimento, será necessário eleger outras construções que possam abrigar o restante dos indivíduos. Isto só poderá ser feito se, em cada local existente, todos os tratamentos estiverem igualmente representados.

Se em um ensaio testando quatro suplementações para caprinos e, por força das circunstâncias, os 20 cabritos disponíveis, uniformes em peso, raça e sexo, não puderem ser instalados em um mesmo galpão (que comportaria apenas 15 animais), teríamos que ali colocar três animais por tratamento (totalizando 12) e conseguir outra instalação com a mesma capacidade, onde ficariam os oito restantes (dois de cada tratamento). Esse procedimento é chamado de balanceamento dos fatores atuantes (no caso tratamentos e agora instalações), de modo que, se houver efeito de instalação, ele poderá ser percebido e calculado na análise estatística. Note que em cada galpão, todos os tratamentos existem e com o mesmo número de repetições (três no primeiro e dois no segundo galpão). As condições dos galpões não podem ser dramaticamente diferentes, ou seja, devem apresentar condições exigidas para a criação de caprinos sem estresses, evitando o aparecimento de eventuais interações (meio x suplementação).

Quando uma amostra planejada não pode ser obtida imediatamente no início do ensaio, este pode ser conduzido em blocos temporais seqüenciais, deste que os períodos seqüenciais não tenham diferenças dramáticas (de clima, por exemplo). Se para um ensaio  com vinte cabritos e quatro tratamentos, recebêssemos apenas dez em uma primeira leva e doze animais uma semana depois, poderíamos iniciar com dois animais por tratamento no primeiro período (usaríamos então oito dos dez disponíveis, dois para cada tratamento) e na segunda semana entraríamos com os doze (três animais por tratamento). Assim, estaríamos balanceando um fator de variação que seria tempo, cujo efeito seria medido e controlado em um delineamento adequado (Blocos ao Acaso).

Na pesquisa com seres humanos, este princípio de uniformidade de meio dificilmente é alcançado, pois os indivíduos envolvidos estão em diferentes domicílios e sob diferentes condições sócio-psíquico-econômicas. Assim sendo, somente a utilização de um grande número de repetições, ou de técnicas experimentais adequadas poderão controlar parcialmente este efeito deletério que estaria confundido com os tratamentos testados.

5. Uniformidade na aplicação de tratamento

      A desuniformidade de meio e a de amostra podem ser controladas pela hábil intervenção do pesquisador no planejamento do ensaio, blocando aquele efeitos. A aplicação desuniforme de um  tratamento aos indivíduos em um grupo compromete os resultados do ensaio, sem que o pesquisador possa remediar posteriormente.

Aplicar uniformemente um tratamento significa manter os indivíduos daquele grupo sob as mesmas condições que caracterizam este tratamento, de modo que cada indivíduo tenha  mesmo potencial de resposta àquele tratamento. Quando testamos diferentes rações comerciais, durante todo o ensaio estaremos lidando com rações que não variam em termos bromatológicos e portanto, cada tratamento estará sendo aplicado uniformemente aos seus animais.

Em um ensaio de controle de carrapatos, os animais de cada grupo experimental são infestados inicialmente com a mesma biomassa de ninfas. Acontece que o mesmo peso dessas biomassas pode conter um número diferente de ninfas. Então, em um mesmo grupo experimental há vários animais com número diferente de ninfas, e este tratamento não teve aplicação uniforme.

Como é praticamente impossível designar (contar) o mesmo número de larvas infectantes para cada animal, a técnica de utilizar biomassa é expedita e muito freqüente na prática, mas incorpora erro experimental ao ensaio.

Na pesquisa com seres humanos a interatividade entre o pesquisador e o paciente, bem como a racionalidade deste, muitas vezes impedem que o indivíduo saiba como está sendo tratado, pois adicionaria à sua resposta um componente psicológico (auto sugestão) que poderia provocar um viés em sua resposta alvo.

A Realidade dos Universos de Seres Humanos e de Animais

Embora os princípios básicos da experimentação sejam fundamentais no planejamento de uma pesquisa, alguns deles são mais difíceis de serem alcançados devido à natureza do indivíduo onde a resposta alvo será medida. Aqueles princípios foram estabelecidos quando a investigação agronômica tomou vulto, exigindo delineamentos e testes estatísticos mais sofisticados, mas a unidade experimental era representada por um canteiro de plantas, no caso, o indivíduo. Problemas decorrentes da eventual heterogeneidade de solos e da temporalidade exigiram delineamentos que os contornassem, mas ainda assim, a abundância de sementes e o domínio das técnicas agrícolas dificilmente criavam obstáculos para a imposição dos princípios básicos. Afinal, os canteiros fixos estavam à mercê do pesquisador, que exercia pleno domínio sobre eles.

Quando a experimentação animal requisitou os delineamentos então definidos para a agricultura, novos problemas surgiram: 

a) as unidades experimentais se moviam e portanto exigiam mais cuidados para que se mantivesse a integridade dos animais e dos princípios básicos da experimentação.

b) os animais eram mais difíceis de serem mantidos, exigindo uma infraestrutura compatível com o seu porte.

c) o tamanho da amostra se restringia inversamente ao porte do animal, pelas limitações de infraestrutura e de custo de manutenção.

Todos esses fatores se aliam para proporcionar uma maior variabilidade de resposta entre indivíduos (desvio padrão), quando comparada àquela obtida em ensaios agrícolas, onde as respostas representam a produção do canteiro e não de uma só planta. Essa é uma das justificativas para seus coeficientes de variação (CV) oscilarem de 10 a 20%, enquanto aqueles com animais variam geralmente de 20 a 30%.

As pesquisas com seres humanos, por sua vez, apresentam peculiaridades que modificam drasticamente os itens acima:

a) as unidades experimentais também se movem, mas exercem, pela própria razão, atitudes que podem comprometer a resposta alvo.

b) não é possível manter sob controle as condições experimentais de meio, já que usualmente os pacientes estão em seu próprio domicílio e sob condições a ele inerentes.

c) não havendo limitações de infraestrutura, a amostragem depende apenas da disponibilidade de pacientes com as condições desejadas, mas desta vez aliadas ao seu próprio termo de consentimento.

Essas peculiaridades fazem com que a variação observada (CV), em ensaios com seres humanos, fique acima de 30%, exigindo conseqüentemente mais amostras por grupo experimental ou preferencialmente, quando possível, técnicas que dominem esta alta variação individual (como a do pareamento de respostas ou medidas repetidas).

Enquanto na experimentação animal a Ética se manifesta unilateralmente por parte do pesquisador guiado pelos conceitos da comunidade científica, na pesquisa com seres humanos ela adquire uma bilateralidade, já que o indivíduo precisa manifestar seu livre consentimento para participar do ensaio. Este fato pode restringir o tamanho da amostra ou mesmo induzir a uma amostra enviesada, já que em alguns casos o livre arbítrio e a decisão final dependem da condição sócio-cultural do paciente.

A Análise Estatística dos Resultados

Respostas que têm distribuição normal (como o volume globular) ou possam ser normalizadas pela utilização de transformações matemáticas (como a contagem de ectoparasitas), se homocedásticas, demandarão uma análise de variância (abordagem paramétrica). O delineamento dependerá dos efeitos atuantes e controlados experimentalmente durante o ensaio. Na experimentação animal, via de regra, a resposta alvo só pode ser obtida uma única vez, como por exemplo, o peso ao abate. Entretanto, na pesquisa com seres humanos e excepcionalmente naquela com animais, sempre que for possível devemos utilizar o mesmo indivíduo em diversos tratamentos, seqüencialmente ou não, em delineamentos que controlem a variação individual como a técnica de pareamento (área de reação epidérmica após injeção de dois antígenos, um em cada braço de um mesmo indivíduo), blocos ao acaso (motilidade de sêmen em três diferentes diluentes), quadrado latino (tempo de exaustão em atletas submetidos a cinco doses de cafeína, usando apenas cinco atletas em cinco dias diferentes) e parcelas subdivididas (mensuração da resposta glicêmica em quatro tempos pós ingestão de três formas de preparo de mandioca). Com o auxílio da informática, que permite um acúmulo de registros de inúmeros pacientes, pesquisas com seres humanos na área médica e genética,  encontram na análise multivariada de dados o instrumento ideal para perceber a verdadeira relação entre sintomas, marcadores e demais variáveis de interesse clínico.

Respostas de avaliação subjetiva (como escores em lesões, avaliação de necroses, medidas de comportamento) e aquelas com instabilidades variando erraticamente de tratamento para tratamento requererão uma abordagem não paramétrica. O método não paramétrico dependerá das condições experimentais e do número de tratamentos envolvidos: Wilcoxon para respostas pareadas (dois tratamentos), Mann-Whitney para respostas não pareadas(dois tratamentos), Kruskal-Walls (mais de dois tratamentos, não pareados) e Friedman (mais de dois tratamentos, respostas blocadas por indivíduos).

Respostas categóricas, quando impossibilitadas de receberem uma avaliação numérica subjetiva (como a resposta antigênica a um parasita, positiva ou negativa, estádios fisiológicos do indivíduo alvo), deverão considerar a dispersão de freqüência de suas categorias, dentro de cada tratamento, em uma tabela de contingência. A associação de cada tratamento à(s) categoria(s) específica(s) será comprovada pelo teste de (2.

A intervenção de um bioestatístico é aconselhável na opção por um delineamento, mas a observação dos aspectos anteriormente comentados certamente contribuirá para uma análise mais precisa dos resultados. Estes aspectos, entretanto, devem ser considerados nas fases de planejamento e de condução do ensaio, quando a maior responsabilidade fica por conta do pesquisador. Por sua experiência e compreensão dos fenômenos em sua área, o pesquisador pode perceber e antecipar detalhes invisíveis aos olhos do melhor estatístico. A metodologia inadequada pode comprometer irremediavelmente as conclusões de um ensaio. Este fato é denunciado quando a percepção lógica do pesquisador não for contemplada pelos resultados da análise estatística.
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