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Prefacio

Después de un periodo de nueve afios trabajando en investigacién
agrondémica, nos encontramos subitamente frente a la experimentacién animal. Habia
una sutil diferencia a ser considerada: nuestras unidades experimentales se movian y,
paralelamente, presentaban comportamientos que exigian mayor atencién en la
planificacién de ensayos. El movimiento de los animales hace que ellos se encuentren
frecuentemente con factores que modifican sus respuestas y, por lo tanto, la variacién
individual encontrada es mayor, cuando se compara a la observada entre parcelas en la
experimentacion agricola.

Poco énfasis se ha dado a la comprobacién matematica, que de cierta
manera ahuyenta a los investigadores menos intrépidos en dicha area. Sin embargo, el
texto privilegia la construcciéon de un raciocinio l6gico y deductivo, fundamental para
el investigador. El aprende a conocer mejor la variable que ird a estudiar y a identificar
las posibles fuentes de variacién que pueden influenciarla, bajo las condiciones de
muestreo y de infraestructura disponibles para el ensayo. La situaciéon de la Estadistica,
como ciencia y como instrumento de apoyo, es revelada en el Capitulo 1, donde los
principios que conducirdn nuestras investigaciones son también definidos. La
naturaleza de la respuesta estudiada, cuando es reconocida y evaluada, puede anticipar
la estrategia de andlisis de los datos obtenidos (Capitulo 2). Las nociones basicas de
estadistica utilizadas para caracterizar esa respuesta se presentan concisamente en los
Capitulos 3 y 4. Ese conocimiento ante respuestas cuantitativas, la planificacién del
ensayo es discutido y definido dependiendo de los factores circunstanciales que
puedan intervenir durante la experimentacion, generando los disefios experimentales
frecuentemente utilizados en nuestra area (Capitulos 5 a 11). Las respuestas de
caracter cualitativo son tratadas en el Capitulo 12.

Nociones bésicas de modelos matematicos y sus aplicaciones estan incluidas
en el estudio de asociaciéon de respuestas que expresan, o no, dependencia biolégica
entre ellas (Capitulos 13 y 14). La capacidad de algunas respuestas animales de ser
evaluadas continuamente hace del Capitulo 15 una seccién casi exclusiva para la
experimentacién animal.

No siempre las respuestas que se obtienen alcanzan las condiciones exigidas
para un analisis estadistico inmediato. Estas situaciones, no tan frecuentes, son
abordadas en el Capitulo 16 donde aprenderemos a reconocerlas y analizatlas.

En los dos dltimos capitulos (17 y 18), se presentan y discuten las pruebas
estadisticas mas frecuentes, paramétricas y no paramétricas, para que el investigador
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pueda evaluar, dentro de sus objetivos, la mejor manera de comparar las medias
obtenidas en sus ensayos.

Los ejercicios fueron ubicados al final de cada capitulo, con el objetivo de
permitir la construccién paulatina del juicio critico del investigador y de ampliar la
casufstica hasta entonces presentada.

Finalmente, el trabajo presenta dos apéndices, el primero ofrece una serie
de tablas estadisticas que completan las ya insertas en el texto; el segundo, entrega las
respuestas a los ejercicios que encontramos en cada capitulo.

La secuencia de los capitulos fue dictada a lo largo de varios afios en la
enseflanza en la asignatura Planificacién y Analisis de Experimentos, en el
Departamento de Zootecnia de la Universidad Federal de Minas Gerais, Brasil. En
nivel de postgrado, la disciplina buscé atender los intereses de profesionales en las
areas de Biologfa, Fisiologia, Medicina, Morfologia, Parasitologfa, Veterinaria y
Zootecnia, de las cuales, parte de la casuistica coleccionada consta el presente texto.
La literatura disponible presenta incontables libros calificados, pero con enfoque en la
experimentacion agricola. Intentamos en este trabajo contribuir con los investigadores
que utilizan animales en sus ensayos, orientindolos en cuanto a las exigencias y
particularidades de este tipo de experimentacion y, consecuentemente habilitindoles a
la planificacién de sus investigaciones y al posterior analisis estadistico de los
resultados obtenidos.

Esta primera edicién en castellano fue posible a través de la colaboraciéon del
Ing. Zootecnista Diego Martin Gonzélez, investigador del INTA (Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria) en la provincia de Chubut, Argentina, que tradujé el
texto y al Dr. Hugo Laborde por sus valiosas gestiones ante la Editorial de la
Universidad Nacional del Sur que acogio este texto.

Por ultimo, este libro, concretado principalmente por el constante estimulo de
nuestros compafieros y alumnos, intenta presentar el universo de la experimentacion
animal y de los recursos estadisticos adecuados a sus peculiaridades.

Belo Horizonte, Junio de 2011
Ivan Barbosa Machado Sampaio
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Introduccion

1.1. La estadistica en la metodologia cientifica

A finales de la década del “60, se introdujeron las instalaciones de hormigén
para granjas de cerdos fueron preconizadas como un avance tecnolégico que permitia
mayor eficiencia en el control sanitario. Después de su adopcién, los productores
percibieron un aumento de mortalidad de lechones antes del destete.

Advertidos, los cientificos en patologia comprobaron que las muertes eran
causadas por la deficiencia de hierro. La incorporaciéon de hierro a la racién, adn no
accesible a los lechones, no resolvié el problema. Alternativamente, la utilizacién de
inyecciones en dosis altas y unicas de aquel elemento fue la solucién propuesta para el
control de la mortalidad. En los animales tratados se observd un aumento en la
incidencia de enfermedades bacterianas oportunistas, como la diarrea. Se comprobé
posteriormente que el exceso de hierro en la sangre beneficiaba el crecimiento de la
poblacién bacteriana patdgena concurrente, comprometiendo al animal.

Dicha anemia no existia en los lechones criados libremente o con acceso
restringido a la tierra. Las infecciones bacterianas eran mds frecuentes debido a las
condiciones sanitarias mas fragiles, pero cuando ocurrian, no comprometian tan
seriamente a los lechones porque el nivel de hierro, aunque menor, era suficiente para
el balance metabdlico. El nivel de Fe en la sangre se mantenia por el habito frecuente
de los lechones de revolver el suelo, ingiriéndolo en pequefias cantidades.

A partit de los hechos e informaciones antes mencionados se decidié
implementar un comedero de tierra en las instalaciones cementadas para comprobar si
los lechones hozarfan, estableciendo asi niveles adecuados de Fe en la sangre que
impidieran la anemia y redujeran la ocurrencia de enfermedades bacterianas
oportunistas.

Esta situacion ilustra la metodologia cientifica por la cual un fenémeno
puede ser estudiado y la necesidad de la intervencién estadistica en el transcurrir del
proceso.

Inicialmente, la observacién del fendémeno: la anemia de hierro pasé a
manifestarse cuando los lechones dejaron de tener acceso a la tierra. La necesidad de
hierro debia suplirse por aquel elemento alli existente. Con este raciocinio deductivo,
el investigador pasé a formular una hipétesis: los niveles metabélicos de hierro fueron
controlados por los propios animales cuando estos tuvieron acceso a la tierra.



Estadistica aplicada a la experimentacién animal

Los resultados también sugirieron otra hipétesis: el exceso de hierro en la
sangre, provisto por la dosis unica inyectable, aument6 la frecuencia y la gravedad de
enfermedades bacterianas.

Hasta aquif, solo la légica y el juicio critico fueron citados por la
metodologia. La comprobacién de las hipétesis formuladas dependerd de métodos
esencialmente estadisticos:

a) Instalacién del experimento y obtencién de los resultados bajo condiciones que
deseamos probar.

b) Sintesis de esos datos, para caracterizar cémo ellos se manifiestan mas
frecuentemente.

¢) Prueba de hipétesis, donde la hipétesis formulada es confrontada con hipdtesis
alternativas que también podrian explicar el fendmeno, si la primera es rechazada.

d) Conclusion tentativa, en bases probabilisticas, que también exige gran parte de
légica y conocimiento técnico envuelto en el fenémeno.

La representacién esquemadtica a continuacién ilustra los pasos de la
metodologia cientifica y las intervenciones de la Estadistica (E) y de la Logica (L) en el
transcurrir de una investigacién.

I Observacién del fenémeno |
1L

| Raciocinio deductivo |
1L

I Formulacion de hipétesis |
\E

| Instalacion del experimento |
IE

I Obtencién de resultados |
\E

| Sintesis de los resultados |
IE

I Prueba de hipétesis |

IE+L
| Conclusién tentativa |

La instalacién del experimento demanda el conocimiento de técnicas
experimentales relativas a la seleccion de los animales que seran utilizados, y a la
aplicacién adecuada y uniforme de los tratamientos que seran probados, asi como de
disefios experimentales apropiados a las condiciones restrictas de muestreos y/o de
instalaciones que eventualmente surgieran (Capitulos 7 a 15).
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La colecta de los resultados demanda una medida de la respuesta deseada
por el medio apropiado y el conocimiento de la naturaleza de esa respuesta (Capitulos
2,3y10).

La sintesis de los resultados implica la aplicacién de la estadistica descriptiva
para cada grupo experimental, definiendo sus valores mas probables (medias) y sus
inestabilidades (desviaciones estandares) (Capitulo 3).

La prueba de hipétesis necesita del conocimiento de inferencia estadistica y
calculo de probabilidad (Capitulos 4, 5 y 6).

Finalmente, la conclusién tentativa exigird procedimientos estadisticos que
permitan diferenciar o no los grupos experimentales, comparaciones estas amparadas
por el conocimiento del investigador sobre el fenémeno estudiado. Aqui, se utilizara
el proceso inductivo para, a partitr de un ensayo en particular, generalizar sus
resultados obtenidos (Capitulos 17 y 18).

1.2. Contribucién de la estadistica a la experimentacion

La comprobacién de un resultado experimental por la repeticién de ensayos
semejantes es una practica costosa que exige tiempo, animales, alimentacién e
instalaciones adicionales, y por lo tanto se hace econémica y practicamente inviable.

Sin embargo, si fuera posible realizarlo, los resultados no serfan
absolutamente iguales entre varios ensayos. Serfa posible percibir que cada grupo
experimental presentarfa resultados contenidos en un determinado intervalo de
variacién. Apuntar el verdadero valor medio entre esos resultados obtenidos no es el
objetivo de la Estadistica. Sin embargo, a partir de solo un experimento ella es capaz
de definir no solo un intervalo donde aquel verdadero valor probablemente se
encuentra, sino también su probabilidad de estar alli presente. Esta probabilidad la
define el propio investigador y en la experimentacién animal se utiliza un porcentaje
nunca inferior a 95%. Siendo asi, aunque un grupo experimental sea caracterizado
por un solo valor, generalmente su media, la Estadistica considera el intervalo de
confianza de este valor en los procedimientos finales de comparacién de grupos. La
generalizacién de resultados a partir de un udnico ensayo, hecha con bases
probabilisticas, solo puede ser alcanzada a través de los procedimientos de inferencia
estadistica. Asi, de este Gnico ensayo deberan ser definidos no solo los valores medios
para cada tratamiento impuesto, sino también la estimacién de la variacién individual
media observada dentro de los tratamientos.

Esta wvariacién individual sera la pieza fundamental utilizada en las
comparaciones de los valores medios obtenidos en cada tratamiento.
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1.3. Principios basicos de la experimentacion

Los principios que basan la experimentacién animal pretenden garantizar la
estimacién de la variacién individual sin el concurso de otros factores que puedan
infiltrarse durante el manejo del experimento. Ellos son, de igual importancia:

Repeticién de unidades experimentales

Sorteo de las unidades experimentales

Uniformidad del muestreo (animales experimentales)

Uniformidad en la aplicacion de los tratamientos

Uniformidad del medio

1.3.1. Repeticion de unidades experimentales

Solo a través de varias respuestas para un mismo tratamiento podremos
estimar la respuesta media para aquel grupo experimental, y aun mas importante, la
variacién de respuestas individuales observadas dentro de ¢él. Para que ambas
estimaciones sean confiables, el nimero de repeticiones debe ser adecuadamente
definido por el investigador, a partir del tipo de respuesta que estara estudiando y de la
confianza con que él definira la media de cada tratamiento.

Es preciso dejar claro que en la experimentacién animal, generalmente cada
individuo es una repeticiéon. Evaluaciones conjuntas de un mismo animal, por
ejemplo, dos o tres alicuotas de su suero, no suministraran dos o tres repeticiones de
la respuesta estudiada, y si dos o tres réplicas (sin valor alguno como repeticiones
experimentales) cuya media definird la respuesta dnica de aquel animal. Las réplicas
son utilizadas cuando la medida de una respuesta estd sujeta a errores de manipulacién
(humana o técnica), justificando que su valor medio refleja mejor aquella respuesta
para un animal.

1.3.2. Sorteo de las unidades experimentales

Cuando la muestra total disponible para el ensayo fuese uniforme
(condicién esta no siempre posible), es imprescindible que cada animal sea asignado a
un tratamiento por sorteo. Animales que se dejan capturar mas facilmente, del lote
reservado al ensayo, si son colocados en un mismo grupo experimental, pueden
comprometerlo confundiendo el temperamento de ellos (o alguna patologia implicita)
con el efecto del tratamiento.

Sabemos que las respuestas biolégicas son muy variables en magnitud,
dependiendo de los individuos de donde fueron obtenidas. Por lo tanto, serd preciso
garantizar que cada grupo experimental tenga la misma oportunidad de contener r
individuos con variaciones semejantes. Esto solo sera posible a través del sorteo.
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1.3.3. Uniformidad del muestreo (animales experimentales)

Parece logico que los animales participantes de un ensayo tengan las mismas
caracteristicas antes de que apliquemos los tratamientos que deseamos probar.
Asimismo; sexo, edad y grado de sangre traducen esta condicién de uniformidad. Sin
embargo, no siempre logramos tales condiciones. La dificultad de seleccionar aves por
sexo, la variacién de edad o de peso, grado de sangre desconocida, son situaciones
comunes en nuestros experimentos. Cada factor presente en el lote disponible, en este
caso heterogéneo, implica un efecto adicional sobre la respuesta medida, aumentando
la variacién individual ya que actian independientemente sobre cada individuo.

¢Cémo corregir esa influencia para mantener el principio de la uniformidad?
El control de esos factores por la eleccion de un disefio adecuado podra ser la
solucién. Pero para ello, debemos observar lo siguiente: cada tratamiento debera
reunir una muestra equivalente, aunque no uniforme. Por ejemplo, si en un grupo
experimental hay 6 machos y 3 hembras, todos los grupos deberan ser igualmente
constituidos. Hste procedimiento garantizard una comparacion justa de medias y
permitird la estimacién de la variacién individual, una vez que el efecto de factores
circunstanciales (en este caso sexo) pueda ser controlado por el andlisis.

1.3.4. Uniformidad en la aplicacién de los tratamientos

Muchas veces parece que un tratamiento puede ser aplicado sin mayores
problemas y que los animales lo recibirdn por igual. Sin embargo, la experiencia dice
que no siempre eso se logra debido a algin tipo de problema técnico o de medio. Por
ejemplo, en un recinto con 16 lechones (donde cada uno serd una repeticién) un
comedero reducido no proporcionara la misma facilidad de alimentacién a todos los
animales del recinto. Entonces, la variacién individual serd mayor por contener el
efecto individual que normalmente existirfa sumado al efecto de la jerarquia observada
entre ellos. Si los tratamientos son impuestos mediante inyecciones, el grupo control
necesita recibir una de igual volumen, de material inerte (suero fisiologico). Asi, todos
los animales suftiran el mismo estrés, sin que haya confusién de este con el efecto de
cada tratamiento.

Los diferentes anestésicos probados en un ensayo, necesitan guardar la
debida proporcion dosis/peso del animal, para cada individuo. Obedecer a la misma
cantidad de anestésico para animales de pesos distintos dentro del mismo tratamiento
aumentara la variacién individual donde, por definicion, el tratamiento es aplicado por
unidad de peso vivo. Este principio, por lo tanto, pretende garantizar las mismas
condiciones del agente causante de respuesta sobre cada animal. Muchas veces este
principio es violado, como en infecciones experimentales de ratones con 90 larvas de
Schistosoma mansoni. El calculo de la dosis es realizado por muestreo de gotas desde una
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solucién con larvas en suspensiéon a través de su media. La variacién real de la carga
parasitaria comprometera la variacién individual, siendo mayor que la verdadera. Si ese
principio no es obedecido, ninguna estrategia podra corregir el error generado, pues
el factor externo activo se confunde con cada tratamiento.

1.3.5. Uniformidad del medio

Como ejemplo de las dificultades encontradas para la obtenciéon de una
muestra uniforme y en la aplicacién de tratamientos, pueden ocurrir problemas de
medio o temporales para la instalacién de un ensayo. Todas las repeticiones no caben
en un mismo recinto o no estan totalmente disponibles al mismo tiempo.

El problema podra ser resuelto si todos los tratamientos probados
estuviesen siempre bajo las diversas condiciones de medio o temporales. Siendo asf,
cada tratamiento deberd estar igualmente representado en cada recinto o en cada
tiempo. De este modo, las comparaciones de sus medias serdn justas ya que los
mismos estuvieron bajo las mismas condiciones. A través de un disefio adecuado, los
efectos de recinto o temporales podran ser medidos y la estimacién de la variacion
individual sera obtenida sin el efecto de los mismos.

La observacién de esos principios basicos definird un ensayo mas eficiente y
sensible por resultar en un valor més probable de la variacién individual.

Ejercicios (Respuestas en el Apéndice 2)

1.1. Para un ensayo de nutricion que probara cuatro niveles de proteina en cerdos, la muestra
disponible es de 24 lechones de una misma edad, con destete en el mismo dfa. De esos
animales 15 son machos y los demds hembras. Obedeciendo el principio de sorteo, el
investigador sorteara seis animales para cada grupo experimental. Note que por este
procedimiento, un tratamiento podrd eventualmente contener animales de un solo sexo,
violando asi el principio de uniformidad de muestreo. ¢Cual serfa entonces el
procedimiento correcto para la distribucion de los animales a los tratamientos?

1.2.  Tres métodos de evaluaciéon de un metabolito de hongo (aflatoxina) seran probados en
productos industriales elaborados con maiz reconocidamente contaminado. Se sabe que
cada producto tiene su propia y particular cantidad de aflatoxina, dependiendo de su
historia y condiciones de crecimiento del hongo. ¢Cémo distribuir los productos entre los
tratamientos (métodos)?

1.3.  Tres concentraciones de un extracto vegetal con reconocido poder de accién sobre la
proliferaciéon celular seran probadas sobre placas de cultivo de tejido animal en
metastasis. Para cada concentracién seran preparadas cinco placas obtenidas de un unico
cultivo madre. Critique esta técnica de preparacion de las muestras.

1.4. Existen dos galpones con 10 gallineros cada uno. Cinco razas de carne (solamente
machos) seran probadas. Cada gallinero es una unidad experimental, de la cual sera
obtenido el peso medio de las aves con 38 dias de edad. Tres gallineros del segundo
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galpén estan ocupados con la racién que consumiran las aves durante el ensayo. ¢Como
usted distribuirfa los tratamientos en los gallineros disponibles en los dos galpones, de
modo que todas las razas fueran igualmente influenciadas por dichos galpones?





