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Prefacio

Este documento foi idealizado com o objetivo de trazer luz a um dos topicos que mais
causam entraves a aprovagdo dos projetos submetidos & Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade de Brasilia (CEUA-UnB). Tem por objetivo precipuo demonstrar a
importancia de uma justificativa clara e objetiva para o nimero de animais solicitado, assim
como visa auxiliar os pesquisadores no calculo do tamanho amostral ideal. Além disso,
contextualiza perguntas de pesquisa mais comuns em alguns cenarios metodolégicos e orienta
em relacdo ao uso das formulas matematicas.

A matematica e a estatistica sdo ferramentas essenciais e indissociaveis das exigéncias
impostas as boas praticas no uso animal e a pesquisa cientifica de qualidade. Assim, tentamos

deixar tudo mais “palatavel” até aos mais avessos a essas disciplinas. Boa leitura!
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1. Introducao

O planejamento amostral ¢ crucial no delineamento de qualquer projeto de pesquisa.
Visa alocar corretamente os recursos materiais e ajustar toda a logistica necessaria ao alcance
do objetivo proposto. Sobretudo, esse topico ¢ de suma importancia quando envolve o bem-
estar dos animais. A decisdo por quantidade de animais aquém do necessario incorre na
possibilidade de ndo se detectar diferengas significativas que de fato existam e, por outro
lado, o uso de animais em quantidade além do necessario implicara desperdicio de
recursos e claro desrespeito a norma legal em vigor (Lei 11.794/2008, art.14 §4°). Ambos os
casos representam problemas graves.

Para a execu¢do de um planejamento amostral adequado ¢ imprescindivel estar
familiarizado com a populagdo-alvo e com a problemadtica que estd sendo investigada, além de
conhecimento basico da estatistica a ser aplicada. E preciso também que sejam estabelecidos
os niveis de imprecisdo ou erros aceitos na estimativa dos paradmetros populacionais que a
pesquisa busca afirmar. Nao obstante, ¢ de extrema relevancia que todos esses pontos sejam
definidos considerando nao somente uma significancia estatistica ao final, mas que considerem
a real significancia clinica ou bioldgica dos resultados no formato a serem obtidos. Portanto,
antes de propor qualquer projeto, o pesquisador deve estabelecer claramente qual pergunta ele
esta se propondo a responder, como ele pretende fazer isso (qual a sua populacao-alvo e como
serdo feitas as estimativas ou comparagdes entre oS grupos experimentais) € o que seria
considerado relevante do ponto de vista biologico.

O formulario unificado da CEUA-UnB para solicitac¢do e autoriza¢do do uso de animais
em pesquisa ou ensino, em seu item 9.4, prevé a descrigdo e justificativa para o tamanho
amostral empregado. As justificativas aceitaveis atualmente estdo fundamentadas na
demonstra¢do do calculo amostral juntamente as explicagdes necessarias sobre as escolhas dos
parametros utilizados nas formulas ou, ainda, na apresentacdo de trabalhos similares
publicados em revistas indexadas. Nesse sentido, o objetivo deste documento ¢ auxiliar os

pesquisadores no preenchimento correto do referido campo.



2. Justificativas aceitaveis do tamanho amostral

2.1. Embasamento na literatura

A CEUA-UnB, ciente da diversidade de projetos de pesquisa exploratorios e
inovadores, aceita justificativas de tamanho amostral embasadas na literatura cientifica formal.
Aqui se enquadram, por exemplo, as propostas de estudos-piloto, boa parte dos estudos
ecologicos, zooldgicos e descritivos situacionais.

Apesar de muitas vezes ndo ser viavel um calculo amostral nesse contexto, ¢ preciso
que o pesquisador embase seu tamanho amostral (n amostral) em estudos que utilizaram a
mesma espécie animal ou que tenham por objetivo a mensuragdo da mesma variavel num
contexto analogo ao que sera proposto.

Nesse caso, o pesquisador deve descrever minimamente o contexto da pesquisa
referenciada bem como indicar explicitamente quais pontos as duas pesquisas (a de referéncia
e aquela a ser conduzida) se assemelham. K obrigatério a disponibilizagio do link ou do
artigo referenciado na forma de anexo ao formulario a ser enviado a CEUA.

Como exemplo de texto a ser enviado a CEUA temos:

“Este experimento visa a andlise de diversos parametros inflamatorios, metabolicos e
de progressdo tumoral de melanomas. Neste experimento serdo utilizados 11 animais por
grupo para permitir a andlise de microbiota, a exemplo de Wang et al. (2018). O modelo
experimental a ser utilizado é o mesmo que aquele descrito por Lee et al. (2012), qual seja,
camundongos BALB/c e C57BL/6J. Além disso, Lee et al. (2012) utilizaram n=11
animais por grupo em um desenho experimental que se assemelha a presente proposta

no que tange ao tipo de tumor e varidaveis a serem analisadas.”

Referéncias
Lee, C., Raffaghello, L., Brandhorst, S., Safdie, F. M., Bianchi, G., Martin-Montalvo, A., et
al. (2012). Fasting cycles retard growth of tumors and sensitize a range of cancer cell

types to chemotherapy. Sci. Transl. Med. 4, 1-11. doi:10.1126/scitransimed.3003293.



Wang, S., Huang, M., You, X., Zhao, J., Chen, L., Wang, L., et al. (2018). Gut microbiota
mediates the anti-obesity effect of calorie restriction in mice. Sci. Rep. 8, 2-15.

doi:10.1038/s41598-018-31353-1.

Note que no exemplo acima as referéncias contemplam o enderego DOI, o que permite
a CEUA acessar a referéncia na integra. Nesse sentido, caso ndo seja possivel a indicagdo do
link para acesso, ¢ necessario que o proponente disponibilize o texto completo da referéncia a

CEUA. Isso ¢ essencial para a correta avaliagdo da proposta submetida.

2.2. Calculo do n amostral

Na realizagdo de qualquer estudo, ¢ praticamente impossivel examinar todos os
elementos da populagdo de interesse. Por isso, normalmente recorre-se a processos de
amostragem. Amostragens probabilisticas, ou seja, que pressupdem sorteio ou alocacao
aleatoria de seus elementos, e representativas do todo, nos da subsidios para generalizar as
conclusdes obtidas a partir da amostra para a populagdo, permitindo inferéncias estatisticas
de maneira segura e com reconhecimento das limitagcdes do processo.

E importante ressaltar que a defini¢do do tamanho de amostra é sempre realizada
considerando responder uma pergunta de pesquisa em especifico. Apesar de na grande maioria
dos casos os projetos ndo estudarem somente uma Unica variavel, ¢ sempre preciso definir o
foco principal que norteara o calculo, ou gerar uma variavel resposta que unificara o
conjunto de dados coletados a fim de alcangar a resposta final. Em pesquisas nas quais diversas
variaveis sejam importantes para analise do desfecho estudado, ¢ indicado o calculo do
tamanho amostral para cada uma dessas variaveis.

Existem diversos métodos para o calculo do tamanho amostral. Cada um se aplica a
um contexto diferente de tal forma que o pesquisador deve identificar a qual contexto sua
pesquisa melhor se amolda.

Consideramos abaixo algumas situagdes de amostras aleatdrias simples mais comuns
no ambito dos projetos submetidos a apreciagdo da CEUA-UnB. Estratégias amostrais mais
especificas, que envolvam estratificacdo, conglomerados ou mesmo amostras nao
probabilisticas, devem buscar apoio profissional para o delineamento e determinacdo do

tamanho amostral condizentes com suas complexidades.



2.2.1. Estimativa de parametros: variaveis qualitativas ou quantitativas

a) Estimativa de médias (varidveis quantitativas)

Para estimar por amostragem um parametro populacional representado por uma
variavel quantitativa (discreta ou continua), por exemplo, tamanho médio de rebanho,
hematdcrito ou concentragdo sérica de um farmaco, deve-se considerar a Equagao [1] abaixo

c:

e no¢do da variabilidade do parametro populacional (exemplo: desvio padrao da
populagdo) - DP
e precisdao desejada em unidades da média (ou erro amostral maximo tolerado) - d

« 0 grau de confianca desejado para atingir determinada precisdo - (1-a)

Quando ndo se conhece adequadamente o desvio padrao da varidvel, este pode ser
estimado ou previsto considerando a amplitude da variavel na populagdo, ou seja, a distancia
absoluta entre o valor mais baixo e o valor mais alto da variavel na populagdo. Normalmente,
utiliza-se um quarto da amplitude descrita: DP = 0,25 da amplitude.

O argumento que mais impacta no calculo do tamanho da amostra ¢ a precisao
descjada. Assim, é sempre importante justificar o erro aceitavel conforme a relevancia
clinica ou biologica do grau de precisiao estabelecido pelo pesquisador. Considerar um erro
ligeiramente maior da estimativa populacional pode implicar logistica de trabalho mais facil
para o alcance de conclusdes semelhantes aquelas encontradas em um estudo com maior
precisdo. Assim como a aceitagdo de erros amostrais muito grandes pode levar a resultados
com baixa significancia estatistica e consequentemente pouco conclusivos. No ambito da

CEUA, ambos os erros implicam desperdicio de vidas animais.



Equagdo [1]

o (Z(l_a) X DP)Z
B d

Onde:

n = tamanho da amostra;

Z (1-o) = valor Z da curva normal padrdo para o grau de confianga (1-a), por exemplo,
Z=196se 1-0=95% ou, Z=2,58 se 1-a. = 99%;

DP = desvio padrdo populacional da variavel;

d = precisao desejada, usualmente + 5% da média esperada (1,05 x média)

Exemplo 1:

Pretende-se estimar a produgdo diaria média de leite (L) por vaca em pico de lactagdo
da regido do Triangulo Mineiro. Ndo tendo no¢do da varidncia deste pardmetro na
populagdo, mas sabendo que a menor produgcdo em pico de lactagdo estaria em torno de 2
litros e a maior, em cerca de 82 litros, podemos chegar a uma estimativa de desvio-padrdo
igual a 20 litros (0,25 x amplitude). Assumindo um grau de confianca de 95% e uma precisdo
desejada de + 2 litros (note a mesma unidade de medida da variavel!! Ndo se usa

porcentagem nesta formula!l), teriamos o seguinte cdalculo:

(1,96 x 20
n=|—-s—

2
: ) — (19,6)2 = 385

No exemplo acima, seriam, portanto, 385 vacas em pico de lactagdo a serem
amostradas. Caso o erro maximo toleravel da pesquisa fosse de = 5 litros, ao inves de + 2
litros, esse tamanho de amostra cairia drasticamente para 62 vacas em pico de lactagdo.
Assim, ressalta-se a importdncia de discutir bem o pardmetro de precisdo e apresenta-lo

sempre na unidade de medida da variavel a ser estudada, contextualizando-o bem.



b) Estimativa de propor¢des (variaveis qualitativas ou categoricas)

Para estimar por amostragem um parametro populacional representado por uma

variavel qualitativa (nominal ou ordinal), deve-se considerar a Equacao [2] e:

« frequéncia populacional esperada dos resultados da variavel - p
e precisdo desejada em % (ou erro amostral maximo tolerado) - d

« 0 grau de confianca desejado para atingir determinada precisao — (1-a)

Este ¢ o calculo indicado para, por exemplo, estudos de prevaléncia ou de frequéncia
de dados categéricos, como sucesso versus insucesso, positivo versus negativo ou mesmo
possuir ou ndo determinada caracteristica. Assim, como na estimativa de uma média, o
argumento que mais impacta no tamanho da amostra calculado ¢ a precisdo desejada.

E importante entender que por mais que pareca um contrassenso exigir uma
estimativa daquilo que se esta pretendendo determinar, ¢ essencial que se tenha um
conhecimento minimo da variavel estudada, pelo menos ter nogao se ¢ algo muito esperado
ou pouco esperado na populagdo, para um calculo mais acertado do n amostral. Afinal, uma
hipotese de pesquisa dificilmente surge de algo completamente desconhecido ou inesperado.
Diante de um cendrio completamente incognito, sugere-se estimar uma frequéncia de 50%, que
ird maximizar o tamanho da amostra considerando os mesmos graus de confianca e precisao

desejados.

Equacao [2]

Za—a) Xy/p X (1 —p)

d

n=

Onde:

n = tamanho da amostra;

Z (1-o) = valor Z da curva normal padrdo para o grau de confianga (1-a), por exemplo,
Z=196se 1-0=95% ou, Z = 2,58 se 1-a. = 99%;

p = proporgdo estimada de resultados favoraveis da variavel na populagao;

d = precisao desejada, usualmente + 5% da propor¢ao estimada dos casos;



Exemplo 2:

Pretende-se estimar a prevaléncia de uma determinada doenga em um rebanho bovino
suficientemente grande para supormos uma populagdo infinita. Sabendo que se trata de uma
doenca usual entre a espécie, o pesquisador define como frequéncia esperada a prevaléncia
de 30%, um grau de confian¢a de 95% e uma precisdo desejada de 10%. Assim, teriamos o

seguinte cdalculo amostral:

n=

1,96 X V03% 07\ (1,96 X 0,45

2
_ 2
0,1 0,1 ) = (897)" =8

Considerando um cendrio distinto, cuja doenga foco do estudo fosse menos esperada,
com prevaléncia de cerca de 10%, seria preciso discutir melhor o erro amostral maximo
aceitavel e ajustar o grau de precisdo do cdlculo do tamanho da amostra, que no cenario
anterior poderia ser perfeitamente justificavel e aceitavel. Estimar um n amostral para
determinar uma propor¢do de cerca de 10% com uma precisio de 10%, pode implicar
resultados da pesquisa pouco conclusivos, de forma simplificada, podendo variar desde a ndo
detec¢do da doen¢a a uma estimativa em torno de 20% da popula¢do acometida, cenarios
muito distintos do ponto de vista epidemiologico e biologico. Nesse sentido, considerar uma
maior precisdo (ou um erro amostral maximo tolerado menor)torna-se imprescindivel para
validade do estudo e a utilizagdo ética dos animais da pesquisa. Seguem duas simulacoes de

calculo, a primeira considerando uma precisdo de 5% e a segunda, uma precisao de 2%.

2
1,96x [0,1x0,9
1°) n=("—F——| =139 amostras
2
1,96%1/0,1%0,9
2°9)n = (T) = 865 amostras

Note o quanto que uma mesma pergunta de pesquisa pode originar tamanhos
amostrais muito distintos a depender do foco principal dela e do conhecimento prévio que o

pesquisador detém sobre a hipotese gerada.



c) Ajuste do tamanho da amostra

As formulas para calculo do tamanho amostral pressupdem populacdes de tamanho
ilimitado. Em estudos em que a estimativa amostral inicial resulta em uma significativa fracao
(> 10%) do universo finito (populagdo-alvo), as féormulas podem ser ajustadas a partir de um

fator de corre¢do, minimizando a dimens3o da amostra necessaria por meio da Equagao [3].

Equacao [3]

TN CYID)

Onde:

n’ = tamanho da amostra ajustado para populagao finita;
n = tamanho amostral inicial;

N = tamanho da populacao finita.

Exemplo 3:

Retomando o exemplo dado na sessdo sobre estimativas de propor¢oes (Exemplo 2),
obteve-se um tamanho amostral igual a 865 animais ao aplicar uma prevaléncia estimada
de 10%, grau de confianca de 95% e precisdo de 2%. Considerando uma populagdo finita

de 5.000 animais, esse cdlculo pode ser ajustado seguindo a formula apresentada a seguir:

B 865 865
~ 1+(865/5000) 1,17

!

n

= 738 amostras

10



2.2.2. Comparagdo: variaveis qualitativas ou quantitativas

O calculo amostral para comparagdo de variaveis entre grupos depende diretamente do
tipo de variavel a ser trabalhada, das diferencas esperadas entre estes grupos, do limite
aceitavel pelo pesquisador em relag@o aos erros tipos I e II em seu estudo e da parametrizagao
dos resultados. O Erro tipo I (o) ocorre quando se rejeita a hipotese nula (que diz que ndo ha
diferengas entre os grupos) quando esta ¢ verdadeira, ja o erro tipo II (B) ocorre quando a
hipotese nula € aceita enquanto na realidade, ela ¢ falsa. Comumente, sdo adotados valores de
5% e 20%, pra a e B, respectivamente.

Uma estratégia muito utilizada nesse contexto de comparacdo entre grupos para
controlar possiveis efeitos enviesados ou sob muita interferéncia de um outro fator que nao
seja alvo direto da pesquisa ¢ o pareamento amostral. Isso ocorre quando um mesmo individuo
¢ observado em diferentes momentos (estudo longitudinal), ou ¢ submetido a diferentes
medidas que serdo posteriormente comparadas entre si. Como exemplo, um estudofeito antes
e depois de um tratamento no mesmo individuo ou como a comparagao de um tratamento no
membro inferior direito versus o esquerdo. Logo abaixo, apresentamos as consideragdes
importantes para o calculo do tamanho amostral necessario para comparar propor¢des ou

médias, em contextos de grupos experimentais independentes.

a) Comparacdo entre proporgdes

Para comparar propor¢des de uma variavel entre populagdes independentes deve-se

considerar a Equagao [4] abaixo e:

¢ Propor¢ao esperada para evento favoravel no grupo A

¢ Propor¢ao esperada para evento favoravel no grupo B

¢ Nivel de significancia (o), que geralmente € estabelecido em 5% ou 1%

e Poder do teste (1-B), ou seja, a probabilidade de encontrar um efeito para o qual o
estudo se prop0s a detectar. Normalmente, o poder ¢ definido entre 80 ¢ 99%. Quanto maior

o poder do teste, maior sera o tamanho da amostra

11



Equacao [4]

[(Ps X Q) + (Ps X Qp)] X (Zo + Z5)"
(P — Pp)?

Onde:

n = tamanho da amostra por grupo;

P4 = propor¢do esperada para evento favoravel no grupo A (em notacdo decimal);

Q4 = complementar de P4, ou seja, 1 - P4,

PB = proporcao esperada para evento favoravel no grupo B (em notag¢do decimal);

Os = complementar de Ps, ou seja, 1 - Pa;

Z« = valor Z da curva normal padrdo para o nivel de significancia a (exemplo, Z =
1,96 se o= 5% ou, Z =2,58 se a. = 1%);

Zp = valor Z da curva normal padrao unicaudal para B (sendo = 1 — poder do teste,

ou seja, para poder de 80%, = 0,2. Nesse caso, Zs =0,84);

Exemplo 4:

Um determinado hospital veterinario recebe muitos pacientes com bronquite e
pacientes com laringotraqueite. Visto que a sintomatologia dessas doengas é muito parecida,
um pesquisador deseja verificar se um sintoma em especifico tem maior ocorréncia em
pacientes com bronquite que em pacientes com laringotraqueite ou pacientes co-infectados
(com bronquite e laringotraqueite simultaneamente). Sabendo que a propor¢do de pacientes
com bronquite apresentando tosse é de 80% e estimando que a proporgdo dos co-infectados
com esse sintoma é de cerca de 70% enquanto aproximadamente 50% dos pacientes com
laringotraqueite apresentam tosse, qual deve ser o tamanho amostral para que o pesquisador
comprove que a diferenca na propor¢do de pacientes apresentando esse sintoma é
estatisticamente significativa com confianga de 95% e poder de 90%?

Nesse caso, devemos aplicar a formula apresentada na Equac¢do [4]. Temos os

12



seguintes dados:

PBrong = 0,80 Praringo = 0,50

Osrong = 1 — 0,80 = 0,20 QOtaringo = 1 — 0,50 = 0,50

Pco-infectado = 0,70 Za= 1,96

Qco-infectado = 1 — 0,70 = 0,30 Zp =128, (sendo p =1-0,9=0,10)

Entdo, se quisermos comparar a propor¢do de pacientes com tosse entre os pacientes

com brongquite e aqueles laingotraqueite positivos, teremos:

[(0,8 X 0,2) + (0,5 X 0,5)] X (1,96 + 1,28)?
(0,8—0,5)2

Tl1=

(0,16 4+0,25) x (3,24)> 4,304
B (0,3)2 0,09

= 47,82

= 48 pacientes/grupo

Por outro lado, se a inten¢do for comparar a propor¢do de pacientes que apresentam
tosse entre os pacientes co-infectados e aqueles laringotraqueite positivos, teremos
necessidade de um numero muito maior de pacientes amostrados, uma vez que as proporgoes

estimadas para esses dois grupos sdo muito proximas uma da outra (70% e 80%). Repare:

[(0,7 X 0,3) + (0,8 x 0,2) x (1,96 + 1,28)?]
(0,7 — 0,8)2

n,

_ (0,21+0,16) x (3,24)* 3,884
B (—0,1)2 ~ 0,01

= 388,4

= 389 pacientes/grupo

13



b) Comparagdo entre médias

Para comparar médias de uma variavel entre populagdes independentes deve-se

considerar a Equagdo [5] abaixo e:

e Estimativa proviséria da variancia (s?) ou desvio-padrao (DP) da variavel objeto do
estudo.

¢ Decisdo prévia sobre o tamanho da diferenga que se deseja detectar, ou seja, a diferenga
biologica ou clinicamente relevante. Em outras palavras, é a diferenca minima das médias
(entre os grupos) em que acreditamos ser importante (ou grande) o suficiente para ndo ser
ignorada. O pesquisador deve decidir previamente ao inicio do estudo qual a diferenca
minima significativa entre os grupos sera considerada clinica ou biologicamente
significante. Quanto menor a diferenga a ser detectada, maior sera o tamanho da amostra.

¢ Nivel de significancia (o), que geralmente € estabelecido em 5% ou 1%.

e Poder do teste (1-p), ou seja, a probabilidade de encontrar um efeito para o qual o
estudo se propos a detectar. Normalmente, o poder ¢ definido entre 80 e 99%. Quanto maior o

poderdo teste, maior serd o tamanho da amostra.

Diz-se que a estimativa sobre a variancia € provisoria visto que o pesquisador pode ndo
ter condi¢des de afirmar qual a varidncia dos seus dados previamente a execugdo do
experimento. Do mesmo modo, para fins praticos de céalculo amostral, as variancias (ou
desvios-padrao) do grupo A e do grupo B podem ser consideradas como sendo iguais. Portanto,
o numerador da fragdo na Equagao [5] pode ser simplificado para a notagao de 2(DP)>.

Ainda, quase a totalidade das ocasides em que o objetivo € calcular o n amostral, o
valor das médias para os grupos estudados ndo esta disponivel previamente ao inicio do estudo.
Entretanto, a expressdo “pa - us” pode ser substituida pela diferenga a ser detectada (ou

diferenga minima significativa).

14



Equagdo [5]

_ DP? +DP}

n
(Ug — up)?

X (Zy+Zg)

Onde:

n = tamanho da amostra por grupo;

DP.1= Desvio padrao do grupo A (estimativa provisoria);

DPg= Desvio padrao do grupo B (estimativa provisoria);

ua=Meédia de A;

uB= Média de B;

Z« = valor Z da curva normal padrao para o nivel de significancia o (exemplo, Z = 1,96
se o =5% ou, Z=2,58 se a. = 1%);

Zp = valor Z da curva normal padrdo unicaudal para 3 (sendo =1 — poder do teste, ou

seja, para poder de 80%, B = 0,2. Nesse caso, Zs =0,84);

Exemplo 5:

“Um determinado experimento tem por objetivo verificar se ha diferenca na
concentragdo sérica de citocina do tipo IL-10 em camundongos submetidos a diferentes
tratamentos. Quantos camundongos serdo necessarios para que o pesquisador possa
identificar uma diferenga entre os tratamentos de pelo menos 20 pg/mL, com poder de 90%?
O pesquisador deseja realizar, ao final, uma andlise que considere um nivel de significancia
de 5%.

Para substituir os valores de desvio-padrdo na formula, o pesquisador consultou um
artigo cientifico que mensurou a concentra¢do de IL-10 no soro de camundongos indicando
que para essa varidvel, o desvio-padrdo mensurado foi de 13,4 pg/mL. Partindo do
pressuposto de que a variabilidade na concentragdo sérica de IL-10 seja a mesma entre os
grupos experimentais, portanto, os desvios-padrdo sdo os mesmos para o grupo A e grupo
B, ele devera utilizar essa estimativa no cdlculo do tamanho amostral. Assim, temos os

seguintes dados:
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DP4 = DPg= 13,4 pg/mL Zo = 1,96
ua - us =20 pg/mL Zp =128, (sendop=1-0,9=0,10)

Substituindo na Equagado [5]:

13,4)% + (13,4)? 359,12
= ( )(20)(2 ) X (1,96 + 1,28)2 = W X (3,24)2

= 0,897 X 10,49 = 9,42 = 10 animais/grupo

Portanto, devem ser utilizados 10 animais por grupo experimental.”

2.2.3. Estudos ecoldgicos ou zoologicos de animais de vida livre

Estudos que propdem a captura e/ou coleta de animais de vida livre na natureza
apresentam algumas limita¢des para o célculo do n amostral, j4 que muitas vezes o universo
amostral ¢ sua distribui¢do local ndo sdo conhecidos, sendo em varios casos inclusive o
objetivo do estudo (e.g. estudos que estimam o tamanho ou a densidade de uma populagdo).
Assim, essa peculiaridade pode causar dificuldades tanto de preenchimento do campo 9.4 do
formulario da CEUA por parte do proponente, quanto de julgamento para o relator desta
comissdo. Desta forma, dividiremos os estudos em dois grupos e faremos algumas
consideragdes com o intuito de auxiliar: (1) os estudos de captura e (2) estudos de coleta de

animais de vida livre na natureza.

a) Estudos que envolvem a captura de animais de vida livre na natureza

Estudos com o objetivo de caracterizar e compreender as relagdes entre individuos de
uma mesma populagdo, das espécies com o ambiente, e as interacdes entre as espécies. E
sempre importante o pesquisador estimar o tamanho populacional e consequentemente a

densidade da espécie-alvo em uma ou mais localidades.
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Para certos grupos, como os de pequenos mamiferos ndo voadores (roedores e
marsupiais com massa < 3 kg), ja existem informagdes acerca de indices de sucesso de captura
das armadilhas para a fitofisionomia ou para o bioma amostrado. Nesse caso ¢ possivel,
baseado no esfor¢o amostral, informar no projeto o n potencial do estudo. A fonte das
estimativas do sucesso de captura deve ser referenciada com estudos publicados. Caso o estudo
envolva a eutanasia de individuos como material testemunho e/ou para identificacdo
taxondmica, o n amostral informado para CEUA deve ser igual ao nimero de individuos
autorizados para coleta pela licenca de pesquisa emitida pelo SISBIO/ICMBio ou 6rgio
ambiental estadual ou distrital correspondente.

O n potencial pode ser estimado a partir da Equagdo [6] abaixo:
Equagdo [6]
Npotencial = Sucesso de captural X esforco amostral

variaentre O e 1.

Exemplo 6:

"No presente estudo amostrarei as populagoes do roedor Necromys lasiurus em quatro

dreas de cerrado sentido restrito no Parque Nacional de Brasilia. Para isso, instalarei 4
gradeados (grids) de 1,44 ha (120 X 120 m) cada, composto por 81 estacées de captura, cada

uma distante entre si 15 m e distribuidas em nove linhas paralelas, cada uma com nove
estacoes de captura. Em cada uma dessas estagoes serd disposta no solo uma armadilha do
tipo Sherman. As armadilhas estardo abertas durante cinco noites consecutivas ao longo

de quatro campanhas trimestrais. Desta forma, o esfor¢o total de captura sera de 6.480
armadilhas-noite (81 armadilhas/gradeado X 4 gradeados X 5 noites de captura X 4

campanhas de captura). Levando em conta que o sucesso de captura de pequenos
mamiferos no Cerrado (bioma) varia de 2 a 5% e utilizando o valor médio (3,5%) desse
parametro. Como resultado encontro que o n potencial do meu estudo é de 226,8 individuos
capturados.
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b) Estudos que envolvem a coleta de animais de vida livre na natureza

Estes estudos envolvem a coleta (eutanasia) obrigatoria dos animais amostrados para
a descricao de novas espécies, como registro da ocorréncia de uma espécie e/ou a descrigdo da
estrutura populacional em uma regido. Esses animais coletados sao depositados e mantidos em
cole¢des cientificas.

A justificativa do n amostral deve ser baseada e limitada pelo nimero de individuos
autorizados pelo SISBIO/ICMBio ou 6rgdo ambiental estadual ou distrital correspondente.
Destaca-se que ndo existe uma padronizag¢do de quantos individuos devem ser coletados nesses
estudos. Esse valor ¢ dependente da biologia e o status de conservacdo da espécie. Fatores
esses que sdo levados em conta pelos 6rgdos ambientais na liberagdo da licenga de coleta.
Neste caso, o nimero de espécimes deve estar de acordo com o solicitado na licenga do SISBIO
ou orgdo ambiental responsavel. Ainda, no caso de pesquisadores que possuem licencga
permanente de coleta concedida pelo ICMBio, por favor, informar o niimero potencial ou
desejavel de individuos que serdo coletados por espécie em cada localidade amostrada. Cabe
ressaltar que a aprovacdo da proposta pela CEUA/UnB ndo dispensa a aprovacdo do projeto

nos 0rgaos ambientais responsaveis.

2.3. Correcao do “n” considerando a expectativa de mortalidade

A Comissao de ética no Uso de Animais da UnB chama especial atengao para o calculo
do “n” amostral nos projetos de pesquisa em que ha expectativa de mortalidade intrinseca ao
processo experimental. A possivel taxa de mortalidade de individuos experimentais anterior a
aquisi¢do dos dados desejados, comum e previsivel, por exemplo, em alguns experimentos
oncologicos ou que envolvem quadros epiléticos, deve ser considerada no planejamento
experimental e no célculo do “n” amostral, de modo a garantir o nimero minimo de animais
sobreviventes adequado para o alcance dos objetivos propostos pela pesquisa. Ou seja,
orienta-se realizar os calculos do “n” amostral de modo que caso a taxa de mortalidade
esperada seja efetivada, os animais sobreviventes sejam tantos quanto o minimo
necessario para o alcance do(s) objetivo(s) proposto(s). Nesse sentido, ¢ importante
embasar a taxa de mortalidade esperada em literatura, estudo piloto ou dados prévios do grupo
de pesquisa.
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Ao utilizar a formula abaixo, num cenario em que a taxa de mortalidade se concretize,
a quantidade necessaria de sobreviventes serd o “n” minimo calculado para o mesmo poder de
estudo almejado. Assim, ao fazer uso da Equagdo [7], o pesquisador aumenta a robustez do
ensaio ao mesmo tempo que minimiza as chances de ao final do experimento obter dados

insuficientes por uma taxa de mortalidade j& previsivel e relacionada ao processo experimental.

Equacao [7]

Ta-m)

Onde:

6.9

n' = “n” amostral corrigido;
[Ie4]

n = “n” amostral calculado;

M. = mortalidade esperada em notagdo decimal (ex. :0,1);
Exemplo 7:

“Determinado experimento tem por objetivo avaliar a atividade antitumoral e a
modulag¢do imunologica tumoral decorrente de melanoma em murinos. Para tanto o
pesquisador se utilizou das técnicas de calculo amostral abordadas nos topicos anteriores
deste documento e chegou ao numero de 7,59 animais/grupo. Ao proceder com o
arrendondamento (sempre para o numero inteiro acima), chegou a conclusdo que deveria
utilizar 8 animais/grupo. Ocorre que o modelo animal para esse ensaio considera uma
linhagem murina suscetivel ao melanoma e que embora biologicamente desejavel (por
aspectos que ndo vém ao caso ao escopo deste texto) essa linhagem apresentou taxa de
mortalidade de 40% em ensaios anteriores realizados por esse grupo de pesquisa. Prevendo
essa mortalidade em seu plantel, o pesquisador propoe a CEUA acréscimo de 40% no “n”

experimental. Portanto, 12 animais/grupo conforme calculo abaixo:

n' =8+ (0,4x8)
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n'=8+32-> n"=11,2 . 12 animais

Contudo, observe que nesse caso, na hipotese de a taxa de mortalidade de 40% se
concretizar, restara ao pesquisador apenas 7 animais/grupo (40% de 12 animais = 4,8; o que
implicara provavelmente na perda de 5 animais. restando somente 7 sobreviventes),
desfalcando o experimento e fazendo com que a pesquisa seja conduzida com o ‘“n”
experimental abaixo do minimo necessario calculado. Por outro lado, caso o pesquisador
aplique a formula proposta na Equagdo [7] ao submeter a proposta, ele iniciaria o
experimento com 14 animais. Nessa situagdo, caso os 40% de mortalidade previsto se

concretizassem, a pesquisa seria conduzida com os 8 animais minimos necessarios calculados

inicialmente. Veja:

!

n = m = 13,33 . 14 animais/grupo

Mortalidade efetiva de 40%:

14 — (14 x 0,4) = 14 — 6 = 8 animais sobreviventes por grupo
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3. Consideracoes Finais

O tamanho amostral final requerido a CEUA deve considerar a exclusdo ou morte de
animais no decorrer do experimento, sendo ajustado para a perda esperada. Essa perda deve
ser justificada e apresentada ao final do calculo do tamanho da amostra. Por exemplo, se o
resultado do célculo do n amostral seja 10 animais por grupo e o pesquisador estima que havera
cerca de 10% de perdas, esse percentual deve ser indicado no calculo final, justificado com
base em experimentos prévios ou literatura correlata e, por fim, o numero solicitado de animais
seria de 12 por grupo (aplicando a Equacdo [7]).

Ainda, ha softwares gratuitos e paginas na internet que oferecem todos os céalculos aqui
apresentados, dada a defini¢do dos argumentos no contexto da pesquisa pelo pesquisador.
Ressalta-se, assim, que a parte matematica do processo amostral ¢ a de menor complexidade
atualmente, sendo a definicio dos seus argumentos o fator mais decisivo e importante. A
suficiéncia amostral deve ser entendida como parte importante do planejamento metodologico
do estudo, que precisa estar integrada a elaboragdo das hipoteses, desenho experimental,

técnicas de amostragem, analise e interpretacdo dos dados para o sucesso da investigacao.

4. Softwares livres de facil acesso

- EPITOOLS: Sergeant, ESG, 2018. Epitools Epidemiological Calculators. Ausvet.
Disponivel em: http://epitools.ausvet.com.au.

- GPOWER: Faul, F., Erdfelder, E., Lang, A.-G., & Buchner, A. (2007). G*Power 3: Aflexible

statistical power analysis program for the social, behavioral, and biomedical sciences.
Behavior Research Methods, 39, 175-191. Disponivel em:

https://www.psychologie.hhu.de/arbeitsgruppen/allgemeine-psychologie-und-

arbeitspsychologie/gpower.html

- BIOSTAT — Disponivel em: https://www.mamiraua.org.br/downloads/programas/

- EPIINFO — Disponivel em: https://www.cdc.gov/epiinfo/por/pt_index.html

21



5. Referéncias

Charan J., Kantharia N.D. (2013) How to calculate sample size in animal studies?
Journal of Pharmacol Pharmacother. v 4 (4): 303-6.

Cochran, W.G. (1963) Sampling techniques. 2ed. New York: John Wiley and Sons.

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - Instrucdo
Normativa n° 27, D.O.U., se¢do 01, n. 205, p.10-14, 2015.

Fontelles M.J., Simdes M.G., Almeida J.C. et al. (2010) Metodologia da pesquisa:
diretrizes para o calculo do tamanho da amostra. Rev Paran Med. v 24:57- 64.

Miot, H.A. (2011) Tamanho da amostra em estudos clinicos e experimentais. J Vasc Bras,
v 10 (4):275-278.

Weyne G.R.S. (2004) Determinacao do tamanho da amostra em pesquisas experimentais
na area de saude. Arq Med. ABC. v 29 (2): 87-90.

Percie du Sert N, Ahluwalia A, Alam S, Avey MT, Baker M, et al. (2020) Reporting
animal research: Explanation and elaboration for the ARRIVE guidelines 2.0. PLOS
Biology 18(7): €3000411. https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3000411

22



