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Revision

Poder y replicacion de los estudios de

casos y controles

Jean-Marc Lalouel y Andreas Rohrwasser

El disefio de estudios de casos y controles es un instru-
mento habitual en la epidemiologia, y cada vez se esta
usando mas para investigar las asociaciones genéticas.
La simplicidad de este disefio explica su atractivo y sus
limitaciones. Sin embargo, frecuentemente, surgen con-
troversias por la falta de conocimiento de los principios
basicos de la investigacidn estadistica. El poder y la
aplicacion son dos conceptos que suelen ignorarse al
evaluar estos estudios. En este articulo revisamos los

principios bésicos de las pruebas estadisticas, recorda-
mos sistemas sencillos para el calculo del poder y
damos ejemplos numéricos sobre la asociacién entre el
angiotensindgeno y la hipertension esencial. Am J
Hypertens 2002; 15:201-205.

Palabras clave: Asociacion, estudio de casos y controles,
poder, replicacion, genética, hipertension, angiotensindgeno.

casos y controles sin que rapidamente se susciten

calificaciones, reservas u oposicién directa por par-
te de los observadores en este campo. Sin embargo, esto no
deberia sorprendernos, puesto que el objetivo de la estadis-
tica es medir el grado de confianza o incertidumbre de las
hipdtesis que se proponen, en funciéon de los datos. Las
pruebas estadisticas se realizan para evaluar la validez rela-
tiva de las dos hipotesis, constituyendo de esta forma una
medida objetiva de la incertidumbre'.

Un reto importante de la conclusion estadistica es que
ademas de la incertidumbre natural de las hipotesis que
compiten, la necesidad de realizar un muestreo -en vez de
observar toda la poblacion- introduce una incertidumbre de
otra naturaleza, es decir, la de extraer conclusiones a partir
de muestras de la poblacion. La prueba estadistica sirve
para valorar la validez relativa de las hipotesis que compi-
ten en la muestra; se desconoce a qué poblacion de refe-
rencia puede extenderse esta conclusidon. La importancia
del sesgo del muestreo, al limitar las conclusiones de las
muestras de las poblaciones, se ha discutido frecuentemen-
te en el contexto de los estudios de casos y controles, pero
este tema no serd comentado aqui.

Un mecanismo mas obvio para validar una hipotesis es
someterla a nuevas pruebas por medio de la replicacidon
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independiente. Cuando se acumulan multiples estudios y
pruebas es necesario evaluar la base global de las hipdtesis
en competicion. Se han desarrollado métodos para realizar
dicha evaluacion, como el metaanalisis, pero estos intentos
pueden tener una utilidad practica limitada si no se hace
una revision pautada de los datos de cada paciente’. Aun-
que sea sencillo, el concepto de replicacion sigue siendo
fundamental. No es el objetivo de la prueba saber si un
estudio constituye una réplica apropiada de otro, pero pue-
de afectar drasticamente a su validez.

En los apartados siguientes nos centraremos en dos ele-
mentos criticos de la conclusién estadistica: principios ele-
mentales de las pruebas estadisticas, particularmente, el
poder y el concepto de replicacion. Usaremos una hipote-
sis especifica -la asociacion entre el angiotensinogeno y la
hipertension esencial- para ilustrar la importancia practica
de estos conceptos en las ciencias biomédicas.

Prueba de asociacion
Genotipos y alelos

Las pruebas de asociacion entre la enfermedad y los mar-
cadores de la misma se realizan contrastando las frecuen-
cias genotipicas o alélicas entre los casos (C) y los contro-
les (R). El genetista generalmente se inclina a comparar las
frecuencias alélicas en ambitos en los que, en ausencia de
asociacion, el muestreo de los genotipos de una poblacion
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TABLA 1. Investigacion de las hipotesis y decision segln
la teoria de Neyman-Pearson

Consideracion  Decision Diagndstico  Probabilidad
H, es verdad Se mantiene H,  OK l-a

H, es verdad Se acepta H; Error de tipo I a

H; es verdad Se mantiene H,  Error de tipo II B

H, es verdad Se acepta H; oK 1-B

similar aleatoria es equivalente al muestreo de gametos o
alelos de la mezcla de genes que dieron lugar a la pobla-
cion. Dependiendo de la frecuencia y penetrancia alélicas,
sin embargo, puede conseguirse mayor significaciéon cuan-
do la dominancia o la recesividad exige que se agrupen
varias categorias genotipicas. Aunque nosotros nos centra-
remos en la comparacion de frecuencias alélicas, los prin-
cipios descritos pueden ampliarse a otras situaciones.

La prueba y la decision

Las pruebas de asociacidon se construyen para evaluar la
validez relativa de dos hipotesis que compiten, por ejem-
plo: H,: T se produce con igual frecuencia en casos y con-
troles; H,: T se produce con diferente frecuencia en los dos
grupos.

Si no se demuestra lo contrario, debe aceptarse la pri-
mera hipdtesis, también llamada hipdtesis nula. El primer
paso para valorar la base relativa de las hipdtesis en com-
peticion es calcular la prueba de asociacion familiar de la
tabla de dos vias de las frecuencias alélicas observadas en
los casos y en los controles. Por construccion, la estadisti-
ca es directamente proporcional al tamafio de la muestra.
La frecuencia del alelo T en en la muestra de casos y con-
troles, aunque directamente observada, procede de los
valores reales desconocidos de la poblacion, como conse-
cuencia de las fluctuaciones del muestreo. Considerando
la hipotesis nula -y algunas condiciones auxiliares que
pertenecen a la convergencia de la ley de la estadistica de
la prueba- la prueba investiga la distribucion de la proba-
bilidad conocida de una variable %> con un grado de liber-
tad.

Para continuar investigando la hipotesis, puede calcular-
se el valor de y*, con la probabilidad de que se sobrepase
P, a partir de esta distribucion, o leerse en una tabla de
referencia. Si se considera solo la posibilidad, la estadisti-
ca puede superar el valor de 3,84 con una probabilidad de
0,05 (5%), o el valor de 6,64, con una probabilidad de 0,01
(1%).

La decision para inclinarse hacia una u otra hipotesis
implica un riesgo de error. La teoria de Neyman-Pearson
sobre las pruebas estadisticas intenta hacer una valoracion
objetiva de este riesgo. Reconoce que pueden cometerse
dos tipos de errores cuando se toma una decision en fun-

cion de una prueba estadistica, y que se denominan errores
de tipo I y de tipo II, respectivamente (Tabla 1).

Los errores de tipo I se producen cuando una diferencia
que se considera significativa en funcion de las estimacio-
nes de la muestra no existe realmente en la poblacion.
Incluso cuando la hipotesis nula (H,) es cierta, hay un 5%
de posibilidades de que la estadistica sea significativa a
nivel 0,05 -el riesgo asumido- debido a las fluctuaciones de
la posibilidad s6lo. Evidentemente, puede conseguirse
mayor confianza en la decision tomada exigiendo un nivel
de significacion mas estricto o mediante replicacion en una
0 mas muestras independientes.

El error de tipo II se produce cuando la hipdtesis nula se
mantiene aunque sea falsa. La posibilidad de este tipo de
error no se aprecia tan bien como el error de tipo I por el
usuario medio de una prueba estadistica. En lenguaje vul-
gar, esto significa que aunque realmente exista una dife-
rencia entre casos y controles, no puede detectarse como
diferencia estadisticamente significativa en una muestra
seleccionada de la poblacion. Evidentemente, la probabili-
dad de que exista dicho error depende de la magnitud real
de la diferencia en la poblaciéon y del tamano de la mues-
tra.

Cuando se encuentra inicialmente una asociacion signi-
ficativa, el error de tipo I es la principal preocupacion por-
que la prueba sugiere la existencia de una diferencia esta-
distica. El tema mas importante es la probabilidad de que
esta diferencia surja solo por casualidad. Cuando se inten-
ta la replicacidn, sin embargo, el error de tipo II es la pre-
ocupacidén mas importante si la estadistica del test no
alcanza la significacion. Una falacia ldgica consiste en
interpretar dicho resultado como "prueba negativa de la
existencia de una asociacion". Cuando dicho resultado se
contrasta con el resultado de un trabajo previo que dio
pruebas de que existe una asociacion significativa (donde
la hipotesis nula H, fue rechazada) es frecuente que los
investigadores crean que los datos de los dos estudios son
"opuestos", creando asi una "contradiccion" o "controver-
sia" clara. Veremos que, en la mayoria de los casos practi-
cos, no puede confirmarse una evidencia negativa por una
prueba estadistica y que los resultados aparentemente dis-
cordantes, de hecho, concuerdan logicamente y realmente
se esperan en funcion de la teorfa estadistica.

Poder

Si B significa la probabilidad de mantener la H, cuando es
falsa (H, es verdad) o error de tipo II, su complemento, 1-
B, o poder, define la probabilidad de rechazar la H cuando
€sta es falsa (H, es verdad).

La probabilidad de que un test identifique como signifi-
cativa una diferencia de la frecuencia de un marcador entre
casos y controles de la poblacion puede estimarse calcu-
lando el poder de la prueba. Para una diferencia dada de la
frecuencia de un marcador entre casos y controles de la
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TABLA 2. Significacion y poder en pruebas de asociacion entre el alelo T235 de la AGT vy la hipertension esencial
Referencias n n. n, P P, x5 a 16, 1-, 1-5,
Jeunemaitre 1992° 894 430 464 0,47 0,36 11,10 0,001 0,95 0,86 0,81
Johnson 19967 1510 778 732 0,39 0,31 8,77 0,01 1,00 0,97 0,95
Jeunemaitre 1997° 1682 954 728 0,47 0,38 12,60 0,001 1,00 0,98 0,96
Schmidt 1995° 900 438 462 0,48 0,40 5,38 0,03 0,96 0,86 0,81
Hingorani 1996 810 436 374 0,42 0,45 0,62 n.s. 0,94 0,83 0,77
Fornage 1995* 598 208 390 0,41 0,40 0,04 n.s. 0,83 0,68 0,62
Jeunemaitre 1993 452 272 180 0,44 0,38 1,50 n.s. 0,75 0,60 0,54
Bennett 1993° 374 184 190 0,42 0,39 0,24 n.s. 0,70 0,54 0,49
Barley 1994" 280 132 148 0,51 0,49 0,06 n.s. 0,59 0,45 0,40
Caulfield 1994+ 254 126 128 0,51 0,49 0,06 n.s. 0,55 0,42 0,38

n=ndmero total de alelos investigados; n., n,=numero de alelos investigados en casos y controles, respectivamente; p., p, = frecuencia
de T235 en casos y controles, respectivamente; x?, = test de asociacién; a = significacién de la prueba; 1-p, = poder de la prueba cuan-
do la verdadera diferencia (x) de la frecuencia de T235 en casos y controles sea x=0,11, 0,09 y 0,08, respectivamente; n.s.=no signifi-

cativo.

poblacidn, y para un tamafio especifico de la muestra, el
poder es la probabilidad de que la prueba estadistica alcan-
ce la significacion en un nivel definido, es decir 0,05 o
0,01. Por tanto, un experimento con un 80% de poder a
nivel 0,05 indica que se detectard una verdadera diferencia
con una probabilidad del 80%, o lo que es equivalente, en
4 de 5 muestras de tamafo similar extraidas de la misma
poblacidon. Se reconoce, en general, que, a menos que
ostente un poder del 80%, como minimo, un estudio esta-
distico que no alcance la significacion del nivel 0,05 debe
considerarse poco concluyente. Dicho estudio no da una
informacion adecuada para seleccionar con confianza sufi-
ciente una de las dos hipotesis que se plantean.

Calculo del poder

A pesar de la importancia fundamental del poder para esti-
mar una variable estadistica, generalmente, este parametro
no se evalia en trabajos que dependen fundamentalmente
de él, es decir, aquellos en los cuales la prueba estadistica
no alcanza la significacion. Aunque la formula necesaria es
un poco mas complicada que la que se usa para generar la
prueba, puede realizarse con una calculadora cientifica que
disponga de la funcion trigonométrica adecuada; si las cal-
culadoras no tienen esta caracteristica, puede usarse una
expansion de serie. Esto se muestra en el Apéndice junto
con un ejemplo.

Replicacion

Cuando se pronostica la hipotesis de una asociacion en fun-
cion de una prueba estadistica (es decir, cuando la hipotesis
nula H0 se rechaza y se mantiene la alternativa Hl), puede
someterse a otras pruebas por medio de la replicacion en
muestras independientes. Puesto que las diferencias de la
poblacion pueden oscurecer las conclusiones, dicha replica-

cion se busca, generalmente, en una poblacion de extraccion
similar; en el contexto de una hipotesis genética, esto signi-
fica que los antecedentes étnicos deben ser similares. Evi-
dentemente, cuando la exposicion ambiental y el estilo de
vida contribuyen significativamente al desarrollo de la enfer-
medad, la epidemiologia de la poblacion replicante también
debe ser representativa de la del estudio original.

Un estudio que constituye una verdadera replicacion de
otro anterior deberfa satisfacer un nimero minimo de cri-
terios obvios: 1) los casos y los controles deberfan definir-
se estrictamente de la misma forma que en el trabajo origi-
nal, usando los mismos criterios de inclusion y de
exclusion; 2) deberia aplicarse el mismo campo de mues-
treo; y 3) deberfa analizarse la misma o una poblacion de
referencia similar. Como veremos después, nunca se consi-
gue la verdadera replicacion, dejandose abiertas dudas no
determinadas sobre la significacion real de las diferencias
estadisticas observadas.

Ilustraciéon: angiotensinégeno e
hipertension

Resultado inicial

Se encontrd una asociacion entre el alelo T235 del gen del
ansiotensindgeno (AGT) y la hipertension esencial, inicial-
mente, como parte de un informe que documento el liga-
miento genético en hermanos hipertensos y la asociacion
de T235 con la hipertension esencial y la concentracion
plasmatica de angiotensindgeno en dos muestras indepen-
dientes de personas de raza blanca analizadas en Salt Lake,
Utah, y Paris, Francia’. A partir de entonces, la asociacidon
de T235 de AGT con varios fenotipos en varias poblacio-
nes se sometid a multiples pruebas. Puesto que las prue-
bas alcanzaron la significacion en algunos casos, pero no
en todos, este tema se consider6 controvertido. Veremos,
sin embargo, que dicha diseminacion de datos deberia pre-
decirse en cualquier asociacion verdadera.
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La relevancia del poder

Es frecuente calificar los datos como opuestos, contradic-
torios o referirse a los resultados como positivos y negati-
vos cuando con pruebas miltiples de una hipdtesis dada no
se consigue la significacion estadistica. Por ejemplo, en un
estudio se detallan mas de 56 topicos considerados contra-
dictorios porque no todos los estudios de casos y controles
que examinaron el mismo topico pudieron confirmar clara-
mente una asociacion®. Sin embargo, dicha calificacion no
es adecuada. Incluso aunque se extrajeran muestras inde-
pendientes de una poblacion donde se supiera que existe
una verdadera asociacion, se esperaria la significacion
estadistica en algunas pero no en todas las muestras. Como
destacamos antes, cuanto mas bajo sea el poder, mayor sera
la probabilidad de que la asociaciéon permanezca sin detec-
tarse.

Para ilustrar este punto hemos calculado en la Tabla 2 el
poder para detectar como significativa una diferencia dada
en la frecuencia de T235 entre casos y controles, es decir,
11%, 9% u 8%, como se describio en en trabajo inicial de
Jeunemaitre et al.’, en el estudio posterior de mayor tama-
fio de Jeunemaitre et al.” y en otros dos estudios de Sch-
midt® y Johnson’ y sus colaboradores. Hemos incluido en la
Tabla 2 solo los estudios con personas de raza blanca revi-
sados en el metaanalisis de Kuntz® que cumplian los crite-
rios de replicacion minimos (ver a continuacion). Esta cla-
ro que, en general, la falta de significacion se correlaciona
con un poder estadistico bajo como resultado del pequefio
tamano de la muestra. Evidentemente, cuando el tamano de
la muestra es bajo, la Ginica conclusion apropiada es consi-
derar el estudio como no concluyente. Otro punto claro que
aparece en la Tabla 2 es el descenso rapido en el poder, al
ir descendiendo la verdadera diferencia en la frecuencia de
marcadores entre los casos y controles en la poblacion
muestreada.

Debemos destacar que una evidencia negativa en contra
de un resultado inicial, donde la hipotesis nula H; se recha-
z6 con una probabilidad de error ., requeriria un rechazo
de la hipotesis de una verdadera diferencia H, en los inten-
tos de replicacion posteriores, con una probabilidad al
menos igual a a.. Puesto que la significacion en que se basod
el rechazo de H en el estudio de Jeunemaitre et al.’ fue
0,01, esto requeriria un poder de 0,999, al menos, para
aportar una prueba negativa contra el resultado inicial o un
total de 3.248 casos y controles en igual proporcion.

El significado de la replicacion

Los intentos de replicacion deberfan reproducir la defini-
cion original de casos y controles. En el estudio de Jeune-
maitre et al.%, los casos presentaban hipertension clara cli-
nicamente y los criterios de exclusion eran diabetes o
causas de hipertension secundaria. Ademas, todos los casos
tenfan, al menos, un hermano con hipertension esencial

que cumplia los mismos criterios. Los controles eran indi-
viduos con presion arterial normal (PA) sin diagnostico de
hipertension. So6lo se incluyeron en la Tabla 2 los estudios
basados en la hipertensiéon clinicamente clara. S6lo un
estudio’ incluyd a familiares de primer grado aceptados
como parte de la seleccidn. Sin embargo, el criterio de
seleccidn adicional de que ambos padres sean hipertensos,
a la luz de la heterogeneidad etiologica y las relaciones de
dominancia/recesividad, pueden ser claramente diferentes
de un criterio aplicado s6lo a los hermanos.

Evidentemente, otros factores distintos del poder pue-
den haber afectado al resultado de la prueba en los estudios
que se detallan en la Tabla 2. En el estudio de Fornage et
al.', por ejemplo, donde no se observd ninguna diferencia
en la frecuencia de T235 entre casos y controles, debe des-
tacarse que esta diferencia fue significativa entre hombres
y mujeres del grupo de controles normotensos (0,47 frente
a 0,36, x*,=4,8, p<0,05) y de la muestra completa (0,46
frente a 0,37, %*,=5,32, p<0,03), lo que indica que puede
haber otro factor contaminante entre los dos grupos. La
razdbn de la falta de significacidn, a pesar del poder ade-
cuado del estudio de Hingorani et al.", sigue sin estar cla-
ra; estos autores han propuesto que su estudio puede ser
mas representativo de la poblacion numerosa de sujetos
hipertensos que normalmente estad controlada por médicos
de familia.

Los estudios no incluidos en la Tabla 2, independiente-
mente de su validez intrinseca, usaron definiciones de
casos posiblemente distintas de las de Jeunemaitre et al.’.
Varios estudios usaron medidas casuales independientes de
la PA como fenotipo, lo que claramente no equivale a
hipertension clinica clara. En el estudio de Tiret et al."?, los
casos de hipertension se seleccionaron entre los supervi-
vientes de un infarto de miocardio. En el estudio realizado
por Kiema et al.” en Finlandia, los casos y controles se
seleccionaron indirectamente por medio del examen de los
archivos de la Seguridad Social. Los casos se definieron
usando la variable auxiliar de porcentaje de reembolso del
75% o méas de la medicacion de la hipertension. Como
ellos manifestaron, la probabilidad de acceder a este reem-
bolso depende fundamentalmente de algunos factores,
como lesion de los 6rganos diana, antecedentes familiares
de enfermedades cardiovasculares y muerte siibita, hiperli-
pidemia o diabetes (un criterio de exclusion del estudio ini-
cial de Jeunemaitre et al.’). Los controles se seleccionaron
aleatoriamente del mismo archivo, intentando excluir a los
sujetos con derecho a reembolso de los gastos en medica-
cion para la hipertension. Sin embargo, Kiema et al. indica-
ron que mas del 10% de estos controles estaban recibiendo
una medicacion cronica que afectaba a la PA. Sorprendente-
mente, mas de la mitad de estos controles tuvieron una PA
sistolica superior a 140 mm Hg y, en funcion de los datos
publicados, puede estimarse que menos del 50% de estos
controles se calificarfan como sujetos normotensos, con una
PA sistolica menor de 140 mm Hg y una PA diastblica
menor de 90 mm Hg.



PODER Y REPLICACION DE LOS ESTUDIOS DE CASOS Y CONTROLES

Conclusion

Las hipotesis predichas en funcidon una prueba estadistica
pueden someterse rigurosamente a una replicacion inde-
pendiente, pero esto requiere asegurarse de que se exami-
na la misma variable. Los resultados de las pruebas pueden
interpretarse cuidadosamente haciendo referencia a la teo-
ria de las pruebas estadisticas de Neyman-Pearson. El
poder tiene una importancia fundamental en esta practica.
Un buen conocimiento de estos conceptos es esencial para
valorar la evidencia cientifica.

Para concluir esta discusion, debemos decir que la
variabilidad de la significacion estadistica de los intentos
de replicacion no es controvertida. Por el contrario, es una
caracteristica esperada de las pruebas de hipdtesis en
muestras finitas. Cualquier fuente adicional de heteroge-
neidad, bien en la poblacidn, en el muestreo o en la defini-
cion de casos y controles, s6lo puede comprometer nuestra
capacidad de extraer conclusiones a partir de observacio-
nes de muestras.

Apéndice

Calculo del poder en tablas de
contingencia de dos vias

Calculo del poder

Consideremos que Py P, denotan la frecuencia de alelos
T en casos y controles de la poblacion de referencia, res-
pectivamente. Igualmente, definiremos n. y n, como el
nimero de genes investigados en los casos y controles,
respectivamente. Si n.=n,, definimos n=n; si no es asf,
calculamos la media geométrica:

n = 2n.n./(n, + ny).

Usando la transformacion arcoseno 6 = 2 arcoseno (p'?),
calculamos 8.y 6, y h = 6. - 6. La funcion arcoseno tam-
bién se denomina seno inverso o seno” en la mayoria de las
maquinas calculadoras, y evidentemente, en la situacidon
actual, la calculadora deberia prepararse para trabajar con
radianes en vez de grados. Si esto no existe en la calculado-
ra, puede utilizarse una aproximacion de la serie de Taylor:

seno’ p =p + p/6 + 3 p/40 + 5 p’/112). Calcular:
Z ,=h/2)"*-Z .

La cantidad Z, da la probabilidad de que una variable
normal con media cero y varianza de la unidad sea mas
pequena que 1-B. Habiendo calculado lo primero, lo
segundo, o poder, se obtiene haciendo referencia a una
tabla de distribucién normal. Con unos valores determina-
dos de P, y P, la formula puede usarse para calcular el
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poder esperado de un estudio planeado para cualquier valor
dado de los tamafos de muestra n. y n,. El lector puede
consultar un libro de texto de estadistica estandar, como el
Cohen', para obtener méas detalles.

Un ejemplo numérico

Para ilustrar como se calculd el poder en nuestra tabla
sinoptica, consideramos el estudio de Caulfield et al.”.
Queremos calcular el poder para detectar en este estudio
una diferencia especifica en la frecuencia del marcador
T235 en casos y controles en personas de raza blanca. Ele-
gimos como mejor estimacion de frecuencia del gen la
derivada del trabajo inicial de Jeunemaitre et al.%, es decir,
P.=047yP, = 0,36. El nimero de alelos investigados en
el estudio de Caulfield et al.” fueron n =126 y n =128 en
casos y controles, respectivamente (ver Tabla 2). Siguien-
do los datos de nuestra seccion sobre el célculo de poder,
calculamos:

0. = 2 arcoseno (p.1/2) =1,5108
0, = 2 arcoseno (p,1/2) =1,2870
h=6_.-6, =0,2238
n = 2n.n./(n, + ny) = 126,99

Para calcular el poder a un nivel de significacién de
0=0,05, obtuvimos zZ,. de una tabla de distribucion normal
AN 1,65 (el valor de t, en la tabla, para el cual el area de
sombra bajo la curva es igual a 0,95). Usando la formula

(2), obtenemos:
Z,,= 0,1824 - 7,9581 —1,65 = 0,1330.

Esto da el valor de p que debe referirse en la tabla de la
distribucion normal para obtener el poder 1-f = 0,55.
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