METODO DE CASOS Y CONTROLES

Aplicaciones del método de casos y controles
en epidemiologia genética’

El método de casos y controles se esta
aplicando con creciente frecuencia en la
epidemiologia genética, una disciplina
relativamente nueva que busca elucidar
el papel de los factores genéticos y su
interaccién con factores ambientales en la
etiologia de la enfermedad humana (I, 2).
Los répidos avances en el campo de la tec-
nologia molecular y el inicio del Proyecto
Genoma Humano, una tarea disefiada a lar-
go plazo para trazar el mapa y secuenciar el
genoma humano (3-6), facilitardn cada vez
mas la blisqueda de genes de susceptibili-
dad a las enfermedades mediante el méto-
do de casos y controles tanto en el &mbito
poblacional como en el familiar. El uso de
marcadores genéticos para buscar suscepti-
bilidad del huésped posee gran atractivo
para los estudios de casos y controles sobre

! Este articulo se publicé en inglés en Epidemiologic Reviews
(1994;16:134—-150) con el titulo “Applications of the case-
control method in genetic epidemiology”. Traduccién de
Luis Carlos Silva Aycaguer revisada por la redaccion del
Boletin de la OSP. Copyright © 1994, The Johns Hopkins
University School of Hygiene and Public Health,
Baltimore, MD, Estados Unidos de América. Véanse otros
articulos de esta serie en nlimeros anteriores y en pp. 441~
457 de este nimero del Boletin de la OSP.

2 Centers for Disease Control and Prevention, National
Center for Environmental Health, Division of Birth Defects
and Developmental Disabilities, Birth Defects and Genetic
Diseases Branch, Mailstop F45, 1600 Clifton Road NE,
Atlanta, GA 30333, Estados Unidos de América. (Las
solicitudes del original deben hacerse al Dr. Khoury a esta
direccion.)

3 The Johns Hopkins University, School of Hygiene and
Public Health, Department of Epidemiclogy, Baltimore,
MD, Estados Unidos de América.

Muin J. Khoury*y Terri H. Beaty®

enfermedades; ello se debe a que tales fac-
tores de riesgo, a diferencia de los marcado-
res bioldgicos o de otros tipos de exposicio-
nes (por ej., ocupacionales, nutricionales), no
cambian con el tiempo. Por consiguiente, en
la evaluacién retrospectiva de los factores
de riesgo de los estudios de casos y contro-
les los marcadores genéticos son indicadores
estables de susceptibilidad del huésped.

En esta revisién, se abordan aplicacio-
nes del método de casos y controles en el
campo de la epidemiologfa genética. En pri-
mer lugar, se revisa el alcance de los estu-
dios en epidemiologia genética y luego se
analiza el uso del método de casos y coniro-
les tanto en los estudios poblacionales como
en los familiares.

ALCANCE DELA )
EPIDEMIOLOGIA GENETICA

Tradicionalmente, los epidemi6logos
se han ocupado de la relacién entre el am-
biente (entendido en sentido amplio) y la
aparicién de enfermedades en el ser huma-
no. Por otrolado, los investigadores del cam-
po de la genética poblacional se han ocupa-
do de evaluar los efectos de la estructura de
la poblacién y de las fuerzas de la selecciéon
sobre la frecuencia de los rasgos genéticos.
La epidemiologia genética combina el mé-
todo genético con el epidemiolégico para
estudiar la variacién genética en poblacio-
nes humanas y su relacién con las variacio-
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nes fenotipicas normales y patolégicas. En
este contexto, los epidemidlogos genéticos
evalidan la distribucién y los determinantes
de los rasgos genéticos en poblaciones hu-
manas (por €j., anomalfas cromosémicas y
trastornos monogénicos) y abordan la
funcién de los factores genéticos y su
interaccién con factores medioambientales
en la etiologia de enfermedades humanas
(2, 7). Para alcanzar este objetivo, se emplea
tanto el enfoque poblacional como el fami-
liar (8). Como se comenta mas adelante, el
método de casos y controles se esta perfi-
lando como una herramienta poderosa en
ambas circunstancias. No obstante, proce-
de subrayar que el método de casos y con-
troles puede no ser aplicable en todas las
situaciones y siempre ha de complementar-
se con estudios de familias que se valgan de
técnicas analiticas de la genética como los
métodos de segregacién y enlace (linkage).

EL METODO DE CASOS Y
CONTROLES EN LOS ESTUDIOS
POBLACIONALES

En los estudios poblacionales los mé-
todos de casos y controles se utilizan para
1) estudiar los determinantes de mutacio-
nes humanas, 2) evaluar el papel que
desemperfian los indicadores genéticos
inespecificos (como la consanguinidad y la
mezcla de razas) en la etiologia de las enfer-
medades, y 3) estimar el papel etiolégico de
los rasgos genéticos.

Estudios de casos y controles
de mutaciones germinales

Esta seccién se circunscribe a los con-
ceptos y métodos para estudiar los rasgos
genéticos como resultados, al margen de su
posible asociacién con un desenlace morbo-
so. Definiéndolos en sentido general, los
rasgos genéticos incluyen cualquier varia-
cién heredada detectable a nivel molecular,
biogquimico o clinico. El estudio de la varia-
cién genética abarca la evaluacién de nue-
vos cambios en la linea germinal genética

(o mutaciones), que comprenden desde al-
teraciones simples del gen (por €j., altera-
ciones autosémicas dominantes) hasta anor-
malidades cromosémicas que pueden ser
numéricas (por €j., trisomia 21 en el sindro-
me de Down (9)) o estructurales (por ej.,
delecién de parte del cromosoma 15 en el
sindrome de Prader-Willi (10)). El estudio
de la variacién genética incluye también
rasgos mendelianos (por ej., trastornos
autos6micos recesivos) que estdn influidos
por la estructura genética de las poblacio-
nes en alglin momento dado. La presente
revision se centra en los estudios de casos y
controles de mutaciones germinales.

Los estudios de casos y controles son
particularmente dtiles para estudiar las
mutaciones, porque la mayoria de ellas son
individualmente raras y su comprobacién
supone una combinacién de pruebas clini-
cas y de laboratorio que hacen prohibitivos
los estudios de cohorte. Una de las muta-
ciones genéticas mejor estudiadas en el ser
humano es el sindrome de Down (habitual-
mente debido a la trisomia 21) (9, 11, 12). El
estudio epidemioldgico del sindrome de
Down ilustra varias cuestiones sobre la apli-
cacién del método de casos y controles en el
estudio de las mutaciones humanas.

Origen paterno. Lamayoriadeloscasos
de trisomia 21 se originan en la no disyuncién
del cromosoma 21 durante la meiosis. Esos
errores pueden producirse tanto en las cé-
lulas germinales maternas como en las pa-
ternas. A partir de estudios tempranos de
los polimorfismos cromosémicos, se pensé
que la ausencia de disyuncién paterna po-
dria explicar una proporcién sustancial de
los casos (mas de 25%) (11, 12). Sin embar-
g0, en estudios mds recientes con marcado-
res moleculares se ha demostrado que mas
de 90% de los casos entrafian errores de no
disyuncién materna (13, 14). La identifica-
cién del origen de la no disyuncién en los
padres puede ayudar a orientar la bisque-
da de factores de riesgo potenciales. Por
ejemplo, en un estudio de casos y controles
sobre el sindrome de Down, del Registro de
Vigilancia en Salud de British Columbia



(Health Surveillance Registry), Olshan et al.
(15) examinaron la ocupacién paterna como
factor de riesgo, comparando 1008 casos del
sindrome de Down con 2016 controles
apareados nacidos vivos. Luego de exami-
nar 59 categorias de ocupacién paterna, los
autores hallaron que tres de ellas estaban
asociadas con un aumento del riesgo del sin-
drome de Down (conserjes, mecanicos y tra-
bajadores agricolas). Ninguna de estas
categorias ocupacionales, sin embargo, ex-
plicaba mas de 3% de los casos del sindrome
de Down (15). Este hallazgo no es inespera-
do, ya que la mayoria de los casos del sin-
drome de Down no se originan en un error
meidtico del padre. Los estudios futuros
sobre factores paternos en el sindrome de
Down deberian centrarse solo en los casos
de trisomia 21 derivados del padre antes que
en la totalidad de los casos.

El origen paterno de las mutaciones
genéticas también se estd convirtiendo
en un tema importante de los estudios
epidemiolbgicos relacionados con otras
anomalias cromosémicas. Por ejemplo, en
el sindrome de Prader-Willi, la mayor par-
te de los casos tienen deleciones de frag-
mentos del cromosoma 15 paterno (10). Esto
ha llevado a los investigadores a examinar
el papel de las exposiciones ocupacionales
paternas en la etiologia del sindrome de
Prader-Willi (16).

Confusion. Laedad maternaavanzadaes
el factor de riesgo conocido més importan-
te del sindrome de Down (11, 12). Por lo tan-
to, al examinar la asociacién potencial entre
un factor de riesgo y el sindrome de Down,
siempre debe considerarse la edad materna
como posible factor de confusién. La confu-
sién puede abordarse por medio del disefio
del estudio (tal como el apareamiento de
casos y controles segtin la edad materna) o
mediante estratificacién en el andlisis (17,
18). El efecto independiente de la edad pa-
terna sobre el riesgo del sindrome de Down,
si existe, es débil. Esto no es sorprendente,
puesto que la mayoria de los casos del sin-
drome de Down se originan en un error
meidtico de la madre (13, 14).

Seleccién prenatal. Sehan realizado es-
tudios de casos y controles sobre el sindro-
me de Down en casos diagnosticados en el
nacimiento (que pueden incluir nacidos
muertos) (17, 18) y en series de abortos es-
pontdneos (19). Un problema metodolégico
relacionado con la fertilizacién diferencial de
gametos anormales o con la supervivencia
prenatal diferencial puede introducir un ses-
go al estimar la magnitud de una asociacién
entre un factor de riesgo y el sindrome de
Down en estudios epidemiolégicos (20-22).
Buena parte de las concepciones con
sindrome de Down se abortan esponténea-
mente (23). 5i un factor de riesgo o una ex-
posicién se asocian con riesgo aumentado (o
disminuido) de aborto espontineo o con fer-
tilizacién diferencial de gametos anormales,
se pueden observar asociaciones espurias
entre la exposicién y el sindrome de Down
en nacidos vivos. Por ejemplo, en un estudio
de casos y controles del sindrome de Down
llevado a cabo con nacidos vivos, Hook y
Cross (24) comunicaron un efecto protector
del hébito de fumar cigarrillos en el sindro-
me de Down (razén de posibilidades* = 0,6).
En ausencia de asociacién entre el habito de
fumar y el riesgo de presentar sindrome de
Down, este aparente efecto protector puede
explicarse por los factores de seleccién pre-
natales si el hdbito de fumar conduce a
una pérdida preferente de concepciones
trisémicas o a una fertilizacién reducida de
gametos anormales. En general, los efectos
del sesgo de selecciéon prenatal produciran
pequefias distorsiones de la medicién del
riesgo relativo (excepto en situaciones extre-
mas) (25). Si bien puede ser dificil de poner
en practica, lo ideal es que los estudios de
casos y controles de mutaciones humanas
con una probabilidad alta de pérdida prena-
tal deberfan incluir casos diagnosticados en
nacidos vivos, nacidos muertos y pérdidas
prenatales tempranas. En un reciente estu-
dio de casos y controles sobre la trisomfa 21
y el hébito de fumar efectuado con material
obtenido por amniocentesis no se encontra-

* Odds ratio en el original (N del T).
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Estudios de casos y controles sobre
enfermedad y factores genéticos
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En esta seccién se revisan los estudios
de casos y controles de enfermedades que
pueden ayudar a aclarar la importancia de
los factores genéticos sin medirlos directa-
mente. Se consideran dos clases de estudios:

los de consanguinidad y los de mezclas de
razas o etnias.

Estudios de consanguinidad El impac-
to glUUdl ue ld LUIldelgu.l.Ill(.laCl Coflslbte en
un aumento de la probabilidad de homo-
cigotismo en todo locus autosémico y, por
tanto, en un aumento de la frecuencia de
rasgos genéticos recesivos deletéreos en la
poblacién (27). Se espera que la consangui-
nidad aumente la frecuencia de trastornos
autosémicos recesivos (tales como la fibrosis
quistica y la fenilcetonuria). Para las altera-
ciones de etiologia y patogénesis complejas,
los estudios de consanguinidad pueden uti-
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zarse a fin de evaluar componente
genético recesivo de la enfermedad, aunque
ese componente no se puede medir directa-
mente ni en el pl‘Ou‘L‘lCtO gt‘:‘ﬂlCO ni a nivel
del ADN. Aunque la prevalencia de matri-
monios consanguineos ha descendido en
todo el mundo (27, 28), en algunas pobla-
ciones sigue siendo relativamente alta (20 a
50%) (28—32), 1o que las hace propicias para
evaluar los efectos de la consanguinidad.
En los estudios de casos y controles
sobre consanguinidad, la “exposiciéon” de
interés es el coeficiente de consanguinidad
del individuo. El coeficiente de consanguini-
dad es la probabilidad de que un individuo

sea portador encadalocus autosonuco dedos
alelos que sean idénticos por descendencia.
Para los patrones comunes, los coeficientes
de consanguinidad son conocidos (por e€j.,
1/16 para matrimonios entre primos hermanos,
1/32 para matrimonios entre sobrinos y tios
segundos, y 1/64 para matrimonios entre

cientes de consangumldad pueden calcular-
sea partir de los pedigries extendidos utili-
zando métodos de trayectoria ( path methods)
o computos iterativos (34, 35). Al disefiar es-
tudios de casos y controles sobre la consan-
guinidad, deben obtenerse grupos de control
adecuados, porque la consanguinidad se aso-
cia con numerosos factores demogréficos,
culturales, religiosos y geogréficos que po-
drian estar relacionados con la enfermedad
de interés (y ser, por consiguiente, factores
de confusién potenciales) (36). En estos estu-
dios puede no ser siempre necesario aparear
segiin dichos factores dpmnornﬁrnq vero

siempre debe garantizarse que la estrahflca-
cién y el ajuste son apropiados
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). En gpnprn] los coefi-

bre consanguinidad se han realizado gene-
ralmente para analizar resultados inespeci-
ficos como la mortalidad (36) o los patrones
de morbilidad (37). En dichos estudios se han
detectado efectos modestos de la consangui-
nidad sobre esos indicadores de salud. Por
ejemplo, en un estudio de casos y controles
de mortalidad en edades prerreproductivas
(muerte antes de los 20 afios) dentro de la
Vieja Orden Amish (Old Order Amish) en
el condado de Lancaster, Pennsylvania,

Khoyry et al. (38) encontraron un aumento
en el coeficiente de consanguinidad en los

Anana vagmank. qi1a rntbealan avmsana A
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(n = 213). Debido al alto grado de consan-
guinidad en dicha poblacién, se estimé que
los hijos de mairimonios que eran primos se-
gundos o parientes méas cercanos (coeficien-
te > 1/64) tenfan un riesgo relativo de 1,6 de
morir antes de los 20 afios, comparados con
los hijos de matrimonios formados por pa-
rientes mas lejanos que primos segundos. El
efecto de la consanguinidad se observd en
varias causas de muerte.

En algunas poblaciones se dispone de
informacion genealoglca completa o casi
completa, lo cual permite calcular los coefi-

mantas da 1a rolacidn candHes nara cagog v
CIETES G 1a I€iadion genedda para Casios y

controles. Estos indices genealégicos pueden
ser ttiles para identificar factores genéticos
mediante estudios de casos y controles. Por
ejemplo, Jorde et al. (39) notificaron que el



coeficiente medio de parentesco entre 249
casos de defectos del tubo neural en la base
de datos genealdgica de Utah era mayor que
el de una serie de controles extraidos de la
misma base de datos (que comprendfa 1,2
millones de individuos). Al examinarse mas
detalladamente, la distribucién de coeficien-
tes de parentesco mostré que la mayor parte
de las diferencias podian atribuirse a un ni-
mero relativamente bajo de pares de herma-
nos afectados entre los casos, lo cual aumen-
ta la posibilidad de que un factor ambiental
comuin a los hermanos pueda estar contribu-
yendo a la aparente agregacién familiar. En
otro estudio de casos y controles, Roberts (40)
encontré que 12% de los pacientes con escle-
rosis multiple en las Islas Orkney tenian cierto
grado de consanguinidad. Mientras que este
era mucho més alto que el de la poblacién
general de las Islas Britanicas, solo excedia
ligeramente al porcentaje de los controles pro-
cedentes de la misma poblacién de las Islas
Orkney (40).

Estudios de mezclas. Cuando una en-
fermedad manifiesta diferencias raciales o
étnicas, los estudios de mezclas raciales (de
cruzamientos entre razas) proveen una he-
rramienta epidemiol6gica itil que puede
adaptarse a estudios de casos y controles para
evaluar la importancia relativa de los facto-
res genéticos. Si dos poblaciones difieren en
cuanto a la frecuencia de ciertos rasgos
genéticos, la formacién de parejas integradas
por sujetos procedentes de distintos grupos
conducird a un aumento de la probabilidad
de heterocigotismo en los hijos y, como re-
sultado, ala ruptura de genotipos adaptados
o a resultados positivos (llamados “vigor hi-
brido” en plantas y animales). Entre los hu-
manos no existen pruebas de efecto deletéreo
alguno debido a mezclas de razas o etnias.
No obstante, los estudios de mezclas pueden
ser titiles para sefialar determinantes gené-
ticos importantes. Por ejemplo, se ha pro-
puesto que la mezcla genética puede haber
desempefiado un papel importante en la in-
cidencia aumentada de diabetes mellitus
insulinodependiente (DMID) en las personas
deraza negra de los Estados Unidos de Amé-

rica respecto de las de Africa. Para evaluar
esta hipétesis, Reitnauer et al. (41) realizaron
un estudio de casos y controles sobre la
DMID en el cual estimaron el grado de mez-
cla genética por medio de nueve marcadores
genéticos polimdrficos (grupos sanguineos,
protefnas séricas). Estos autores estimaron
que en 65 casos de DMID en personas de raza
negra habia un grado mas alto de mezcla
genética con personas de raza blanca que en
183 controles de raza negra (21,4% frente a
17,9%). Estos resultados respaldan la hipéte-
sis de que la mezcla con blancos puede ex-
plicar en parte las tasas més altas de DMID
observadas en personas de raza negra de los
Estados Unidos.

Aligual que ocurre en los controles de
los estudios de consanguinidad, los contro-
les en los estudios de mezclas deben
seleccionarse de manera que reflejen la po-
blacién de donde provienen los casos. Estos
estudios también estan sujetos al efecto po-
tencial de las variables de confusién. La con-
fusién puede surgir si diferentes grados de
mezclas estan asociados a distintos factores
socioeconémicos, culturales o de exposicién
asociados asimismo con la enfermedad. Los
aspectos metodolégicos relacionados con la
seleccién de casos y controles se abordan
mds adelante en mayor detalle.

El grado de mezcla racial (la variable
de “exposicién” en los estudios de casos y
controles) se ha medido de diversas mane-
ras, por ejemplo segtin la mezcla o lugar
de origen notificados (42, 43), el uso de
apellidos (44), y el empleo de marcadores
genéticos polimérficos (41, 45, 46). El au-
mento del niimero de marcadores del ADN
disponibles puede mejorar las estimaciones
de mezclas raciales y aumentar la populari-
dad de este método en estudios de casos y
controles (47).

Estudios de casos y controles de
enfermedad y factores genéticos
medidos

A medida que los marcadores gené-
ticos contintien proliferando, los estudios
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de casos y controles se utilizardn mas para
evaluar el papel de genes especificos en la
etiologia y la patogénesis de enfermedades
comunes como el cancer, la cardiopatia
isquémica y las malformaciones congéni-
tas. En genética humana, los estudios que
buscan correlaciones entre alelos especifi-
cos y enfermedades se han denominado
“estudios de asociacién”. Estos contrastan
con los “estudios de enlace” (linkage
studies), en los cuales se buscan pruebas de
cosegregacioén entre un locus marcador y
el gen de una enfermedad en familias (48).
Recientemente, se mantuvo una polémica
sobre los méritos relativos y las desventa-
jas de los estudios de enlace (tradicional-
mente del dominio de los genetistas)
frente a los estudios de asociacién (tradi-
cionalmente bajo el dominio del epidemid-
logo) (49, 50). Es posible hacer una distin-
cién entre genes de enfermedades
(o, generalmente, loci de enfermedad (49))
y los loci de susceptibilidad a enfermeda-
des, que no son ni necesarios ni suficientes
para el desarrollo de enfermedad (es decir,
factores de riesgo genéticos (49)). Uti-
lizando técnicas de simulacién por compu-
tadora, Greenberg (49) demostrd reciente-
mente que si la probabilidad de enfermar
de personas con el alelo de susceptibilidad
es menos de 10 veces mayor que la proba-
bilidad de enfermar de las que carecen de
este alelo, puede ser muy dificil detectar el
enlace, incluso en conjuntos de datos for-
mados por 30 nicleos familiares con dos
individuos afectados o mds. En estas con-
diciones, los métodos de enlace tradiciona-
les pueden carecer de la potencia estadisti-
ca adecuada para detectar el enlace o
conducir a un rechazo erréneo de la hipé-
tesis de enlace y adolecer del problema de
las pruebas miltiples (49). Por consiguien-
te, se dispone de espacio para aumentar la
utilidad de los enfoques de asociacién en
estudios de casos y controles realizados
para buscar factores de riesgo genéticos.
La incorporacién del método de enlace a
los estudios epidemiolégicos se abordara
mads adelante en la seccién sobre estudios
familiares.

A medida que se han encontrado més
formas de aplicar los marcadores bioldgicos
de susceptibilidad del huésped en estudios
epidemiolégicos (51, 52), se han utilizado
dos tipos de marcadores genéticos en los
estudios de casos y controles: 1) marcado-
res basados en productos génicos tales como
grupos sanguineos especificos, antigenos
leucocitarios humanos (ALH), proteinas
séricas o sistemas de enzimas y 2) marcado-
res basados en el andlisis directo del ADN
para identificar las diferencias entre casos y
controles en cuanto a las secuencias de cier-
tos genes (53).

La evaluacién mediante casos y con-
troles de los rasgos genéticos en la etiologia
de las enfermedades se gufa generalmente
por el enfoque de un “gen candidato”. Este
enfoque consiste en examinar las variacio-
nes en los alelos (medidos al nivel de la pro-
teina o del ADN) en loci ya conocidos o de
los cuales existe la sospecha de que ejercen
algtin papel en la patogénesis de la enfer-
medad. Por ejemplo, en un estudio de casos
y controles sobre labio leporino, Ardinger
et al. (54) examinaron las diferencias de los
alelos en fragmentos de restriccion de lon-
gitud variable (polimorfismo) en los sitios
de varios genes candidatos seleccionados
debido a la funcién que se les atribuye en la
formacién del paladar en ratones. Al com-
parar 80 casos no sindrémicos de labio le-
porino con 102 controles, los autores encon-
traron una asociacién entre la hendidura y
la variacién genética del gen del factor de
crecimiento transformador alfa. Aunque la
asociacién es de poca magnitud (razén de
posibilidades entre 2 y 3), ya se ha notifica-
do en varias poblaciones (55-58), lo que su-
giere que dicho gen desempefia un papel
importante en la etiologfa de las hendidu-
ras orales en los humanos.

Otro ejemplo es la asociacién entre la
DMID y los genes en la regién del sistema
ALH. Mientras que numerosos estudios han
demostrado una asociacién entre el riesgo
de DMID y algunos alelos del sistema de
ALH (DR3 y DR4), en los estudios mds re-
cientes se ha encontrado una asociacién aun
maés fuerte entre la DMID y la variacién



genética en la cadena DQ-beta, especifi-
camente la ausencia del 4cido aspértico en
la posicién 57 de esa cadena. El hallazgo
parece constituir un nuevo conocimiento
bioldgico sobre la patogénesis de la DMID
(b9-61).

Como tercer ejemplo cabe mencionar
un estudio de casos y controles sobre la dia-
betes mellitus no insulinodependiente rela-
cionado con polimorfismos de ADN en el
gen de la sintetasa del glucégeno (62). Este
gen se examind porque la resistencia del hi-
gado y del mdsculo a la insulina conforman
un patrén caracteristico de la enfermedad y
porque los trastornos de la sintesis de
glucégeno se observan en los estadios
tempranos de la enfermedad (62). Un
polimorfismo genético especifico en este gen
se observé en el 30% de 107 casos, pero solo
en 8% de 164 controles, lo cual sugiere que
este gen podria tener algtin papel en la
patogénesis de la diabetes mellitus no
insulinodependiente.

Un cuarto ejemplo proviene de un es-
tudio de casos y controles del cancer de pul-
mén relacionado con la variacién fenotipica
del metabolismo de la debrisoquina. Se se-
lecciond este polimorfismo genético porque
controla un sistema enziméatico que proba-
blemente interviene en el metabolismo
oxidativo de los carcindégenos (63, 64). En
este estudio de 245 casos de céncer de pul-
mén y 234 controles con otras enfermeda-
des, los autores encontraron una fuerte aso-
ciacién entre el riesgo de cancer de pulmén
y un metabolismo intenso de esta enzima,
especialmente en casos con exposicién ocu-
pacional al asbesto y a los hidrocarburos
aromdticos policiclicos (64).

Al disefiar, analizar, e interpretar es-
tudios de casos y controles sobre asociacio-
nes entre rasgos genéticos y enfermedades,
es importante considerar varios aspectos
metodolégicos.

Interaccién gen-ambiente. Un tema cen-
tral de la epidemiologia genética es que las
causas de la mayor parte de las enfermeda-
des estan relacionadas con interacciones
complejas entre la susceptibilidad genética

y los factores ambientales. El término “eco-
genética”, una extensién del campo de la
farmacogenética, fue acufiado para reflejar
este concepto mds amplio (65, 66). En este
contexto, los estudios de casos y controles
ofrecen una herramienta valiosa para bus-
car factores de susceptibilidad genética jun-
to con exposiciones ambientales. Los patro-
nes de interaccién entre gen y ambiente ya
se han comentado (67-69) y pueden ser en-
carados en un marco epidemioldgico (68,
69). Aunque existen notables dificultades en
la definicién, la medicién y la deteccién de
la interaccién en los estudios de epidemio-
logia general, es relativamente simple de-
mostrar cémo los estudios de asociaciones
entre genes y enfermedad, que no logran
examinar el papel de las exposiciones am-
bientales junto a los rasgos genéticos de in-
terés, pueden conducir a un considerable
debilitamiento en las medidas de asociacién
(por €j., de la razén de posibilidades) si el
factor genético confiere susceptibilidad a la
enfermedad solo en presencia de otros genes
o de determinantes ambientales (69). Por
tanto, al disefiar estudios de casos y contro-
les en epidemiologia genética, los factores
de riesgo ambientales deben examinarse
junto con los marcadores genéticos de inte-
rés como predictores independientes de en-
fermedad y como factores que interacttian
con el factor genético de interés.

Un ejemplo de interaccién gen-am-
biente es el que ilustra el estudio de casos y
controles sobre cancer de pulmén y su rela-
cién con los fenotipos metabélicos de la
debrisoquina ya comentados (63). En este
estudio, el riesgo de céncer de pulmén de
las personas que metabolizan intensamente
la debrisoquina, definidas mediante la ra-
z6n metabdlica entre la debrisoquina y sus
metabolitos hidroxilos obtenidos de la ori-
na, fue cuatro veces mayor en ausencia de
exposiciones al asbesto y a los hidrocarbu-
ros aromdticos policiclicos. No obstante, en
presencia de exposiciones ocupacionales, el
riesgo de este cancer en esas personas
fue 18 veces més elevado, lo que sugiere po-
sibles efectos biolégicos de naturaleza
sinérgica (64).
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Otro ejemplo lo constituye un estudio
de casos y controles de cancer de vejiga en
relacidn con el fenotipo acetilador (70). Aqud
se encontré que los acetiladores lentos te-
nian un riesgo ligeramente elevado de can-
cer de vejiga (razdn de posibilidades = 1,6).
Sin embargo, en el subgrupo de casos que
habian tenido una posible exposicién a los
compuestos de arilnitrito, la asociacién re-
sulté ser mucho mds fuerte (razén de posi-
bilidades = 17), lo que sugiere la existencia
de interaccién bioldgica entre un rasgo
genético y una exposicién ocupacional en
la etiologia del cancer de vejiga.

Confusién. Enlos estudios de casos y con-
troles de factores genéticos, los factores de
confusién podrian ser otros determinantes
genéticos no medidos o factores ambienta-
les capaces de producir diferencias espurias
en las frecuencias de alelos entre casos y
controles. Los aspectos raciales, étmicos y
otras fuentes de estratificacién poblacional
son importantes fuentes de confusién en
cualquier estudio de asociacién entre rasgos
genéticos y enfermedad. Un ejemplo claro
de confusién lo aports la asociacién entre el
marcador genético Gm3;5;13;14 y la diabe-
tes mellitus no insulinodependiente en los
indios Pima (43). En ese estudio transver-
sal, la prevalencia de diabetes en los indivi-
duos con el haplotipo Gm fue maés alta que
los que tenian el marcador (29% frente 8%).
Sin embargo, este marcador genético parti-
cular resulté ser un marcador de mezcla con
personas de raza blanca. Cuando el andlisis
se estratific6 segiin el grado de mezcla con
personas de raza blanca, la asociacién ob-
servada desaparecid, lo cual sugiere la pre-
sencia de confusién debida a otros factores
no medidos. Para minimizar la confusiénen
estudios de casos y controles, los investiga-
dores necesitan seleccionar los controles
cuidadosamente del mismo entorno racial
o étnico del que proceden los casos. En un
intento de aparear segiin antecedentes
genéticos, se han empleado familiares como
controles (71). Existe inquietud, sin embar-
go, acerca del posible sobreapareamiento
seglin factores de riesgo genéticos y ambien-

tales (71). Goldstein et al. (72) han demos-
trado que, aunque exista correlacién en la
exposicién entre los familiares, esto no in-
troduce sesgo en la estimacién de los efec-
tos de exposicién en estudios familiares,
suponiendo que los riesgos de enfermedad
especificos de la exposicién se mantengan
constantes con el tiempo. Como ocurre en
otras dreas de la epidemiologia, el disefio de
estudios de casos y controles para proble-
mas genéticos no necesariamente exige apa-
reamiento. Sin embargo, el andlisis siempre
deberia ser estratificado en relacién con va-
riables de confusion potenciales.

Disdlasificacion del genotipo. Alestudiar
las asociaciones entre rasgos genéticos y en-
fermedad, se utilizan a menudo métodos in-
directos para asignar genotipos a indivi-
duos. Por ejemplo, en el estudio de casos y
controles sobre cincer de vejiga, la carga de
dapsona se utilizd para clasificar a los indi-
viduos en grupos de acetiladores lentos y
acetiladores rapidos (70), y en el estudio de
casos y controles sobre cdncer de pulmén se
empled una prueba de carga de debriso-
quina con medicién subsecuente de meta-
bolitos en la orina, para clasificar a los indi-
viduos en grupos de metabolizadores
intensos y metabolizadores pobres (63, 64).
Estas mediciones indirectas del genotipo
subyacente pueden conducir a errores de
clasificacién no diferencial del genotipo y,
por tanto, se diluirfa la magnitud de los
riesgos relativos estimados (73). No obstan-
te, estos estudios deben contemplarse con
cautela por la posibilidad de incurrir en un
error diferencial en la clasificacién del
genotipo que puede surgir cuando la enfer-
medad por si misma interfiere conla clasifi-
cacién del genotipo (por €j., la prueba de
carga).

Cuando los genotipos se miden a ni-
vel del ADN, puede aparecer otra fuente de
disclasificacién: la debida al desequilibrio en
el enlace (53). En condiciones ideales, si se
ha completado la secuencia del gen de inte-
rés, la presencia y localizacién de una o
més mutaciones en el gen podrian estar
correlacionadas con un producto génico al-



terado y, a partir de ahi, con la condicién de
caso o control en estudios epidemiolégicos.
Sin embargo, en muchos estudios de asocia-
ciones entre marcadores del ADN y enfer-
medades, los investigadores solo disponen
de marcadores de la regién general del gen
candidato o de una porcién no expresada
del gen. A menos que se tenga como objeti-
vo el sitio real de la mutacién deletérea
involucrada en la enfermedad, cualquier
variacién del ADN entre casos y controles
en la regién de un gen candidato podria re-
flejar variaciones del ADN en el desequili-
brio del enlace con las mutaciones reales
asociadas con la enfermedad (53). El des-
equilibrio de enlace puede producirse cuan-
do la mutacién es relativamente reciente o
cuando hay ventaja selectiva para haplo-
tipos especificos, de manera que se mantie-
nen preferentemente en la poblacién. En
completo equilibrio, no habria asociacién
entre ningtn alelo marcador y la suscepti-
bilidad a la enfermedad (es decir, la razén
de posibilidades deberia ser 1 en un estudio
de casos y controles). Con desequilibrio de
enlace, un alelo marcador podria aparecer
més frecuentemente con el alelo de suscep-
tibilidad ala enfermedad. Sin embargo, pue-
de que la asociacién entre el alelo marcador
y el alelo de susceptibilidad a la enferme-
dad no sea perfecta y, por consiguiente, si el
primero se emplea como sustituto del segun-
do para estudiar el riesgo de enfermedad,
facilmente podria producirse algtin error de
clasificacién no diferencial. Esto atenuaria
la magnitud de la razén de posibilidades
entre el alelo marcador y la enfermedad ha-
cia la hipétesis nula y subestimarfa el efecto
del locus genético en la etiologia de la en-
fermedad.

Un enfoque analitico para abordar el
aspecto de desequilibrio de enlace en los
estudios de casos y controles consiste en
construir haplotipos especificos compuestos
por alelos en loci estrechamente enlazados
dentro del 4rea del gen candidato. Por ejem-
plo, en el estudio de casos y controles de
Ardinger et al. (54) sobre labio leporino ya
mencionado, los autores utilizaron tres
enzimas de restriccién para un gen candi-

dato tdnico (el locus del factor alfa de trans-
formacién del crecimiento (FATC)) para
construir un haplotipo de marcadores de
ADN estrechamente unidos. Estos investi-
gadores encontraron que los individuos con
un haplotipo particular en el locus FATC
{(denotado C2A2B2) tenfan un riesgo mayor
de padecer de labio leporino no sindrémico.
Esto fortalece la hipétesis segtin la cual el
locus FATC desempefia un papel en la etio-
logia de esta malformacién.

ErroresdetipolytipoIl. Enlosestudios
de casos y controles que barajan muchos
rasgos genéticos y otros factores de riesgo
pueden detectarse asociaciones estadistica-
mente significativas que se deben al azar.
Por ejemplo, en estudios de asociacién en-
tre el sistema de ALH y alguna enferme-
dad, suelen evaluarse numerosos alelos de
ALH en varios loci y pueden esperarse al-
gunas asociaciones significativas aunque la
hipétesis nula sea verdadera (74). Estos
errores de tipo I serdn cada vez més im-
portantes en estudios de casos y controles
en los que se analizan miiltiples marcado-
res del ADN y muchos loci candidatos. A
medida que los investigadores secuencien
mds genes y que los polimorfismos del
ADN se delineen por medio del genoma,
el mayor reto de la epidemiologia genética
serd discriminar las asociaciones con sen-
tido biolégico de la multitud de asociacio-
nes espurias que pueden aparecer (75).
Como en otras dreas de la epidemiologia,
el establecimiento de una relacién causa-
efecto depende de muchos aspectos, inclu-
so de la coherencia de las asociaciones en
distintos estudios y la existencia de un
modelo biolégico plausible que fundamen-
te tales asociaciones (76). Finalmente, para
abordar los aspectos relacionados con la
potencia estadistica (errores de tipo II), los
investigadores deben garantizar la obten-
cién de muesiras de tamarfio adecuado al
disefiar los estudios de casos y controles
con objeto de buscar factores genéticos
causales y, especialmente, obtener pruebas
de interacciones entre los genes y el
ambiente.
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Y CONTROLES EN ESTUDIOS
DEFAMILIAS

El estudio de la agregacion familiar es
un tema central de la epidemiologia genética
en el que se han producido importantes
avances metodoldgicos y estadisticos en el
dltimo decenio. La importancia de los estu-
dios de familias para elucidar la etiologia
de las enfermedades se debate cada vez mas
(77-80) en la literatura epidemiolégica. Por
tradicién, los estudios de familias procuran
dar respuesta a tres preguntas importantes
(8): 1) jexiste alguna agregacion familiar de
la enfermedad? 2) ;se relaciona la agrega-
cién familiar con factores genéticos o am-
bientales, o con ambos? y 3) ;cuéles son los
mecanismos genéticos que participan
especificamente en la agregacién familiar?
Las respuestas a estos interrogantes combi-
nan métodos epidemioldgicos y genéticos,
junto con investigaciones de laboratorio
apropiadas. El disefio epidemiolégico tra-
dicional de estudios de casos y controles
también es aplicable en el contexto familiar,
si bien requiere modificaciones conceptua-
les y metodolégicas. En esta seccién se revi-
san las aplicaciones del método de casos y
controles en estudios de familias que se
desarrollan para evaluar: 1) la presencia
de agregacién familiar, 2) las causas de la
agregacion familiar, y 3) los mecanismos
genéticos especificos mediante analisis de
enlaces en estudios epidemiol6gicos.

Medicién de la agregacion familiar

Muchos estudios de casos y controles
de asociaciones entre factores de riesgo y
enfermedad incluyen un componente de
historia familiar en el cual se busca infor-
macién sobre la presencia o ausencia de la
enfermedad en los familiares (tipicamente
solo familiares de primer grado). Durante
los ultimos 20 afios ha aumentado constan-
temente la proporcién de trabajos epidemio-
légicos con algtin componente familiar que
se publica en revistas epidemiolégicas

notieAnn 107Y T m ey ot A ~o Acks

C5idiilar \oL ) Una revision de los estudios
de casos y controles sobre cincer publica-
dos revel6 que alrededor de 25% de esos
estudios incluyeron un componente fami-
liar (82). Mientras que muchos estudios de
casos y controles incluyen una evaluacién
de la historia de la familia, en el anlisis -
pico esa informacién se resume en uno o dos
apartados de datos, a menudo con la histo-
ria familiar dicotomizada en una variable s/
no y tratada como cualquier otro factor (83,
84). Es importante subrayar que la historia
familiar no es un atributo de casos y contro-

les por si mismos sino que depende de nu-
merosos factores, incluidos el tamanio fami-
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liar, la fertilidad diferencial, la prevalencia
de la enfermedad en la poblacién, la distri-

sriliavans Ta o
bucién de la edad de los familiares, la hete-

rogeneidad etiolégica de la enfermedad y
los tipos de relaciones biolégicas con los ca-
sos indices y con los controles. Incluso en
ausencia de agregacion familiar de la enfer-
medad, la proporcién de casos con una “his-
toria familiar positiva” deberia aumentar
con el niimero de familiares. Esto puede ser
un problema si hay una diferencia entre los
tamafios de las familias de casos y contro-
les. Por otro lado, incluso para las enferme-
dades genéticas puras (tales como los tras-
tornos totalmente penetrantes de gen tinico
con un riesgo de recurrencia entre herma-
nos del 25%), la proporcién de casos con una
historia positiva en los hermanos es proba-
blemente baja, sobre todo con la tendencia
creciente hacia tamafios familiares pequefios
en muchas poblaciones (de 1 a 2 hijos por
familia).

En lugar de tratar a la historia fami-
liar como una “exposicién” en los estudios
de casos y controles, se ha adoptado un en-
foque analitico que consiste en transformar
el disefio de casos y controles en un disefio
de cohorte. En este caso, en cohortes de di-
ferentes tipos de familiares de casos y con-
troles se evaliia la presencia o ausencia de
la enfermedad en relacién a su propia infor-
maci6n sobre el factor de riesgo, distribu-
cién por edad y relacién a un caso o un con-
trol (que se convierte en la variable de
“exposicién”). Por ejemplo, un estudio de




casos y controles sobre cdncer de préstata
mostré que los hermanos y padres de los
casos tenian tasas de cdncer prostatico
significativamente mayores que los herma-
nos y padres de las esposas controles (85).
Especificamente, en los padres de los casos
la prevalencia de la enfermedad era 14,1%,
mientras que en los padres de los controles
era 7,5%; en los hermanos de los casos era
3,1%y enlos hermanos de los controles, 1%.
Estos estudios familiares de cohorte pueden
basarse exclusivamente en la informacién
sobre la historia familiar de los parientes de
los casos y los controles obtenida de ellos
mismos o de sus sustitutos. En este contex-
to es importante considerar la exactitud de
la historia familiar comunicada (86, 87) y el
posible papel del recuerdo diferencial entre
casos y controles, que puede producir me-
didas espurias de agregacién familiar.
Por ejemplo, en un estudio de casos y con-
troles sobre malformaciones congénitas,
Rasmussen et al. (67) encontraron que la sen-
sibilidad y el posible valor predictivo posi-
tivo del recuerdo de la madre sobre defec-
tos al nacer de sus hijos eran 61 y 47%,
respectivamente, y variaban de acuerdo con
el tipo y la gravedad de los defectos.

Ademas, los estudios de historia fami-
liar podrfan incluir un componente de estu-
dio de familia separado y potencialmente
costoso, en el cual los familiares de casos y
controles se evaliian directamente en busca
de informacién sobre factores de riesgo y
resultados, ya sea en estudios transversales
o en seguimientos longitudinales de morbili-
dad y mortalidad. Un ejemplo de este tipo
de investigacion es el estudio de casos y con-
troles sobre enfermedad pulmonar obstruc-
tiva crénica realizado por Cohen et al.
(7, 88), en el cual se empled un disefio de
casos y controles como punto de partida
para incluir familiares de casos y controles
en evaluaciones sobre datos de exposicién,
pruebas funcionales respiratorias y medidas
de ciertos marcadores genéticos. Los fami-
liares de los casos y los controles también se
siguieron con el fin de evaluar el empeora-
miento de la funcién pulmonar y la morta-
lidad (89).

Cabe mencionar que un simple calcu-
lo de la frecuencia de una historia de enfer-
medad en los familiares de los casos y los
controles puede ser inapropiada para enfer-
medades de inicio tardio, donde hay un
truncamiento sustancial de los datos (es de-
cir, donde muchos individuos atin no sobre-
pasan la edad de riesgo). Lo ideal serfa usar
estimaciones de riesgo de por vida a partir
de tablas de vida (90) u otros modelos de
supervivencia (91). El examen de la distri-
bucién de la edad de inicio de la enferme-
dad en familiares de los casos también ofre-
ce la oportunidad de probar los efectos de
factores de riesgo en el momento de inicio.
En los familiares de los casos con céncer de
préstata antes mencionados se obtuvieron
pruebas de que la edad del caso en el mo-
mento de inicio de la enfermedad influia
sustancialmente sobre el riesgo especifico de
enfermar segtin la edad (92).

Evaluacién de causas de agregacién
familiar

La evaluacién de causas de agregacién
familiar en los estudios de casos y controles
puede llevarse a cabo en el disefio, el andli-
sis 0 en ambas etapas de la investigacién.

Disefio del estudio. Los estudios de casos
y controles pueden disefiarse con grupos
especificos de familiares con el fin de
maximizar las inferencias etioldgicas relati-
vas a factores genéticos y ambientales. El
ejemplo clédsico de este tipo de estudios es
el de los gemelos. En un estudio de casos y
controles tipico se puede restringir el estu-
dio solamente a gemelos y comparar la tasa
de enfermedad en los gemelos de los casos
con la de los gemelos de los controles. Lo
esencial es que se podria estratificar a los
gemelos de acuerdo con el cigotismo y com-
parar las tasas de concordancia entre geme-
los monocigotos y gemelos dicigotos. Una
concordancia mayor de las tasas de enfer-
medad en los gemelos monocigotos que en
los dicigotos sugiere la presencia de facto-
res genéticos en la etiologfa de la enferme-
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dad. La utilidad y las limitaciones de los
estudios sobre gemelos para inferir causas
genéticas y ambientales de enfermedad se
comentan en varios trabajos (93, 94).

Otro tipo de disefio es el que se emplea
en los estudios de separacién o de adopcién.
En estos tipos de estudios de casos y contro-
les los sujetos se seleccionan entre individuos
que fueron adoptados al nacer o a temprana
edad. Los investigadores comparan las tasas
de enfermedad en los padres naturales de los
casos y los padres naturales de los controles,
asf como entre padres adoptivos de los casos
y de los controles. Una tasa mayor de enfer-
medad en los padres naturales de los casos
que en los padres naturales de los controles
sugiere la importancia etiolégica de los fac-
tores genéticos, mientras que una tasa ma-
yor en padres adoptivos de casos que en pa-
dres adoptivos de controles subraya el papel
de determinantes ambientales. Los estudios
de adopcién se han empleado en varias in-
vestigaciones sobre trastornos psiquidtricos
(95), obesidad (96) y mortalidad prematura
(97). Su éxito depende marcadamente de la
capacidad de los investigadores para cons-
truir relaciones biolégicas de los registros
disponibles: una tarea dificil, especialmente
en Norteamérica.

En raras circunstancias los estudios de
adopcién y los de gemelos pueden combi-
narse en un disefio hibrido: el estudio de
gemelos criados por separado. Este tipo de
estudio brinda un método potente para ilus-
trar la importancia de los factores genéticos
en la etiologia de las enfermedades. Por
ejemplo, Stunkard et al. (98) evaluaron las
correlaciones del indice de masa corporal en
93 pares de gemelos monocigotos que fue-
ron criados por separado, 154 pares de ge-
melos monocigotos criados juntos, 218
pares de gemelos dicigotos criados por se-
parado, y 208 pares de gemelos dicigotos
criados juntos. Los autores encontraron in-
fluencias genéticas importantes sobre el in-
dice de masa corporal y escasa influencia de
los factores ambientales de la nifiez.

Métodosanaliticos. Lamayor parte de las
veces los estudios de casos y controles so-

bre enfermedades no estdn restringidos por
el disefio, y los investigadores intentan eva-
luar las causas de la agregacion familiar ajus-
tando factores de riesgo en los probandos o
casos indice y sus familiares con el fin de
determinar si existe agregacién familiar re-
sidual (es decir, un exceso de riesgo de en-
fermar en los familiares de casos en relacién
con los familiares de los controles).
Aunque, como se sefialé anteriormen-
te, con frecuencia el apareamiento no es ne-
cesario en estudios de casos y controles, si
los casos y los controles estan individual-
mente apareados se puede construir una
tabla de 2 X 2 para cada par y comparar la
tasa de enfermedad en familiares del caso
con la correspondiente tasa en familiares del
control. Como el investigador no controla
el niimero de familiares que tiene cada caso
o control, muchos pares serdan poco infor-
mativos, ya que tendrdn muy pocos fami-
liares o faltara la mezcla de los dos tipos de
familiares, afectados y no afectados, en al-
gunas tablas. Para que este tipo de tabla de
2 X 2 contribuya a proporcionar el estima-
dor dela razén de posibilidades global, debe
disponerse de familiares afectados y no afec-
tados para cada uno de los pares. Sin em-
bargo, si se tienen tablas informativas de
cadaunodelosi=1,...,Ipares, los mode-
los de regresién de la razén de posibilida-
des pueden escribirse del modo siguiente:

In(RP) = a + bZ,

donde el Z, representa un vector de
covariables en el estrato i-ésimo (por ej.,
variables de apareamiento) y el intercepto,
el valor basal o comiin de la razén de posi-
bilidades. El logaritmo de la razén de posi-
bilidades (exp(a)) corresponde al estimador
habitual de Mantel-Haenszel cuando las
covariables (por ej., variables de aparea-
miento) no tienen efecto, es decir, cuando
b=0. Liang et al. (99) han demostrado c6mo
puede obtenerse un estimador insesgado de
la razén de posibilidades para datos aisla-
dos sin suponer la independencia completa
entre los familiares que contribuyen a cada
fila de las tablas. La importancia de obtener



estimadores insesgados de b surge cuando
la razén de posibilidades (una medida de
agregacion familiar en esta situacién) pue-
de variar con caracteristicas observables del
caso o del control (por €j., raza o sexo).
Una parametrizacién ligeramente dis-
tinta del mismo modelo estadistico basico
permite realizar un andlisis mas detallado,
que toma en cuenta las covariables obser-
vadas en los propios familiares. Aqui el
logaritmo de la razén de posibilidades de
que un familiar esté afectado se expresa
como una funcién lineal de sus propias
covariables, mientras que el estado del in-
dice (caso frente a control) se trata como una
variable predictora adicional, es decir,

P(Y,=1)
i —g+bX, + 5,
1-P(Y,=1) AR

donde Y, es el resultado del j-ésimo fami-
liar del i-ésimo estrato (el i-ésimo par de
casos y controles), X, es el vector de covaria-
bles de esta persona, y 3, representa un in-
dicador que esigual a 1 si la persona ij-ésima
es familiar de un caso y 0 si no lo es. Este
coeficiente vy refleja el aumento del riesgo
asociado sin haber sido diagnosticado por
medio de un caso, y exp(y) es la razén de
posibilidades que compara el riesgo en los
familiares de los casos con el de los familia-
res de los controles. Mientras que esto
tiene la apariencia de un analisis de regre-
sién logistica habitual, si la variable in-
dicadora simplemente se afiade al modelo
estindar, debe entonces suponerse inde-
pendencia completa entre los miembros de
la familia. Liang (100) empleé un enfoque
de cuasi-verosimilitud que utiliza todos los
posibles pares de familiares de los casos y
de los controles dentro de cada estrato para
obtener estimadores de b y vy, que son
estadisticamente coherentes y no dependen
de la suposicién de independencia comple-
ta entre los familiares de casos y controles.

Este método para convertir una prue-
ba de la razén de posibilidades de una tabla
de 2 X 2 en un modelo de regresién logisti-
ca permite considerar simultdneamente fac-
tores de riesgo en los miembros de la fami-

lia y el estado del indice (caso o control)
cuando se estd probando Ia existencia de
agregacién familiar y evaluando si existen
pruebas de esta influencia aun después de
considerar dichos factores y de hacer ajus-
tes atendiendo a ellos. También se predice
el riesgo de una forma algo mds directa.
Maestri et al. (101) utilizaron este método
para mostrar que mieniras algunas formas
de malformacién cardiovascular congénita
sf muestran agregacion familiar significati-
va —es decir, los familiares de los casos tie-
nen mayor riesgo que los de los controles—,
otros tipos de malformaciones del corazén
no la tienen. Por lo tanto, un andlisis apro-
piado de las familias valoradas mediante un
estudio de casos y controles puede confir-
mar la existencia de agregacién familiar, asi
como ayudar a identificar subgrupos he-
terogéneos de enfermedades.

En los estudios de casos y controles no
apareados también se pueden incorporar
efectos de covariables al buscar agregacién
familiar. Los modelos estadisticos basados
en modelos de regresién logistica pueden
incorporar datos de factores de riesgo ob-
servados (covariables), asf como pardmetros
que midan el grado de riesgo de agregacién
familiar. Un modelo logistico de este tipo
utiliza el recuento de todos los familiares
afectados como variable independiente para
predecir el riesgo del miembro j-ésimo de
la i-ésima familia (de tamafio n), es decir,

PY 1X ,

Y,)
A ) e Y,
2P, 1x,, ) PR

donde X, es un vector de covariables obser-
vadas en el ij-ésimo individuo y Y, repre-
senta todos los familiares que no sean este
individuo j-ésimo. Segiin este modelo,
exp(y) se interpreta como la razén de posi-
bilidades apareada, que refleja el riesgo aso-
ciado a tener un familiar afectado, indepen-
dientemente de los efectos de las covariables
del propio individuo. Connolly y Liang (102)
desarrollaron un enfoque de cuasi-verosimi-
litud para estimar los pardmetros de este
modelo (o, B v ¥), que brinda estimadores
casi tan eficientes como los estimadores de

Khoury y Beaty « METODO DE CASOS Y CONTROLES EN EPIDEMIOLOGIA GENETICA

433



Bol Oficina Sanit Panam 121(5), 1996

S
W
=

méxima verosimilitud convencionales, pero
mucho més simples de calcular. Indepen-
dientemente, Hopper et al. (103) desarrolla-
ron una clase restringida de modelos
logarftmico-lineales que requieren menos
suposiciones sobre las distribuciones y son
apropiados para datos de estudios de fami-
lias. Hopper y Derrick (104) demostraron
cémo los datos de familias pueden proveer
estimaciones de “correlaciones” inter e
intraclase, que son funciones de las razones
de posibilidades si se presume que no hay
interaccién de segundo orden o mayor en
un modelo logaritmico-lineal.

Liang et al. (105) ampliaron este enfo-
que a la posibilidad de clases de familiares
multiples, por ejemplo, padres e hijos, me-
diante la inclusién de razones de posibili-
dades intraclase por pares (es decir, exp(y, )
y exp(v,,)) y razones de posibilidades
interclase (exp(¥,,.,,,))- Ello permite probar
la existencia de agregacién familiar en cada
generacién separadamente, algo que puede
ser critico para enfermedades de aparicién
tardia que producen una mortalidad impor-
tante (106). Por ejemplo, los hermanos de
casos pueden mostrar una agregacién fami-
liar fuerte, pero los hijos de casos no pre-
sentarla por ser demasiado jévenes para te-
ner un riesgo alto de enfermar (esto es, la
razén de posibilidades exp(y, ), puede ser
mayor que 1, mientras que la razén de posi-
bilidades dentro dela clase “hijos”, exp(y,,),
puede que seaigual a 1). Alainversa, el ries-
go de enfermar de familiares de mayor edad
puede ser menor si la mortalidad es eleva-
da enlas personas afectadas, de manera que
los padres observados que fueron evalua-
dos por medio de un caso son supervivien-
tes seleccionados no enfermos (106). En
ambas situaciones, es importante evaluar las
diferencias entre clases de familiares valo-
rados por medio de casos con la enferme-
dad. Si bien este enfoque cuasiverosimil
ofrece varias ventajas, exige estimar un ma-
yor ntimero de parametros a medida que
aumentan las clases. En el modelo, para
k clases habra k pardmetros vy intraclase y
(k — 1)/2 pardmetros v interclase, Este he-
cho, obviamente, impone un limite en el

nimero de clases que pueden ajustarse para
familias de estructura arbitraria.

Incorporacién del anilisis de enlace
en los estudios de casos y controles

Con la creciente disponibilidad de
marcadores anénimos del ADN en
cromosomas diferentes, los métodos de pa-
tes hermanos (her-par, sib-pair, en inglés) se
han venido usando cada vez mas como en-
foque alternativo al anélisis de enlace for-
mal en la biisqueda de genes de susceptibi-
lidad de enfermedades frecuentes tales
como la diabetes, el cancer, y las malfor-
maciones congénitas (107-109). El método
her-par se ha desarrollado para rasgos cua-
litativos y cuantitativos (110, 111) y puede
extenderse maés alld de los hermanos a pa-
res arbitrarios de familiares (112).

El aspecto basico en el método de her-
par afectados (para rasgos cualitativos) es
comparar la distribucién del ndmero de
alelos que son idénticos por descendencia
(IPD) en un locus marcador entre pares de
hermanos afectados con la distribucién tes-
rica esperada en ausencia de enlace entre el
locus de enfermedad y el locus marcador.
Por ejemplo, para her-pares afectados, una
segregacion independiente para un locus de
enfermedad y un locus marcador predice
una probabilidad de 25% de no compartir
alelos IPD, una probabilidad de 50% de com-
partir un alelo IPD y una probabilidad de
25% de compartir dos. Si los her-pares afec-
tados comparten significativamente mds
alelos en el locus marcador, suele inferirse
que existen pruebas de enlace genético en-
tre el locus de enfermedad y el locus marca-
dor. Este enfoque frecuentemente requiere
efectuar pruebas a los padres para encon-
trar la distribucién de alelos. Puede usarse
como una “excursién de pesca” (fishing
expedition) destinada a buscar genes candi-
datos para enfermedades frecuentes de etio-
logia compleja. Aunque los pares de fami-
liares pueden incluir personas afectadas y
no afectadas, las muestras que solo inclu-
yen pares afectados de familiares pueden



aportar, con ciertas suposiciones, una pode-
rosa estrategia para estudiar enfermedades
relativamente raras en las que interviene un
solo mecanismo etiolégico (113).

Una alternativa al método cldsico her-
par es un estudio epidemiolégico basado en
familias en el cual los probandos (casos afec-
tados) podrian primero provenir de casos
incidentes en la poblacién (por ej., de regis-
tros bien definidos) (114). Pueden aplicarse
los disefios tradicionales de estudio (cohorte
y casos y controles), y el método epidemio-
légico para buscar asociaciones entre una
enfermedad y uno o més factores de riesgo
puede adaptarse con objeto de probar aso-
ciaciones entre una enfermedad y uno o més
loci de genes (mimero de alelos IPD com-
partido con el probando). En esencia, un
problema de enlace puede transformarse en
un problema de asociacién, en el cual las
asociaciones encontradas podrian utilizar-
se a fin de inferir la existencia de enlace en-
tre loci de enfermedades y loci marcadores.

En un método de cohorte, se sigue la
evolucién de los familiares no afectados de
los probandos (por ejemplo, hermanos) con
el propésito de valorar el desarrollo de la
enfermedad. Para cada hermano de un pro-
bando, la “exposicién” se define como el
niimero de alelos IPD compartidos con el
probando en un locus marcador. Los ries-
gos de enfermar pueden entonces estimar-
se para los tres grupos (comparten 0, com-
parten 1 y comparten 2 alelos IPD). Como
muchas enfermedades tienen riesgos que
dependen de la edad, deberén calcularse los
estimadores acumulados del riesgo de en-
fermar (por €j., con métodos de tablas de
vida), y estos proveerdn una estimacién de
la penetracién de la enfermedad. Segtin la
hipétesis nula de que no hay enlace entre el
locus de susceptibilidad a la enfermedad
y el locus marcador, se espera que los ries-
gos de enfermar sean idénticos en los tres
grupos.

En un estudio de casos y controles
anidado (115, 116), se sigue en el tiempo una
cohorte fija de participantes en un estudio.
Las personas que desarrollan la enfermedad
(casos) y una muestra de las personas de la

cohorte total (estudio de casos-cohorte) o
una muestra de personas que no desarro-
llan la enfermedad (método de casos y con-
troles) se comparan con respecto a exposi-
ciones o acontecimientos pretéritos. Este
enfoque podria ser efectivo en funcién del
costo, especialmente cuando se usan mar-
cadores biol6gicos (genéticos, nutricionales,
infecciosos, etc.) obtenidos de toda la pobla-
cién en el momento de su alistamiento, de-
bido a que las pruebas de laboratorio se rea-
lizan en una muestra de las personas y no
con la poblacién completa del estudio. En
los estudios basados en familias, los casos
son hermanos del probando que con el tiem-
po se enfermarén y los controles se escogen
aleatoriamente entre los hermanos de los
probandos. Aqui, en lugar de evaluar a to-
dos los familiares por el niimero de alelos
IPD compartidos con el probando, solo se
necesita un subconjunto (aunque puede dis-
ponerse de muestras de todos los herma-
nos). No obstante, para obtener resultados
vélidos hay que ser cauteloso en el proceso
de muestreo de casos y controles. Para en-
fermedades crénicas que se manifiestan en
la edad adulta, ello puede requerir aparea-
miento individual o por grupos de casos y
controles segtin la edad (o grupos de edad)
en que se diagnostican los casos (117, 118).
Como alternativa, al analizar los datos
deberia considerarse la edad (y otras
covariables) para evitar el sesgo relaciona-
do con la supervivencia selectiva (116—-118).

Como en un estudio de cohorte, la “ex-
posicién” de casos y controles se define
como el nimero de alelos IPD que cada uno
comparte con el probando en el locus mar-
cador. Las razones de posibilidades se ob-
tienen comparando la distribucién de fre-
cuencias de los alelos IPD entre casos y
controles. En un enfoque de caso-cohorte,
las razones de posibilidades que se obtie-
nen comparando el grupo que comparte 2y
el grupo que comparte 1 con el grupo que
comparte 0 son idénticas a las razones de
riesgos obtenidas con el método de cohorte
(cuadro 1). En el método de casos y contro-
les, las razones de posibilidades deben
aproximarse estrechamente a los valores de
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CUADRO 1. Estudios de casos y coniroles
basados en la familia para marcadores de ADN
enlazados

Haplotipos [PD

compartidos Disefio no apareado
con el prabando
(No.) Casos Cantroles RP
0 a b 1
1 ¢ d ch/ad
2 e f eb/af
{Controles) Disefio apareado (1:1)
€asos
0 1 2
0 a b ¢ 1
1 d e f b/d
2 g h i ¢/g

IPD = idéntico por descendencia.
RP = razon de posibilidades.

la razén de riesgos siempre que la enferme-
dad sea relativamente rara. En una variante
de este enfoque, los controles pueden
elegirse del mismo grupo de hermanos que
los casos. Las “exposiciones” de casos y con-
troles pueden corresponder al mismo pro-
bando. Este método requiere familias con al
menos un pariente afectado y uno no afec-
tado entre los hermanos, ademds del pro-
bando. Las razones de posibilidades para
disefios apareados 1:1 también se muestran
en el cuadro 1. Sibien los disefios apareados
de hermanos maximizan la comparabilidad
entre casos y controles con respecto a otras
variables de la familia, el ntimero de fami-
lias que pueden emplearse en el andlisis
se reduce.

En este enfoque de casos y controles
también pueden evaluarse, tanto en relacién
con el riesgo como en busca de pruebas de
interaccién estadistica con el marcador
genético (la variable 0, 1, 2 IPD), covariables
enire las que se incluyen otros marcadores
genéticos y exposiciones ambientales. Para
evaluar varios factores simultdneamente

pueden emplearse los andlisis estratificado
y multivariante. Los efectos de epistasis en-
tre diferentes loci pueden evaluarse indirec-
tamente buscando la existencia de interac-
cién en diferentes loci marcadores en
relacion el riesgo de enfermar. En los dise-
fios de casos y controles apareados pueden
usarse modelos de regresién logistica con-
dicional. La variable edad al inicio puede
incluirse en esos modelos logisticos (119).

CONSIDERACIONES FINALES

En esta revision se ha ofrecido un pa-
norama de las aplicaciones del método de
casos y controles en epidemiologia genética,
tanto en entornos poblacionales como fami-
liares. Este método constituye un recurso
tnico para estudiar la funcién de los facto-
res genéticos, puesto que esos factores no
varian con el tiempo. Es previsible que enla
blisqueda de las causas de las enfermeda-
des los estudios de casos y controles basa-
dos en familias se utilizardn cada vez con
mayor frecuencia. Es estos estudios, los in-
vestigadores pueden evaluar, usando un
disefio tinico, el papel que desempefian los
factores ambientales, los loci de genes espe-
cificos y las interacciones gen-ambiente en
la etiologia y la patogénesis de las enferme-
dades humanas.
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