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Introduccion

El objetivo esencial de cualquier es-
tudio experimental consiste habitual-
mente en evaluar la relacién de causali-
dad entre una intervencion sobre los
elementos de una poblacién y una serie
de posibles efectos. En el campo de las
ciencias veterinarias, el estudio puede
consistir en evaluar la respuesta inmu-
nolégica producida por una cierta va-
cuna (medicina animal), el rendimien-
to de una explotacién agropecuaria
atribuible a un protocolo de manejo de
un ganado (produccién animal), o la
accién de un conservante sobre el cre-
cimiento de la flora bacteriana en ali-
mentos (bromatologia). Los elementos
u objetos de la poblacién analizada
(animales o alimentos) generalmente se
comportan como cajas negras, lo que
significa que no es posible por lo gene-
ral observar plenamente el proceso que
desencadena la intervencién evaluada
en el objeto o unidad experimental.
Esto supone que cuando se observa
una cierta respuesta con posterioridad
a una intervencién (remisién de la en-
fermedad o aumento en la produccién
de leche), no siempre es posible atri-
buirla a tal intervencién. Asf por ejem-
plo, si un sujeto remite de una infec-

cién con posterioridad a la administra-
cién de un antibiético, no podemos en
general atribuirle a éste el efecto de la
remisién, dado que ésta podria deber-
se total o parcialmente a la respuesta
inmunolégica del sujeto. ;Cémo pue-
de entonces evaluarse el efecto de inter-
venciones, sobre todo en sujetos vivos,
de tal forma que pueda establecerse
una relacién de causalidad verosimil
entre intervencidn y efecto? De esto se
ocupa precisamente la metodologfa de
los estudios experimentales.

Un tipo especial de estudio expe-
rimental es el ensayo clinico. Su ob-
jetivo es evaluar intervenciones tera-
péuticas sobre sujetos humanos o
animales. Cuando la intervencién
consiste en la administracién de un
medicamento, el objetivo del ensayo
es propiamente establecer la farma-
codinamia de ese medicamento, esto
es; determinar si existe interaccién
entre el medicamento y los compo-
nentes especificos del organismo lla-
mados receptores. En Espaiia, la rea-
lizacién de ensayos clinicos con me-
dicamentos aplicados a sujetos hu-
manos estd regulada por el RD
223/2004. En este trabajo haremos
una breve revisién de tres aspectos
importantes de los protocolos de los

estudios experimentales, a saber: el
disefo, tamano muestral y la mode-
lacién del conjunto de datos.

Diseno de estudios experi-
mentales

La respuesta observada en un ob-
jeto tras una intervencién experi-
mental podria atribuirse a causas di-
ferentes a la propia intervencién. Por
tanto, para evaluar su efecto real de-
ben utilizarse controles, esto es: obje-
tos similares a los experimentales pe-
ro que en el transcurso del estudio
no reciben ninglin tratamiento o
bien reciben un placebo. De esta for-
ma, si las unidades experimentales
muestran copjuntamente una res-
puesta que difiere de la mostrada por
los controles, tal diferencia puede ra-
zonablemente atribuirse al efecto de
la intervencién experimental.

En general, en los estudios expe-
rimentales se comparan simultdnea-
mente varias intervenciones. Depen-
diendo de la naturaleza del estudio,
hay esencialmente dos estrategias de
comparacion. La primera consiste en
que cada objeto del estudio (unidad
experimental a partir de ahora) reci-
be una tnica intervencién o trata-
miento en el curso del estudio. La
segunda estrategia permite que una
unidad experimental pueda recibir a
lo largo del estudio y en sucesivas fa-
ses mds de un tratamiento. El disefio
de los estudios que utilizan la prime-
ra estrategia reciben el nombre de
grupos paralelos y mientras que los
que utilizan la segunda se denomi-
nan estudios cruzados.

En los disenos de grupos parale-
los, los objetos que satisfacen las
condiciones de inclusién en el estu-
dio son aleatoriamente asignados a
uno y s6lo uno de los tratamientos
evaluados. La estrategia de asignar
los tratamientos al azar recibe el
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nombre de aleatorizacién y su pro-
posito es que los grupos formados
sean comparables, esto es; que los lla-
mados factores prondsticos se distri-
buyan de la misma forma en todos
los grupos experimentales. De esta
forma, las eventuales diferencias que
se produzcan entre las respuestas ob-
servadas tras la aplicacién de los tra-
tamientos podrian atribuirse razona-
blemente a los efectos de éstos.

Ilustramos estas ideas mediante
el estudio 4S, el cual se disefié para
evaluar la efectividad de un firmaco
(simvastatina) en la reduccién de la
morbi-mortalidad en pacientes con
elevadas cifras de LDL y que habian
previamente sufrido un episodio car-
diovascular (IAM y/o angina de pe-
cho). El disefio del estudio fue de
dos grupos paralelos (firmaco expe-
rimental frente a placebo) con asig-
nacién aleatoria de tratamientos,
contdndose finalmente con 2221 pa-
cientes evaluables en el brazo experi-
mental frente a 2223 en el control.
La distribucién de los factores pro-
nésticos mds impbreantes, previa a
las intervenciones, se muestra en la
siguiente tabla.

De los 2223 pacientes interveni-
dos en el grupo placebo, el nimero
de muertes atribuibles a enfermedad
coronaria en un seguimiento de seis
anos fue de 180 (8,5%) mientras que
en el grupo experimental fue de 111
(5%). Ello supone una reduccién en
la mortalidad del 41,2% (IC-95% =
26,2% a 53,1%). Razonablemente,
tal mortalidad sélo puede atribuirse a
la intervencion realizada en el grupo
experimental, puesto que cualquier
otro factor prondstico se ha compor-
tado de la misma forma en ambos
grupos de estudio.

Supéngase ahora que los pacientes
se hubiesen asignado a los tratamientos
mediante un criterio como el que si-
gue: dado que la simvastatina podria te-
ner efectos secundarios graves no previstos,
ésta se asignard preferentemente a los pa-
cientes mds jovenes, dado que éstos resisti-
rian mejor cualquier efecto adverso que
pudiera producirse. En tal caso, una su-
perior respuesta en el grupo experi-
mental podrfa ser atribuible total o par-
cialmente a los sujetos experimentales.

Placebo Simvastatina

(n=2223) (n=2221)
Edad media (Hombres) 58.1 58.2
Edad media (Mujeres) 60.5 60.5
Sélo angina de pecho 21% 21%
Sélo infarto de miocardio (IM) 62% 63%
Angina e IM 17% 16%
HTA (Hipertension arterial) 26% 26%
Fumadores 27% 24%
Colesterol total (mmol/L) 6.75 6.74
LDL (mmol/L) 4.87 4.87

Podria afirmarse que hay un imperati- evaluacion de la respuesta pudiera estar

vo ético en el uso de criterios como és-
te, pero desde luego, invalidan clara-
mente el estudio.

En los estudios de grupos paralelos
es preferible que las distintas interven-
ciones se hagan con una cierta simulta-
neidad (concurrencia). Esto no significa
que todos los tratamientos se apliquen
simultdneamente, sino que los perio-
dos de aplicacién de tratamientos sean
similares para todos los grupos experi-
mentales. Esta condicién es indispen-
sable para mantener la comparabilidad
de los grupos experimentales. En me-
dicina humana hay situaciones en las
que se tiene un alto grado de seguridad
acerca de la superioridad de un nuevo
tratamiento experimental £ frente a un
control C, y que sus efectos adversos
son irrelevantes. Esto ocurre frecuente-
mente en la evaluacién de nuevos anti-
bidticos. Por motivos éticos, los inves-
tigadores deben ofertar a todos los pa-
cientes el tratamiento E y realizar la
comparacién con datos histéricos (res-
puestas observadas en el pasado al tra-
tamiento estindar C). Esta fala de
concurrencia en la aplicacién de am-
bos tratamientos puede producir du-
das acerca de las eventuales diferencias
que se observen. Por ejemplo, podrfa
ocurrir que £ fuera realmente superior
a C, pero esta superioridad no se pone
de manifiesto en el curso del estudio
debido a que C'se emples en el pasado
frente a un germen que era menos re-
sistente que el que ahora se trata con E.

Es recomendable y a veces necesa-
tio que la evaluacién de los tratamien-
tos se realice sin que el evaluador co-
nozca el tratamiento aplicado. Esto es
particularmente importante cuando la

afectada por la subjetividad del obser-
vador. En tal caso el estudio debe ser
enmascarado; esto es: determinar la res-
puesta desconociéndose el tratamiento
aplicado. En ensayos clinicos con pa-
cientes humanos es frecuente que el su-
jeto del estudio tampoco conozca el
tratamiento que ha recibido en orden a
evitar que la sugestién inducida en el
paciente altere la respuesta (efecto pla-
cebo). Cuando ni el paciente ni el eva-
luador conocen el tratamiento asigna-
do se dice que el estudio se realiza a do-
ble ciego.

En el andlisis de datos correspon-
dientes a,un estudio de grupos para-
lelos, hay que contemplar dos fuen-
tes principales de valoracidn, a saber:
la atribuible al tratamiento y la espe-
cifica de la unidad muestral. Esto
significa que si se comparan las res-
puestas observadas en unidades ex-
perimentales que han recibido dife-
rentes tratamientos, parte de la dife-
rencia que se observe se deberd al
tratamiento, pero otra parte a las
propias unidades muestrales. De he-
cho, unidades muestrales que reci-
ben el mismo tratamiento, dardn por
lo general lugar a respuestas distin-
tas. Cuando la variabilidad atribui-
ble a las unidades experimentales sea
muy grande en comparacién con la
correspondiente a los tratamientos,
se requerirdn por lo general grandes
tamanos muestrales para poner de
manifiesto las presuntas diferencias
entre tratamientos, lo que en mu-
chos casos dificulta la realizacién del
estudio. Este problema puede sol-
ventarse en aquellas situaciones en
las que cada unidad muestral pueda

10 = REVISTA CANARIA DE LAS CIENCIAS VETERINARIAS - Nimero 2




recibir mds de un tratamiento en fa-
ses sucesivas. Naturalmente esto no
es posible cuando el primer trata-
miento produzca un efecto irreversi-
ble. Asf por ejemplo, si a un sujeto
con infeccién bacteriana se le trata
con un antibidtico y la infeccién re-
mite, serfa absurdo aplicarle en una
segunda fase otro antibidtico para
comparar su efecto con el primero.
Hay no obstante situaciones en las
que esto es posible. Asf por ejemplo,
el tratamiento con insulina en suje-
tos diabéticos tiene como objetivo
regular las concentraciones de gluco-
sa en sangre y desde luego, su uso no
modifica prdcticamente el estatus de
la enfermedad. Si se deseara compa-
rar el efecto sobre la glucemia de una
insulina A con otra B, cabria la posi-
bilidad de tratar durante un periodo
con A y durante un siguiente perio-
do, con B. En tal caso, el sujeto del
estudio es control de si mismo y de
esta forma podria eliminarse el efec-
to de variabilidad individual. Surge
entonces la siguiente pregunta: ;cudl
es el orden en que deben aplicarse
los tratamientos? Sin duda, la forma
mds equilibrada de realizar el estudio
serfa que una parte de los pacientes
(generalmente la mitad) recibieran la
secuencia A-B y la otra parte, la se-
cuencia B-A. Naturalmente, las uni-
dades muestrales deberfan asignarse
a las secuencias también de forma
aleatorizada. Este tipo de disefio, re-
cibe el nombre de disefio cruzado, y
sus ventajas son obvias cuando sea
posible su aplicacién. Estos disefios
pueden a menudo resumirse en lo
que se llama un cuadrado latino. Asf
por ejemplo, para comparar cuatro
tratamientos A, B, Cy D, de tal for-
ma que todos los pacientes reciban
todos los tratamientos en periodos
consecutivos, habrfa que formar ini-
cialmente 4! (24°) secuencias (todas
las posibles ordenaciones de los cua-
tro elementos). Ello supondria ma-
nejar en el curso del ensayo 16 gru-
pos experimentales, lo que desde
luego es poco prictico por razones
diversas. Dado que en realidad lo
que se pretende es que en cada fase
se utilicen todos los tratamientos, los
24 grupos podrian reducirse a cuatro

de acuerdo con el siguiente esquema

(cuadrado latino de orden 4):

Grupo
1 A B C D
2 B C D A
3 G D A B
4 D A B C

Este tipo de disefio puede mejo-
rar notablemente la calidad del es-
tudio. Hay que advertir no obstan-
te que podria ocurrir que el efecto
de un tratamiento aplicado en una
fase perdurara total o parcialmente
en la siguiente (efecto carry-over).
En tal caso, es conveniente que los
modelos de andlisis de datos reco-
jan esta eventualidad.

Consideraciones sobre el
tamano muestral

Una vez decidido el disefio del
estudio experimental (grupos para-
lelos o cruzados) surge el problema
de determinar el tamafo de la mues-
tra; esto es, el nimero de unidades
muestrales que han de asignarse a
cada grupo experimental, el cual se
corresponderd con un tratamiento
(grupos paralelos) o secuencia de
tratamientos (cruzado). En este
punto es esencial definir el objetivo
principal de valoracidn del estudio,
pues frecuentemente el tamafo
muestral se determina en orden a
que el conjunto de datos tenga sufi-
ciente potencia para detectar los efec-
tos que sobre la variable principal de
valoracién puedan producir los dife-
rentes tratamientos. Mds concreta-
mente, el procedimiento estadistico
de comparacién (test de hipdtesis) tie-
ne asociado dos pardmetros que reci-
ben el nombre de significacion y po-
tencia. Para entender el concepto de
significacién, supéngase que se van a
comparar dos intervenciones que re-
almente producen el mismo efecto
sobre la variable principal de valora-
cién. Podria ocurrir que por el azar

de las muestras seleccionadas, el test
de hipétesis concluyera erréneamen-
te que las intervenciones evaluadas
producen efectos diferentes. En tal
caso se dice que se ha producido un
error alpha y la significacién es pre-
cisamente la probabilidad de que tal
error se produzca. Por el contrario,
supéngase que hay una diferencia
determinada entre ambas interven-
ciones (por ejemplo, una de ellas tie-
ne asociada una tasa de respuestas fa-
vorables del 60% y la otra del 65%).
En ese caso, la potencia es la proba-
bilidad de que tal diferencia sea de-
tectada por el test de hipétesis.

Es muy frecuente que el test de
hipétesis utilizado tenga una signi-
ficacién del 5%. Esto significa que
si no hubiera diferencia real de
efectos entre las intervenciones
comparadas, habria no obstante
una probabilidad del 5% de que se
produzca un error alpha. Tal mar-
gen de error parece asumible. Pero
esto supone que debe establecerse
con claridad wn dnico criterio prin-
cipal de valoracién antes de la rea-
lizacién del estudio. Considérese
un estudio disefiado en orden a
evaluar si dos tratamientos produ-
cen alguna diferencia, a priori no
especificada. Una vez inducidas las
respuestas a los tratamientos podri-
an compararse multiples variables
entre los grupos experimentales.
Supéngase que se examinan 100
variables entre las que realmente no
hay ninguna diferencia relevante.
Sin embargo, si la significacién de
los test de comparacién es la habi-
tual del 5%, cada vez que se realiza
una comparacién hay una probabi-
lidad del 5% de que se produzca un
error alpha. Esto supone que en las
100 comparaciones cabe esperar
que alrededor de cinco variables
mostrarian diferencias significati-
vas entre los grupos de estudio,
cuando en realidad, rtales diferen-
cias no existen. Obviamente esta
metodologia de estudio es inacep-
table, pues a través de ella podria-
mos ficilmente establecer efectos
de intervenciones realmente inexis-
tentes. A este modo de proceder se
le suele llamar salir de caceria.
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;Significa esto que no deben tener-
se en consideracién hallazgos posz-
hoc? (no especificados a priori).
Tales hallazgos, aunque no sean
concluyentes, deben ser informa-
dos. Cuando se desee valorar algu-
no especifico, debe planificarse un
nuevo estudio experimental que lo
considere como objetivo principal
de valoracién.

Modelos de analisis de da-
tos

En lineas generales, un estudio
experimental aleatorizado, con su-
ficiente tamafo muestral y even-
tualmente enmascarado de tal for-
ma que permita suponer la compa-
rabilidad de los grupos experimen-
tales no requiere generalmente el
uso de modelos extraordinariamen-
te sofisticados como ocurre en los
estudios observacionales en los que
a menudo hay presencia de factores
de confusién. La comparacién de
los efectos principales de varios tra-
tamientos sobre unf variable conti-
nua, correspondiente a un estudio
de grupos paralelos puede realizar-
se a través de un simple modelo de
andlisis de la varianza a una via. La
modelacién se realiza sobre el con-
junto de datos obtenido de la reali-
zacion del estudio. Para el caso que
nos ocupa tiene la forma:

(D1) i i = Lwspi j = L..., m}

donde y, presenta la respuesta de la ;-
ésima unidad muestral perteneciente
al 7-ésimo grupo de tratamiento, p es
el niimero de tratamientos y m el ta-
mafio muestral dentro de cada gru-
po experimental. Representamos por
i el valor esperado de yi;(en la pric-
tica representa la media de todas las
posibles respuestas de la variable de
valoracién a ese tratamiento). Este
pardmetro consiste en definitiva en
el efecto principal del i-ésimo trata-
miento. Por tanto, podemos suponer

que el conjunto de datos D1 obedece
al modelo:

M) yi=p + &5 i = 1, ...

Lis i

P =

representando ahora e, la variabilidad
especifica de la correspondiente uni-
dad muestral. El modelo (M1) recibe
el nombre de modelo de andlisis de la
varianza con un factor de variacién.

El pardmetro O=(p:+...+p,)/p re-
presenta obviamente la media arit-
mética de todos los efectos de los
tratamientos. Si hacemos o = . - 6,
es ficil comprobar que el modelo
M1 puede expresarse como:

(M2)y.=8 +au+ei= L,...p;7=1,....m

donde ahora la media (ot +... +0t,)/p=0.
Puede ahora interpretarse (M2) de la
siguiente forma: el pardmetro 6 es el
efecto medio global de todos los trata-
mientos, o representa la desviacién
producida por el 7~ésimo tratamiento
sobre la respuesta y finalmente, e, co-
rresponde a la variabilidad especifica

junto de datos obtenido podria ex-
presarse ahora por:

(D2) {ysaci=1,23;j=1,2:K=1,...,m}

donde y.;+ representa la respuesta de la
k-ésima unidad muestral que ha recibi-
do la dieta -ésima dieta y j-¢simo anti-
biético. El modelo de efectos principa-
les para estos datos tiene la forma:

(M3)y,4=0+d.+a+eni=1,2,3;=1,2;
KI,..m

adonde por simple analogfa con (M1),
la media de los efectos de dieta y la me-
dia de los efectos de antibiético son nu-
las. De las consideraciones realizadas
anteriormente acerca de los pardmetros
que representan los efectos de los trata-
mientos, puede considerarse 8 /=at/=0
y az=ce. En ese caso, los efectos de los
tratamientos pueden expresarse me-

de la unidad muestral. diante la siguiente matriz:
Dieta
Antibiético 1 2
6 B+a
2 6+3: 0+8:+a
3 0+9: 6+3:+a

Esta representacién es ttil pa-
ra los disefios factoriales, donde
cada tratamiento corresponde a
una combinacién de factores. Un
ejemplo simple de disefio factorial
en produccién animal es el si-
guiente: supdéngase que se desea
evaluar sobre una cierta variable
(produccién de leche en un perio-
do fijo) el efecto de tres clases de
dieta y dos tipos de antibidtico.
Cada tratamiento consistiria aho-
ra en una combinacién dieta-anti-
biético. Considérese que a cada
tratamiento se asignan m unida-
des muestrales (animales). La asig-
nacién de las unidades muestrales
a los tratamientos debe ser alearto-
ria, y de esta forma, este disefio
factorial es un caso especial de di-
sefio de grupos paralelos. El con-

La idea del modelo es que cada
unidad experimental tendrd una res-
puesta igual a la suma de efectos ex-
presada en su celda-tratamiento, mds
su especificidad que se recoge en el
término de variabilidad atribuible a
la unidad experimental e;:. Podria
ocurrir que una dieta interaccione
con un antibidtico, esto es; que
cuando se utilizan conjuntamente
una determinada dieta y antibiético,
se produzca un efecto afiadido sobre
la respuesta. Por ejemplo, si la inter-
accién se produce entre la dieta 3 y
antibiético 2, el efecto final seria
0+3s+a+(dat)s2. En general, el mo-
delo (M3) con interacciones se ex-
presarfa por:

(M4)y4=0+d:+ou+e,0i=1,2,3;7=1,2;
K=1,...m
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La respuesta de cada unidad expe-
rimental a su tratamiento puede con-
sistir en una secuencia de datos obte-
nida a lo largo de un periodo especifi-
co (datos longitudinales). Ilustramos
este tipo de andlisis con un ensayo cli-
nico llevado a cabo en la Facultad de
Veterinaria de Las Palmas, en el cual
se compararon los efectos de dos va-
cunas A y B y un control C sobre la
respuesta inmunolégica (inmunoglo-
bulina IGG). El disefio del ensayo fue
de grupos paralelos, en el cual 40 ani-
males fueron asignados aleatoriamen-
te a recibir la vacuna A y otros 40 la
vacuna B. Los valores IGG fueron de-
terminados en los dfas post-vacuna-
cién 0, 25, 45, 100, 150, 180 y 210.
Nétese que en este caso las diferencias
de efectos pueden variar a lo largo del
periodo de observacién. En este caso
la modelacién es algo mds compleja.
Podemos representar el conjunto de
datos por:

(D3)yiix : i=A,B,G; j=1,...,7;k=1,...,40

donde naturalmente el primer {ndi-
ce se refiere al tipo de vacuna, el se-
gundo al periodo de observacién y
el tercero a la unidad experimental.
Una modelacién que recoge bien
este proceso es:

(M5S)yijx = 0+7i+d+(Td)ij+ Y +eii=
ABG; j=1....,7:k=1,...,40

donde 6 es el efecto medio global,
T.el efecto basal de la vacuna, (79);;
la interaccién vacuna-periodo, y fi-
nalmente, Y. es el efecto de la uni-
dad experimental, el cual estd anida-
do en el tratamiento. Téngase en
cuenta que ahora aparece un efecto
propio de unidad experimental (ani-
mal) que puede ser evaluado por el
hecho de haber realizado sucesivas

Vacuna

o
A

Dia de observacion

Fuente de IGG (Mm Mcoll)

variacion Suma de cuadrados F-test (p-valor)
Vacuna 25.442 < 0.001
Periodo 15.616 < 0.001
Interaccion 10.544 < 0.001
Animal 0.856

Residual 4.421

Total 56.879

observaciones intra-animal. La si-
guiente tabla resume los efectos que
son estadisticamente significativos
correspondientes al modelo (M5).

Nétese que existe efecto de va-
cuna, de periodo e interaccién va-
cuna-periodo. Esto puede observar-
se en el siguiente grifico.

Es obvio que el control no tiene
ningtin efecto sobre las respuestas
IGG. La vacuna B muestra entre el
tercer y sexto dfa de observacién una
respuesta superior a la A. Existe por
tanto efecto de vacuna, obviamente
de dfa de observacién y finalmente,
interaccién vacuna-periodo.
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