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Lectura critica de estudios de asociacion genética

en enfermedades complejas

Jorge Sapunar Z.!

Critical reading of genetic association studies

in complex diseases

Introduccion

na enfermedad es compleja cuando su patogenia de-

| | pende de la interaccion de multiples factores gené-

ticos entre si y con multiples factores ambientales.

En Endocrinologia son enfermedades complejas aquellas que

constituyen los mayores problemas de Salud Publica como la

obesidad comun, sindrome metabolico, diabetes mellitus 2,

sindrome de ovarios poliquisticos, las dislipidemias y neo-

plasias endocrinas mas frecuentes. Las variantes genéticas

mas frecuentemente estudiadas en enfermedades complejas
son los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs).

El desarrollo de tecnologias de genotipificacion costo-
efectivas ha puesto a disposicion del lector miles de articu-
los de asociacion genética en enfermedades complejas. La
mayor parte de los estudios comunicados son del tipo gen
candidato, establecen asociaciones entre SNPs y fenotipos
relacionados con enfermedades complejas.

El riesgo del desenlace clinico atribuible al haplotipo de
susceptibilidad suele ser pequefio (OR < 1,2). La frecuencia
de los haplotipos de susceptibilidad en las muestras estudia-
das es muy variable. La replicacion posterior de los resulta-
dos, en estudios con poblaciones independientes, fracasa con
frecuencia. Todos estos hechos explican las crecientes exi-
gencias metodoldgicas a los estudios de asociacion genética
por parte de los Comités Cientificos de las principales revis-
tas biomédicas. También obligan al lector, particularmente si
es un médico clinico, a manejar herramientas para evaluar la
calidad metodoldgica de los estudios de asociacion genética
aunque no cuente con formacion en ciencias fundamentales.
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Objetivo de la guia de lectura

* Conocer los factores que explican la baja reproducibili-
dad de los estudios de asociacion genética.

» Entregar algunas recomendaciones para la lectura critica
de articulos de asociacion genética.

Disenando un estudio de asociacion genética

De un punto de vista epidemioldégico los autores de un
estudio de asociacion genética se formulan la siguiente pre-
gunta de investigacion:

¢Cual es el efecto de la(s) variante(s) genética(s) X en el
riesgo de expresar el (los) fenotipo(s) Y en los sujetos Z

considerando variables de control?

Esta pregunta da origen a 2 tipos de objetivos:

1. Comparar frecuencias alélicas entre sujetos con y sin el
desenlace:
Ha: f AA (enfermos) > f AA (no enfermos)

2. Comparar la frecuencia del desenlace entre sujetos con y
sin el haplotipo de susceptibilidad:
Ha: f E (AA) > fE (Aa, aa)

Donde Ha es hipotesis alternativa y f'es la frecuencia.

La Tabla 1 resume los posibles hallazgos de un estudio
de asociacion genética.

Los estudios de asociacion genética se pueden clasificar
de acuerdo a su vinculacion con una hipotesis:

1. Estudios de asociacion de genes candidatos: Evaluan la
hipoétesis alternativa de que alteraciones en uno o mas
genes de una via especifica se asocian con la enfermedad
de interés o desenlaces relacionados.

2. FEstudios de asociacion genética amplia (GWA): Es un
analisis de variacion genética conducido sin hipoétesis
para detectar genes asociados por frecuencia a la enfer-
medad de interés o desenlaces relacionados.

Independientemente que éste corresponda a un estudio de
gen candidato o GWA, puede ser disefiado como:
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Tabla 1.
Desenlace (+) Desenlace (-) Total
Variante genética (+) A B A+B
Varinate genética (-) C D C+D
Total A+C B+D A+B+C+D
EXPOSICION PRESENTE DESENLACE

Figura 1. Estudios de cohortes prospectivo secuencia temporal.

EXPOSICION DESENLACE

@%

PRESENTE

-

Figura 2. Estudios de cohortes retrospectivo secuencia temporal.

EXPOSICION DESENLACE

@#

PRESENTE

Figura 3. Estudios de casos y controles secuencia temporal.
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Estudio de corte transversal: Este tipo de estudio utiliza
los datos extraidos de una muestra representativa de la
poblacion de interés. Comunica el estado de un individuo
de la muestra en términos de la presencia o ausencia de
una variante genética para un determinado desenlace y
la presencia o ausencia del mencionado desenlace en un
tiempo determinado. Para exposiciones que persisten in-
alteradas en el tiempo (Género, etnia, genotipo), los estu-
dios de corte transversal pueden establecer asociaciones
estadisticas validas. En la Tabla 1 se puede apreciar que
la frecuencia (prevalencia) del desenlace en los expues-
tos es A/A+B y la frecuencia del desenlace en los no ex-
puestos es C/C+D. La Razo6n de Prevalencia (RP) es el
cuociente entre la frecuencia del desenlace en los expues-
tos y la frecuencia del desenlace en los no expuestos. RP
describe la magnitud de la asociacion entre exposicion y
desenlace siempre y cuando la exposicion sea inherente
al individuo (Género, etnia, genotipo).

Los estudios de corte transversal tienen ventajas como no
tener limitaciones de tiempo y poder aportar frecuencia
(Prevalencia) total y por subgrupos. Sin embargo tienen
limitaciones importantes como el requerir de gran tamafio
muestral y que la estimacion de frecuencia solo es valida si
se cuenta con una muestra representativa de la poblacion.
Estudios de cohortes: Este tipo de estudio selecciona a
los sujetos a partir de tener o no la variante genética para
luego seguirlos en el tiempo registrando la ocurrencia del
desenlace (Cohorte Prospectiva) o registrando el antece-
dente de haberlo tenido (Cohorte Retrospectiva), como
lo muestran las Figuras 1 y 2. En la Tabla 1 se puede
apreciar como un estudios de cohortes permite estimar
la incidencia del desenlace. La magnitud de asociacion
(Riesgo), debido a la secuencia temporal se establece
mediante Riesgo Relativo (RR) o Riesgo Absoluto (RA).

RR = A/A +B/C/C + D
RA = (A/A + B)- (C/C+D)

Ej. RR de 2 significa que el riesgo de tener el desenlace
en los sujetos con la variante genética es 2 veces mayor
que en aquellos que no la tienen.

Los estudios de cohortes son 6ptimos en exposiciones ra-
ras (Variantes infrecuentes), permiten examinar mas de un
desenlace a la vez y entregan la incidencia del desenlace en
expuestos y no expuestos. Sin embargo, son ineficiente con
desenlaces raros y de latencia larga, casi siempre requieren
de gran tamafio muestral y son demandantes de tiempo.

Estudios de casos y controles: Este tipo de estudio se-
lecciona a los sujetos a partir del desenlace, es decir los
casos seran aquellos con el fenotipo de interés y los con-
troles aquellos sin el desenlace. En ambos grupos se in-
vestigara la presencia de la (s) variante (s) genética(s).

En la Figura 3 se puede apreciar la secuencia temporal de
un estudio de asociacion genética de casos y controles. En
la Tabla 1 se puede apreciar como la magnitud de asocia-
cion (Riesgo) se establece mediante Razon de Odds (OR).



OR=AxD/IBxC

Ej. OR de 2 significa que el riesgo de encontrar la va-
riante genética en los sujetos con el desenlace es 2 veces
mayor que en aquellos sin el desenlace.

Los estudios de casos y controles requieren de tamaio
muestral relativamente pequefio determinado por la fre-
cuencia del haplotipo. Son 6ptimos para enfermedades
poco frecuentes, latencia prolongada y permiten evaluar
exposiciones multiples (GWA). Por estas razones este di-
seflo es el favorito en estudios de asociacion genética.

Una vez elegido el disefio del estudio de asociacion ge-
nética debemos establecer el tamafio de la muestra. Consi-
derando que el diserio de eleccion es casos y controles, el
tamafio muestral dependeria de:

1. Frecuencia alelélica.

2. Nivel de significancia.

3. Poder estadistico.

4. Magnitud del efecto.

El tamafio disminuye en la medida que aumenta la fre-
cuencia del alelo de susceptibilidad y el tamafio del efec-
to (OR alélico). En la Tabla 2 se puede apreciar el tamafio
muestral requerido de acuerdo a la frecuencia alelélica.

Validez interna del estudio

Una vez informados de las caracteristicas generales de
un estudio de asociacion genética, podemos iniciar su lectura
critica. La primera etapa es establecer su validez interna a
través de comprobar el cumplimiento de los siguientes as-
pectos:

1. Definicion del fenotipo: Es la definicion estandarizada de
la enfermedad y varia de acuerdo al aspecto de la enfer-
medad considerado:

* Predisposicion (Desenlaces intermediarios).

*  Ocurrencia de la enfermedad.

* Complicaciones de la enfermedad.

¢ Mortalidad, sobrevida.

* Respuesta a tratamiento.

El fenotipo como variable de respuesta o desenlace pue-
de asumir 2 formas:
e Variable discreta (Cualitativas, dicotomicas): Mas rele-
vante clinicamente, pero imprecisiones en la definicion.
* Variable continua (Desenlace intermediario): Faciles de
medir con acuciosidad, le confieren mayor poder estadis-
tico al analisis.

2. Obtencion de los grupos de comparacion: En las enfer-
medades complejas existen multiples variables a consi-
derar al momento de evaluar la asociacion entre una va-
riante genética y un desenlace. En los estudios de casos
y controles se conocen como variables de control y en lo
posible deben ser emparejadas o modeladas. De acuerdo
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al efecto que las variables de control tengan en la aso-
ciacion se clasifican en confundentes o modificantes de
efecto.

Para que un estudio de asociacion genética sea adecua-
do debe existir una completa descripcion de las varia-
bles de control.

3. Estratificacion de la Poblacion: Una de las variables
de control de los estudios de asociacion genética es la
composicion étnica de la poblacion. Esta variable con-
fundente e incluso modificadora del efecto de la variante
genética sobre el fenotipo se conoce como estratificacion
poblacional. La estratificacion poblacional podria gene-
rar una asociacion espurea en 2 situaciones:

* Cuando la probabilidad de desarrollar la enfermedad es-
tudiada varia con la ascendencia.

* Cuando los ancestros tienen diferencias en la frecuencia
alélica de polimorfismos no relacionados con la enferme-
dad estudiada.

Para controlar la estratificacion de la poblacion existen 3
procedimientos:

* Uso de poblaciones homogéneas en términos de ances-
tros (autoreporte).

» Uso de controles extraidos de la familia.

* Uso de controles gendomicos de marcadores no ligados
(DNA mitocondrial, grupos sanguineos para segregar
amerindios).

4. Error de genotipificacion: El error es inherente a todos
los sistemas analiticos y puede depender de:

* Problemas con el material bioldgico (Comparar muestras
frescas con almacenadas).

* Problemas con la técnica utilizada.
La magnitud del error de genotipificacion varia amplia-
mente (1 a 30%) y suele minimizarse en GWA. Una ma-
nera de apreciar este error es a través de la tasa de recu-
peracion. Muchos autores recomiendan no analizar SNPs
con tasa de recuperacion inferiores a 90%. Sin embargo,

Tabla 1. Tamafho muestral necesario para detectar asociacion significati-

va (poder 90%, a = 0,001)

40%

9.505
2.581
1.240
516
177

OR alélico Frecuencia del alelo de susceptibilidad en controles
1% 5% 10% 20% 30%
1.1 221.997 46.434 24.626 13.987 10.759
1,2 58.177 12.217 6.509 3.730 2.896
1.3 27.055 5.702 3.051 1.763 1.380
1,5 10.604 2.249 1.213 712 566
2,0 3.193 687 377 229 188
4,0 598 134 78 52 46

47

Adaptado de Hatteley A. Lancet; 366: 1315-23.
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tasas de recuperacion altas para los genotipos homocigo-
tos pueden combinarse con tasas de recuperacion bajas
para heterocigotos.

5. Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW): Las frecuencias
alélicas en las poblaciones se mantienen inalteradas de
una generacion a otra cuando se cumplen las siguientes
condiciones:

» Falta de mutaciones que afecten la frecuencia alélica.

e Gran descendencia poblacional.

e Apareamiento al azar.

* Baja migracion.

» Falta de seleccion natural.

Las proporciones genotipicas de HW para 2 alelos co-
rresponden al cuadrado del binomio de sus frecuencias alé-
licas (Figura 4). Las proporciones observadas se comparan
con las esperadas mediante prueba de hipotesis (x> o F de
Fischer). Un valor de p < 0,05 es el umbral para detectar un
desequilibrio.

Las desviaciones de EHW, respetando las 5 condiciones,
sugieren error de genotipificacion o estratificacion poblacio-
nal. En GWA, donde se evaltian miles de asociaciones, hasta
un 5% de los SNPs podrian violar EHW.

Un articulo de asociacion genética tiene validez interna si:
e Tiene una definicion adecuada del fenotipo.
« Tiene una descripcion completa de variables de control.

e Tiene algun procedimiento para controlar la estrati-
ficacion genética.

* Reporta el error de genotipificacion.
* Respeta el equilibrio de Hardy-Weiberg.

Analisis de resultados

Una vez que comprobamos que el estudio de asociacion
genética cuenta con validez interna podemos analizar sus re-
sultados. Todo estudio de asociacion genética debe conside-
rar en sus resultados 2 aspectos:

1. Comparaciones multiples: En un estudio asociacion ge-

nética entre 100 SNPs y un desenlace clinico determi-
nado, utilizando un valor p < 0,05, la probabilidad de
asociacion espurea es 99,4%. Este problema afectaria
principalmente a los GWA y podria resolverse por el Mé-
todo de Bonferroni que corrige el valor p de acuerdo
al nimero de comparaciones hechas (0,05/n comparacio-
nes). En el ejemplo el valor de p seria < 0,0005.
Para GWA que estudian miles de variantes genéticas los
valores de p por Bonferroni serian extremadamente exi-
gentes, por lo que se ha consensuado un valor p de 5 x
10-8 (Umbral de significacion genémica amplia).

2. Probabilidad de falso positivo: Cuando revisamos un es-
tudio de asociacion genética con hallazgos positivos y
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Figura 4. Equilibrio de Hardy-Weiberg.

estamos pensando en replicarlo, existen 2 clases de pro-
cedimientos para evaluar la probabilidad de que se trate
de un falso positivo:

e Meétodo de Benjamini: Utiliza un listado decreciente de
valores p de las asociaciones encontradas en el estudio y
ajusta cada valor particular de acuerdo a la posicion.

* Probabilidad de reporte falso (Wacholder): Establece
la probabilidad de una asociacion falsa dado el poder del
estudio y la OR previa de la asociacion.

Un articulo de asociacion genética valido, reporta ade-
cuadamente sus resultados cuando:

 Corrige el valor de p considerando comparaciones
multiples.

* Reporta la probabilidad de falso positivo.

Validez externa del estudio

En los estudios de asociacion genética la tendencia al fal-
so positivo obliga a no considerar seriamente sus resultados
hasta que no hayan sido replicadas por estudios independien-
tes. Muchas asociaciones positivas encontradas por estudios
pequeiios que fueron publicados en el pasado (Sesgo de pu-
blicacion diferencial), van perdiendo magnitud de efecto
con la replicacion (Maldicion del ganador).

Todo estudio de asociacion genética deberia establecer
si se trata de un estudio inicial o es una replicacién en
poblacion independiente para el mismo alelo, idéntico
fenotipo y direccidn de efecto.

Los GWA evaltan SNPs en muestras adicionales de re-
plicacién para incrementar su tamafio muestral y alcanzar el
umbral de significacion genomica amplia. Mas alla de los
GWA hoy encontramos meta-analisis de estudios de genes
candidatos y GWA, que nos permitirian encontrar evidencia



de asociaciones genéticas replicadas. El sitio Human Geno-
me Epidemiology Network (HUGE) reune meta-analisis de
estudios de asociacion genética y dispone de un navegador
para la busqueda de estudios aislados, GWAs y meta-analisis
(http://www.hugenavigator.net/)
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