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Definiciones

Genotipificar. El genotipo es la descripción genética de la com-
posición de un organismo. Al genotipificar se determina el alelo
que corresponde a cada variante genética.
Mapa. Es un esquema que muestra la posición de un marcador
genético o físico en el genoma.
Mapeo genético. Consiste en el uso de técnicas genéticas para
construir un mapa genómico.
Marcador genético. Es un gen o posición en el genoma que
existe en dos o más alelos distinguibles y cuya herencia puede
ser, por lo tanto, seguida a través de un cruce genético, permi-
tiendo mapear la posición de un gen a determinar. Los poli-
morfismos como los SNPs y los microsatélites son ejemplos
de marcadores genéticos.
Rasgos complejos (complex trait). Rasgos o características fe-
notípicas de herencia compleja y poligénica, donde los factores
ambientales y otros menos conocidos interactúan. Son ejemplos
el índice de masa corporal (IMC), presión arterial, altura, etc.

Segregación. Es la separación de cromosomas homólogos o
miembros de pares de alelos en diferentes gametas durante la
meiosis.

Introducción

Como vimos en el articulo de introducción1, las condiciones
monogénicas han hecho un relevante aporte para comprender
los mecanismos que subyacen tras la transmisión de las enfer-
medades comunes. Sin embargo, comprender el factor genéti-
co que influye en la manifestación de una enfermedad como la
DBT tipo II, la enfermedad coronaria o la insuficiencia cardía-
ca crónica (ICC) requiere de una metodología diferente. Tam-
bién vimos que la descripción completa del genoma humano,
así como el agregado permanente de nuevos SNPs a las bases
de datos públicas constituyen el sustrato que posibilita el avance
de esta joven técnica de investigación.
A continuación discutiremos la metodología de los estudios de
asociación genética.

La heredabilidad y los rasgos complejos

Muchas enfermedades comunes se agrupan en patrones que
demuestran que el background genético de los individuos jue-
ga algún rol en la susceptibilidad2. A nivel individual, el riesgo
de un pariente de presentar una patología (λ) es una medida
del componente de influencia genética que tiene dicha enfer-
medad. Por otra parte, se define como heredabilidad (h2) a la

Los estudios de “asociación genética” buscan establecer la relación estadística entre variables genéticas poblacionales y
un fenotipo determinado (ejemplo: rasgo, riesgo de enfermedad, etc.). Estos están siendo utilizados para descubrir el
componente genético que subyace a las enfermedades comunes de alta prevalencia como la diabetes mellitus (DBT), la
enfermedad coronaria o la insuficiencia cardíaca. Se trata generalmente de estudios de cohortes prospectivas o de tipo
casos-controles en los cuales se establece el peso relativo del componente genómico con respecto a otros factores como el
ambiente, en el riesgo de desarrollar la enfermedad.
Habitualmente, se utilizan como marcadores genéticos a los polimorfismos simples puntuales (SNPs). Estas variaciones
pueden ser en sí mismas funcionales y estar relacionadas a la fisiopatología de la enfermedad, pero en la mayoría de los
casos, son utilizadas para el mapeo y ubicación de los verdaderos sitios relevantes. Los dos acercamientos posibles son el
del “gen candidato” cuando existe evidencia previa de funcionalidad de la variante, o el de la “asociación indirecta”.
Actualmente, la técnica de asociación genómica amplia (wide genome association) está siendo utilizada para la realización
de un screening del genoma completo con el fin de establecer posibles sitios de asociación.
Estos estudios se articulan en forma horizontal con estudios de modelos genómicos animales (ratones). Las posiciones
posiblemente relacionadas pueden describirse inicialmente en estudios de mapeo genético en ratones u otras especies y
luego ser explorados a través de estudios de asociación en humanos. O pueden haber sido descubiertos en estudios de
linkage disequilibrium en familias de pacientes y luego comprobar la hipótesis fisiopatológica en una cepa de ratón trans-
génico para dicho gen.

(Rev Insuf Cardíaca 2007; vol. 2; 3:111-114)
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fracción de la variación poblacional que puede ser explicada
por factores genéticos, trabajando conjuntamente y en forma
aditiva. La heredabilidad de una enfermedad puede calcularse
en estudios familiares o de gemelos y se encuentra habitual-
mente entre el 30 al 50% para enfermedades comunes como la
DBT, o los rasgos complejos como el IMC o la presión arterial.
En la mayoría de las enfermedades comunes de alta prevalen-
cia (como la enfermedad coronaria, la hipertensión arterial, etc.),
sabemos que múltiples factores genéticos y no genéticos inte-
ractúan para afectar el fenotipo. Estas enfermedades y rasgos
reciben, desde el punto de vista genético, el nombre de “rasgos
complejos” (complex traits).y para la mayoría de ellas la varia-
ción atribuible al componente genético subyacente sigue sien-
do desconocida.
Las dos principales metodologías usadas para mapear las va-
riantes genéticas que influencian el riesgo de enfermedad son
los estudios de linkage disequilibrium y los estudios de asocia-
ción.

Estudios de Linkage Disequilibrium

En los estudios de linkage disequilibrium se genotipifican unos
cientos o miles de marcadores espaciados en millones de bases,
en familias con varios parientes afectados3,4. Los marcadores
que se segregan en los familiares que presentan la enfermedad,
más frecuentemente de lo esperado, son utilizados para locali-
zar el gen causante. Esta técnica ha sido exitosa en encontrar
alelos relacionados en todo el genoma, particularmente en los
desórdenes monogénicos o de transmisión mendeliana. Sin
embargo, estos linkage disequilibrium analysis han sido menos
exitosos en encontrar genes asociados a enfermedades poligé-
nicas y rasgos complejos. Esto es debido, quizás en parte, al
poder limitado de la técnica para detectar el efecto de alelos
comunes con modesta influencia en la enfermedad. Por lo tan-
to, estos estudios serán más poderosos para detectar alelos ra-
ros de alto riesgo con mecanismos de transmisión mendeliano.
Los estudios de asociación, por otra parte parecen ser más po-
tentes para detectar alelos de enfermedades comunes que con-
fieren riesgo moderado. Por la relevancia e implicancia clínica
que suponen las enfermedades comunes de herencia poligéni-
ca, dedicaré el resto de este artículo a revisar someramente esta
metodología.

Estudios de asociación genética

Los estudios de asociación buscan relacionar un marcador ge-
nético particular con una enfermedad (o un rasgo complejo) a
través de una población, más que dentro de familias5-13.
Estos estudios tienen mucho más poder para detectar los efec-
tos de las variantes comunes con respecto a los estudios de linka-
ge disequilibrium.
Un ejemplo ha sido la descripción del alelo tipo III del receptor
VNTR, el cual tiene una frecuencia aproximadamente del 70%
y tiene un modesto efecto sobre el riesgo de DBT tipo 1 con un
valor de p = 10-22.
Veamos entonces como se diseñan los llamados estudios de
“asociación genética”.
Cuando se planea un estudio de asociación genética, se consi-

deran cuatro componentes mayores: a) la enfermedad o el rasgo
a ser estudiado (punto final de estudio), b) el grupo de individuos
en el cual el rasgo o enfermedad va a ser medido (diseño propia-
mente dicho), c) los marcadores genéticos que van a ser genoti-
pificados y, por último, d) el método analítico para testear la aso-
ciación entre el genotipo y el fenotipo (plan estadístico).

a- Selección del fenotipo (puntos finales)
Existen 2 tipos principales de rasgos: dicotómicos o cualita-
tivos (ej.: dos fenotipos posibles: diabético vs no diabético) y
continuos o cuantitativos (ej.: niveles sanguíneos de glucosa).
Los rasgos de mayor impacto clínico directo suelen ser los ras-
gos de carácter dicotómico (salud vs enfermedad), y el análisis
genético puede proveer una vía para comprender directamente
la asociación entre la variable genética y la susceptibilidad.
La h2 (ver arriba heredabilidad) puede ser baja si existen fuer-
tes factores no-genéticos que contribuyen a la susceptibilidad,
por lo tanto una baja h2 reduce el poder de los estudios genéti-
cos. Cuando se decide el fenotipo a ser estudiado, es bueno te-
ner una idea estimada de la h2 y de la λ. También, es importante
reconocer que algunas enfermedades constituyen estados vaga-
mente definidos o poco mensurables. Por ejemplo, el accidente
cerebrovascular es una enfermedad con etiologías claramente
diferentes. En estos casos, es conveniente utilizar, como puntos
finales, rasgos continuos más que condiciones de enfermedad.
Estos puntos finales pueden ser los conocidos como “fenotipos
intermedios” o “endofenotipos”.
Un punto final de estudio clínico puede ser pensado como la
síntesis (o gran total) de muchos factores de riesgo, en los cua-
les, se expresan fenotipos intermedios como subtotales. Un ejem-
plo de esto sería el perfil lipídico y el riesgo de infarto agudo de
miocardio (IAM). En este caso, el número de variables que afec-
tan los niveles de LDL son probablemente menores que el nú-
mero de variables que afectan el riesgo de IAM. De este modo,
al reducir las posibles variables confusoras, los factores genéti-
cos que contribuyen con los fenotipos intermedios serán más
fáciles de identificar, debido a la mejor relación señal/ruido en
la fracción de la varianza que es explicada por un factor simple.
Por lo tanto, es crucial reconocer de qué modo la definición del
fenotipo puede afectar la perspectiva del análisis de asociación.
Mientras que los estudios que utilizan sólo un punto final clíni-
co intentan disparar a la luna con sólo una chance de éxito; es
posible que los estudios que coleccionan varios fenotipos inter-
medios nos ayuden a entender la contribución de los factores
genéticos a los componentes de la enfermedad. Aunque no sea
posible establecer un efecto significativo en el gran punto final
clínico (ej.: IAM).
Algunos fenotipos intermedios medibles pueden ser la expre-
sión de ARN, determinados niveles proteicos, medidas de res-
puesta a drogas y metabolismo, entre otros. Es seguro que las
nuevas técnicas proteómicas de alto rendimiento expandan dra-
máticamente la capacidad de coleccionar información de feno-
tipos intermedios. También, es importante tener en cuenta que,
mientras que los genotipos son determinados con razonable pre-
cisión; por lo contrario, los factores de riesgo ambiental y los
fenotipos son medidos generalmente en forma inexacta. La pre-
cisión de estos convariados será muy importante para evaluar
las interacciones ambiente-gen. Por ejemplo, el IMC es un fe-
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notipo intermedio más preciso (y útil) que una variable dicotó-
mica como obeso vs no-obeso. En el mismo sentido, el metabo-
lito de la nicotina “cotinina” es una mejor medida del status de
fumador que la declaración del mismo paciente.
En conclusión, cabe remarcar que un número modesto de mues-
tras cuidadosamente fenotipificadas puede ser más valido que
un gran número de muestras pobremente caracterizadas.

b- Enrolamiento (diseño del estudio)
Existen varios esquemas posibles de enrolamiento y diseño de
un estudio de asociación genética. Los individuos pueden ser
elegidos en base a su fenotipo (ej.: diabéticos vs individuos no
afectados) o como miembros de una cohorte, dentro de la cual
son seguidos longitudinalmente en el tiempo para el desarrollo
de la enfermedad, mientras que otros fenotipos son también
medidos. El tipo de fenotipo a estudiar va a influenciar signifi-
cativamente el método por el cual se reclutan los sujetos.
En el caso de los rasgos cuantitativos, generalmente es sufi-
ciente una cohorte prospectiva ya que el rasgo puede ser medi-
do en la mayoría o en todos los sujetos. Una ventaja adicional
de las cohortes prospectivas es que puede medirse en forma no
sesgada un factor de interacción ambiental (lo que permite el
control estadístico por la influencia de dicho factor). Por otra
parte, los estudios de caso-control retrospectivos pueden intro-
ducir sesgos debido al conocimiento del estado de la enferme-
dad.
Los factores de riesgo genético deben ser medidos igualmente
en los estudios prospectivos y retrospectivos. Sin embargo, hay
que considerar que las variantes genéticas que aumentan el riesgo
de muerte puedan resultar en un sesgo hacia los sobrevivientes.
Los estudios de asociación pueden ser conducidos en múltiples
familias o en grupos de individuos no relacionados. El uso de
familias requiere métodos analíticos que toman en cuenta la
correlación esperada de genotipos entre individuos relaciona-
dos. El reclutamiento de pedigríes de sujetos relacionados pue-
de ser dificultoso, caro y lento. Por otra parte, los individuos no
relacionados son mucho más fáciles de reclutar, pero son sus-
ceptibles de estratificación poblacional.

c- Selección de marcadores genéticos
Una vez que los individuos y la información fenotípica han sido
recolectadas, deben seleccionarse los marcadores genéticos para
genotipificar. Pueden ser marcadores individuales, o que abar-
quen genes, regiones de cromosomas o en última instancia, el
genoma entero.
Como vimos en un artículo previo1, los SNPs son variaciones
en la secuencia de DNA en la cual uno de los 4 nucleótidos es
reemplazado por otro (ej.: C por A). Los SNPs son la forma
más frecuente de polimorfismo en el genoma, y por lo tanto
serán la vasta mayoría de los marcadores en un estudio de ma-
peo del genoma total. Los SNPs genotipificados en un estudio
de asociación se denominan tag SNP o “SNPs etiqueta”.
El concepto de linkage disequilibrium (LD) describe la correla-
ción no azarosa entre alelos de un par de SNPs. Los análisis de
asociación pueden identificar variantes genéticas (o mutacio-
nes) de riesgo de enfermedad, sólo cuando dichas variantes es-
tán fuertemente asociados con un tag SNP.
Existen dos acercamientos para establecer la relación entre va-

riantes genéticas y riesgo de enfermedad: el estudio de “SNP
candidato” y la “asociación indirecta”. El estudio de “SNP
candidato” es un test directo de asociación entre una variante
putativa funcional y el riesgo de enfermedad. En este caso, se
establece un gen candidato de antemano en base a estudios pre-
vios o evidencia experimental biológica.
Por su parte, la “asociación indirecta” consiste en testear un
mapa denso de SNPs para la asociación con la enfermedad, bajo
la asunción de que si un polimorfismo de riesgo existe, éste
será o bien tipificado directamente o se encontrara en fuerte LD
con uno de los tag SNPs. La ventaja del análisis de asociación
indirecta es que no requiere la determinación previa de cuál
SNP podría ser funcionalmente importante,. La desventaja es
que se necesita genotipificar un número mucho mayor de SNPs.
La disponibilidad actual de bases de datos de SNPs, así como
de métodos de genotipificado de alto rendimiento, hacen posi-
ble utilizar esta metodología con razonable éxito.
Como se comentó en el articulo previo1, el proyecto internacio-
nal HapMap Project tiene el objetivo principal de identificar
adecuados grupos de tag SNPs que abarquen el genoma, facili-
tando en gran medida el acercamiento basado en LD.
Esencialmente, los marcadores son elegidos basados en 4 crite-
rios: 1) la probabilidad previa de ser funcionales, 2) la correla-
ción con potenciales variantes causales (LD), 3) ser variaciones
de tipo missense (que producen la trascripción de un aminoáci-
do alternativo) detectadas por secuenciamiento del ADN y, por
ultimo 4) debido a consideraciones tecnológicas.
Los SNPs elegidos según la probabilidad de ser funcionales
pueden incluir missense SNPs, los cuales son más posiblemen-
te deletéreos o beneficiosos y, por lo tanto, pueden más proba-
blemente ser variantes que contribuyan a la enfermedad común.
Como un suplemento a los missense variations, los SNPs pue-
den ser elegidos de regiones no-exónicas, las cuales están con-
servadas a través de las especies y pueden representar regiones
regulatorias funcionalmente importantes. Sin embargo, el uso
de variantes no codificantes para determinar variaciones fun-
cionales es mucho más complejo ya que tenemos un conoci-
miento limitado de las secuencias regulatorias, con respecto al
conocimiento que tenemos del código genético.

d- Métodos de análisis de asociación
Los tests de asociación pueden ser aplicados a individuos rela-
cionados o no-relacionados. En el caso de los rasgos dicotómi-
cos en individuos no-relacionados, pueden utilizarse pruebas
de chi2 para diferentes frecuencias de genotipo entre los afecta-
dos y los no-afectados. Los métodos de regresión linear se uti-
lizan comúnmente para testear la asociación con rasgos cuanti-
tativos en individuos no-relacionados. Por el contrario, las prue-
bas para individuos relacionados comparan la distribución ob-
servada de genotipos en los parientes con respecto a la frecuen-
cia esperada dada la relación familiar bajo la presuposición de
no-asociación.

Estudios de Wide Genome
Association (GWA)

Los estudios de GWA son una extensión del acercamiento de
“asociación indirecta”14 (ver arriba). Utilizan cientos de mi-
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les de SNPs marcadores y están revolucionando las posibilida-
des de identificar la influencia genética de los trazos comple-
jos y las enfermedades comunes. A pesar de los costos millo-
narios, esta técnica se está imponiendo como una de las mejo-
res formas de estudiar las bases genéticas de las enfermedades
complejas, en diseños libres de hipótesis. Se realizan general-
mente en tres fases: 1) se genotipifican individualmente alre-
dedor de 250.000 SNPs en cientos de miles de individuos, 2)
se validan los SNPs que demuestran ser más significativos (de-
cenas a miles de SNPs) por genotipificado en nuevas cohortes
y por ultimo 3) se realiza el mapeo fino de los SNPs adyacen-
tes a los SNPs validados (generalmente sólo unas pocas regio-
nes).
Esta técnica permite un screening extenso y de alta densidad
del genoma completo en busca de sitios de significativa aso-
ciación con el fenotipo estudiado.

Limitaciones de los estudios de asociación

Los estudios de asociación genética de rasgos complejos pre-
sentan hasta el momento algunos desafíos adicionales a los
tecnológicos y logísticos, ya que habitualmente son mal inter-
pretados y por lo tanto parecen ser pobremente reproducibles.
Habitualmente se interpreta como significativa la asociación
entre una variable genética y un fenotipo cuando el valor de p
< 0,05. Sin embargo, la mayoría de tales asociaciones tienen
dificultades para reproducirse consistentemente. En un estu-
dio de revisión, sólo 6 de 166 asociaciones pudieron ser repli-
cadas por al menos el 75% de los estudios subsiguientes. La
posible causa de tales inconsistencias son los reportes falso-
positivos o falso-negativos que fallan en replicar una asocia-
ción valida, o posiblemente una verdadera heterogeneidad en-
tre los estudios comparados. Es posible también que la falla
por replicar consistentemente las asociaciones se deban al
modesto efecto que tienen las variantes causales en el riesgo
de enfermedad. En la mayoría de los estudios de asociación, la
variable causal se asocian con un 10-15% de aumento del ries-
go de enfermedad, y por lo tanto se requieren tamaños de mues-
tras de miles de pacientes para alcanzar un valor nominal de p
< 0,05.
El mayor acceso a técnicas de genotipificado de alto rendi-
miento, así como los avances en el proyecto HapMap y el con-
tinuo aporte de nuevos marcadores a las bases de datos, están
ayudando a homogeneizar la metodología de los estudios de
asociación y a hacerlos más consistentes.
La posibilidad de encontrar nuevas variantes genéticas nos
permitirá en el futuro identificar sub-grupos de riesgo, así como,
describir nuevos genes involucrados y, también, nos ayudaran
en el diseño de nuevas moléculas terapéuticas.

Summary

Genomic association studies pursue to establish the statistical
association between population genetic variants and a deter-

mined phenotype (i.e. a trait, the risk of disease, etc). These
studies have been used to discover the genetic component of
high prevalence diseases such diabetes, coronary hearth di-
sease or cardiac failure. They are most commonly prospective
cohort studies or case-control studies where the relative weig-
ht of genomic component, respect to other factors such the
environment in the risk of developing a disease, is established.
Commonly, single nucleotide polymorphisms (SNPs) are used
as genetic markers. These variations can be functional and
related to the physiopathology of the disease. However, in most
of the cases, they are utilized as proxy markers for the map-
ping of the actual relevant genetic variant. The two possible
approaches are “candidate gene”, when a previous evidence
of functionality exist for the variant, and “indirect associa-
tion” Currently, “wide genome association” technique is be-
ing used to screen the whole genome for possible sites of asso-
ciation.
These type of studies articulate horizontally with animal ge-
nomic models studies (mice). Possibly related positions des-
cribed in mice (or other species) genetic mapping studies could
later be explored in human association trials. Or, on the other
hand, discoveries done in linkage disequilibrium studies ( in
families of patients) could later be tested for physiopathologi-
cal hypothesis in mice strains transgenic for that particular
gene.
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