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Resumen

En estos Gltimos afios hemos asistido al enorme desarrollo de
la genémica y sus aplicaciones en diversos campos de la bio-
medicina. Esto ha sido en gran parte posible gracias al gran
empuje tecnolégico que han experimentado las nuevas técni-
cas de genotipado y de ultrasecuenciacion. Sin duda, el estudio
de la enfermedad compleja ha sido uno de los grandes benefi-
ciados de este gran desarrollo. Asimismo, existen muchas en-
fermedades pedidtricas que pueden abordarse siguiendo las
estrategias que, hoy por hoy, se emplean en la genémica de la
enfermedad multifactorial. Esta revision pretende acercar a la
pediatria las posibilidades que ofrece la gendmica de hoy en
dia en este campo. Para ello, se discuten los distintos modelos
de estudios, asi como los problemas que a menudo surgen
cuando los disefios experimentales son deficientes.
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Abstract

Title: The genomics serving pediatrics in the investigation of
the multifactorial disease

The last few years have experienced an important growth of
genomics and its different applications in biomedicine. In part,
this has been possible due to the sudden development of the
new genotyping technology and ultra-sequencing. The study of
the genetic basis of the complex disease has been the main
beneficiary of such technological development. There are a
good number of pediatric diseases that can be approached fo-
llowing the same strategies employed in the genomic study of
the multi-factorial disease. Thus, the present article aims to
review the different applications of genomics to Pediatrics as
well as to discuss the different strategies available and the
preventions needed to avoid false positive associations.
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“... But the link between historical genetic demography and
medically important risk is complex. Disease susceptibility
may be genetic but not geographically clustered, or
geographically clustered but not genetic, or neither, or both.”

Mary-Claire King, Arno G. Motulsky (Science. 2002)

En las Gltimas décadas, la genética y los estudios de asocia-
cién han contribuido significativamente al avance del conoci-
miento de la fisiopatologia de mdltiples enfermedades v, de
forma particular, también dentro del campo de la pediatria. Es-
to ha supuesto una revolucion en las estrategias de investiga-
cién, un desafio en el desarrollo de nuevas terapias, pero tam-
bién exige una adaptacién y una actualizacion por parte del
pediatra que quiere conocer los pros y los contras de estas
nuevas metodologias e integrarlas en su trabajo cotidiano o de
investigacion. En este articulo se revisan y discuten las bases
conceptuales necesarias para la utilizacién y la interpretacion
de estas nuevas herramientas aplicadas a la pediatria.

El término de «enfermedad compleja» se aplica a las patolo-
gfas de causa multifactorial, es decir, aquellas en cuyo origen
interaccionan factores ambientales y factores genéticos. Algu-
nos ejemplos de este tipo de enfermedades complejas, muchas
de ellas de gran importancia en la infancia, son: diabetes me-
Ilitus, algunos tipos de cancer, enfermedades infecciosas (en-
fermedad neumocécica, enfermedad meningocécica), enferme-
dad de Crohn, enfermedad celiaca, obesidad, trastorno por
déficit de atencién e hiperactividad, etc. El conocimiento de los
genes implicados en el desarrollo de estas enfermedades nos
permite predecir el riesgo, la susceptibilidad, el pronéstico o la
resistencia a desarrollarlas.

iCudndo se sabe que una enfermedad multifactorial tiene un
fondo genético? Una enfermedad compleja tiene un fondo ge-
nético cuando existe una agregacion familiar, es decir, cuando
ocurre con mayor incidencia dentro del dmbito familiar que lo
que cabrfa esperar por azar entre individuos no relacionados en
la poblacién general.

Tras la secuenciacion del genoma humano, el estudio y la
comparacion entre las pequefias variaciones genéticas exis-
tentes entre individuos, conocidas como SNP (single nucleotide
polymorphisms [polimorfismos de nucledtido simple]), ha su-
puesto un gran avance en el conocimiento de las causas gené-
ticas de algunas enfermedades. El nimero de SNP identifica-
dos se ha visto enormemente incrementado en estos dltimos
afios gracias al esfuerzo internacional en proyectos de genoti-
pado masivo, como el HapMap (http://www.hapmap.org/).

El ser portador de una o varias de estas variantes podria
crear cierta susceptibilidad genética a presentar una enferme-
dad, ya sea porque dicha variante altera algun proceso funcio-
nal relacionado con la regulacién genética del gen (su expre-
sién) o simplemente porque altera el funcionamiento de la
proteina o proteinas que son codificadas por los genes involu-
crados. Por ejemplo, una variante genética podria provocar algin
cambio conformacional en la proteina y afectar a su funcién.

En ocasiones, los SNP que estamos analizando (SNP marca-
dores) no son los verdaderos causantes de la enfermedad, sino
que éstos se encuentran cercanos en el genoma a los verdade-
ros SNP que directamente causan, o predisponen a presentar,
la enfermedad (SNP causales). Cuando los SNP causales se
coheredan con los SNP marcadores, se dice que estos SNP
estan en desequilibrio de ligamiento (/inkage disequilibrium
[LD]).

Por tanto, en ocasiones, el SNP marcador nos puede propor-
cionar informacién sobre un SNP causal cercano, aunque este
altimo no sea genotipificado directamente. Las variantes gené-
ticas que se coheredan (tienden a transmitirse como un «blo-
que» a la descendencia) se denominan «haplotipos».

Los estudios de asociacion

Los estudios de asociacion genética intentan responder a la
pregunta siguiente: ;qué papel desempefia el componente ge-
nético de los individuos en el desarrollo, la forma de presenta-
cién y el pronéstico de las enfermedades?

Los estudios de asociacion de casos y controles son concep-
tualmente sencillos: las variantes genéticas de riesgo tenderan
a presentarse con mayor frecuencia en una muestra de casos
(individuos afectados) que en una muestra de controles (indivi-
duos sanos). Lo contrario ocurrirfa para una variante genética
protectora. Existen varios pasos que se deben seguir a la hora
de disefiar un estudio de asociacion de casos y controles (figu-
ral):

e Recogida de un ndmero suficiente de casos y controles que
permita detectar la presunta asociacion de |a variante gené-
tica que estamos analizando con la enfermedad.

e Seleccion de las variantes genéticas (SNP) que van a ser
analizadas.

e Genotipado de los SNP.

e Andlisis estadistico de los resultados con el fin de valorar si
las variantes genéticas estudiadas estan o no relacionadas
con la enfermedad o algln aspecto de su evolucion.

Recogida de muestras

Aunque conceptualmente sencillos, los estudios de asociacion
basados en poblaciones no estan exentos de dificultades, al-
gunas de las cuales se comentan brevemente a continuacion.

Si los casos y los controles no estan bien recogidos y el nd-
mero de ellos no es el adecuado, tendremos que enfrentarnos
a serios problemas de interpretacion. Por ejemplo, los casos y
controles deben pertenecer al mismo grupo poblacional ya que,
de no ser asf, es posible que determinadas variantes genéticas
aparezcan como factores de riesgo cuando en realidad no tie-
nen que ver con la enfermedad (falsos positivas), sino con las
caracteristicas propias de la poblacién. Por otro lado, la proba-
bilidad de determinar con éxito una relacion causal entre una
variante genética y una enfermedad depende en gran medida
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del tamafo muestral: si la presunta asociacion genética es dé-
bil, para poder identificarla necesitaremos tamafios muestra-
les mas grandes (del orden de varios cientos o miles de casos
y controles).

No sélo es el tamafio muestral lo que determina la capaci-
dad de nuestro estudio para detectar la asociacion; de hecho,
hay otros muchos pardmetros que deberian tenerse en cuenta,
como la frecuencia de la variante genética en el grupo pobla-
cional. Por ejemplo, un estudio serd mas sensible (tendrd més
«potencia» para detectar la asociacién) cuanto méas frecuente
sea la variante genética de interés.

La seleccion de las variables clinicas de la enfermedad que
se deben recoger en un estudio de casos y controles es im-
portante, ya que se podria encontrar una asociacion entre
una variante genética y un aspecto concreto del comporta-
miento y la evolucién de la enfermedad (p. ej., en el caso de
la enfermedad meningocdcica, una variante genética podria
explicar el riesgo de ser infectado por un serogrupo concreto
u otro).

Figura 1. Un estudio de asociacion comienza con la recoleccion de las
muestras de individuos afectados (casos) e individuos sanos (controles)
(fase 1). Posteriormente, las muestras se genotipifican para distintos
marcadores genéticos, el investigador debe decidir la estrategia que
cabe seguir, que en parte vendra determinada por el modelo de patologia
y el presupuesto para el genotipado. Por ejemplo, se puede llevar a cabo
un disefio basado en genes candidatos o, si el presupuesto es lo
suficientemente grande, el investigador puede decantarse por una
estrategia de busqueda (cribado) genémica de marcadores genéticos
(SNP CNV, etc.) a lo largo de todo el genoma (fase 2). Todo ello requiere
la creacion de bases de datos perfectamente disefiadas y un desarrollo
informdtico adecuado para el manejo de todos estos datos que, en
ocasiones, podria implicar cientos de millones de genotipos. Una vez

se han obtenido los resultados, interesa saber si las diferencias que se
detectan en el grupo de casos con respecto al grupo control son
estadisticamente significativas (usando por ejemplo un test de contraste
de hipdtesis), o conocer el riesgo que implica ser portador de una
determinada variante (fase 3). Los estudios de interaccion entre variantes
genéticas (SNP-SNP), o de éstas con variables ambientales o clinicas,
plantean grandes retos en cuanto al anélisis estadistico, debido a la
enorme dimension que genera todo el universo posible de comparaciones
(anélisis) apareadas (combinaciones), lo que técnicamente se conoce
como the curse of dimensionality. £/ resultado final de los andlisis
gendmicos en un estudio de asociacion esta relacionado generalmente
con la deteccion de uno o varios SNP (o la interaccion entre ellos)
asociados a la patologia o con alguna de las variables clinicopatoldgicas
recogidas en el estudio. Idealmente, dicha asociacion debe replicarse en
un estudio independiente usando otra muestra de casos. En muchas
ocasiones, la asociacion positiva detectada se debe a la presencia de
algin artefacto relacionado con el disefio o el anélisis estadistico (error
tipo 1), o simplemente a que la potencia de nuestro estudio no es lo
suficientemente grande (p. ej., tamafio muestral pequefo) como para
detectar la asociacion (error tipo Il); asi, para reducir al minimo la
posibilidad de que surjan estos problemas, existen determinadas
variables que se deberian controlar en un estudio de asociacidn, como
las correcciones adecuadas para hipdtesis multiples o el control de
estratificacion poblacional, etc.

Seleccion de SNP y genotipado

Existen varias maneras de abordar el estudio genético de una
enfermedad. En el caso mas sencillo, el investigador, usando
sus casos y controles, puede desear replicar una asociacion
previamente descrita en la bibliografia de un SNP concreto.
Esto sucede a menudo en los estudios de asociacion, ya que
existen muchos factores (algunos de ellos mencionados previa-
mente) que generan falsos positivos de asociacion.

El investigador podria plantearse la hipétesis de que algin
grupo de genes pueda estar relacionado con una determinada
patologia (genes candidatos). Para estudiar la presunta asocia-
cién de estos genes con la enfermedad, se deberan seleccionar
las variantes genéticas (SNP) dentro de estos genes para pos-
teriormente ser genotipificadas en su muestra de casos y con-
troles (e.j. ). Ademas de HapMap, existen otras muchas fuen-
tes de informacion (bases de datos publicas accesibles por
cualquier investigador en Internet), asi como herramientas bio-
informaticas para seleccionar los SNP de interés.
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En el estudio genético de la enfermedad compleja, existe
otra alternativa cada vez mas demandada en la comunidad
cientifica. Se trata del «barrido genémico», técnica hoy en dia
mas conocida como genome-wide association studies (GWAS).
En este tipo de estudio no existe una hipdtesis preconcebida
(como es el caso del «gen candidato»), sino que se trata de
estudiar muchos miles de SNP distribuidos a lo largo de todo
el genoma en busca de algin gen que pudiera estar asociado
ala patologia. Actualmente, hay un gran nimero de compafifas
que comercializan este tipo de analisis de genotipado, lo cual
facilita la labor del investigador. La gran desventaja de estos
estudios es su alto coste; ademds, el anélisis de los datos de
un GWAS presenta importantes retos desde el punto de vista
estadistico y de interpretacion de resultados.

Por otro lado, un proyecto de asociacion minimamente ambi-
cioso requiere un gran esfuerzo de genotipado. Por ejemplo,
genotipificar tan s6lo 100 SNP en 400 casos y 400 controles su-
pone realizar en total 80.000 genotipos. Afortunadamente, hoy
en dia existen métodos y «plataformas» de genotipado que
permiten obtener miles de genotipos en pocos dias a un precio
razonable, lo que hace cada vez mas accesible este proceso a
un mayor nimero de investigadores y laboratorios. Dependien-
do del nimero total de genotipos y muestras para la genotipa-
do, se puede determinar cuél es la plataforma mas adecuada.

Tratamiento estadistico
e interpretacion de los resultados
en los estudios de asociacion

Un hecho contrastado es que, a pesar de los muchos esfuerzos
de genotipado, son muy pocas las variantes polimérficas de
riesgo que se han podido replicar en estudios independientes.
Son muchos los motivos por los que un estudio de asociacion
no se replica’. A continuacion, se describen los aspectos mas
conflictivos a la hora de interpretar un estudio de asociacion.

Estratificacion poblacional

La estratificacién poblacional es probablemente el mayor pro-
blema al que se enfrentan los estudios de asociacién. Se ha
mencionado anteriormente la necesidad de que los casos y los
controles sean recogidos en el mismo grupo poblacional. La
estratificacion poblacional se refiere a la existencia de grupos
poblacionales con distintas caracteristicas genéticas que re-
presente a la muestra de casos y de controles. Cuando se lleva
a cabo el analisis estadfstico de los datos, a menudo estas di-
ferencias poblacionales entre casos y controles aparecen como
asociadas a la enfermedad, sin tener ninguna relacion con la
patologia, dando lugar a falsos positivos de asociacién. Por
ejemplo, imaginemos un caso extremo en que el grupo de ca-
s0s se recoge en la poblacion A (p. ej., poblacion europea), y el
grupo de controles se recoge en la poblacién B (p. ej., pobla-
cion asiatica). Debido a que estas dos poblaciones han tenido
distinta historia demografica, algunos de los SNP analizados
en nuestro estudio podrian tener distintas frecuencias en las

poblaciones A y B. Cuando se hace el estudio de asociacion
entre casos y controles, dichas variantes aparecen estadistica-
mente asociadas con la enfermedad, cuando en realidad estos
SNP no estan relacionados con ella. Esto es, la variante gené-
tica aparece sobrerrepresentada en los casos con respecto a
los controles, porque esta variante es mas frecuente en la po-
blacién A que en la poblacién B, y no porque esté asociada con
la enfermedad.

Una de las mejores maneras de prevenir la estratificacion
poblacional es recoger los casos y los controles sobre una po-
blacién genéticamente «homogénea». Sin embargo, es muy
dificil determinar hasta qué punto una poblacién es lo suficien-
temente homogénea como para evitar el efecto negativo de la
estratificacion poblacional. De hecho, puede haber estratifica-
cién dentro de, por ejemplo, la poblacién espafiola, incluso
dentro de regiones en el mismo pafs. Por dicho motivo se han
desarrollado diversos métodos para detectar y hacer un segui-
miento de este problemaZ*.

Errores de genotipado

Las técnicas de genotipado vy los procesos de manejo de datos
no estan exentos de posibles errores®. Supongamos un caso
relativamente habitual, en que se establezca el genotipo de los
pacientes en un laboratorio y los controles en otro. En un caso
extremo, podria suceder que en un laboratorio se genotipifique
erréneamente un SNP. dando lugar a una variante genética so-
brerrepresentada en uno de los dos grupos (casos o controles),
lo que automaticamente generaria una asociacion estadistica
espuria. El efecto de los errores de genotipado es bastante
comun en los estudios de asociacion®”.

Correcciones estadisticas

para hipotesis multiples

Cuando se desea saber si un SNP esté o no asociado a una
enfermedad, es comdn llevar a cabo un contraste de hipdtesis
basado, por ejemplo, en una prueba de ji al cuadrado. Cuando
se obtienen un valor de significancia (p) por debajo de un um-
bral preestablecido (generalmente, a=0,05), se asume que hay
evidencias de que ese SNP estd asociado a la enfermedad. El
problema es que, cuando se estudian varios SNP, la probabili-
dad de que alguno de ellos aparezca como «estadisticamente»
asociado al azar se incrementa; como promedio, uno de cada
20 SNP estudiados aparecerd como estadisticamente asociado
solamente por azar con un valor a=0,05.

La realidad es que los valores de significacion detectados en
los estudios de asociacion no siempre se corrigen para el nime-
ro de contrastes de hip6tesis realizados (p. ej., nimero de SNP
genotipificados y/o ndmero de variables clinicopatoldgicas ana-
lizadas, etc.). A menudo un investigador analiza varios cientos
de SNP, pero el valor de significacién que mantiene en su estu-
dio sigue siendo de 0,05, cuando en realidad dicho umbral de-
berfa ajustarse en funcién del ndmero total de hipétesis plan-
teadas. Esto hace que el investigador determine erréneamente
que todos los SNP con valores por debajo de este umbral prees-
tablecido de 0,05 estén asociados a la enfermedad.
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Existen varios métodos para ajustar los umbrales de signifi-
cacion y corregir el efecto de las hipdtesis maltiples. Uno de
los métodos més utilizados en biomedicina es la correccion
de Bonferroni, si bien hoy en dia existen otros muchos métodos
que podrian ser mas apropiados en funcién de la naturaleza de
los datos (p. e]., test de permutacion, bootstrapping, etc.).

En resumen, entre los criterios razonables para declarar co-
mo verdadera la existencia de una asociacion entre una varian-
te genética y una enfermedad, habria que incluir los siguientes:
a) debe haber garantias de que los resultados de asociacion
son genuinos y no estan afectados por la estratificacion pobla-
cional; b) los valores de significacién deben estar correctamen-
te ajustados por test maltiple, y c) la asociacién observada
debe replicarse de manera consistente en otra muestra recogi-
da de manera independiente (que represente al mismo grupo
poblacional).

Estudios de asociacion en pediatria

Existe un interés creciente en el campo de la pediatria por los
estudios de asociacion de enfermedades multifactoriales. Di-
cho interés viene incentivado, en gran medida, por las facilida-
des cada vez mayores de genotipado en los hospitales y cen-
tros de investigacion, el conocimiento cada vez mas exhaustivo
del genoma humano y sus variantes genéticas, y la accesibili-
dad libre a las principales bases de datos genéticas. Actual-
mente ya se han publicado varios estudios de asociacion gené-
tica en enfermedades importantes, dada su elevada prevalencia
en la poblacion infantil (otitis media, asma, diabetes mellitus
tipo 1, celiaquia, etc.), y otras de especial interés por su alta
mortalidad y/o morbilidad en este grupo de edad (enfermedad
meningocécica, enfermedad neumocdcica). La genética tam-
bién puede contribuir a elucidar las causas que podrian estar
involucradas en otras entidades de gran relevancia, como el
sindrome de muerte stbita®. Finalmente, se sospecha que exis-
ten factores genéticos involucrados en otros aspectos de gran
interés en pediatria, como la posibilidad de predecir problemas
relacionados con los trasplantes de 6rganos en nifios o de pro-
nosticar su evolucion a medio y largo plazo®.

Binder, et al.% han estudiado la presunta asociacion de va-
riantes genéticas localizadas en la regién promotora (encarga-
da de regular la funcién de uno o varios genes) del gen de la
proteina C con la sepsis meningocécica. Entre otros hallazgos,
estos autores defienden la presunta asociacion de una varian-
te genética con un mayor riesgo de infeccién meningocécica;
los individuos afectados tienen ademds un riesgo incrementa-
do de desarrollar sepsis. También en relacion con la infeccion
meningocdcica, Bunker-Wiersma et al.'® defienden que los por-
tadores de una variante genética localizada en el receptor be-
ta-1-adrenérgico tendrian un menor riesgo de mortalidad al
ingreso. Nuestro grupo de investigacion ESIGEM trabaja preci-
samente en estudios de asociacidn genética en la enfermedad
meningocdcica pediatrica. Recientemente identificamos una
asociacion estadistica entre el riesgo de padecer dicha enfer-

medad y una variante localizada en el genoma mitocondrial; sin
embargo, dicha asociacién se demostré que en realidad era
debida a un problema de estratificacion poblacional. Esto
indicaria que el factor genético de riesgo podria estar localiza-
do en otras partes del genoma, y no necesariamente en el ge-
noma mitocondrial. La sobrerrepresentacién de poblacién inmi-
grante en la muestra de casos indicaria que este grupo
poblacional presenta un factor genético de riesgo (pero no ne-
cesariamente mitocondrial) en relacién con la poblacion local
que lo hace méas susceptible a padecer la enfermedad. El grupo
ESIGEM sigue trabajando intensamente en esta linea de inves-
tigacion, asf como en proyectos de genotipado a gran escala
(GWAS, véase www.esigem.org).

En estos dltimos afios, la enfermedad de Kawasaki ha sido
objeto de estudio en varios ensayos genéticos. Cheung et al.'?
han propuesto que determinados SNP localizados en el gen de
la proteina C reactiva (CAPJy el gen del factor de necrosis tu-
moral (TNF) estarian relacionados con una mayor predisposi-
cién genética a presentar la enfermedad. Algunos estudios
previos'3'* ya habian sugerido la existencia de otros factores
genéticos involucrados en la modulacion de la susceptibilidad
a padecer la enfermedad, asi como en su pronéstico, su progre-
sion y sus posibles complicaciones.

También recientemente, Velazquez-Cruz et al.'® han propues-
to que varios polimorfismos localizados en el gen 1 de la muer-
te celular programada (PDCD1) podrian estar involucrados en
la presentacion precoz del lupus eritematoso sistémico, cuyo
prondstico es peor en la poblacién pediatrica que en los adul-
tos.

Entre las enfermedades altamente prevalentes, el asma es
una de las que ha suscitado un interés especial de los investi-
gadores. En un editorial reciente, Nieto-Garcia'® hace una revi-
sion sobre el estado actual de la investigacion genética en el
asma, asf como de las dificultades que existen para entender
el comportamiento de la enfermedad como resultado de su na-
turaleza multifactorial (poligénica y ambiental).

Es importante resefiar que la mayoria de los estudios de aso-
ciacion genética necesitan ser replicados en muestras de ca-
sos y controles independientes y en distintos grupos poblacio-
nales. Sin embargo, algunos de los resultados de estos
estudios no han podido ser validados, lo cual se podrfa explicar
por muy diversos factores. Entre los mas importantes habria
que destacar todos los relacionados con un disefio inadecuado
del estudio de asociacién (tamafios muestrales pequefios de
casos y controles, estratificacion poblacional, etc.), o por una
interpretacion estadistica deficiente que deriva frecuentemen-
te en un incremento de falsos positivos de asociacién.

Por primera vez en la historia de la genética se nos presenta
la gran oportunidad de descubrir los agentes responsables de
la enfermedad compleja. Como pediatras, es esencial actuali-
zar nuestra base de conocimiento genético y aunar nuestro
esfuerzo con el de todos los profesionales implicados en las
ciencias de la salud, ya que sélo de esta manera se puede in-
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tegrar esta herramienta de forma Gtil en la practica clinica
diaria, y se posibilita el disefio de los estudios de asociacion
con las garantias necesarias para esclarecer definitivamente la
etiologia multifactorial de la enfermedad pediatrica.
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