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Estudios de asociacion mediante rastreo genomico
y su contribucion en la genética del asma

Genome-wide association studies (GWAS)
and its contribution to the genetic of asthma

Yosed Anaya Chévez !, Beatriz Martinez 2

Resumen

A pesar de todos los esfuerzos realizados por mds de una década, las bases genéticas de
muchas enfermedades comunes y complejas aiin siguen siendo desconocidas, sin desmeri-
tar los notables avances que se han logrado con los estudios de ligamiento en familias y de
asociacion con genes candidatos. Recientemente, el desarrollo de metodologias mds robus-
tas, como los estudios de asociacion con rastreos genomicos (GWAs), ha permitido replicar
asociaciones ya reportadas y a la vez descubrir nuevos genes posiblemente asociados. Los
GWASs se basan en la utilizacion de un niimero considerable de marcadores genéticos tipo
SNPs o0 STRs, los cuales son detectados con el propdsito de encontrarlos asociados con la
aparicion y/o desarrollo de ciertas enfermedades. Teniendo en cuenta el gran impacto que
actualmente tienen los GWAs como herramienta genética en la biisqueda de asociaciones, se
hace una revision tedrica acerca del disefio e interpretacion de los resultados de los mismos
y su contribucion en el asma y fenotipos relacionados.

Palabras clave: GWAs, asma, enfermedades complejas, IgE, marcadores genéticos,
SNPs.

Abstract

Despite all the efforts of more than a decade, the genetic basis of many common and com-
plex diseases are still unknown, without demerit the remarkable progress that has been
made with the linkage studies in families and association studies of candidate genes. Re-
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phenotypes.

INTRODUCCION

El asma es una enfermedad compleja que
resulta de la interaccién de diversos facto-
res genéticos y ambientales. En los tdltimos
afnos se ha observado un incremento en el
descubrimiento de genes relacionados con
dicha enfermedad; cerca de unos 100 loci
para mas de 40 enfermedades; los cuales
han podido replicarse actualmente a través
de herramientas méas robustas como son los
estudios deasociacién conrastreos gendmicos
(GwaAs) [1, 2].

GWAs es una técnica muy revolucionaria
que permite investigar numerosas regiones
del genoma humano y detectar un niimero
considerable de marcadores genéticos tipo
SNPs o STRs a niveles de resolucién que an-
teriormente eran inalcanzables. A través de
ellos se han identificado asociaciones esta-
disticamente significativas entre cientos de
genes y enfermedades complejas comunes,
lo cual ha contribuido con el incremento del
conocimiento sobre las bases moleculares
implicadas principalmente en la predispo-
sicion a padecerlas, como es el caso de la
diabetes tipo I [3] y tipo II [4-7], enfermedad
inflamatoria del intestino [8], cAncer de prés-
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cently, development of more robust methodologies, like genome-wide associations studies
(GWAs), has allowed to replicate previously reported associations and at the same time
discovers new possibly associated genes. The GWAs are based on the use of a considerable
number of genetic markers like SNPs or STRs which are searched in order to of associate
them with the appearance or development of certain diseases. Given the large current im-
pact of the GWASs as genetic tool in the search of associations this is a theoretical review on
the design and interpretation of results and contribution of GWAs in asthma and related

Key words: GWAs, Asthma, IgE, Genetics markers, Complex diseases, SNPs.

tata [9, 10] [11, 12] y cadncer de seno [13] [14],
asma [2, 15-21], enfermedad coronaria [22],
fibrilacion auricular [23], tuberculosis [24],
artritis reumatoide [25-27], esquizofrenia
[28], entre otras.

Teniendo en cuenta el gran impacto que ac-
tualmente tienenlos GWAs como herramienta
genética en la busqueda de asociaciones con
asma y fenotipos relacionados, ésta es una
revision rigurosa y tedrica acerca del disefio
e interpretacion de los resultados de estos
estudios y, de igual manera, su contribucién
en el asma y/o fenotipos relacionados.

BREVE DESCRIPCION DE LAS CLASES
DE POLIMORFISMOS EN EL GENOMA
HUMANO

Si bien dos personas del mismo sexo com-
parten un porcentaje elevado (alrededor
del 99,9%) de su secuencia de ADN, el 0.1%
restante contiene las variaciones genéticas
queinfluyenenelfenotipo delosindividuos.
Descubrir las variantes que contribuyen al
riesgo de una enfermedad comun ofrece
una de las mejores oportunidades para la
comprension de las causas de dicha enfer-
medad en los seres humanos. Seguidamente
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se describirdn de manerabrevelos diferentes
polimorfismos o variantes que se encuentran
en el genoma humano.

Las variaciones en el genoma se clasifican
principalmente en variantes comunes y va-
riantes raras para indicar la frecuencia del
alelo menor presente en la poblacion. Las
comunes son polimorfismos definidos como
aquella variante genética cuya frecuencia del
alelo menor (MAF) es de por lo menos un 1%
en la poblacién, mientras que las variantes
raras son aquellas que tienen una MAF menor
del1%. Deigual forma, las variantes en el ge-
noma se pueden clasificar de acuerdo con su
composicion de nucleétidos en variantes de
un solo nucleétido y variantes estructurales.
La gran mayoria de las variantes son neu-
tras, decir que no contribuyen a la variacién
fenotipica [29].

Los polimorfismos en un solo nucledtido
(SNPs) son las mas frecuentes en los indivi-

duos; se ha estimado que el genoma contiene
alrededor de 11 millones, de los cuales 7
millones aproximadamente con un MAF del
5% y los restantes con un MAF entre 1y 5%.
Por su parte, las variantes estructurales se
refieren a secuencias de pares de bases que
difieren entre los individuos, como son las
inserciones-dilecciones (Andes). Existen
ademds dos tipos de polimorfismos que
corresponden a sustituciones en bloque, en
las cuales un segmento de nucleétidos adya-
centes varia entre dos genomas. También se
encuentran las inversiones de secuencias de
ADN, donde pares de bases son invertidas en
una seccién de un cromosoma, y por tltimo,
las variaciones en elniimero de copias (CNV),
que son secuencias idénticas o casi idénticas
que se repiten en algunos cromosomas pero
no en otros [29]. En la figura 1 se resumen las
clases de variantes descritas previamente. En
adelante nos enfocaremos enlos SNPs, ya que
son los polimorfismos mas frecuentemente
utilizados en los estudios de GWAs.

Variacién en un solo nucledtido

Delecion - Insercion

Sustitucion en Bloque

Inversion

ATTGGCCTTAAC|ICICCGATTATCAGGAT
ATTGGCCTTAAC|T

ATTGGCCTTAACCCIGATICCGATTATCAGGAT
ATTGGCCTTAACCC]- -

ATTGGCCTTAACICCCCIGATTATCAGGAT
ATTGGCCTTAACAGTGGATTATCAGGAT

ATTGGCCTTAAICCCCCGATITATCAGGAT

ATTGGCCTTCGIGGGGTTATITATCAGGAT

CCCATTATCAGGAT

-ICCGATTATCAGGAT

Variacion en el Nimero de Copias

ATTIGGCCTTAGGCCTTAACCCCCGATTATCAGGAT

ATTIGGCCTTA - - ---- - ACCCCCGATTATCAGGAT

Fuente: Modificado de la referencia [28].

Figura 1. Clases de polimorfismos presentes en el genoma
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GENERALIDADES DE LOS RASTREOS
GENOMICOS

En la actualidad, los GWAs son las herra-
mientas mds utilizadas enlasinvestigaciones
genéticas. A través de ellos se genotipifican
grupos de SNPs para encontrar variantes
asociadas con enfermedades; también se
identifican rasgos cuantitativos heredables
que se constituyen como factores de riesgo
para el desarrollo de las patologias. Todos
los SNPs utilizados como marcadores en estos
estudios han sido registrados en las bases de
datos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (NCBI), incluyendo sus fre-
cuencias alélicas y otro tipo de informacién
gendmica [30].

Através delos GWAs se pueden detectar tam-
bién las interacciones existentes entre genes,
las modificaciones delas asociaciones de una
variante genética por otra, como sucede en
la enfermedad de Alzheimer con los genes
APOE yGAB2[31];ademas, se pueden detectar
haplotipos dealtoriesgo o combinaciones de
multiples SNPs dentro de un tinico gen, como
ocurre en la Fibrilacién Auricular [23]. Uno
de los principales aportes al desarrollo de
estaherramienta son: primero, los resultados
obtenidos a partir del proyecto HapMap, los
cualesmuestranlos patronesde variaciony de
desequilibrio de ligamiento de tres poblacio-
nesancestrales como sonlacaucésica, asidtica
y africana [32], y segundo, la disponibilidad
de micro chips de genotipificacion que agru-
pan cientos de miles SNPs, los cuales abarcan
gran parte del genoma total y favorecen la
realizacion de un rastreo global.

Desde sus inicios, los GWAs han utilizado
marcadores moleculares del tipo STRs 0 SNPs.
Con respecto a los STRs, el genoma humano
esta constituido por aproximadamente 30,000
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microsatélites, los cuales fueron descritos
inicialmente por Weber y cols. [33] como
secuencias pequefias de ADN repetidas en
tdndem (STRs), constituidas por unidades de
2 a7 pb que se repiten en un niimero varia-
ble de veces y dan lugar a alelos de tamafio
aproximado entre 80 y 400 pb. Su gran utili-
dad se pusorapidamente de manifiesto como
marcadores moleculares para rastrear genes
comprometidos en enfermedades, debido
a su abundancia, distribuciéon muy regular
en el genoma, naturaleza polimérfica y su
pequeno tamano.

Los microsatélites son altamente polimorfi-
cos, tienen un alto grado de heterozigosidad
(70% aproximadamente) y la longitud de su
desequilibrio de ligamiento (LD) estd en el
rango de 100kb comparado con el que pre-
sentan los SNPs (aproximadamente 30kb) [25,
34]. Debido a esto, los STRs tienen la ventaja
de abarcar una extensa regién genémica y
pueden ser utilizados en pequefio niimero
para analizar asociaciones en el genoma.
Asimismo,los microsatélites muestran unalto
contenido de informacion genética, es decir
que alrededor de seis a diez alelos pueden
ser evaluados [34].

Por su parte, los SNPs, que como se describi6
correspondenauna variaciénenunasolabase
(adenina (A), timina (T), citosina (C) oguanina
(G)) en una secuencia del genoma y pueden
originarse por transiciones o transversiones.
En las transiciones es sustituida una base
por otra que pertenece a la misma categoria
quimica (una purina por otra purina o una
pirimidina por otra pirimidina), mientras
que en las transversiones ocurre lo contrario
(una purina por una pirimidina y viceversa).
Actualmente, masde 11 millones de esta clase
de polimorfismos se han depositado en las
bases de datos publicadas, la mayoria de los
cuales no presentan efecto funcional [34].
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Los SNPs pueden estar presentes en regiones
codificadoras o no codificadoras, asi como
enregiones intergénicas del genoma. Inicial-
mente, estos polimorfismos se observaronen
regiones que codifican genes indispensables
para la expresion de proteinas. Los SNPs
que se encuentran al inicio de regiones que
codifican proteinas pueden ejercer efectos
sobre varios eventos epigenéticos, splicing
genético, sitios de unién de los factores de
transcripcion, regulaciéon de promotores y
RNAs no codificantes [34].

Elaspectomasimportante conrespectoal uso
deestosmarcadores enlos estudios derastreo
genomico es que ellos se pueden heredarjun-
tos en un mismo haplotipo o bloque de LD.
Por consiguiente, para la genotipificacion se
puede emplear uno o un grupo de estos mar-
cadores presentes en unaregiéon del genoma,
ya que todos los SNPs que se encuentran en
ese bloque estan relacionados. Sin embargo,
en unaregion del genoma que tenga poco LD
o donde no existan segmentos de haplotipos
se necesitarfa unniimero mayor de SNPs [34].

En cuanto al estudio de variantes raras, éstas
no pueden ser detectadas a través de GWAs
que se basan en el uso de marcadores poli-
morficos que estan ligados, debido a que son
variantes debaja frecuencia y pequefia contri-
buciénenlasusceptibilidad a enfermedades.
Por lo tanto, para establecer asociaciones con
variantesrarasesnecesariorealizar unmapeo
directo e identificar dichas variables dentro
de la poblacién de estudio. La identificacién
serealiza mediantela secuenciacion de genes
candidatos en el grupo de individuos con la
enfermedad en cuestion. Posteriormente se
evaltiasufrecuencia en una poblacién control
apropiada y las posibles consecuencias en la
funcién del producto de dicho gen [35, 36].
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TIPOS DE QISENOS PARA LA
REALIZACION DE GWAS

El disefio del estudio que se utiliza frecuen-
temente en los GWAs es el de casos y contro-
les, en el cual las frecuencias alélicas de los
individuos con la enfermedad de interés son
comparadas con la del grupo control (perso-
nas sin la enfermedad). Este tipo de disefio
se caracteriza porque los participantes de
ambos grupos del estudio (casos y controles)
son seleccionados de la misma poblacién;
ademas, la muestra de los pacientes debe ser
representativa con relacion a todos los casos
delaenfermedad ylos datos epidemiol6gicos
y genéticos sonrecolectados de forma similar
en los casos, asi como en los controles. Este
disefio tiene la ventaja de ser rdpido y eco-
ndémico, sin embargo, es muy sensible a los
sesgos sistematicos, como es el sesgo recall y
el sesgo de seleccion [34, 37, 38].

Otro tipo de disefio empleado en los rastreos
genomicos es el estudio de cohorte, en el cual
losdatos de exposiciony lasmuestrasde ADN
sonobtenidos deun grupodeindividuos que
no padecelaenfermedad. Estas personasson
monitoreadas a través de un seguimiento
hasta que la enfermedad de interés aparezca
o se desarrolle en ellos. Los individuos que
participan en este tipo de estudio son méas re-
presentativos dela poblacién dedonde fueron
seleccionados. Ademas, la enfermedad o el
rasgo de interés son verificados igualmente
en individuos con o sin la variabilidad en el
genoma. Los casos son incidentes, es decir,
se desarrollan durante el periodo de obser-
vacién. La desventaja principal de estudios
de cohorte es la gran inversion de tiempo y
su costo. Se requiere una amplia cohorte y el
seguimientoa través del tiempo para detectar
los efectos genéticos moderados delos genes
en estudio [34, 37, 38].
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Los Disenos basados en Familia (FABT) sonun
tipoespecial deestudios enlos que seanalizan
solamente los casos de individuos afectados
y sus parientes. S6lo la descendencia afecta-
da es incluida en el estudio, sin embargo, la
genotipificacion es llevada a cabo en los tres
miembros delafamilia. Eneste tipo deestudio
se estima la frecuencia con la cual un alelo es
transmitido a la descendencia afectada por
los padres heterozigéticos [37].

De igual forma, muchos estudios de GWAs
utilizan disefios de varias etapas (multistage
designs) con el fin de reducir el nimero de re-
sultados falsos positivos, disminuirlos costos
y mantener un poder estadistico adecuado.
Inicialmente el estudio se desarrolla en un
grupodecasosy decontroles,dondeseevalia
un grupo de SNPs asociados, luego, los SNPs
que detecten variabilidad en el genoma son
replicados en un segundo y posteriormente
en un tercer grupo de casos y controles [37].
Actualmente es el disefio de excelencia.

PLATAFORMAS COMERCIALES DE
USO EN GWAS

Dentro delas metodologiasiniciales emplea-
das en la genotipificacion de las regiones
variables en el genoma se encuentran los
andlisis con enzimas de restricciéon (RFLP),
amplificacién especifica de alelos (PCR), ex-
tensién de una base simple, ensayos basados
enligamiento, hibridacién oligonucleotidica
especificadealeloy unsinntimero de métodos
basados en electroforesis [37, 39].

Estas técnicas han sido incorporadas dentro
de una amplia variedad de plataformas
comerciales con algunas modificaciones a
los métodos generales que han sido descri-
tos anteriormente. Sumado a lo anterior, el
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desarrollo tecnoldégico de microchips que
contienen un nimero considerable de SNPs
permite hacer mediciones rdpidas de una
gran cantidad de fenotipos enlosindividuos.

Actualmente, dentro de las plataformas
ampliamente utilizadas en estos estudios se
encuentranlaplataformade Affymetryx Gen-
Chip y la plataforma de Illumina BeadChip
[34, 40]. Ambas plataformas han disefiado
microchips quebrindaninformaciénsobrela
variacién en el nimero de copias encontrada
enel genoma. Affymetrix ofrecié por primera
vez una plataforma de alto rendimiento con
su producto de 100K, que consiste de dos
matrices capaces de genotipificar alrededor
de 50,000 SNPs cada una, logrando asi un
total de 100.000 SNPs; esta plataforma ofrece
el doble dela capacidad para localizar el gen
implicado enla susceptibilidad ala enferme-
dad en cuestion. Esta casa comercial también
ofrece una plataforma de 500K que permite
la genotipificacion de 500,000 SNPs [34] (ver
tabla 1).

Los sNPs comprendidos en la matriz de 500K
fueronseleccionados delasbases de datos de
SNPs de dominio ptiblico (NCBI) y de Perlegen
basadasenla frecuencia de ocurrencia, el tipo
y andlisis de desequilibrio deligamiento (LD)
enlaspoblaciones caucasicas, afroamericanas
y asidticas. El promedio de heterogozidad de
los SNPs es de 0.30 y la distancia promedio
entre ellos es de 5.8kb. Ademas de las prue-
bas con cada SNP, Affymetrix ha incluido
un nimero de pruebas control dentro de
los “arrays” con el propésito de asegurar la
calidad de los resultados [34].

Por otra parte, la casa comercial Ilumina ha
incorporado la tecnologia de los Bead Array
(analisis con microesferas) a la linea de
productos ofrecidos BeadChip. Mientras
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Tabla 1. Plataformas comerciales utilizadas en los estudios de GWAs.

Plataforma Disefio N° SNPs
Affimetryx
GenChip 100k
(Hind + Xba) Azar 116.204
Affimetryx
GenChip 500k
(Nsp + Sty) Azar 500.568
llumina
Human Hap 300k Tagging > 317000
llumina
Human Hap 550k Tagging >555.000

Cobertura de los SNPs

Caucasicos Asiaticos Africanos
31% 31% 1500
67% 64% 41%%
80% -35% -70%
90% 90% 57%

Fuente: Modificado de la referencia (33)

los microarrays convencionales son creados
mediante la unién de sondas o sintesis de
sondas in situ, los Bead Array utilizan el au-
toensamblaje al azar de un grupo demicroes-
feras dentro de un sustrato estandarizado.
Cada microesfera (3um) es recubierta con
sondas de secuencia especificas y los lotes
de estas microesferas son ensamblados en
los micropozos del array. Para determinar
cudl microesfera se encuentra en cada micro
pozo, oligonucleétidos marcados con fluo-
rescencia son hibridizados a un segmento
de las sondas conocido como secuencia de
direccionamiento [34].

Los BeadChips de Ilumina utilizados en los
estudios de GWAs son de 300 y 550K; ellos
ofrecen cerca de 317.000 y 555.000 tagSNPs
respectivamente. De igual forma, estos pro-
ductos hacen uso de los ensayos Infinium de
Ilumina; este tipo de ensayo le ha permitido
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a Illumina ofrecer pruebas que arrojen la
maxima informacién sobre los tagSNPs. Los
tagSNPs presentes en el Chip de 300k fueron
seleccionados dela primera fase del proyecto
HapMap, mientras los SNPs del chip 550K se
escogieron de ambas fases de este proyecto
[34].

SELECCION DEL NUMERO DE
MARCADORES SNPS Y TAMANO
MUESTRAL

La mayoria de los marcadores utilizados
en los estudios GWAs se localizan dentro de
segmentos que presentan fuerte desequilibrio
deligamiento[41], es decir, estan fuertemente
correlacionados entre si y los cromosomas
contienen sélo algunos haplotipos en comun.
Actualmente, varias regiones genémicas (de
aproximadamente 500kb) han sido minucio-
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samente examinadas como parte del proyecto
ENCODE (Biblioteca de elementosde DNA). En
este proyecto se resecuenciaron 96 cromo-
somas para determinar todas las variantes
comunes, y ademas se genotipificaron todos
los polimorfismos en un solo nucleétido que
se encontraban en las bases de datos publi-
cadas o que ya habian sido resecuenciados
en otros estudios. Estos estudios muestran
que la mayoria de los 11 millones de SNPs
comunes en el genoma estan agrupados y
correlacionados unos con otros, al igual que
el genotipo de uno de ellos puede predecir
perfectamente el genotipo de su vecino. Te-
niendo en cuenta lo anterior, un SNPs puede
representar muchas variantes de este tipo en
un estudio de asociacién, lo que se conoce
como tagSNPs.

Unavezconocidoslos patrones de Desequili-
brio de Ligamiento (LD) de una regiéon dada,
se pueden elegir algunos tagSNPs a partir de
los cuales se puede detectar la mayoria de
las variantes comunes dentro de la region
de interés.

ANALISIS DE LOS
RESULTADOS DE GWAS

Las asociaciones con los alelos de cada SNP
se hacen comparando la frecuencia de cada
alelo en los casos y los controles. También
se pueden comparar las frecuencias de los 3
genotipos resultantes en ambos grupos. Los
analisis también pueden incluir el modelo
genético (dominante, recesivo y aditivo),
siendo el modelo aditivo el mas usado en
estos estudios. Los odds ratios son también
calculados, y generalmente estdn en el ran-
go de 1.2 a 1.3, lo que constituye un riesgo
modesto [37].

276

La mayoria de estos estudios también calcu-
lan el factor de riesgo poblacional, pero tales
estimados son casi siempre elevados, debido
a quelos odds ratios sobrepasan el riesgo rela-
tivorequerido paracalcular dicho factor. Este
estimado inicial exagerado lleva con mucha
frecuencia a estudios de replicacién pero que
carecen de un tamafno de muestra suficiente
y poder para replicar la asociacién, debido a
que senecesita un gran tamano de lamuestra
para obtener odds ratios mas pequetios [37].

La complejidad de los analisis se debe a que
como es un estudio de multiples pruebas, las
asociaciones deben repetirse para 100000 o 1
millon de SNPs probados. La p convencional,
esdecir, menorde0.05, en estudios de asocia-
cién de 1 millén de SNPs mostrardn alrededor
de 50000 sNPs asociados a la enfermedad, de
los cuales casi todos son falsos positivos. Por
esto es necesario aplicar correcciones como
la de Bonferroni, en la cual los valores de p
convencional se dividen por el nimero de
SNPs analizados. En unrastreo de 1 millén de
SNPs se debe usar un umbral de p<0.05/10°.
Esta correccion ha sido objeto de controver-
sia, debido a que asume asociaciones inde-
pendientes de cada SNP con los fenotipos de
la enfermedad, sabiendo que tedricamente
dichos SNPs estan correlacionados en algin
modo debido al LD [37, 42].

Se han propuesto otros tipos de analisis que
incluyen el estimado de la tasa de falsos po-
sitivos, la probabilidad del reporte de falsos
positivos, la probabilidad de que la hip6tesis
nula sea verdadera, dando una significancia
estadisticamente significativa y el estimado
de los factores del teorema de Bayes [43, 44],
es decir, incorporar la probabilidad a priori
de la asociacién basada en las caracteristicas
dela enfermedad o del SNP especifico [3, 45].
Hasta la fecha la correccién de Bonferroni es
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la més usada para comparaciones multiples
en los estudios de GWAs [37].

Conel fin de lograr una mayor confiabilidad
en las asociaciones encontradas a partir de
los estudios de GWAs, es necesario excluir
todos aquellos datos que representan falsos
positivos, los cuales son producto dela estra-
tificacién poblacional que puede existir entre
el grupo de casos y controles. Actualmente
existen diversos métodos estadisticos que se
aplican conel findeidentificar y corregir este
fendOmeno, los cuales se fundamentan en el
andlisis de un grupo de marcadores de control
genético (Microsatélites y Marcadores Infor-
mativos de Ancestria) que estan distribuidos
a través del genoma y no son marcadores
candidatos de asociacion. El proyecto Hap-
Map proporciona frecuencias alélicas para
millones de SNPs presentes enlas poblaciones
continentales, que pueden ser utilizados para
detectar la estratificaciéon en poblaciones
mezcladas como afro-americanas, latinas o
hispanas [46, 47].

LIMITACIONES EN
LOS ESTUDIOS GWAS

Estos estudios muestran varias limitaciones.
Los resultados falsos positivos, la falta de
informacién sobre la funcién de un gen, la
incapacidad para detectar variantes raras y
estructurales, los posibles sesgos debido a
la mala selecciéon de los casos y controles,
al igual que errores en la genotipificacion,
son los problemas mas frecuentes en estos
estudios. Ademas de lo anterior, es dificil
identificar a través de dichos estudios las
interacciones entre gen-ambiente, ya que
existe una limitada informacion disponible
sobre la exposicion ambiental y otros factores
de riesgo no genéticos [37].
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La replicacion de los resultados obtenidos a
través de los GWAs es una de las estrategias
mas confiables con la cual se logra diferenciar
las asociaciones que corresponden a falsos
positivos de aquellas que son verdaderos
positivos. No obstante, lareproducibilidad de
estos estudios escomplicada por factores como
la estratificacién de la poblacion [48-50], dife-
rencias fenotipicas, sesgos de seleccion, errores
de genotipificacién, entre otros. Actualmente,
la mejor forma de evitar estas inconsistencias
es hacer los estudios de replicaciéon con un
gran tamafo de muestra [34, 37].

A través de los GWAs se generan hipotesis,
por lo tanto, la replicacion es esencial en
estos estudios para confirmar los resulta-
dos y evidenciar las asociaciones genéticas
autenticas. Por otra parte, se hace necesario
demostrar el efectobioldgico del genasociado
alaenfermedad mediante pruebas funciona-
les in vivo o in vitro, replicables en modelos
animales, para ratificar el papel significativo
del gen detectado en la patogénesis de la
enfermedad [51].

GWAS EN ASMA

El asma es una enfermedad de etiologia des-
conocida, caracterizada por una inflamacién
intermitente de las vias respiratorias, la cual
conduce con el tiempo a una obstrucciéon de
lamisma, inflamacién crénica con eosinofilia
e hipertrofia de las células musculares lisas
bronquiales.

Hace parte del repertorio de enfermedades
complejas y su incidencia esta determinada
por la interacciéon de factores genéticos y
ambientales. Ademads, es una enfermedad
multifactorial y poligénica, lo que explica en
parte su patrén de herencia complejo, dife-
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rente del de las enfermedades monogénicas,
en las que se puede establecer con relativa
facilidad, por ejemplo, si el fenotipo es do-
minante o recesivo, el grado de penetrancia,
etc. [52, 53].

Durante mucho tiempo esta enfermedad ha
sido objeto de graninterés paralacomunidad
cientifica, ya que sus bases moleculares no se
han podido esclarecer totalmente. Por con-
siguiente, se realizan hasta la fecha muchos
esfuerzos conel propoésito deidentificar genes
cuyas variantes influyan notablemente sobre
la patogénesis de la enfermedad.

Labusquedadelos genesrelacionados conla
etiologia del asma se ha basado en el uso de
diversasestrategias de epidemiologia genéti-
ca,apoyadas tltimamente por los resultados
del Proyecto Genoma Humano y el proyecto
HapMap. Dentro de los estudios aplicados
para alcanzar tal fin se destacan los estudios
deligamiento genéticorealizados en familias,
las asociaciones de genes candidatos, donde
se tiene informacion previa del gen que va
a ser objeto de investigacion, y los estudios
mas recientes conocidos como estudios de
asociacion conrastreo genémico [2,17,54-57].

Gracias al incremento de las herramientas
moleculares, actualmente existe un amplio
registro de genes que estan implicados
en el desarrollo del asma. Recientemente,
Vercelli y cols. [2] a través de estudios con
genes candidatos clasificaron los genes de
susceptibilidad a asma en cuatro categorias
principales: los asociados con la respuesta
inmune e inmunoregulacién, genes asocia-
dos con la diferenciacién de las células Th2
y funciones efectoras, genes asociados con la
biologia epitelial y la inmunidad a mucosas
y finalmente genes asociados con la funciéon
pulmonar, remodelamiento de las vias aé-
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reas y severidad de la enfermedad. Ademas,
identificaron 33 genes en cinco o mas estudios
independientes (ver tabla 2). En 2006 Ober
y cols. [17] reportaron 118 genes asociados
con fenotipos de atopia y asma, los cuales
habian sido replicados por lo menos una vez
endiferentes poblaciones y revisados después
por Vercelli D. [2].

Actualmente existen reportes de estudios de
asociacién con genes candidatos en la pobla-
cion colombiana, por medio de los cuales
se observa una relacién significativa entre
polimorfismos en el gen GPR154 con asma y
niveles de IgE total [58]; estos estudios han
sido replicados en otras poblaciones como la
caucasica y china. Por otra parte, Vergara y
cols.[59] en estudios basados en familias en-
contraron que un haplotipoenel gen ADAM33
estuvo asociado con asma. Finalmente,
Acevedo y cols.[60] en 2008 reportaron una
asociacion del sNPs C-509T en el gen TGFf3
conlgE total y especificapara D. pteronyssinus
en pacientes asmaticos.

Los estudios de GWAs en asma han descu-
biertonuevos genes candidatos con un efecto
moderado sobre el fenotipo (ver tabla 3). Los
resultados del primer estudio de GWAs en
asma fueron publicados por Moffatt y cols.
[15], quienes caracterizaron mas de 317.000
SNPs en 499 pacientes con asma de la nifiez
y 1.243 individuos sanos, y encontraron
que multiples marcadores en el cromosoma
17921.1 estan fuertemente asociados con
asma en la infancia. Estos resultados fueron
replicados en 2.320 nifios pertenecientes a
una cohorte alemana y en 3.301 individuos
deunacohortebritdnicade1958. Es de anotar
que se reporta un nuevo gen, OMRDL3, cuyos
niveles de expresion son determinantes de
susceptibilidad a asma en lanifiez [15]. Estos
estudios fueron replicados en una poblaciéon
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Tabla 2. Genes candidatos asociados con Asma y

fenotipos intermedios en més de 5 estudios.

Ntdmero de

Gen Cromosoma Funcién Variante comtn reportes con
asociacion positiva
GSTM1 1p13.3 Detoxificacion ambiental y estrés oxidativo +/Nulo 8
FLG 10213 Integridad de la barrera epitelial Arg510x,2282del4 7
IL-10 1q31-q32 Inmunorregulacion -1082A/G, -571C/A 14
CTLA4 2q33 Inhibicion de la respuesta de células T e inmunorregulacion — -318C/T, -49A/G 9
IL-13 5q31 Funcién efectora TH2 1112¢/T, Arg130GIn 26
IL-4 5q31.1 Diferenciacion TH2 e induccion IgE -589C/T, +33C/T 20
(D14 5q31.1 Inmunidad innata, reconocimiento microbial -1721G/A, -260C/T 19
SPINK5 5g32 Inhibidor serinproteasa epitelial Glu420Lys 6
ADRB2 5g31-q32 Relajacion del musculo liso bronquial Arg16/Gly, GIn27Glu 42
HAVCR1 5033.2 Regulacién de las respuestas de células T, receptor HAV 5383_5383 del 5
TLC4S 5035 Biosintesis del cisteinil leucotrieno, inflamacion -444A/C 6
LTA 6p21.3 Inflamacion Ncol (Intron1) 10
TNF 6p21.3 Inflamacién -308G/A, -857C/T 21
HLA-DRB1  6p21 Presentacion antigénica Alelos multi-SNP 30
HLA-DQB1  6p21 Presentacion antigénica Alelos multi-SNP 12
HLA-DPB1  6p21 Presentacion antigénica Alelos multi-SNP 5
GPRA 7pl43 Regulacion del crecimiento de la célula y mecanismo neural ~ Haplotipos 6
NAT2 8p22 Detoxificacion de drogas y carcinogenos Acetilacion de SNPs 6
FCERIB 11q13 Receptor Fc de alta afinidad para IgE Lle181Leu, Gly237Glu 21
CCl6 11q12.3-q13.1 Proteina antiinflamatoria derivada del epitelio 38A/G 7
GSTP1 11q13 Detoxificacion ambiental y estrés oxidativo Lle105Val 12
IL-18 11q22.2-q22.3 Induccion de INF- y TNF -656T/G, -137G/C 8
STAT6 12q13 Sefalizacion de IL-4 e IL-13 2964G/A, exonl 13
NOS1 12q24.2-q24.31 Sintesis de dxido nitrico, comunicacién célula-célula 3391C/T, 5266C/T 7
CMA1 14q11.2 Serin proteasa de mastocitos BstX1, -10903G/A 5
IL-4R 16p12.1.p12.2 Receptores de IL-13 y la cadena de IL-4 Lle50Val, Glu551Arg 30
CCLn 17g21.1-g21.2 Quimioatraccion de eosindfilos Ala23Thr, -1328C/A 6
CCLs 17q11.2-q12 Quimioatraccion de eosindfilos, células Ty monocitos -403A/G, -28C/G 7
ACE 17g23.3 Inactivacion de mediadores inflamatorios In/del 5
TBXA2R 19p13.3 Inflamacidn, contraccidn del musculo liso 924T/C, 795T/C 7
TGFB1 19g13.1 Proliferacion celular, inmunorregulacion -509¢/T 8
ADAM33 20p13 Interacciones célula — matriz, célula - célula Muiltiples SNPs 13
GSTT1 22q11.23 Detoxificacidn ambiental y estrés oxidativo +/Nulo 5
Fuente: Tomado de la referencia [14]
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Tabla 3. Genes de susceptibilidad a Asma reportados por estudios de GWAs

Genes asociados con

Asma realiza el estudio

RAD50, SCG3, KIAA1271

DENND1B Europea
SGK493 Europea

TLE4, CHCHD9 Mexicana
PDE4D Blancos no hispanicos
PDE4D Blancos no hispanicos
SH2B3, GATA 2, IL1RL1, IL5, Europea
IKZF2, MHC, WDR36, TSLP P
CTNNA3 Coreana
ORMDL3

Poblacién donde se

Numero individuos

analizados Tipo de estudio
3901 Casos y Controles
2781 Casos y Controles
225 Casos y Controles
492 Estudio de Familia
1955 Casos y Controles
1955 Casos y Controles
9392 Casos y Controles
347 Casos y Controles
2237 Casos y Controles

Fuente: Elaborado por los autores.

franco-canadiense por Madore y cols. [18],
quienes encontraron una fuerte asociaciéonde
10 sNPs localizados en el cromosoma 17q21
con asma.

Estudiosrecientesrealizados por]. Huiy cols.
[16] utilizando 23.000 marcadores microsaté-
lites identificaron en poblacion australiana
dos genes candidatos en el cromosoma 18 que
posiblemente podrian controlarlosnivelesde
expresion delaIgE. Ademds, demostraronla
viabilidad de utilizar STRs en la metodologia
de los GWAs para identificar posibles genes
candidatos en otras enfermedades.

Rogers y cols. [61] evaluaron la reproducibi-
lidad de asociaciones con asma previamente
reportadas y la contribucion de la varia-
cién genética alrededor de estos loci en la
susceptibilidad a asma. En este estudio se
identificaron 10 SNPs en seis genes, los cuales
estan significativamente asociados con la
enfermedad, incluyendo la replicacién del
gen integrina B3 (ITGB3). Ademas, la eva-
luacién de 619 variantes adicionales revel6
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la asociacién de 15 genes con el fenotipo
de asma, teniendo en cuenta que nueve de
esos genes fueron corregidos por multiples
comparaciones.

Los GWAs han hecho posible asociar por pri-
mera vez variantes de genesimplicadosenla
regulacién delosniveles deIgE total ensuero
conatopia y asma. Weidinger y cols. [62] exa-
minaron més de 11.000 individuos alemanes
de cuatro cohortes basadas en estudios de
poblaciones, en las cuales observaron la pre-
sencia de variantes funcionales en los genes
que codifican la cadena a del receptor de la
IgE (FCERIA) enel cromosoma 1q23 (rs2251746
y 1rs2427837), asociado fuertemente con los
niveles de IgE total. Ademas, los resultados
encontrados en esta investigacion confirman
la asociacion de STAT6 con los niveles de
esta Ig en suero y sugieren que variaciones
en el gen RAD50 pueden representar factores
adicionales dentro del grupo de genes de ci-
toquinas en el cromosoma 5q3. Sin embargo,
losautoresresaltanlanecesidad de continuar
con las investigaciones en esta region.
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Por su parte, Rafaels y cols. [63] en un rastreo
realizado en una poblacién de descendencia
africana demostraron una fuerte asociacién
de los genes ACE, SPINKS, NOS1 y ADAM33 con
asma, validando la asociacién ya reportada
anteriormente en otras poblaciones. Los re-
sultados de esta investigacion indican que
varios de los genes replicados estdn funda-
mentalmente comprometidosenel desarrollo
delaenfermedad apesardediversidad étnica
existente. Adicionalmente, Y.]. Tsaiy cols. [20]
identificaron una fuerte asociacién entreasma
y el gen CUL5 localizado en el cromosoma
11922, que no ha sido estudiado anterior-
mente. Este hallazgo confirma una vez maés
que a través de los estudios de asociacién
con rastreos gendmicos se pueden detectar
nuevos genes que determinan la apariciéon
de enfermedades complejas como el asma.

CONCLUSIONES

* Los estudios de rastreo genémico son las
herramientas moleculares més usadas
actualmente para detectar variaciones
genéticas que confieren susceptibilidad a
enfermedades complejas.

* Através de ellos se han identificado nue-
vos genes comprometidos en el desarrollo
de diversas enfermedades complejas. De
igual forma, se han realizado estudios
de replicaciéon con genes anteriormente
reportados en diferentes poblaciones.

» Eldisefio de multistage es el méas utilizado,
ya que reduce el nimero de falsos posi-
tivos, el costo del estudio y mantiene su
poder estadistico.

* Existe una gran variedad de plataformas
comerciales disponibles para realizar los
GWAs ofrecidas por las casas comerciales
AffimetrixeIllumina;laelecciondeunade
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ellas depende en gran medida del interés
del investigador y de la poblacién objeto
de estudio, teniendo en cuenta que estas
plataformas sebasan enlos resultados ob-
tenidos por el proyecto HapMap realizado
en tres poblaciones, como son caucasica,
afroamericanay asiética, las cuales presen-
tan diferencias en su estructura genética.

* Apesardelosgrandesavancesalcanzados
hastaelmomento porlos GWAs enrelacion
coneldescubrimientodegenesasociadosa
enfermedades, lasinteracciones entre estos
genesy el ambiente no se han establecido,
por lo que se hace necesario enfatizar las
investigacionesacerca deeste tema, el cual
es fundamental para entender la etiologia
de las enfermedades complejas.

* Hasta el momento no se han realizado
estudios funcionales que confirmen del pa-
pelsignificativo delos genes que han sido
asociadosaenfermedades complejascomo
el asma a través de los GWAs, y ademas,
los estudios de replicacién en diferentes
poblaciones ha sido complicado.

Conflicto de interés: Ninguno.

Financiacién: Universidad de Cartagena.
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