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Introducción

La mayor parte de las enfermedades comunes son
multifactoriales y están causadas por un número inde-
terminado de factores ambientales y/o genéticos.
Este mecanismo contrasta con el modelo de enfer-
medad mendeliana, enfermedades de herencia de
monogénica en donde generalmente la presencia o
ausencia de un alelo causal predice completamente la
presencia o ausencia de la enfermedad. Para las enfer-
medades complejas los alelos de riesgo son menos
deterministas y el riesgo se mide de manera más pro-
babilística. De acuerdo a la hipótesis «variante común-
enfermedad común» los alelos de baja penetrancia res-
ponsables de enfermedades comunes se presentan con
una frecuencia elevada en la población. El estudio de
polimorfismos genéticos responsables de la suscepti-
bilidad a enfermedades humanas complejas es un cam-

po de interés creciente en la investigación genómica
y, concomitantemente, la tecnología para la detección
masiva de polimorfismos bialélicos sencillos, usual-
mente conocidos como single nucleotide polymorp-
hisms (SNP), ha experimentado un gran desarrollo en
estos últimos años.
Los estudios de asociación basados en poblaciones de
individuos no relacionados (por ejemplo caso-control) 1,2

son uno de los mejores aliados para abordar las cau-
sas genéticas de la enfermedad compleja. La filosofía
de un estudio de asociación caso-control es sencilla: los
alelos de riesgo son más frecuentes en la muestra de
casos que en la muestra de controles. Sin embargo, los
estudios de asociación no están exentos de problemas.
Prueba de ello es que en estos últimos años se ha obser-
vado una gran dificultad para reproducir los resultados
de asociación positiva en un amplio espectro de enfer-
medades complejas 3.

Estratificación poblacional en estudios 
de asociación

La estratificación poblacional es un caso particular de
confounding by ethnicity y representa seguramente
la causa más importante de errores tipo I en los estu-
dios de asociación. El problema de la estratificación
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Los resultados positivos de asociación entre un
polimorfismo genético y una determinada
enfermedad compleja observados en los estudios de
asociación caso-control raramente se replican.
Frecuentemente, el diseño de estos estudios carece
además de poder suficiente para detectar la
asociación. En consecuencia, la prevalencia 
de errores tipo I y II en la literatura científica 
en el estudio de enfermedades complejas es
extremadamente alta. Las causas que 
subyacen a esta desafortunada situación son muchas
y variadas: estratificación poblacional, corrección
por hipótesis múltiple, sesgo de publicación, etc.
Esta revisión reflexiona sobre estos problemas y los
procedimientos que ayudarían a minimizar sus
efectos.
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Studies of association in complex diseases: Statistical
problems related to the analysis of genetic
polymorphisms
The positive results on the association between a
genetic polymorphism and a specific complex
disease -in population-based association studies 
(e.g. case-control) are rarely replicated in
independent studies. Furthermore, the design 
of these studies often lacks sufficient power 
to detect the association. Therefore, the «prevalence»
of both type I and II errors in the scientific literature
dealing with the study of complex diseases is
extremely high. There are many potential problems
that underlie this current, unfortunate situation such
as the effect of population stratification, deficient
correction for multiple tests or publication bias,
among others. The present review deals with all
these problems and provides guidelines that can
help to minimize their effects.



surge cuando el componente genético-poblacional de
los casos y de los controles difiere significativamente;
se trata por lo tanto de un problema de falta de apa-
reamiento muestral-poblacional/étnico (sample mat-
ching) entre los casos y los controles.
La condición sine qua non para que la estratificación
tenga efecto real sobre el estudio de asociación es que
los grupos poblaciones (que subyacen a la población
estratificada) presenten frecuencias alélicas diferentes
para los marcadores genotipados. Si uno de los gru-
pos poblaciones está más representado en los casos
que en los controles (o viceversa), cualquier polimor-
fismo (neutral) que presente frecuencias alélicas dife-
rentes (estadísticamente significativas) entre las dos
poblaciones (muestras) será erróneamente observado
como alelo de riesgo (o de protección) en el estudio de
asociación (falso positivo). Otro factor coadyuvante es
la existencia de diferencias en las prevalencias de la
enfermedad en los dos grupos poblaciones. Por otro
lado, cuando los genotipos de los SNP analizados no
se encuentran en las proporciones esperadas de acuer-
do al equilibrio Hardy-Weinberg (HW), se podría sos-
pechar que la población está estratificada. Sin embar-
go, desequilibrios de HW indican a menudo problemas
de genotipado que además podrían diferir entre los
casos y los controles dependiendo de si los dos grupos
de muestras se procesaron de formas distintas o sim-
plemente como consecuencia de la diferente calidad
de las mismas 4. Existen métodos ad hoc para detec-
tar y controlar el efecto de la estratificación en los estu-
dios caso-control, tales como el genomic control 5,6 o
el structured association method 7.

Correcciones para comparaciones 
(pruebas) múltiples

Cuando se efectúa más de un contraste estadístico en
el análisis de datos, aumenta la probabilidad de que
alguno sea estadísticamente significativo solamente por
azar. El valor de significancia nominal (convencional-
mente es 0,05) debe de ser ajustado en función del
número de hipótesis ejecutadas. Una corrección ina-
decuada para prueba múltiple puede derivar en dos
resultados igualmente indeseables: a) incremento de
falsos positivos o error tipo I (debido a una correc-
ción débil); o b) la no detección de los efectos reales
de los marcadores sobre el fenotipo o error tipo II (de-
bido a una corrección demasiado severa). El ajuste de
Bonferroni se utiliza a menudo en los estudios de aso-
ciación; sin embargo, este método es extremadamen-
te conservador y tiende a incrementar el error tipo II.
Una de las mejores soluciones al problema de la correc-
ción por prueba múltiple es el uso de correcciones basa-
das en procedimientos computacionales (tales como
los métodos de permutación).

Errores de genotipado

Los estudios de asociación generalmente conllevan el
genotipado de un gran número de SNP en una canti-
dad grande de muestras. En un estudio de asociación

estándar, los errores de genotipado deberían afectar
de la misma manera a las muestras de casos y de con-
troles. Esto no tiene por qué ser sistemáticamente así;
podemos imaginar una situación en donde los casos
y los controles son genotipados en distintos laborato-
rios o en el mismo laboratorio pero en momentos dife-
rentes o usando técnicas distintas. Esto podría dar lugar
a differential errors, relacionados en general con la
distribución no aleatoria de los errores de genotipado,
que podrían tener especial relevancia cuando se pro-
cede por ejemplo a la imputación de los datos faltan-
tes. Se ha comprobado que estos errores pueden tener
consecuencias graves en el análisis y la interpretación
de los resultados 8-10.

Poder de un estudio de asociación. 
Potencia de la prueba

Uno de los pasos fundamentales en el diseño y la pla-
nificación de un estudio de asociación es el cálculo de
las muestras que serían necesarias para detectar un
determinado efecto genotípico sobre una enfermedad
concreta. Este cálculo es importante además si tene-
mos en cuenta el coste que generalmente conllevan
estos estudios (en fenotipado y genotipado). Es posi-
ble que muchas asociaciones positivas sean reales pero
no reproducibles debido a que el efecto de la variable
de riesgo es muy débil. Si los estudios en donde se repli-
ca la asociación no presentan un poder adecuado para
detectar un efecto débil, lo más probable es que el resul-
tado de la asociación no sea estadísticamente signifi-
cativo en la replicación. Esta dificultad es generalmente
potenciada por el llamado efecto jackpot: el primer
grupo de investigación que reporta una asociación débil
es más probable que haya sobrestimado (y no lo con-
trario) el efecto real del polimorfismo. Este fenómeno
ocurre realmente porque todos los estudios general-
mente reportan estimas muy imprecisas del efecto de
la variante debido fundamentalmente a variaciones
de muestreo.
Otro factor que resta poder de detección de la asocia-
ción en el estudio de enfermedades complejas es la
heterogeneidad de la enfermedad (trait heterogeneity),
término que se refiere a la situación que surge cuan-
do una enfermedad no ha sido bien definida y real-
mente se trata de distintas enfermedades subyacentes;
esto conlleva generalmente una pérdida de poder.

Problemas en la determinación del fenotipo
en la enfermedad compleja

Otro factor de ruido en los estudios de asociación es
el fenómeno de la fenocopia (phenocopy): la presen-
cia de una enfermedad (un fenotipo concreto) que pue-
de surgir indistintamente por causas genéticas o
ambientales. En ocasiones una patología no está defi-
nida con la especificidad suficiente y en la práctica
engloba una serie de patologías relacionadas. La exis-
tencia de fenocopias pueden conducir a errores tipo II.
El phenocopy rate se define como la proporción de
fenotipos idénticos debidos a factores no genéticos y
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puede variar significativamente entre grupos pobla-
cionales. Es común ver que un porcentaje significativo
de los pacientes usados como controles presenta algu-
na patología relacionada y en ocasiones son casos mal
diagnosticados.

Interacción gene-gene y gen-ambiente

Otra fuente potencial de variabilidad y ausencia de repli-
cación en los estudios de asociación es la epistasis. Cor-
dell 11 identifica varias razones por las cuales la identi-
ficación de las interacciones puede llegar a ser un
proceso complejo o incluso imposible. En la mayor
parte de los estudios que pretenden detectar epistasis,
los tamaños muestrales son sub-óptimos, de tal mane-
ra que no permiten estudiar el número masivo de hipó-
tesis que normalmente se pueden llegar a formular,
incluso considerando interacciones de dos dimensio-
nes. Se cree que la epistasis puede jugar un papel
importante en la enfermedad multifactorial pero, sin
embargo, el esfuerzo por desarrollar algoritmos para
la detección de la epistasis es todavía escaso 12.

Diferencias genéticas entre poblaciones

Dado que existen diferencias genéticas entre las pobla-
ciones humanas, nos interesa saber si los alelos localiza-
dos en un mismo gen están asociados con la enfermedad
de manera diferente en distintos contextos poblaciona-
les; dicho con otras palabras, si la ancestralidad de una
población puede tener influencia en el impacto de cada
variante génica en el riesgo a la enfermedad. Si bien los
marcadores genéticos varían significativamente en fre-
cuencia entre las distintas poblaciones, el impacto bio-
lógico del riesgo para la enfermedad común parece ser
generalmente consistente entre los grupos étnicos prin-
cipales. No obstante, existen diferencias moderadas en
los efectos biológicos que podrían explicar la falta de
replicación en un porcentaje significativo de los estudios
de asociación 13.

Metaanálisis y sesgo de publicación

Un metaanálisis es básicamente un resumen estadís-
tico de los resultados obtenidos en otros estudios. Uno

de los grandes problemas del metaanálisis es el deno-
minado sesgo de publicación: la literatura tiende a refle-
jar solamente estudios de asociación positiva, mientras
que un porcentaje elevado de los estudios negativos de
asociación no se publican. Por lo tanto uno espera
encontrarse con una tendencia sistemática hacia valo-
res significativos de p, más a menudo que los que cabría
encontrar únicamente al azar. La mayor parte de los
resultados negativos no llegan a publicarse ya que en
general no son de interés para los lectores.
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