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RESUMEN

La farmacogenética estudia la asociacion entre el fenotipo farmacolégico de un individuo con
su constitucion genética, y el disefio de estudios de casos y controles es una metodologia de
uso frecuente. Este disefio consiste en que se analiza la frecuencia de las variantes genéticas
en los casos, es decir, de los pacientes que presentan el fenotipo (desenlaces o resultados)
comparado con los controles. Para obtener una calidad metodoldgica adecuada en este tipo
de estudios es importante trabajar con fenotipos precisos, adecuada seleccion de los casos y
controles y tamafio de la muestra; seleccionar una metodologia adecuada para la identificacion
de variantes genéticas; y en el momento del andlisis de resultados utilizar el Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) e interpretar los resultados considerando la posibilidad de un fenémeno de
fenoconversion.

Palabras clave: Farmacogenética; Metodologia de Investigacion; Estudios de Asociacion Genética;
Seroconversion; Andlisis de Datos. (Fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT

Pharmacogenetics studies the association between the pharmacological phenotype of
an individual with his/her genetic constitution. Case-control studies is a commonly used
methodology when performing pharmacogenetics research. This design analyses the frequency
of genetic variants in cases; that is, of those patients who have a particular phenotype
(outcomes or results) compared with controls. For obtaining adequate methodological quality
in pharmacogenetic case-control studies, it is important to work with precise phenotypes,
have adequate case and control selection and appropriate sample size; select an adequate
methodology for the identification of genetic variants, analyze the results using Hardy-Weinberg
Equilibrium (HWE); and interpret the results considering the possibility of a phenoconversion
phenomenon.

Key words: Pharmacogenetics; Research Methodology; Genetic Association Study;
Phenoconversion; Data Collection. (Source: MeSH BIREME).
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INTRODUCCION

Los estudios de asociacion genética consisten en lainvestigacion de
una relacion causa-efecto entre una enfermedad, predisposicion
a una enfermedad, u otra caracteristica fenotipica definida con
uno o mas polimorfismos genéticos V! .La farmacogenémica
utiliza la tecnologia gendmica (transcriptomica, protedmica y
epigendmica) para estudiar la relacion entre los efectos de los
medicamentos y los genes relevantes . La farmacogenética
focaliza su atencion sobre el efecto de los polimorfismos
de uno o cientos de genes que estan relacionados con
la farmacocinética (Vgr metabolismo, transportadores),
farmacodinamia (receptores) y genes modificadores de
enfermedad que han sido asociados como efecto de los farmacos.
En la dltima década los estudios en general de asociacion genética
y especialmente las investigaciones farmacogenéticas de casos y
controles se han elevado de manera constante, proporcionando
aportes importantes al conocimiento sobre el tema. Sin embargo,
una parte de los estudios publicados tienen problemas de
replicabilidad, es decir, sus resultados catalogados como positivos
alinicio, no han podido ser reproducidos por estudios ulteriores
en poblaciones independientes. Un ejemplo ilustrativo son los
estudios iniciales sobre la farmacogenética de la warfarina, los
cuales en la evaluacion de la calidad metodoldgica presentaban
problemas en la seleccion de genes candidato, tamafio de
muestra, estratificacion poblacional, andlisis del Equilibrio de
Hardy-Weinberg, entre otros &,

Entre los disefios que tienen mas observaciones en su calidad
metodoldgica estdn los estudios de casos y controles. Existen
otros tipos de disefios entre los cuales estan los ensayos
controlados aleatorizados, donde los participantes se estratifican
por genotipo y se asignan aleatoriamente a los grupos de
tratamiento; la principal fortaleza de este disefio es que
constituye una fuerte evidencia de una interaccién farmaco-gen,
es una evidencia de causalidad y es posible evaluar mdltiples
resultados; sin embargo tienen la limitacion de su factibilidad
porgue requieren un tamafo de muestra grande, es de alto costo
y es dificil evaluar eventos raros. También existen los estudios
de cohorte prospectivos, en los cuales se realiza un seguimiento
de los participantes a lo largo del tiempo y se compara el
resultado de la enfermedad con los subgrupos de farmacos y
genotipos, su ventaja es precisamente su caracter prospectivo y
la posibilidad de evaluar multiples resultados; y sus desventajas
son la posibilidad de sesgo de seleccion (pérdida durante el
seguimiento), sesgo de informacidn (no diferencial), confusores
y la dificultad de evaluar eventos raros 4,

El presente articulo tiene el objetivo de revisar los principales
factores atener en cuenta, para obtener una calidad metodoldgica
adecuada en estudios farmacogenéticos de casos y controles,
entre los cuales se analizaran la definicién operacional del
fenotipo, seleccidn de los casos y controles, tamafio de la
muestra, estratificacién de la poblacidn, equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW), sesgo de notificacidn selectiva de los
desenlaces, andlisis de datos, fendmeno de fenoconversiony las
metodologias de identificacion de variantes genéticas, fendmeno
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de deplecion de los susceptibles y las guias de evaluacion
de calidad metodoldgica de estudios farmacogenéticos.
Previamente se hara una breve revision del disefio de casos y
controles en el contexto farmacogendmico.

Estudios de casos y controles

Aplicado a estudios farmacogenéticos, las personas con
reacciones adversas o pobre respuesta terapéutica (resultados
o desenlaces) se denominan “casos”, la frecuencia de genotipos
en los “casos” son comparados con los “controles”, que son
definidos como personas que tienen una exposicion comparable
al fdrmaco, pero en quienes no se presentan los resultados o
desenlaces >, Este tipo de disefio permite medir los efectos de
la interaccion gen-farmaco, pero debe anotarse que no descarta
completamente los efectos independientes del genotipo o
respuesta del formaco .

Definicién del fenotipo: Fenotipos, endofenotipos y
biomarcadores

Definido operacionalmente el fenotipo consiste en la utilizacion
de métodos epidemioldgicos, biolégicos, moleculares o
computacionales para seleccionar sistematicamente las
caracteristicas de un trastorno que podria ser el resultado de
distintas influencias genéticas "\, En estudios farmacogenéticos
el fenotipo son las caracteristicas observables y/o susceptibles de
ser medidos (efectos sobre la farmacocinética o farmacodinamia),
que pueden ser considerados como efecto del genotipo del
individuo al cual se ha administrado un farmaco en investigacion.
El término endofenotipo configura un componente mensurable
del fenotipo, no visto a simple vista, que se encuentra a lo
largo (es decir, dentro) de la ruta entre la enfermedad (es
decir, fenotipo observable) y el genotipo distal #<. El término
endofenotipo se utiliza en la investigacion genética de las
enfermedades psiquidtricas, bajo la perspectiva que lo que
observamos a simple vista es la enfermedad psiquidtrica, es
decir el “exofenotipo”, en cuya etiologia estaria implicada
un componente genético, moldeado por el ambiente 19,
Los biomarcadores son caracteristicas que se pueden medir
objetivamente y se evalia como un indicador de procesos bioldgicos
normales, procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a
una intervencidn terapéutica. Tanto los fenotipos, endofenotipos
y biomarcadores son utilizados en estudios farmacogenéticos
como puntos finales o resultados (outcomes) con los cuales se
establecerdn larelacidn de lainfluencia genética sobre una respuesta
farmacoldgica ™. Las técnicas protedmicas en el futuro seran la
fuente de muchos biomarcadores, que se utilizardn como puntos
finales o resultados para estudios farmacogenéticos.

Para mejorar la replicabilidad de los estudios farmacogenéticos
es importante trabajar con fenotipos precisos/*?. Por
ejemplo, para el estudio de la gendmica de las enfermedades
neurodegenerativas se recomienda incluir casos con criterios
diagndsticos estandarizados y validadas apropiadamente,
estudios de cohortes prospectiva y casos con diagndstico
histopatoldgico, si fuera posible. “2 Un buen ejemplo de
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fenotipificacion adecuada, son los estudios de la susceptibilidad
alareaccidn de hipersensibilidad inducida por abacavir. En estos
estudios los casos son definidos operacionalmente como aquellos
identificados por criterios clinicos e inmunoldgicos (test parche
dérmico positivo), es decir, son incluidos aquellos pacientes
en tratamiento con abacavir que dentro de las 6 semanas
de tratamiento presenten al menos 2 sintomas sospechosos
de reaccion de hipersensibilidad al abacavir (fiebre, rash,
manifestaciones constitucionales o gastrointestinales) ademds
de haber resultado positivo al test parche dérmico especificos
para esta reaccion adversa ¥, Ver Tabla 1.

Seleccidon de casos y controles

Los estudios de casos y controles pueden presentar sesgos de
seleccion e informacidn. El sesgo de seleccion se produce cuando
hay unainclusién o exclusién inadecuada de los casos o controles.
Los casos como los controles deberian tener el mismo potencial
para desarrollar el desenlace o resultado en investigacidn
(fenotipos). En estos estudios, si los controles provienen de
grupos de personas que son atendidas en un hospital, es posible
un sesgo de seleccion, porque se estarian seleccionando personas
cuyas frecuencias alélicas corresponden a una enfermedad
subyacente, el cual podria distorsionar la asociacidn exposicion-
enfermedad o interaccién farmaco-fenotipo ™. El sesgo de
informacion ocurre cuando existen diferencias en la obtencion de
los datos de los casos y los controles. Los sesgos de informacion
mas frecuentes son el de memoria y la mala clasificacion. El
sesgo de memoria (recall bias) ocurre cuando los casos (enfermos
o el fenotipo) recuerdan la exposicion previa generalmente
con mas detalles que los controles; por ejemplo, los pacientes
(casos) expuestos a farmacos en el pasado, recuerdan con mas
detalles que los controles, porque en estos ultimos, no existe
una motivacion especial para evocarlos. El sesgo de inadecuada
clasificacion esta descrita como la variacion en la calidad de la
obtencion de los datos de los casos y controles, denominandose
diferencial (Differential misclassification), cuando se sobre o
subestima el riesgo; por otro, se llama de no-diferencia cuando
Unicamente se subestima el riesgo.

Tamaio de la muestra

En los estudios de casos y controles el tamafio ideal de la muestra
depende de cuatro factores, entre los cuales estan la frecuencia
relativa esperada de la exposicion de interés entre los controles
(personas sin la enfermedad o sin el fenotipo farmacolégico),
fuerza de asociacion esperada entre el factor de riesgo de
interés y la enfermedad, nivel de significancia deseado (error
alfa a ser aceptado, generalmente es de 5 %) y el error beta
a tolerar (generalmente no mayor de 10 %) 4. El objetivo de
tener un tamafio muestral adecuado es prevenir dos tipos de
errores. El error tipo | (o error alfa) o falso positivo, es decir, en
estudios farmacogenéticos concluir que existe una asociacion
entre el fenotipo farmacolégico y el gen investigado, cuando en
realidad no lo hay; el error tipo Il (o error beta) falso negativo,
que consiste en que el estudio no encuentra una asociacion,
cuando en verdad si existe 4,
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En estudios farmacogenéticos con disefio de casos y controles, el
tamafio de la muestra debe ser lo suficientemente grande para
verificar si existe una real interaccion gen-farmaco. Se considera
que un disefio de casos y controles deberia tener un minimo de
200 personas por grupo, para ser capaz de detectar un efecto de
interaccion gen-farmaco de una razon de momios (odds ratio)
cercano a 4. Se requiere un minimo de 400 casos y 800 controles
para determinar una razén de momios entre 2 y 4 !, Para los
calculos de la muestra, debe tomarse en cuenta la prevalencia de
los portadores de alelo mutante entre los controles; al respecto
se ha calculado que si esta prevalencia esta por debajo de 0.2
se requiere no menos de 755 controles en el estudio para una
razon de momios de 2.0 &,

Estratificacidn de la poblacion

El sesgo de estratificacion de la poblacidon es la distorsion en el
valor de una asociacion observada entre la variante genética
G y la enfermedad D (en estudios farmacogenéticos seria un
fenotipo, susceptibilidad a una reaccion adversa o fallo en
respuesta terapéutica) que puede ocurrir cuando G esta asociada
con algun factor real de riesgo E que varia segun la etnicidad 1,
Un clasico ejemplo es el estudio sobre la asociacion entre el
haplotipo Gm y la diabetes tipo 2 entre los casos y controles
nativos americanos 7. Knowler y col en su estudio en tribus
Pima y Papago inicialmente encontraron una asociacion entre
el haplotipo G y diabetes mellitus 2 en la poblacién de nativos
americanos, sin embargo, al realizar un analisis mas exhaustivo se
observo que el alelo mutante era mas frecuente en la poblacion
con ancestro nativo americano, mientras que la diabetes mellitus
2 era menos prevalente en individuos sin la ancestria nativa.
Por lo tanto, el estudio evidenciaba la asociacion inversa entre
la asociacion entre el ancestria y Gm; y la asociacion inversa
entre la herencia caucasica y el riesgo de diabetes mellitus tipo
2 18, Cuando los resultados se ajustaron por la ancestria, la
asociacion inversa desaparecid. Se ha observado que unade las
principales razones por las cuales muchos estudios de asociacion
gen-enfermedad no han sido replicados en sus resultados, es por
la confusa estratificacion poblacional ™,

En estudios farmacogenéticos hay dos ejemplo ilustrativos. El
primero es la supuesta asociacion entre la ototoxicidad de los
aminoglucdsidos y una variante de la secuencia molecular del
ARNr 12S, un gen codificado por las mitocondrias, un estudio
inicial encontré que una familia italiana era mas susceptible
a esta reaccion adversa 2%, Sin embargo, posteriores estudios
encontraron que la secuencia del ARNr 12S humano es similar
a la del gen ARNr 12S bacteriano y, por lo tanto, convierte
efectivamente al ARNr 12S humano en el objetivo (bacteriano)
para la accién de los farmacos aminoglucdsidos, presumiblemente
imitando la estructura del sitio de unién bacteriano del farmaco ?%.
Es decir, la presencia de la mutacion del ARNr 12S per se no tiene
un efecto primario independiente del tratamiento farmacolégico
22 E| segundo ejemplo es la supuesta asociacion entre el alelo Al
en el locus del receptor de dopamina D2 (DRD2) y el alcoholismo
que sugirid un estudio 2!, Posteriores estudios con disefios de
estudios basados en la familia, no encontraron asociacion con
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Tabla 1. Metodologia de casos y controles en la investigacion en farmacogenética:
Errores mas frecuentes y recomendaciones

1.

7.

8.

Errores

Inadecuada
definicion
operacional del
fenotipo

Inadecuada
seleccion de
los casos y
controles

Escaso tamaio
de la muestra

Estratificacion
de la poblacion

Equilibrio
de Hardy-
Weinberg
(EHW)

Sesgo de
notificacion
selectiva de los
desenlaces

Andlisis de datos

Fenomeno de
fenoconversion

Recomendaciones

Utilizar criterios diagnosticos estandarizados
y validados apropiadamente.

Evaluar y evitar los sesgos de seleccion e
informacion

El tamafio muestral debe ser lo suficiente
como para evitar el error tipo | (o error
alfa) o falso positivo o el error tipo Il (o
error beta) .

Evaluar la variable ancestria como factor
confusor. Se sugiere ingresar al estudio
miembros de la familia como controles,
emparejamiento adecuado entre casos y
controles, la estratificacion o los modelos
de ajuste multivariado.

Es una estrategia de andlisis con el cual
puede detectar problemas metodoldgicos
con el estudio genético, entre los cuales
pueden estar el error en la genotipificacion
o estratificacion poblacional.

En la revision bibliografica para la seleccion
final de genes candidatos a estudiar, tener
en cuenta que es posible que los estudios
con resultados de asociacion farmaco-gen
positivos tengan mas posibilidad de ser
publicados que aquellos con resultados
negativos.

En el andlisis de relacion causa-efecto de un
polimorfismo y un farmaco tener en cuenta
el concepto de desequilibrio de ligamiento
(Linkage disequilibrium)

Tomar en cuenta en el analisis, los
medicamentos que se toman conjuntamente
con el farmaco investigado y su efecto de
fenoconversion.

Comentario y ejemplos

Criterio operacional de los casos de hipersensibilidad
inducida por abacavir:

Criterios clinicos: pacientes en tratamiento con abacavir
que dentro de las 6 semanas de tratamiento presente
al menos 2 sintomas sospechosos de reaccidn de
hipersensibilidad al abacavir (fiebre, rash, manifestaciones
constitucionales o gastrointestinales)

Criterios inmunoldgicos: test parche dérmico positivo

El mas frecuente es el sesgo de memoria, ocurre cuando
los casos (enfermos) recuerdan la exposicion previa (a
medicamentos en investigacion) generalmente con mas
detalles que los controles; porque existe una motivacion
especial para evocarlos.

Se considera que un disefio de casos y controles deberia
tener un minimo de 200 personas por grupo, para ser
capaz de detectar un efecto de interaccion gen-farmaco
de una razén de momios (odd ratio) cercano a 4.

La supuesta asociacion entre el alelo Al en el locus del
receptor de dopamina D2 (DRD2) y el alcoholismo, fue
revisada después que posteriores estudios con disefios de
estudios basados en la familia, no encontraron asociacion
con los alelos DRD2 y atribuyeron los hallazgos previos a
la variacion étnica en las frecuencias alélicas.

Las desviaciones al EHW pueden deberse a endogamia,
deriva genética, migracidn, nuevas mutaciones o
seleccion.

Se recomienda reportar todos los resultados encontrados,
incluyendo aquellas asociaciones farmaco-gen que
no resultaron estadisticamente significativas. Ademas
se deben explicar de manera detallada el proceso de
seleccion y exclusion de los genes candidatos.

Para disminuir la probabilidad de tener falsos
positivos, utilizar: la correccion de Bonferroni,
Stepdown o el False Discovery Rate. Cuando se conoce el
modelo genético (dominante, recesivo, aditivo) se debe
usar el test de Cochran-Armitage; cuando se desconoce
puede utilizarse el Chi-cuadrado de Pearson.

Un ejemplo ilustrativo son los resultados discordantes
de diversos estudios del tamoxifen y la utilidad de la
genotipificacion del CYP2D6.
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los alelos DRD2 y atribuyeron los hallazgos previos a la variacion
étnica en las frecuencias alélicas 4%,

Las estrategias que se recomiendan para evitar el factor
confusor de estratificacion de poblacion, son el uso de
miembros de la familia como controles, emparejamiento
adecuado entre casos y controles, y la estratificacién o los
modelos de ajuste multivariado ?°. La aplicacién del disefio
basado en los familiares, no resulta practico aplicarlo en
estudios farmacogenéticos, porque es muy improbable que otros
miembros de una misma familia estén recibiendo el farmaco en
estudio P, La estrategia mas factible es tomar en cuenta en el
ajuste multivariado de los resultados, el factor etnicidad/raza.
En la caracteristica de etnicidad/raza se recomienda asignar a los
individuos en categorias lo mas especificas posible (Vgr. En USA,
ancestria Pima o Papago; en Peru grupo étnico quechua, aymara,
etc.), esto quiere decir que debe evitarse asignar la etnicidad
a categorias muy amplias y convencionales como caucdsica,
afroamericana, hispana, asiatica, etc. Por otro lado, es de suma
importancia anotar la presencia de personas de familias de
origen étnico mixto 9,

Las estrategias descritas funcionan bien cuando la etnicidad/
raza de los individuos estudiados es facilmente identificable o
son obvias, lo cual no siempre ocurre. Cuando la estratificacion
de poblacion es mas sutil o los grupos étnicos no son dificiles de
reconocer, se recomienda utilizar algunos métodos para detectara
lo que se denomina “estratificacion criptica”; entre estos métodos
estan el uso de marcadores no relacionados a gen en estudio,
“control gendmico” y la “asociacién estructurada”. El método
uso de marcadores no relacionados al gen en estudio, consiste
en realizar la genotipificacion adicional del SNP (single nucleotide
polymorphism , SNPs), en otras areas del genoma y evaluar la
asociacion entre estos y los resultados obtenidos #?”. El método
de control gendmico ?® se utiliza para el ajuste de estratificacion
de poblacidn en el andlisis univariado de resultados binarios; por
consiguiente, pueden ser Utiles en estudios de asociacion gen-
enfermedad con resultados binarios. Sin embargo, hay que tomar
en cuenta que en estudios farmacogenéticos con resultados no
binarios, el método de control gendmico tiene utilidad limitada .
El método de asociacion estructurada, consiste en la aplicacion
de un modelo de agrupamiento usando datos de genotipo
multilocus con el objetivo de inferir la estructura y asignacion
(probabilistica) de individuos a poblaciones 8,

Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

En la investigacion médica la distribucion mas frecuente de una
variable continua se denomina normal o gaussiana; de manera
similar, en genética existe una probabilidad de distribucion de los
alelos de interés en la poblacidn, a esa distribucion se denomina
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) . Las desviaciones al
EHW pueden deberse a endogamia, deriva genética, migracion,
nuevas mutaciones o seleccién. La razén principal a tomarse en
cuenta el concepto del EHW en la metodologia de asociacion
genética, es que constituye una forma de detectar problemas
metodoldgicos con el estudio genético, entre los cuales pueden
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estar el error en la genotipificacion o estratificacion poblacional.
Esta es la razdn por la cual los estudios farmacogenéticos deben
realizar, el test de adherencia al EHW de cada SNP investigado;
los test sugeridos son el test de chi cuadrado de Pearson, el test
mds exacto para EHW B,

Sesgo de notificacidn selectiva de los desenlaces
(within-study selective reporting)

El sesgo de publicacion ocurre cuando una investigacion
con resultados estadisticamente significativos tiene mas
probabilidades de ser enviada y publicada que el trabajo con
resultados no significativos %, El sesgo de publicaciéon puede
surgir dentro de un estudio individual. Por ejemplo, es posible que
se midan varios resultados, pero solo se reporta en una publicacion
solo un subconjunto seleccionado de ellos #**2, Un problema
similar existe cuando los analisis de subgrupos con resultados
significativos tienen mas probabilidades de ser publicados. Se
denomina sesgo de notificacion selectiva de los desenlaces
(within-study selective reporting) a la seleccion de un subgrupo
de las variables originales registradas, basadas en los resultados,
para su inclusién en la publicacién de los estudios ?5%%, Para
evitar este tipo de sesgo se deben reportar todos los resultados
encontrados, incluyendo aquellas asociaciones farmaco-gen que
no resultaron estadisticamente significativas. Ademas, se deben
explicar de manera detallada la forma en que se selecciond los
genes candidatos, las razones por las cuales fueron excluidas
otras, especialmente si al inicio se considerd que se iban a
incluirlas en el estudio y posteriormente se excluyeron. Estos
datos son de gran utilidad para posteriores estudios.

Analisis de datos

En estudios farmacogenéticos, encontrar la correlacion genotipo-
respuesta farmacoldgica, es decir que un determinado SNP es la
causa de un efecto o resultado sobre una respuesta farmacoldgica,
no es tan sencillo. En realidad, los segmentos de genoma son
heredados juntos como una unidad (Linkage disequilibrium), por
lo tanto, la asociacion de un SNP estudiado, con una respuesta
farmacoldgica determinada, no necesariamente va a ser causal.
Podria ser que otro SNP (no incluido en el estudio, pero cercano
al investigado) por el fenémeno de desequilibrio de ligamiento
fuera la verdadera variable causal 2!,

Uno de los principales problemas que se debe afrontar en
estudios farmacogenéticos, donde se analiza la asociacién de
numerosos SNPs con determinada respuesta farmacologica,
es el de evitar incrementar la probabilidad de cometer error
tipo | (falsos positivos), es decir, el control de la tasa global
de errores (FWER o family-wise error rate) P\, Para disminuir la
probabilidad de tener falsos positivos, se recomienda utilizar una
las siguientes estrategias estadisticas: la correccion de Bonferroni,
Step down B3 o el False Discovery Rate. Cuando se conoce el
modelo genético (dominante, recesivo, aditivo) se debe usar el
test de Cochran-Armitage; si se desconoce es posible utilizar el
Chi-cuadrado de Pearson 4,
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Fenomeno de la fenoconversion

El fenémeno de fenoconversion consiste en que por factores
extrinsecos no genéticos (Vgr. Polimedicacion por interaccion
farmacoldgica), los individuos catalogados previamente como
metabolizadores rapidos, se convierten en metabolizadores
lentos, por lo tanto, se modifica su respuesta clinica ©*%, El
concepto de fenoconversion forma parte de otros mas conocidos,
como interaccion farmaco-farmaco, interaccion gen-farmaco e
interaccion farmaco-farmaco-gen. Una interaccion farmaco-gen
se produce cuando el tipo de gen del CYP450 de un paciente (por
ejemplo, metabolizador lento CYP2D6) afecta la capacidad del
paciente para depurar o metabolizar un farmaco. La interaccién
farmaco-farmaco-gen ocurre cuando el genotipo (Vgr. CYP450) de
un paciente y un primer farmaco en el tratamiento del paciente
(por ejemplo, un inhibidor de CYP2D6), afectan la capacidad
para metabolizar un segundo farmaco administrado al mismo
paciente P%; es decir, es la superposicion entre interaccion
farmaco-farmaco vy la interaccion farmaco-farmaco-gen. La
fenoconversion, por lo tanto, seria el resultado de una interaccién
farmaco-farmaco-gen.

Un ejemplo de fenoconversion es el caso del tamoxifeno y
la utilidad de la genotipificacion del CYP2D6. Tamoxifeno se
utiliza en el tratamiento de cdncer de mama con receptores
positivos a estrogeno, su principal metabolito altamente activo
es el endoxifen, el gen altamente polimérfico que interviene
en este proceso es el CYP2D6. Por otro lado, se ha observado
que existe una gran variabilidad en la eficacia y respuesta clinica
al tratamiento con tamoxifeno. De alli surgio la idea que dicha
variabilidad interindividual en la eficacia clinica podria radicar en el
metabolismo del tamoxifeno regulada por el genotipo CYP2D6 7!
y se iniciaron una serie de estudios con el objetivo de evaluar
la utilidad de la genotipificacién del CYP2D6 en el tratamiento
del cancer de mama con tamoxifeno. Sin embargo, los
resultados de estos fueron discordantes. Finalmente, un estudio
metanalitico que incluyd 25 estudios con un total de 13 629
pacientes, no encontrd evidencia suficiente para recomendar
la genotipificacion del CYP2D6 como guia de tratamiento con
tamoxifeno ¥, Los hallazgos discordantes entre tamoxifen y el
CYP2D6, han sido explicados por fenoconversién inducida por
medicamentos que se tomaban conjuntamente con tamoxifeno
como difenhidramina o inhibidores selectivos de serotonina, que
tienen efecto inhibitorio de CYP2D6. Las estrategias para evitar
este fendmeno es analizar el efecto de los medicamentos que
se toman conjuntamente con el fdrmaco investigado y su efecto
de fenoconversion 544,

Fenomeno de deplecidn de los susceptibles

Este fendmeno consiste en que el inicio de la exposicion a un
farmaco, se asocia con un aumento temprano de la tasa de
incidencia de una reaccién adversa medicamentosa aguda,
seguido de una disminucion de esta tasa de incidencia con
una duracién mas prolongada de exposicién al farmacol?. Este
fendmeno se explica porque a nivel de poblacidn, los pacientes
que permanecen con el farmaco son los que pueden tolerarlo,
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mientras que los susceptibles se seleccionan a si mismos fuera de
la poblacidn en riesgo 2. Este fendmeno se ha descrito en estudios
de hemorragia gastrointestinal inducida por antinflamatorios
no esteroideos y en tromboembolismo venoso inducido por
anticonceptivos orales y terapia hormonal “*I, El fenémeno de
deplecion de los susceptibles, es importante tener en cuenta
en estudios farmacogenéticos de diuréticos tiazidicos y su
relacion con alteraciones en el intervalo QT (QT) en poblaciones
multiétnicas, para interpretar y explicar su frecuencia relativa 4,

Guias de Evaluacion de calidad metodoldgica de
estudios farmacogenéticos

Actualmente se han publicado varias guias para la Evaluacion de
calidad metodolégica de estudios de asociacién genética, que
bien pueden ser aplicados a la investigacion farmacogenética.
Entre las mas importantes estan STREGA (Strengthening the
Reporting of Genetic Association Studies) “*!, GRIPS (Strengthening
the Reporting of Genetic Risk Prediction Studies) “®' y el Q-Genie
(Quality of Genetic Studies) ™., Estos instrumentos son utilizados
por las revistas médicas para la evaluacion metodoldgica de
estudios de asociacion genética, los cuales son decisivos para
la aceptacidn o no para su publicacién; por lo tanto, también
son Utiles como guia para los proyectos de investigaciones
farmacogenéticas.

En conclusidén, los disefios mas utilizados en estudios
farmacogenéticos se clasifican en tres tipos: disefios basados
en resultados o desenlaces (casos y controles, casos tratados
Unicamente y controles, y solo casos anidados dentro de un
ensayo clinico controlado), disefio basado en cohortes (estudio
de cohorte, estudio de cohorte de solo tratados, y el disefio
basado en ensayo clinico con analisis de subgrupo dentro de
dicho ensayo clinico) 8. En los estudios de casos y controles,
para obtener una calidad metodolégica adecuada y evitar los
sesgos, es importante trabajar con fenotipos precisos, adecuada
seleccion de los casos y controles y tamafio de la muestra;
seleccionar una metodologia adecuada para la identificacion de
variantes genéticas; y en el momento del andlisis de resultados
utilizar el Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e interpretar
los resultados considerando la posibilidad de un fendémeno de
fenoconversion.

Contribuciones de los autores:

Teodoro J. Oscanoa: concibio la idea y escribié el manuscrito
José Amado-Tineo: revision critica del manuscrito.

Todos los autores revisaron la version final y aprobaron el
manuscrito. Ambos autores asumen la responsabilidad frente a
todos los aspectos del manuscrito

Fuentes de financiamiento: Este articulo fue financiado por los
autores.

Declaracion de potenciales conflictos de interés: Los autores
declaran no tener ningun conflicto de interés.

Acta Med Peru. 2022;39(2):166-73

171



172

Oscanoa TJ, et al.

Estudios de casos y controles en Farmacogenética

ORCID

Teodoro Julio Oscanoa Espinoza, https://orcid.org/0000-0001-
9379-4767
José Amado-Tineo, https://orcid.org/0000-0002-3286-4650

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1.

10.

11

12.

Simundic A-M. Methodological issues of genetic association
studies. Clin Chem Lab Med [Internet]. 2010 Jan 1;48. Available
from: https://www.degruyter.com/document/doi/10.1515/
ccIm.2010.366/html.

Gurwitz D, Pirmohamed M. Pharmacogenomics: the importance
of accurate phenotypes. Pharmacogenomics [Internet]. 2010
Apr;11(4):469-70. Available from: https://www.futuremedicine.
com/doi/10.2217/pgs.10.41.

Jorgensen AL, Williamson PR. Methodological quality of
pharmacogenetic studies: Issues of concern. Stat Med [Internet].
2008 Dec 30;27(30):6547-69. Available from: https://onlinelibrary.
wiley.com/doi/10.1002/sim.3420.

Ross S, Anand SS, Joseph P, Paré G. Promises and challenges of
pharmacogenetics: an overview of study design, methodological
and statistical issues. JRSM Cardiovasc Dis [Internet]. 2012 Apr
1;1(1):1-13. Available from: http://journals.sagepub.com/
doi/10.1258/cvd.2012.012001.

Thiese MS. Observational and interventional study design types;
an overview. Biochem Medica [Internet]. 2014;24(2):199-
210. Available from: http://www.biochemia-medica.com/en/
journal/24/2/10.11613/BM.2014.022.

Stingl (formerly Kirchheiner) JC, Brockméller J. Why, When, and
How Should Pharmacogenetics Be Applied in Clinical Studies?:
Current and Future Approaches to Study Designs. Clin Pharmacol
Ther [Internet]. 2011 Feb 5;89(2):198-209. Available from: http://
doi.wiley.com/10.1038/clpt.2010.274.

Schulze TG, McMahon FJ. Defining the Phenotype in Human Genetic
Studies: Forward Genetics and Reverse Phenotyping. Hum Hered
[Internet]. 2004;58(3-4):131-8. Available from: https://www.
karger.com/Article/FullText/83539.

Gottesman I, Gould TD. The Endophenotype Concept in Psychiatry:
Etymology and Strategic Intentions. Am J Psychiatry [Internet].
2003 Apr;160(4):636-45. Available from: http://psychiatryonline.
org/doi/abs/10.1176/appi.ajp.160.4.636.

Beauchaine TP, Constantino JN. Redefining the endophenotype
concept to accommodate transdiagnostic vulnerabilities
and etiological complexity. Biomark Med [Internet]. 2017
Sep;11(9):769-80. Available from: https://www.futuremedicine.
com/doi/10.2217/bmm-2017-0002.

Kendler KS, Neale MC. Endophenotype: a conceptual analysis. Mol
Psychiatry [Internet]. 2010 Aug 9;15(8):789-97. Available from:
https://www.nature.com/articles/mp20108.

Lenzenweger MF. ENDOPHENOTYPE, INTERMEDIATE PHENOTYPE,
BIOMARKER: DEFINITIONS, CONCEPT COMPARISONS,
CLARIFICATIONS. Depress Anxiety [Internet]. 2013 Mar;30(3):185-
9. Available from: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/
da.22042.

Samuels DC, Burn DJ, Chinnery PF. Detecting new neurodegenerative
disease genes: does phenotype accuracy limit the horizon? Trends
Genet [Internet]. 2009 Nov;25(11):486-8. Available from: https://
linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0168952509001814.

Acta Med Peru. 2022;39(2):166-73

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Saag M, Balu R, Phillips E, Brachman P, Martorell C, Burman W, et al.
High Sensitivity of Human Leukocyte Antigen-B*5701 as a Marker
for Immunologically Confirmed Abacavir Hypersensitivity in White
and Black Patients. Clin Infect Dis [Internet]. 2008 Apr;46(7):1111-8.
Available from: https://academic.oup.com/cid/article-lookup/
doi/10.1086/529382.

Akobeng AK. Understanding type | and type Il errors, statistical power
and sample size. Acta Paediatr [Internet]. 2016 Jun;105(6):605-9.
Available from: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/
apa.13384.

Weiss ST, Silverman EK, Palmer LJ. Case-Control Association
Studies in Pharmacogenetics. Pharmacogenomics J [Internet].
2001 Mar 1;1(3):157-8. Available from: https://www.nature.com/
articles/6500050.

Wacholder S, Rothman N, Caporaso N. Counterpoint: bias from
population stratification is not a major threat to the validity
of conclusions from epidemiological studies of common
polymorphisms and cancer. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev
[Internet]. 2002 Jun;11(6):513-20. Available from: http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12050091.

Bhopal R. Glossary of terms relating to ethnicity and race: for
reflection and debate. J Epidemiol Community Heal [Internet]. 2004
Jun 1;58(6):441-5. Available from: https://jech.bmj.com/lookup/
doi/10.1136/jech.2003.013466.

Knowler WC, Williams RC, Pettitt DJ, Steinberg AG. Gm3;5,13,14 and
type 2 diabetes mellitus: an association in American Indians with
genetic admixture. Am J Hum Genet [Internet]. 1988 Oct;43(4):520-
6. Available from: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/3177389

Oetjens MT, Brown-Gentry K, Goodloe R, Dilks HH, Crawford DC.
Population Stratification in the Context of Diverse Epidemiologic
Surveys Sans Genome-Wide Data. Front Genet [Internet]. 2016 May
6;7. Available from: http://journal.frontiersin.org/Article/10.3389/
fgene.2016.00076/abstract.

Fischel-Ghodsian N. Genetic Factors in Aminoglycoside Toxicity. Ann
N 'Y Acad Sci [Internet]. 1999 Nov;884(1):99-109. Available from:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1749-6632.1999.
th08639.x.

Hutchin T, Cortopassi G. Proposed molecular and cellular
mechanism for aminoglycoside ototoxicity. Antimicrob Agents
Chemother [Internet]. 1994 Nov;38(11):2517-20. Available from:
https://journals.asm.org/doi/10.1128/AAC.38.11.2517.

Lindpaintner K. Pharmacogenetics and the future of medical
practice. Clin Lab [Internet]. 2002;48(5—6):335—-45. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12071585.

Blum K, Noble EP, Sheridan PJ, Montgomery A, Ritchie T,
Jagadeeswaran P, et al. Allelic association of human dopamine
D2 receptor gene in alcoholism. JAMA [Internet]. 1990 Apr
18;263(15):2055-60. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/1969501.

Edenberg HJ, Foroud T, Koller DL, Goate A, Rice J, Van Eerdewegh P,
etal. Afamily-based analysis of the association of the dopamine D2
receptor (DRD2) with alcoholism. Alcohol Clin Exp Res [Internet].
1998 Apr;22(2):505-12. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/9581660.

Blomqvist O, Gelernter J, Kranzler HR. Family-based study of DRD2
alleles in alcohol and drug dependence. Am J Med Genet [Internet].
2000 Oct 9;96(5):659-64. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/11054774.

Thomas DC, Witte JS. Point: population stratification: a problem
for case-control studies of candidate-gene associations? Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev [Internet]. 2002 Jun;11(6):505-12.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12050090.

ISSN electronica 1728-5917



Estudios de casos y controles en Farmacogenética

Oscanoa TJ, et al.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34

35.

36.

37.

38.

Tan NCK, Mulley JC, Berkovic SF. Genetic Association Studies in
Epilepsy: “The Truth Is Out There.” Epilepsia [Internet]. 2004
Nov;45(11):1429-42. Available from: https://onlinelibrary.wiley.
com/doi/10.1111/j.0013-9580.2004.22904..x.

Tsepilov YA, Ried JS, Strauch K, Grallert H, van Duijn CM, Axenovich
Tl, et al. Development and Application of Genomic Control Methods
for Genome-Wide Association Studies Using Non-Additive Models.
Chen L, editor. PLoS One [Internet]. 2013 Dec 16;8(12):e81431.
Available from: https://dx.plos.org/10.1371/journal.pone.0081431.

Pritchard JK, Stephens M, Donnelly P. Inference of Population
Structure Using Multilocus Genotype Data. Genetics [Internet].
2000 Jun 1;155(2):945-59. Available from: https://academic.oup.
com/genetics/article/155/2/945/6048111.

Attia J, loannidis JPA, Thakkinstian A, McEvoy M, Scott RJ, Minelli
C, et al. How to Use an Article About Genetic Association. JAMA
[Internet]. 2009 Jan 7;301(1):74. Available from: http://jama.
jamanetwork.com/article.aspx?doi=10.1001/jama.2008.901.

Guo SW, Thompson EA. Performing the exact test of Hardy-
Weinberg proportion for multiple alleles. Biometrics [Internet].
1992 Jun;48(2):361-72. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/1637966.

Cumpston M, Li T, Page MJ, Chandler J, Welch VA, Higgins JP, et al.
Updated guidance for trusted systematic reviews: a new edition of
the Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions.
Cochrane Database Syst Rev [Internet]. 2019 Oct 3; Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/14651858.ED000142.

Lavedan C, Volpi S, Polymeropoulos MH, Wolfgang CD. Effect of a
ciliary neurotrophic factor polymorphism on schizophrenia symptom
improvement in an iloperidone clinical trial. Pharmacogenomics
[Internet]. 2008 Mar;9(3):289-301. Available from: https://www.
futuremedicine.com/doi/10.2217/14622416.9.3.289.

Hahn S, Williamson PR, Hutton JL. Investigation of within-study
selective reporting in clinical research: follow-up of applications
submitted to a local research ethics committee. J Eval Clin Pract
[Internet]. 2002 Aug;8(3):353-9. Available from: http://doi.wiley.
com/10.1046/j.1365-2753.2002.00314.x.

Hutton JL, Williamson PR. Bias in meta-analysis due to outcome
variable selection within studies. J R Stat Soc Ser C (Applied Stat
[Internet]. 2000 Jan 6;49(3):359-70. Available from: https://
onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/1467-9876.00197.

Manly KF, Nettleton D, Hwang JTG. Genomics, Prior Probability, and
Statistical Tests of Multiple Hypotheses. Genome Res [Internet].
2004 Jun;14(6):997-1001. Available from: http://genome.cshlp.
org/lookup/doi/10.1101/gr.2156804.

Shah RR, Smith RL. Addressing phenoconversion: the Achilles” heel
of personalized medicine. Br J Clin Pharmacol [Internet]. 2015
Feb;79(2):222-40. Available from: https://onlinelibrary.wiley.com/
doi/10.1111/bcp.12441.

Verbeurgt P, Mamiya T, Oesterheld J. How common are drug and
gene interactions? Prevalence in a sample of 1143 patients with
CYP2C9 , CYP2C19 and CYP2D6 genotyping. Pharmacogenomics

ISSN electronica 1728-5917

39.

40.

41.

42.

43,

44.

45,

46.

47.

48.

[Internet]. 2014 Apr;15(5):655-65. Available from: https://www.
futuremedicine.com/doi/10.2217/pgs.14.6.

Del Re M, Rofi E, Citi V, Fidilio L, Danesi R. Should CYP2D6 be
genotyped when treating with tamoxifen? Pharmacogenomics
[Internet]. 2017 Jun;18(8):755-6. Available from: https://www.
futuremedicine.com/doi/10.2217/pgs-2017-0065.

Lum DWK, Perel P, Hingorani AD, Holmes M V. CYP2D6 Genotype
and Tamoxifen Response for Breast Cancer: A Systematic Review
and Meta-Analysis. Villa E, editor. PLoS One [Internet]. 2013 Oct
2;8(10):e76648. Available from: https://dx.plos.org/10.1371/
journal.pone.0076648.

Ratain MJ, Nakamura Y, Cox NJ. CYP2D6 Genotype and Tamoxifen
Activity: Understanding Interstudy Variability in Methodological
Quality. Clin Pharmacol Ther [Internet]. 2013 Aug;94(2):185-7.
Available from: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1038/
clpt.2013.66.

Suissa$, Dell’Aniello S. Time-related biases in pharmacoepidemiology.
Pharmacoepidemiol Drug Saf [Internet]. 2020 Sep 11;29(9):1101-
10. Available from: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/
pds.5083.

Renoux C, Dell’Aniello S, Brenner B, Suissa S. Bias from depletion of
susceptibles: the example of hormone replacement therapy and
the risk of venous thromboembolism. Pharmacoepidemiol Drug
Saf [Internet]. 2017 May;26(5):554-60. Available from: https://
onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/pds.4197.

Seyerle AA. Pharmacogenomics of ventricular conduction in
multi-ethnic populations [doctoral dissertation]. The University of
North Carolina at Chapel Hill. 2016; Available from: https://www.
proquest.com/openview/109e1a5f618db4efobd8da3e30791a9d/
1?pg-origsite=gscholar&chl=18750.

Little J, Higgins JPT, loannidis JPA, Moher D, Gagnon F, von Elm E,
et al. Strengthening the reporting of genetic association studies
(STREGA): an extension of the STROBE statement. Eur J Epidemiol
[Internet]. 2009 Jan 3;24(1):37. Available from: https://link.springer.
com/10.1007/s10654-008-9302-y.

Janssens ACJW, loannidis JPA, van Duijn CM, Little J, Khoury
MJ. Strengthening the reporting of genetic risk prediction
studies: the GRIPS statement. Eur J Clin Invest [Internet]. 2011
Sep;41(9):1004-9. Available from: https://onlinelibrary.wiley.com/
doi/10.1111/j.1365-2362.2011.02494.x.

Sohani ZN, Meyre D, de Souza RJ, Joseph PG, Gandhi M, Dennis
BB, et al. Assessing the quality of published genetic association
studies in meta-analyses: the quality of genetic studies (Q-Genie)
tool. BMC Genet [Internet]. 2015 Dec 15;16(1):50. Available from:
https://bmcgenet.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12863-
015-0211-2.

Smit RAJ, Noordam R, le Cessie S, Trompet S, Jukema JW. A critical
appraisal of pharmacogenetic inference. Clin Genet [Internet].
2018 Mar;93(3):498-507. Available from: https://onlinelibrary.
wiley.com/doi/10.1111/cge.13178.

Acta Med Peru. 2022;39(2):166-73

173





