Revisiones

COMPARISON OF GENOTYPE
FREQUENCIES DEVIATING FROM
HARDY-WEINBERG EQUILIBRIUM

Biomolecular epidemiology studies are
becoming increasingly common, both in
case series and populations. However, not
all these studies use appropriate
methodology to confirm the results. This
occurs, for example, with the use of Hardy-
Weinberg equilibrium of polymorphic
distribution, an evaluation which is
required before starting any type of genetic
study.

Little consideration has been given to this
question. In this article we discuss the use
of Hardy-Weinberg equilibrium and
suggest guidelines that should be followed
for correct data interpretation and
beneficial use of this tool for verifying
equilibrium.

Key words: Hardy-Weinberg equilibrium. Associa-
tion studies. Polymorphism.
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La epidemiologia biomolecular es un instrumento utilizado con creciente
frecuencia tanto en los estudios de series de casos como en los estudios
de poblaciones. Sin embargo, el uso adecuado de la metodologia de este
tipo de estudios dista mucho de haberse generalizado, y no es infrecuente
la publicacion de trabajos en los que el rigor metodoldgico es escaso,
como ocurre con el uso del ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg de una
distribucién polimérfica cuya evaluacion es una condicién necesaria
previa a cualquier tipo de estudio genético.

La reflexion sobre esta cuestidn en la literatura médica es escasa, por lo
que nos ha parecido interesante reflexionar sobre este tema a la vez que
sugerimos algunas pautas a seguir para una correcta interpretacion de los
datos y un buen uso de herramientas como el célculo del equilibrio de
Hardy-Weinberg.
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En los dltimos afios ha aumentado extraordinariamente el niime-
ro de estudios de asociacidn entre las variantes de secuencias de
ADN y determinados fenotipos o enfermedades. En estos estudios
la presencia de una asociacion estadistica independiente del azar
entre el genotipo y el fenotipo podria implicar algin tipo de aso-
ciacion bioldgica, directa o indirecta, entre ambos, o de riesgo de
padecer la enfermedad en funcién de determinado genotipo. A pe-
sar de la gran utilidad de los disefios de casos y controles para la
investigacion de este tipo de asociacién y de la profusién de inves-
tigaciones, es frecuente la falta de reproducibilidad entre los dife-
rentes estudios publicados!.

Esta falta de reproducibilidad puede deberse a sesgos en la in-
formacion reportada, tanto en la eleccién de casos o controles
como en la eleccién de marcadores genéticos, errores de genotipi-
ficacion, no considerar factores de confusiéon o métodos analiticos
inapropiados?.

Sin embargo, para que una asociacién pueda ser asumida como
biolégicamente vdlida es preciso antes estar seguro de que no se
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han producido sesgos sistemdticos o aleatorios en el
disefio y en la elaboracién del trabajo y de que se ha
respetado las restricciones que todo modelo de anali-
sis estadistico conlleva.

Una manera rdpida de valorar la situacién de la dis-
tribucién de frecuencias de los genotipos estudiados
es mediante el ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE)?. En la reproduccién sexual hay una relacion
entre el genotipo de una generacién y el patrén de
apareamiento de los padres de esta generacion. Si el
apareamiento es al azar entonces la frecuencia genoti-
pica de los descendientes estd determinada por la fre-
cuencia alélica. La frecuencia alélica es la variable
cuantitativa mds importante desde el punto de vista
genético de cualquier poblacién. Para un sistema dia-
Iélico, las frecuencias de los alelos A y a son, respecti-
vamente, p y q, de forma que (p + q) = 1. De este
modo, las frecuencias genotipicas serian: AA = p% Aa
=2pq y aa = (1 — p)?, siendo la suma de las frecuen-
cias igual a 1. Si no hay diferencias significativas en-
tre las frecuencias observadas y las esperadas se dice
que la poblacién estd en HWE. Si, por el contrario,
hay un incumplimiento de la distribucién tedrica se-
gtin Hardy-Weinberg, la poblacién no estaria en equi-
librio.

Las asunciones de HWE implican que*:

1. El tamafio de la poblacién es infinito (suficiente-
mente grande).

2. El apareamiento es al azar.

3. Varones y mujeres tienen frecuencias alélicas si-
milares.

4. No hay mutacién, migracion ni seleccion.

Tradicionalmente, la desviacion del equilibrio se ha
considerado como una indicacién de que los alelos no
segregan de forma independiente, el apareamiento no
es al azar, o que los alelos reflejan una mutacién re-
ciente que aln no ha alcanzado el equilibrio. Sin em-
bargo, existen otras posibilidades a tener en cuenta
para este desequilibrio: errores de genotipificacién en
el laboratorio, sesgos en la seleccion de los sujetos
controles o la existencia de una estratificacién de la
poblacion’.

Dentro de un mismo locus pueden existir varios ale-
los, pero la suma de todas las frecuencias relativas de
los diferentes alelos de un mismo locus debe sumar 1.
El error estdndar de esta estimacién sigue una distri-
bucién binomial y puede ser calculado a partir de
VIp(1-p)/2N]. De manera andloga, la frecuencia ge-
notipica (n,) de un determinado locus entre N indivi-
duos diploides es n/N. Un locus dialélico con alelos
A y a puede tener tedricamente 3 genotipos, AA, Aay
aa, aunque no todos los genotipos tienen que encon-
trarse en una determinada poblacion.

Una desviacién de las condiciones de HWE puede
significar que algunas de aquellas condiciones no se
cumplen o bien que ha habido algin tipo de sesgo en
el diseno. En los estudios de asociacién de casos y
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controles es de gran importancia que el grupo control
esté en equilibrio de HWE para evitar tanto errores
técnicos como asociaciones falsas-positivas®S. Sin
embargo, una desviacién del HWE en el grupo de los
casos podria ser indicio de la existencia de una asocia-
cion real entre el genotipo y la enfermedad estudia-
da’8.

No obstante, la prueba del equilibrio de HW en los
estudios de epidemiologia clinica dista mucho de ha-
cerse de forma sistemdtica. Algunas revisiones recien-
tes han puesto de manifiesto que en muchas de las pu-
blicaciones de los ultimos afios se ha hecho un uso
inadecuado del HWE®*!4, A las conclusiones que lle-
gan la mayoria de estos trabajos son: /) si la distribu-
cion genotipica no cumple el equilibrio en la pobla-
ciéon control, los resultados deberian tratarse con
cautela ya que la distribucién de genotipos observada
no estarfa representando la de una poblacién sana; y
2) si el HWE no se cumple en la poblacién estudiada
(casos), esto podria ser una mayor evidencia para la
correlacion entre genotipo y enfermedad por lo que,
aun no siendo obligatorio el cumplimiento del HWE
en los estudios de asociacién, la informacién que
aporta es de gran utilidad.

Las desviaciones de HWE pueden deberse a multi-
ples razones, la mayoria de las cuales son las mismas
por las que se pueden explicar muchas de las diferen-
cias encontradas entre algunos estudios:

1. Inadecuado tamafio muestral, para todos o para
algunos de los genotipos®. En estos casos la posibili-
dad de cometer un error tipo 1 es muy elevado, pero
también errores tipo 2 (que el ajuste a HWE sea satis-
fecho cuando en realidad si se aumentara el tamafio
muestral desapareceria).

2. Variaciones no aleatorias dentro de la estructura
genética de la poblacion estudiada, tales como endo-
gamia, mezclas de diferentes grupos étnicos con dife-
rentes frecuencias alélicas del marcador estudiado, y
una inadecuada seleccién dentro de ella, que dard lu-
gar a una sobre o subrepresentacion de algunos de los
alelos.

3. Presencia no cuantificada de variables de confu-
sién. Por ejemplo, la no consideracién de la edad o el
sexo en un estudio de asociacion entre un marcador de
hipercolesterolemia y los valores de colesterol, con la
posibilidad de que la distribucién por edad y sexo no
sea la misma en los casos y en los controles.

4. Desequilibrio de ligamiento (LD) entre el marca-
dor estudiado y otro u otros polimorfismos?.

5. Errores de genotipificacion.

A pesar de que el ajuste de la distribucién genotipi-
ca al HWE es muy informativo, su uso en los trabajos
publicados dista de hacerse de manera sistemadtica o
de manera adecuada. De hecho en una revisién Xu et
al' encuentran que en el 12% de los estudios de aso-
ciacién genotipo-fenotipo revisados, las distribucio-
nes genotipicas no se ajustaron al HWE, con grados
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de rechazo que oscilaron entre 10 y 0,049 y que en
otros muchos ni siquiera se planteé el ajuste al HWE
o fueron erréneamente presentados como ajustados a
la distribucién tedrica de HWE. Xu et al' proponen
una serie de recomendaciones a tener en cuenta a la
hora de genotipificar polimorfismos. Si los genotipos
de los controles de una poblacién determinada no se
ajustan al HWE lo primero que hay que hacer es estar
seguros de que no se trata de un error de genotipifica-
cidén, especialmente en los estudios de casos y contro-
les de enfermedades complejas y multifactoriales,
pues, por un lado, siendo la medida del efecto (el
riesgo) de la asociacion genotipica-fenotipica gene-
ralmente baja, incluso un modesto error de la genoti-
pificaciéon puede provocar falsos positivos o falsos
negativos. La contaminacion por el personal del labo-
ratorio o por otras fuentes ambientales del laborato-
rio, la posibilidad de un sesgo no sistemadtico por la
medicién no simultdnea de los casos y de los contro-
les, problemas de identificacién y codificacién e in-
cluso subjetividad en la valoracion de las lecturas de
los resultados, etc. son algunos de los mds frecuentes.
Aunque siempre pueden ocurrir errores esporadicos
en el proceso de genotipificacion, es recomendable
que las lecturas y los procedimientos analiticos sean
hechos de manera que el instrumentista no conozca
cudles son los casos y los controles. La inclusién de
controles en diferentes posiciones en la cadena de
andlisis, la medicién sistemdtica de duplicados, la do-
ble lectura ciega por otro instrumentista y, finalmente,
realizar una prueba de HWE para cada polimorfismo
antes de testar cualquier hipétesis de asociacién son
algunas de las opciones para controlar los errores de
genotipificacion.

El conocimiento de la distribucién teérica del geno-
tipo estudiado es pertinente, ademads, porque la utiliza-
cion de determinados estadisticos podria ser inadecua-
da para contrastar la hipétesis de nulidad de Ia
distribucién de frecuencia alélica entre casos y contro-
les. Con frecuencia es utilizado el estadistico de la x>
de Pearson. Para una tabla de contingencia de 2 x G,
donde G es el nimero de genotipos (y 2: casos frente
a controles), los grados de libertad pueden ser muchos
si el nimero de genotipos es alto, con lo que esta
prueba estadistica tiene un poder limitado. En otras
ocasiones son comparadas en lugar de los genotipos
las frecuencias alélicas en tablas de contingencia de 2
x K (siendo K el nimero de alelos), que tiene la ven-
taja sobre la distribucién genotipica de que disminu-
yen los grados de libertad del contraste de hipdtesis.
No obstante, no se debe sustituir una prueba por otra
ya que ambas proporcionan informacién importante y
diferente sobre la estructura genética de la poblacién.

Consideremos el caso mds simple de un gen con dos
unicos alelos (A y B), siendo A el alelo de mayor ries-
go para determinado fenotipo. Si p es la frecuencia del
alelo A, entonces, segin HWE, la prevalencia de los
genotipos AA, AB y BB, serd p%, 2p (1 —p) y (1 — p)*
Es importante sefialar que incluso si la poblacién ge-

neral estd en HWE, la distribucién genotipica del mar-
cador que se espera asociado al riesgo de tener deter-
minado fenotipo (o enfermedad) pueden estar desvia-
dos del HWE cuando la asociacién es realmente
cierta®!°.

Por esta razén, para evitar el error tipo 1 de una
decision estadistica basada en procedimientos que no
tienen en cuenta las restricciones del modelo tedrico
sobre los que se fundamenta'’, se ha propuesto que el
ajuste al HWE debe ser rutinariamente realizado en
los estudios de asociacién entre genotipos y fenoti-
pos®.

Habitualmente para comparar si las frecuencias alé-
licas entre casos y controles pertenecen o no a la mis-
ma poblacién, se usa la prueba estadistica de x* de Pe-
arson, asi como otros estadisticos que asumen la
distribucién normal de la variable. Algunos autores!’
sugieren que el estadistico x> de Pearson no deberia
usarse para calcular frecuencias alélicas, especialmen-
te si éstas no se ajustan al HWE y que sélo deberian
compararse las frecuencias genotipicas, y que los ries-
gos relativos deberian calcularse con otros tipos de
pruebas, como el test de tendencia de Armitage!'®.

Schaid y Jacobsen? han demostrado que los resulta-
dos de los estudios en poblaciones que no se ajustan a
HWE, usando el estadistico ?> de Pearson pueden ser
muy conservadores, especialmente si la frecuencia de
homocigotos para el alelo de alto riesgo es menor que
la predicha por HWE, y han calculado la tasa de error
tipo 1 y de falsos positivos que comporta su utiliza-
cién en una poblacién que no se ajusta al HWE; pro-
pusieron procedimientos alternativos estadisticos que
al menos cuantifiquen el tamafio del error tipo 1, pro-
cedimiento que resumimos brevemente.

Si p, es la frecuencia del alelo A entre los casos y p,
la frecuencia del alelo A entre los controles (calcula-
dos, simplemente, contando los alelos a partir de los
genotipos entre los casos y los controles), un estadisti-
co para comparar ambas prevalencias puede ser:

Z=(py-p) NV (D

Donde V es la varianza de (p, — p,). Si la varianza es
correctamente especificada z tiene una distribucién
aproximadamente normal. Cuando existe HWE, la va-
rianza se puede calcular segun las propiedades de una
distribucién binomial:

Viwe =p(1 —p) (172N, + 1/2N,) ()

Siendo p la frecuencia alélica comtn a casos y con-
troles, prevalencia que puede ser calculada conside-
rando conjuntamente los casos y los controles, bajo la
hipétesis nula de no asociacidn, y siendo N, y N, el
ndmero de casos y controles, respectivamente.

Cuando la distribucién alélica se aparta de HWE,
entonces V puede ser calculada como sigue'”:

Voonmwe = [P(1 = p) + P, —pH] (122N, + 1/2N,) (3)
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Siendo P,, la frecuencia de AA homocigotos.
Como puede verse, esta tltima varianza incluye una
medida de la discrepancia (8) entre la prevalencia real
entre los homocigotos (P, ,) y la predicha si estuviera
bajo HWE (p?), d = (P,, — p?).

Cuando HWE es erréneamente asumida como pre-
sente y la Vi, s calculada a partir de la ecuacién 2,
entonces se puede cometer un error tipo 1, sobreesti-
mando o subestimando la asociacién. La tasa de error
tipo 1 puede estar sobreestimada cuando Vi €s su-
bestimada frente a la verdadera varianza, lo que ocurre
cuando (8 = (P,, — p*) > 0, es decir, cuando la frecuen-
cia de AA homocigotos excede la predicha por HWE.
Por el contrario, la tasa de falsos positivos o de error
tipo 1 puede estar subestimada cuando Vg > V., 5w
lo que ocurre cuando la frecuencia de AA homocigotos
es menor que la predicha por HWE (8 = (P, , — p?) <O0.

Por tanto, la probabilidad de cometer un error tipo 1
es alta cuando se comparan frecuencias alélicas entre
casos y controles que no se ajustan al HWE. En estos
casos se podria utilizar la prueba de Armitage'® o la
alternativa propuesta por Schaid?, pues como ha de-
mostrado Knapp® el cuadrado del estadistico z (z?)
arriba calculado para las varianzas conjuntas de casos
y controles es idéntico al estadistico de la prueba de
tendencia de Armitage habitualmente propuesto como
alternativa.

CONCLUSIONES

Los estudios de asociacion de riesgo genético de al-
gunas enfermedades complejas son de gran utilidad
para entender la etiologia de estas enfermedades, pero
la falta de concordancia entre los diferentes estudios,
por un lado, y la falta de rigor en el procedimiento,
por otro, puede hacer el esfuerzo indtil y las conclu-
siones desalentadoras. Algunas de las consideraciones
arriba expuestas, encaminadas a una mayor pulcritud
en el disefio, en la genotipificacién y en el andlisis de
los datos, contribuirdn a hacer mas eficientes estos es-
tudios. Por eso a la hora de la realizacién de un estu-
dio de epidemiologia biomolecular deberian tenerse
en cuenta las siguientes consideraciones:

1. Que el tamafio muestral sea suficiente para poder
por disefio garantizar un error muestral bajo para to-
das las frecuencias alélicas (especialmente para la de
aquel alelo cuyo riesgo se investiga), pero también
para los fenotipos o enfermedades investigadas.

2. Disponer de informacién suficiente sobre la es-
tructura familiar, étnica, etc de la poblacién estudiada,
especialmente de los controles.

3. Tener informacion suficiente sobre el gen estu-
diado, asi como de los polimorfismos a estudiar y la
existencia o no de desequilibrio de ligamiento con
otros polimorfismos.

4. Poner a punto procedimientos que garanticen la
ausencia de errores en la genotipificacion.
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5. Disponer de la suficiente informacién fenotipica
como para poder incluir en los modelos de prediccion
de riesgo no soélo el fenotipo estudiado, sino también
algunas de las variables bioldgicas de mayor relevan-
cia y que pueden comportarse como variables de con-
fusion.

6. Testar sistematicamente posibles desviaciones del
HWE en todos los estudios de asociacion.

7. Ante una desviacion del HWE, y descartadas las
anteriores posibilidades, seria recomendable calcular
la tasa de falsos positivos (error tipo 1) mediante los
cdlculos propuestos por Schaid y Jacobsen?.

En 1984?! hicimos una evaluacién bibliométrica de
todos los nimeros de la revista Endocrinologia con el
objetivo de evaluar la calidad del uso de las herra-
mientas estadisticas por los investigadores. La conclu-
sion fue que si bien era manifiestamente mejorable en
comparacién con otras publicaciones clinicas, los in-
vestigadores en endocrinologia utilizaban con mds
propiedad las herramientas estadisticas. En aquella fe-
cha la epidemiologia biomolecular y los estudios de
polimorfismos en la poblacién general apenas estaban
comenzando. En el momento actual, sin embargo,
cada vez mds grupos incluyen entre sus estrategias de
investigacion el estudio de polimorfismos. Dicha in-
vestigacion exige de una metodologia apropiada que
los clinicos y el resto de los investigadores en endocri-
nologia y nutricién deberemos aprender a usar correc-
tamente.
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