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¿Qué hacer cuando en los
estudios de epidemiología
biomolecular la distribución
genotípica no se ajusta al
equilibrio de Hardy-Weinberg?
FEDERICO SORIGUER Y SONSOLES MORCILLO

Servicio de Endocrinología y Nutrición. Hospital Universitario
Carlos Haya. FUNDACIÓN IMABIS. Málaga. España.

La epidemiología 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 metodología de este
tipo de estudios dista mucho de haberse generalizado, y no es infrecuente
la publicación de trabajos en los que el rigor metodológico es escaso,
como ocurre con el uso del ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg de una
distribución polimórfica cuya evaluación es una condición necesaria
previa a cualquier tipo de estudio genético.
La reflexión sobre esta cuestión 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 interpretación de los
datos y un buen uso de herramientas como el cálculo del equilibrio de
Hardy-Weinberg.
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En los últimos años ha aumentado extraordinariamente el núme-
ro de estudios de asociación entre las variantes de secuencias de
ADN y determinados fenotipos o enfermedades. En estos estudios
la presencia de una asociación estadística independiente del azar
entre el genotipo y el fenotipo podría implicar algún tipo de aso-
ciación biológica, directa o indirecta, entre ambos, o de riesgo de
padecer la enfermedad en función de determinado genotipo. A pe-
sar de la gran utilidad de los diseños de casos y controles para la
investigación de este tipo de asociación y de la profusión de inves-
tigaciones, es frecuente la falta de reproducibilidad entre los dife-
rentes estudios publicados1.

Esta falta de reproducibilidad puede deberse a sesgos en la in-
formación reportada, tanto en la elección de casos o controles
como en la elección de marcadores genéticos, errores de genotipi-
ficación, no considerar factores de confusión o métodos analíticos
inapropiados2.

Sin embargo, para que una asociación pueda ser asumida como
biológicamente válida es preciso antes estar seguro de que no se
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han producido sesgos sistemáticos o aleatorios en el
diseño y en la elaboración del trabajo y de que se ha
respetado las restricciones que todo modelo de análi-
sis estadístico conlleva.

Una manera rápida de valorar la situación de la dis-
tribución de frecuencias de los genotipos estudiados
es mediante el ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE)3. En la reproducción sexual hay una relación
entre el genotipo de una generación y el patrón de
apareamiento de los padres de esta generación. Si el
apareamiento es al azar entonces la frecuencia genotí-
pica de los descendientes está determinada por la fre-
cuencia alélica. La frecuencia alélica es la variable
cuantitativa más importante desde el punto de vista
genético de cualquier población. Para un sistema dia-
lélico, 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 genotípicas serían: AA = p2; Aa
= 2pq y aa = (1 – p)2, 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 población está en HWE. Si, por el contrario,
hay un incumplimiento de la distribución teórica se-
gún Hardy-Weinberg, la población no estaría en equi-
librio.

Las asunciones de HWE implican que4:

1. El tamaño de la población es infinito (suficiente-
mente grande).

2. El apareamiento es al azar.
3. Varones y mujeres tienen frecuencias alélicas si-

milares.
4. No hay mutación, migración ni selección.

Tradicionalmente, la desviación del equilibrio se ha
considerado como una indicación de que los alelos no
segregan de forma independiente, el apareamiento no
es al azar, o que los alelos reflejan una mutación re-
ciente que aún no ha alcanzado el equilibrio. Sin em-
bargo, existen otras posibilidades a tener en cuenta
para este desequilibrio: errores de genotipificación en
el laboratorio, sesgos en la selección de los sujetos
controles o la existencia de una estratificación de la
población5.

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 estándar de esta estimación sigue una distri-
bución binomial y puede ser calculado a partir de

. De manera análoga, la frecuencia ge-
notípica (ng) de un determinado locus entre N indivi-
duos diploides es ng/N. Un locus dialélico con alelos
A y a puede tener teóricamente 3 genotipos, AA, Aa y
aa, aunque no todos los genotipos tienen que encon-
trarse en una determinada población.

Una desviación de las condiciones de HWE puede
significar que algunas de aquellas condiciones no se
cumplen o bien que ha habido algún tipo de sesgo en
el diseño. En los estudios de asociación de casos y

controles es de gran importancia que el grupo control
esté en equilibrio de HWE para evitar tanto errores
técnicos como asociaciones falsas-positivas2,6. Sin
embargo, una desviación del HWE en el grupo de los
casos podría ser indicio de la existencia de una asocia-
ción real entre el genotipo y la enfermedad estudia-
da7,8.

No obstante, la prueba del equilibrio de HW en los
estudios de epidemiología clínica dista mucho de ha-
cerse de forma sistemática. Algunas revisiones recien-
tes han puesto de manifiesto que en muchas de las pu-
blicaciones de los últimos años se ha hecho un uso
inadecuado del HWE9-14. A las conclusiones que lle-
gan la mayoría de estos trabajos son: 1) si la distribu-
ción genotípica no cumple el equilibrio en la pobla-
ción control, los resultados deberían tratarse con
cautela ya que la distribución de genotipos observada
no estaría representando la de una población sana; y
2) si el HWE no se cumple en la población estudiada
(casos), esto podría ser una mayor evidencia para la
correlación entre genotipo y enfermedad por lo que,
aun no siendo obligatorio el cumplimiento del HWE
en los estudios de asociación, la información que
aporta es de gran utilidad.

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

1. Inadecuado tamaño muestral, para todos o para
algunos de los genotipos15. 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 tamaño
muestral desaparecería).

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

3. Presencia no cuantificada de variables de confu-
sión. Por ejemplo, la no consideración de la edad o el
sexo en un estudio de asociación entre un marcador de
hipercolesterolemia y los valores de colesterol, con la
posibilidad de que la distribución 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 polimorfismos3.

5. Errores de genotipificación.

A pesar de que el ajuste de la distribución genotípi-
ca al HWE es muy informativo, su uso en los trabajos
publicados dista de hacerse de manera sistemática o
de manera adecuada. De hecho en una revisión Xu et
al1 encuentran que en el 12% de los estudios de aso-
ciación genotipo-fenotipo revisados, las distribucio-
nes genotípicas no se ajustaron al HWE, con grados

√[p(1– p)/2N]

Soriguer F et al. ¿Y cuándo el equilibrio de Hardy-Weinberg no se cumple?

170 Endocrinol Nutr. 2007;54(3):169-73



de rechazo que oscilaron entre 10–3 y 0,049 y que en
otros muchos ni siquiera se planteó el ajuste al HWE
o fueron erróneamente presentados como ajustados a
la distribución teórica de HWE. Xu et al1 proponen
una serie de recomendaciones a tener en cuenta a la
hora de genotipificar polimorfismos. Si los genotipos
de los controles de una población 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-
ción, 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 asociación genotípica-fenotípica gene-
ralmente baja, incluso un modesto error de la genoti-
pificación puede provocar falsos positivos o falsos
negativos. La contaminación por el personal del labo-
ratorio o por otras fuentes ambientales del laborato-
rio, la posibilidad de un sesgo no sistemático por la
medición no simultánea de los casos y de los contro-
les, problemas de identificación y codificación e in-
cluso subjetividad en la valoración de las lecturas de
los resultados, etc. son algunos de los más frecuentes.
Aunque siempre pueden ocurrir errores esporádicos
en el proceso de genotipificación, es recomendable
que las lecturas y los procedimientos analíticos sean
hechos de manera que el instrumentista no conozca
cuáles son los casos y los controles. La inclusión de
controles en diferentes posiciones en la cadena de
análisis, la medición sistemática de duplicados, la do-
ble lectura ciega por otro instrumentista y, finalmente,
realizar una prueba de HWE para cada polimorfismo
antes de testar cualquier hipótesis de asociación son
algunas de las opciones para controlar los errores de
genotipificación.

El conocimiento de la distribución teórica del geno-
tipo estudiado es pertinente, además, porque la utiliza-
ción de determinados estadísticos podría ser inadecua-
da para contrastar la hipótesis de nulidad de la
distribución de frecuencia alélica entre casos y contro-
les. Con frecuencia es utilizado el estadístico de la χ2

de Pearson. Para una tabla de contingencia de 2 × G,
donde G es el número de genotipos (y 2: casos frente
a controles), los grados de libertad pueden ser muchos
si el número de genotipos es alto, con lo que esta
prueba estadística tiene un poder limitado. En otras
ocasiones son comparadas en lugar de los genotipos
las frecuencias alélicas en tablas de contingencia de 2
× K (siendo K el número de alelos), que tiene la ven-
taja sobre la distribución genotípica de que disminu-
yen los grados de libertad del contraste de hipótesis.
No obstante, no se debe sustituir una prueba por otra
ya que ambas proporcionan información importante y
diferente sobre la estructura genética de la población.

Consideremos el caso más simple de un gen con dos
únicos alelos (A y B), siendo A el alelo de mayor ries-
go para determinado fenotipo. Si p es la frecuencia del
alelo A, entonces, según HWE, la prevalencia de los
genotipos AA, AB y BB, será p2, 2p (1 – p) y (1 – p)2.
Es importante señalar que incluso si la población ge-

neral está en HWE, la distribución genotípica del mar-
cador que se espera asociado al riesgo de tener deter-
minado fenotipo (o enfermedad) pueden estar desvia-
dos del HWE cuando la asociación es realmente
cierta2,16.

Por esta razón, para evitar el error tipo 1 de una
decisión estadística basada en procedimientos que no
tienen en cuenta las restricciones del modelo teórico
sobre los que se fundamenta17, se ha propuesto que el
ajuste al HWE debe ser rutinariamente realizado en
los estudios de asociación entre genotipos y fenoti-
pos6.

Habitualmente para comparar si las frecuencias alé-
licas entre casos y controles pertenecen o no a la mis-
ma población, se usa la prueba estadística de χ2 de Pe-
arson, así como otros estadísticos que asumen la
distribución normal de la variable. Algunos autores17

sugieren que el estadístico χ2 de Pearson no debería
usarse para calcular frecuencias alélicas, especialmen-
te si éstas no se ajustan al HWE y que sólo deberían
compararse las frecuencias genotípicas, y que los ries-
gos relativos deberían calcularse con otros tipos de
pruebas, como el test de tendencia de Armitage18.

Schaid y Jacobsen2 han demostrado que los resulta-
dos de los estudios en poblaciones que no se ajustan a
HWE, usando el estadístico χ2 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-
ción en una población que no se ajusta al HWE; pro-
pusieron procedimientos alternativos estadísticos que
al menos cuantifiquen el tamaño del error tipo 1, pro-
cedimiento que resumimos brevemente.

Si pd es la frecuencia del alelo A entre los casos y pc

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 estadísti-
co para comparar ambas prevalencias puede ser:

Z= (pd - pc) /√V (1)

Donde V es la varianza de (pd – pc). Si la varianza es
correctamente especificada z tiene una distribución
aproximadamente normal. Cuando existe HWE, la va-
rianza se puede calcular según las propiedades de una
distribución binomial:

VHWE = p(1 – p) (1/2Nd + 1/2Nc) (2)

Siendo p la frecuencia alélica común a casos y con-
troles, prevalencia que puede ser calculada conside-
rando conjuntamente los casos y los controles, bajo la
hipótesis nula de no asociación, y siendo Nd y Nc el
número de casos y controles, respectivamente.

Cuando la distribución alélica se aparta de HWE,
entonces V puede ser calculada como sigue19:

Vnon-HWE = [p(1 – p) + PAA – p2)] (1/2Nd + 1/2Nc) (3)
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Siendo PAA la frecuencia de AA homocigotos.
Como puede verse, esta última varianza incluye una
medida de la discrepancia (δ) entre la prevalencia real
entre los homocigotos (PAA) y la predicha si estuviera
bajo HWE (p2), δ = (PAA – p2).

Cuando HWE es erróneamente asumida como pre-
sente y la VHWE es calculada a partir de la ecuación 2,
entonces se puede cometer un error tipo 1, sobreesti-
mando o subestimando la asociación. La tasa de error
tipo 1 puede estar sobreestimada cuando VHWE es su-
bestimada frente a la verdadera varianza, lo que ocurre
cuando (δ = (PAA – p2) > 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 VHWE > Vnon-HWE

lo que ocurre cuando la frecuencia de AA homocigotos
es menor que la predicha por HWE (δ = (PAA – p2) < 0.

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 podría utilizar la prueba de Armitage18 o la
alternativa propuesta por Schaid2, pues como ha de-
mostrado Knapp20 el cuadrado del estadístico z (z2)
arriba calculado para las varianzas conjuntas de casos
y controles es idéntico al estadístico de la prueba de
tendencia de Armitage habitualmente propuesto como
alternativa.

CONCLUSIONES

Los estudios de asociación de riesgo genético de al-
gunas enfermedades complejas son de gran utilidad
para entender la etiología 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 inútil y las conclu-
siones desalentadoras. Algunas de las consideraciones
arriba expuestas, encaminadas a una mayor pulcritud
en el diseño, en la genotipificación y en el análisis de
los datos, contribuirán a hacer más eficientes estos es-
tudios. Por eso a la hora de la realización de un estu-
dio de epidemiología biomolecular deberían tenerse
en cuenta las siguientes consideraciones:

1. Que el tamaño muestral sea suficiente para poder
por diseño 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 información suficiente sobre la es-
tructura familiar, étnica, etc de la población estudiada,
especialmente de los controles.

3. Tener información suficiente sobre el gen estu-
diado, así 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 genotipificación.

5. Disponer de la suficiente información fenotípica
como para poder incluir en los modelos de predicción
de riesgo no sólo el fenotipo estudiado, sino también
algunas de las variables biológicas de mayor relevan-
cia y que pueden comportarse como variables de con-
fusión.

6. Testar sistemáticamente posibles desviaciones del
HWE en todos los estudios de asociación.

7. Ante una desviación del HWE, y descartadas las
anteriores posibilidades, sería recomendable calcular
la tasa de falsos positivos (error tipo 1) mediante los
cálculos propuestos por Schaid y Jacobsen2.

En 198421 hicimos una evaluación bibliométrica de
todos los números de la revista Endocrinología con el
objetivo de evaluar la calidad del uso de las herra-
mientas estadísticas por los investigadores. La conclu-
sión fue que si bien era manifiestamente mejorable en
comparación con otras publicaciones clínicas, los in-
vestigadores en endocrinología utilizaban con más
propiedad las herramientas estadísticas. En aquella fe-
cha la epidemiología biomolecular y los estudios de
polimorfismos en la población general apenas estaban
comenzando. En el momento actual, sin embargo,
cada vez más grupos incluyen entre sus estrategias de
investigación el estudio de polimorfismos. Dicha in-
vestigación exige de una metodología apropiada que
los clínicos y el resto de los investigadores en endocri-
nología y nutrición deberemos aprender a usar correc-
tamente.
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