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Resumen

El andlisis de los polimorfismos genéticos permite identifi-
car genes que confieren susceptibilidad a presentar enfer-
medades. En este trabajo se presenta la nomenclatura utili-
zada en la bibliografia de epidemiologia genética y una
estrategia basica de analisis estadistico de estudios epide-
mioldgicos que incorporan estos marcadores. En primer lugar,
se presenta el andlisis descriptivo de un Unico polimorfismo
y la evaluacién del equilibrio Hardy-Weinberg. A continuacion
se presentan los métodos para evaluar la asociacién con la
enfermedad. Para ello se emplean modelos de regresion lo-
gistica y se estudian los posibles modelos de herencia. Por
ultimo, se presentan métodos para el analisis simultaneo de
multiples polimorfismos: estimacion de las frecuencias de ha-
plotipos y analisis de asociacion con la enfermedad.
Palabras clave: Epidemiologia genética. Polimorfismo. Ge-
notipo. Haplotipo. Analisis estadistico.

Abstract

Analysis of genetic polymorphisms allows the genes that con-
fer susceptibility to diseases to be analyzed. This paper pre-
sents the nomenclature used in genetic epidemiology litera-
ture and a basic strategy for statistical analysis of
epidemiological studies that use genetic markers. First, a des-
criptive analysis of a single nucleotide polymorphism is pre-
sented, with assessment of Hardy-Weinberg equilibrium.
Next, methods to assess the association with disease are pre-
sented. To do this, logistic regression models are used and
alternative models of inheritance are explored. Finally, methods
for the simultaneous analysis of multiple polymorphisms are
presented: haplotype frequency estimation and analysis of di-
sease association.
Key words: Genetic epidemiology. Polymorphism. Genotype.
Haplotype. Statistical analysis.

Introduccién

os polimorfismos genéticos son variantes del ge-
noma que aparecen por mutaciones en algunos
individuos, se transmiten a la descendencia y ad-
quieren cierta frecuencia en la poblacién tras mul-
tiples generaciones. Se ha estimado que hay una va-
riante en cada 1.000 pares de bases de los 3.000
millones que configuran el genoma humano. Los poli-
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morfismos son la base de la evolucién y los que se con-
solidan, bien pueden ser silentes o proporcionar ven-
tajas a los individuos, aunque también pueden contri-
buir a causar enfermedades’. Se conocen muchas
enfermedades determinadas genéticamente por mu-
taciones o variantes denominadas de «alta penetran-
cia», ya que los portadores de la variante suelen ma-
nifestar la enfermedad con una alta probabilidad. Estas
variantes suelen ser de baja frecuencia en la poblacién
general, por ejemplo, las mutaciones heredadas en el
gen supresor de tumores APC determinan la aparicion
de la poliposis familiar adenomatosa que a menudo de-
genera en carcinomas en el colon, pero esta entidad
no explica mas de un 1% del total de tumores de colon.

En la actualidad muchos investigadores centran sus
trabajos en identificar genes con polimorfismos que se
dan en la poblacién con mayor frecuencia y que influ-
yen en el riesgo de padecer una enfermedad, pero con
baja probabilidad (son los llamados polimorfismos de
«baja penetrancia»). También se les denomina varian-
tes que confieren susceptibilidad genética a la enfer-
medad, y para que dicha variante genética se expre-
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se a menudo es necesaria la participaciéon de una ex-
posicién2. Un ejemplo son las variantes nulas (asi lla-
madas porque anulan la funcién) en genes que codifi-
can enzimas glutation-S-transferasas (GSTT1, GSTM1).
Los individuos fumadores y portadores de la variante
nula podrian tener un riesgo aumentado de padecer can-
cer de pulmén o de vejiga, posiblemente por ser inca-
paces de metabolizar los carcinégenos del tabaco®?,
aunque estos hallazgos no siempre son consistentes®.

Los polimorfismos mas frecuentes son cambios de
una Unica base. A éstos se les llama polimorfismos de
un unico nucleétido (single nucleotide polymorphism
[SNP], pronunciado «esnip»). Por ejemplo, en el gen
de la apolipoproteina E (ApoE) se han descrito varios
polimorfismos frecuentes que consisten en cambios de
una unica base. Uno de ellos, denominado ApoE -4,
resulta en un cambio en el aminodcido cisteina de la
posicién 112 por una arginina. Esta variante se asocia
con la enfermedad de Alzheimer’. Otros polimorfismos
son repeticiones, en un numero variable de veces, de
una secuencia corta (variable number tandem repeat
[VNTRY). Por ejemplo, los individuos afectados por ata-
xia de Fredreich, una enfermedad autosémica recesi-
va, son portadores de variantes en el gen frataxin con
un numero elevado repeticiones del triplete GAA en el
primer intrén. Los individuos normales suelen tener
menos de 40 repeticiones, mientras que los afectados
tienen entre 100 y 1.700 repeticiones®. En otras oca-
siones, los polimorfismos se deben a deleciones o in-
serciones de secuencias cortas de nucledtidos. El cam-
bio de un unico nucledtido, si ocurre en una zona
codificante como en el ejemplo de la ApoE, puede pro-
vocar un cambio de aminodcido en la proteina resul-
tante, y ello puede resultar en una modificacién de su
actividad o funcién. Los cambios también pueden ocu-
rrir en zonas del promotor de un gen y modificar su ex-
presion. Estas zonas promotoras modulan el proceso
de transcripcion del ADN en ARN (la transcripcion es
el primer paso de la decodificacion de un gen a una
proteina). Lo mismo puede ocurrir si el cambio se pro-
duce en un intrén, como el ejemplo de la ataxia de Frie-
drich8. Aunque los intrones no se traducen a proteina,
cambios en su estructura pueden modular la expresion
del gen. Otras veces, probablemente la mayoria, los
cambios son silentes y no tienen repercusiones fun-
cionales. Mientras que sdlo estudios moleculares es-
pecificos pueden poner de manifiesto si los polimor-
fismos son funcionales, los estudios epidemioldgicos son
fundamentales para valorar si hay efectos en la salud
de la poblacién™%1°,

Cuando el objetivo de un estudio es identificar un
polimorfismo o variante en un gen que esté relaciona-
do con una enfermedad se pueden emplear diferentes
estrategias. En primer lugar, es importante obtener evi-
dencia de que al menos una fraccién de la enferme-
dad esta determinada genéticamente. Para ello son uti-

les los estudios de agregacion familiar, los de geme-
los o los de emigrantes. En segundo lugar, hay que iden-
tificar déonde estan los genes de interés para la enfer-
medad. En esta fase se realizan estudios denominados
de ligamiento (linkage), que emplean como marcado-
res genéticos una serie de polimorfismos repartidos por
todo el genoma. En estos estudios se suelen emplear
familias grandes con varios miembros afectados y sus
analisis permiten identificar zonas del genoma de in-
terés, pero tienen poca resolucion. En esas zonas iden-
tificadas puede haber centenares de genes interesan-
tes y miles de polimorfismos candidatos. Para identificar
con mayor precision los genes de interés y, dentro de
esos genes, el o los polimorfismos responsables, se em-
plean estudios de asociacion, en los que se compara
la frecuencia relativa de las diferentes variantes de una
serie de polimorfismos entre los individuos afectados
y un grupo control adecuado. Estos estudios suelen se-
leccionar «genes candidatos» (aquellos cuya funcion
puede estar relacionada con la enfermedad de interés),
y dentro de esos genes se busca como marcadores ge-
néticos a determinados polimorfismos, normalmente de
tipo SNP, repartidos a lo largo del gen.

En cuanto a la metodologia de estudio, se suelen
emplear disefos epidemioldgicos clasicos basados en
individuos no relacionados, como estudios de casos y
controles o de cohortes. También se pueden emplear
disefios basados en familias, en los que los individuos
de control son parientes de los casos, como los
disenos de casos y hermanos sanos o trios (caso y pa-
dres)''-13,

En esta revisién presentaremos la estrategia habi-
tual de andlisis de estudios basados en disefios con in-
dividuos no relacionados que incluyen informacién de
polimorfismos. Para simplificar, en los ejemplos trata-
remos el caso de polimorfismos tipo SNP con una uUnica
variante, pero los métodos sirven para marcadores mas
complejos. En primer lugar revisaremos el analisis de
un unico polimorfismo y, a continuacién, el analisis si-
multaneo de multiples polimorfismos. Para una revision
de la nomenclatura empleada en epidemiologia gené-
tica es recomendable la introducciéon de Elston'.

Analisis descriptivo de un polimorfismo

Un polimorfismo se caracteriza porque diferentes in-
dividuos presentan distintos nucleétidos o variantes en
una posicion concreta del genoma, que se denomina
locus. A cada posible variante se le denomina alelo. Si
se trata de un SNP, normalmente seran 2 los posibles
alelos en un locus: por ejemplo, el cambio de T por C
(T > C). Si el locus corresponde a un cromosoma au-
tosémico (del 1 al 22), cada individuo es portador de
2 alelos, uno en cada copia del cromosoma, que se he-
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redan del padre y madre de manera independiente. La
pareja de alelos observada en un individuo se deno-
mina genotipo v, para el locus T > C del ejemplo, las
3 posibilidades de parejas de alelos son: TT, TC y CC.
Los individuos con los 2 alelos idénticos, sean TT o CC,
se denominan homocigotos y los que tienen diferentes
alelos (TC), heterocigotos. En general se considera va-
riante al alelo menos frecuente, pero esto puede dife-
rir de una poblacién a otra.

La descripcion estadistica de un polimorfismo con-
siste, en primer lugar, en estimar la prevalencia en la
poblacion de cada alelo y de cada genotipo posible, lo
que en nomenclatura genética se denomina estimar las
frecuencias alélicas y genotipicas, respectivamente. En
general, las técnicas de laboratorio permiten determi-
nar el genotipo de cada individuo. Las frecuencias ge-
notipicas, por tanto, se estiman directamente calculando
la proporcion de individuos con cada genotipo. Para es-
timar las frecuencias alélicas simplemente se duplica
la muestra tomando como unidad de observacion el cro-
mosoma (cada individuo contribuye con 2 cromosomas)
y se calcula la proporcion de cada alelo. Por ejemplo,
si en una muestra de 200 individuos observamos los
siguientes genotipos:

110 TT, 75 TC y 15 CC,
las frecuencias genotipicas seran:
0,55 TT, 0,38 TC y 0,07 CC,
y las frecuencias alélicas seran:

0,74Ty026C  [0,74 = (110 (2 + 75)/(200 ( 2)]

Equilibrio de Hardy-Weinberg

El principio de equilibrio de Hardy-Weinberg deter-
mina qué frecuencias deben observarse en la pobla-
cién para cada genotipo en funcién de las frecuencias
de los alelos. En condiciones habituales, si la transmision
de los alelos de los progenitores a los descendientes
es independiente y no ocurren fenémenos distorsio-
nadores, como la aparicion frecuente de nuevas mu-
taciones o la seleccion de alelos, la probabilidad de ob-
servar una combinacion de alelos concreta (un genotipo)
depende del producto de las probabilidades (frecuen-
cias) de cada alelo. En nuestro ejemplo, si llamamos
p a la frecuencia de T, el primer alelo, y q a la frecuencia
de C, el segundo (suponiendo que sdlo hay 2 alelos
posibles), las frecuencias esperadas de cada genoti-
po son:

Np2 TT, 2Npq TC y Ng? CC,

donde N es el tamafio de muestra. Si en nuestro ejem-
plo sustituimos p y q por los valores estimados:

0,74 y 0,26 respectivamente, las frecuencias espera-
das seran:

109,52 TT, 76,96 TC y 13,52 CC.

Estas frecuencias esperadas se pueden comparar
con las observadas utilizando el test de la x2 HW = X
(O-E)?/E, con 1 grado de libertad. Para el ejemplo HW
vale 0,20, que corresponde a una p de 0,64, por lo que
es compatible con el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Antes de realizar un andlisis de asociacion se debe
comprobar si se cumple el principio de equilibrio de
Hardy-Weinberg en la muestra de controles (como re-
presentantes de la poblacién general). En el caso de
que se observara una desviacion del equilibrio se de-
beria revisar el método de genotipificacion, pues en oca-
siones se producen sesgos al interpretar los resulta-
dos por ser mas facil de detectar un genotipo que otros.
Otras posibilidades son que los individuos no sean in-
dependientes (p. €j., por consanguinidad) o que se dé
una seleccién de un alelo (p. €j., por estar asociado con
la longevidad). Tampoco debe olvidarse que si emplea-
mos un nivel de significacidon del 5%, por azar puede
observarse falta de ajuste al esperado, aunque la con-
dicion de transmision de alelos con independencia sea
correcta en la poblacién del estudio. En la muestra de
casos es posible que no se cumpla el equilibrio de Hardy-
Weinberg; ello puede ser indicativo de que el polimor-
fismo pueda estar asociado con la enfermedad.

Analisis de asociacion de un polimorfismo
con la enfermedad

Desde el punto de vista estadistico, un polimorfis-
mo constituye una variable categoérica con varios ge-
notipos posibles y se suele considerar como categoria
de referencia al grupo de individuos homocigotos para
el alelo mas frecuente. Para evaluar la asociacion de
un polimorfismo con la enfermedad se construye la tabla
de contingencia correspondiente y se puede contras-
tar la hipdtesis de asociacién mediante un test de la 2.
También se pueden calcular las odds ratios (OR) de cada
genotipo respecto de la referencia para cuantificar la
magnitud de la asociacion.

Si es necesario ajustar los analisis por posibles va-
riables de confusion, entonces es preferible emplear mo-
delos de regresion logistica por su versatilidad. Ade-
mas, estos modelos permiten evaluar facilmente si hay
interacciones entre el polimorfismo y otros factores.

Llamaremos ahora p a la probabilidad de ser caso,
G al polimorfismo (que codificara los diferentes geno-
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tipos: TT, TC, CC) y Z a una o mas variables por las
que se desea ajustar el modelo. El modelo logistico se
define por la ecuacion:

log[p/(1-p)] = o + BG + vZ

donde o, By y son parametros estimados.

Supongamos que el polimorfismo G es un SNP en
el que el alelo variante C modifica el riesgo de la en-
fermedad de interés. Ya que cada individuo posee una
pareja de alelos, el riesgo asociado con cada genoti-
po puede depender del numero de copias de C, lo que
permite definir varios modelos de herencia posibles cuya
verosimilitud se puede explorar mediante una adecua-
da codificacién de los genotipos (tabla 1).

Los 4 modelos principales de herencia posibles, son:

Modelo dominante. Supone que una Unica copia de
C es suficiente para modificar el riesgo y que ser por-
tador de 2 copias lo modifica en igual magnitud; es decir,
heterocigotos TC y homocigotos CC tienen el mismo
riesgo. Se puede comparar la combinaciéon de estos
2 genotipos respecto a los homocigotos TT:

log[p/(1-p)] = o + BDo + yZ

Modelo recesivo. Supone que son necesarias 2 co-
pias de C para modificar el riesgo; por tanto, heteroci-
gotos TC y homocigotos del alelo mas frecuente TT tie-
nen el mismo riesgo. Se compara la combinacion de
ellos respecto a los homocigotos del alelo variante CC:

log[p/(1-p)] = o + BRe + yZ

Modelo aditivo. Supone que cada copia de C mo-
difica el riesgo en una cantidad aditiva (en escala logit);
por tanto, los homocigotos CC tienen el doble de ries-
go que los heterocigotos TC. Se compara la combina-
cion ponderada, donde se da peso 1 a los heterocigo-
tos TC y peso 2 a los homocigotos CC:

log[p/(1-p)] = o + BAd + yZ

Tabla 1. Codificacién de variables indicadoras para evaluar
diferentes modelos de herencia

Codominante Dominante  Recesivo  Aditivo
Genotipo? He Va Do Re Ad
T 0 0 0 0 0
TC 1 0 1 0 1
cC 0 1 1 1 2

Genotipos posibles para un polimorfismo en un /ocus bialélico T> C

Modelo codominante. Es el mas general. Cada ge-
notipo proporciona un riesgo de enfermedad diferente
y no aditivo. Se comparan heterocigotos (He) y homo-
cigotos variantes (Va) por separado respecto a los ho-
mocigotos del alelo mas frecuente. Este modelo em-
plea 2 coeficientes (grados de libertad).

log[p/(1-p)] = o + BsHe + B.Va + vZ

No es facil hallar un criterio para establecer el modelo
de herencia mas adecuado para un polimorfismo concreto.
Habitualmente se suele comparar el ajuste del modelo
codominante, que es el mas general (2 parametros), con
los demas modelos (1 parametro). Estas comparaciones
pueden realizarse mediante el test de la razén de vero-
similitudes. Aun asi, a menudo no es posible diferenciar
entre varios modelos y se elige el que tenga menor valor
del criterio de informacion de Akaike (AIC = —2log[L] +
#parametros), donde L es la verosimilitud del modelo. Este
criterio pondera el ajuste del modelo (—2logL) con la com-
plejidad (numero de parametros). Los resultados obte-
nidos al aplicar este criterio, puramente estadistico, deben
considerarse provisionales. Lo adecuado seria que ob-
tuviesen validacion en el laboratorio y que fuesen repli-
cados por otros estudios epidemioldgicos.

Los modelos de interaccion anaden un término pro-
ducto entre el genotipo y una variable ambiental:

log[p/(1-p)] = o + BG + YZ + 6G x Z

También pueden incluir el producto de 2 genotipos
si se exploran interacciones gen-gen:

log[p/(1-p)] = o + B1Gy + B2Gz + vZ + 3Gy x G2

A partir de los coeficientes  y & de los modelos se
puede calcular las OR de asociacion entre cada genotipo
y la enfermedad y los correspondientes intervalos de
confianza del 95%.

Algunos investigadores analizan el riesgo compa-
rando la distribucion de alelos entre casos y controles.
Para ello, cada individuo contribuye con 2 observacio-
nes en la muestra, una por cada cromosoma, y se com-
para el riesgo del alelo variante respecto al mas fre-
cuente. Este analisis sélo es correcto en el caso de que
la distribucion de los alelos sea independiente en la po-
blacion (equilibrio de Hardy-Weinberg en controles). El
analisis equivalente que es correcto en cualquier oca-
sion es el modelo aditivo de genotipos'®1e,

Ejemplo de andlisis

Supongamos que se ha realizado un estudio de
casos y controles en el que se evalla si un polimorfis-
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Tabla 2. Analisis del riesgo de un polimorfismo en funcion del modelo de herencia

Modelo? Genotipa® Controles Casos OR IC del 95% Jud ACo!
N % N %
T 210 65,0 225 62,2 1 0,07
Co TC 104 322 114 315 1,02 0,74-1,42
CC 9 2,8 23 6,4 2,38 1,09-5,22
Do 1L 210 65,0 225 62,1 1 0,43 0,034
TC-CC 13 349 137 378 1,13 0,83-1,55
Re TT-TC 314 97,2 339 93,6 1 0,024 0,89
CC 9 2,79 23 6,3 2,37 1,09-5,14
Ad 1,21 0,93-1,57 0,14 0,08

aModelos de herencia: codominante (Co), dominante (Do), recesivo (Re), aditivo (Ad). ®Genotipos y sus agrupaciones para un polimorfismo en un /ocus bialélico T > C.
°p del test de asociacion (comparacion con el modelo nulo). 9p del test que compara con el modelo codominante.

mo en un gen relacionado con la reparacion del ADN
modifica el riesgo de padecer cancer colorrectal. En la
tabla 2 se presentan los 4 modelos principales de ries-
go posibles. El modelo codominante muestra que soélo
los individuos CC tienen un riesgo aumentado. Los he-
terocigotos TC tienen un riesgo similar a los homoci-
gotos TT, lo que sugiere que el modelo recesivo es el
adecuado.

Analisis simultaneo de muiltiples loci

Con frecuencia son varios los polimorfismos que se
analizan simultdneamente en un gen o regién candi-
data de un gen. El motivo es que el polimorfismo real-
mente responsable de influir o modificar el riesgo de
la enfermedad puede ser desconocido; por ello se ana-
lizan varios polimorfismos para intentar identificarlo. Entre
diferentes polimorfismos localizados en el mismo cro-
mosoma y relativamente préximos entre si suele ob-
servarse cierto grado de correlaciéon o asociacién es-
tadistica denominada desequilibrio de ligamiento
(linkage disequilibrium). Ello es debido a que en el pro-
ceso de meiosis que genera los gametos, los cromo-
somas que se transmitiran seran copias exactas de los
del progenitor, a excepcion de los entrecruzamientos
que generan recombinacién. Es decir, cada cromoso-
ma transmitido a la descendencia estara formado por
una composicidon de fragmentos largos que son una
copia exacta de los del progenitor, pero combinando par-
tes del cromosoma paterno y del materno. La frecuencia
de entrecruzamientos por cromosoma es pequefia, de
1 a 4,y depende de su tamafo. La probabilidad de que
entre 2 loci cercanos se dé una recombinacion es baja
y, por ello, se observa el desequilibrio de ligamiento, que

tiende a disminuir en sucesivas generaciones hasta lle-
gar al equilibrio (independencia estadistica).

El desequilibrio de ligamiento es muy Util, pues per-
mite localizar polimorfismos relacionados con la enfer-
medad. Si aparece una mutacién que genera un poli-
morfismo responsable de la enfermedad, es posible que
otros polimorfismos cercanos también estén asociados
con ella. De hecho, como lo que se transmite de pa-
dres y madres a sus hijos son cromosomas, suele ser
interesante identificar el conjunto de alelos que se trans-
miten conjuntamente en cada cromosoma, de manera
que sea mas facil asi identificar el polimorfismo cau-
sal. A este conjunto de alelos que se transmiten con-
juntamente se le denomina haplotipo. Un individuo, para
un conjunto de loci cercanos, posee 2 haplotipos, cada
uno en un cromosoma. Identificar los haplotipos a par-
tir de los genotipos de cada locus suele ser facil, aun-
que hay algunos casos excepcionales. En la tabla 3 se
presentan los haplotipos para el caso de 2 loci bialéli-
cos, es decir, 2 polimorfismos cercanos, cada uno de
ellos con 2 alelos posibles, el primero T > C y el se-
gundo A > G. De las 9 combinaciones de genotipos po-

Tabla 3. Posibles haplotipos en funcion de los genotipos
de 2 loci bialélicos

Genotipos
T>C T TC CC
A>G
AA TA+TA TA+CA CA+CA
AG TA+TG TA+CG CA+CG
TG+CA
GG TG+TG TG+CG CG+CG

Un individuo es portador de una pareja de haplotipos. Para los individuos con ambos
loci heterocigotos (TC/AG) no es posible identificar las parejas de haplotipos.
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sibles, todas ellas permiten identificar los haplotipos a
excepcion de una, que corresponde al caso en que
ambos loci sean heterocigotos. Por ejemplo, si los ge-
notipos para un individuo son TC y AA, sus haplotipos
seran T-Ay C-A, es decir, el individuo sera portador de
una pareja de cromosomas, con cada una de estas com-
binaciones de alelos. En el caso de que los 2 genoti-
pos sean heterocigotos: TC y AG, la combinacion de
alelos en cromosomas puede ser T-A y C-G o bien
T-G y C-A. No se puede saber qué combinacién es la
correcta para un individuo si no se conocen los geno-
tipos de los progenitores o se emplean técnicas de la-
boratorio muy sofisticadas que permitan identificar ha-
plotipos. En la practica, para realizar andlisis estadisticos
de asociacion se recurre a métodos de estimacion que
tienen en cuenta variables con incertidumbre para re-
solver este problema.

Analisis descriptivo de haplotipos

La estimacion de las frecuencias para cada haplo-
tipo seria sencilla si no se dieran casos de incertidumbre,
es decir, casos en que no es posible determinar la pa-
reja de haplotipos que lleva el individuo debido a que
éste tenga 2 o0 mas /oci heterocigotos. Si, ademas, hay
valores perdidos en la determinacién de alguno de los
genotipos, la incertidumbre aumenta. Para estimar la
frecuencia de los haplotipos en estos casos hay varias
posibilidades:

1. Métodos basados en reglas. Consisten en ob-
servar la distribuciéon de alelos en los haplotipos que
no presentan incertidumbre e imputar los casos con in-
certidumbre a aquellas combinaciones observadas con
mas frecuencia'’. El principal inconveniente de este mé-
todo es que la solucion puede no ser Unica en funcion
de como se inicie el algoritmo.

2. Estimacién estadistica mediante el algoritmo es-
peranza-maximizacion'® (EM). Este es un método es-
tadistico genérico'® para tratar variables no observadas
(en este caso, la proporcion de individuos con cada po-
sible haplotipo en caso de incertidumbre). El algoritmo
itera repetidamente entre 2 pasos hasta conseguir con-
vergencia. En primer lugar, se usan unas frecuencias
iniciales, no necesariamente correctas, para cada po-
sible haplotipo. En el supuesto de que esas frecuen-
cias fuesen correctas, y asumiendo que hay equilibrio
de Hardy-Weinberg, se podria calcular la frecuencia es-
perada de cada combinacién de genotipos con incer-
tidumbre (paso E). Con las frecuencias de cada com-
binacién de genotipos se pueden obtener las frecuencias
de cada haplotipo maximizando la funcion de verosi-
militud de los haplotipos (paso M). Este paso consiste
en contar los haplotipos compatibles con cada combi-

nacion de genotipos. El algoritmo converge a valores
estables de frecuencia de combinaciones de genotipos
con incertidumbre y de frecuencia de haplotipos, que
es nuestro objetivo. Para los individuos con incerti-
dumbre, a cada pareja de haplotipos posible se le puede
calcular una probabilidad. Una limitacion de este mé-
todo es que no proporciona directamente varianzas de
las estimaciones y, si se analizan simultdneamente mu-
chos polimorfismos (mas de 20) con un alto grado de
incertidumbre, pueden obtenerse soluciones incorrec-
tas, pues el algoritmo puede tender hacia un maximo
local. En estas situaciones es importante repetir el al-
goritmo empleando diferentes valores iniciales de las
frecuencias de haplotipos. En nuestra experiencia, para
el andlisis simultaneo de menos de 10 polimorfismos
este método siempre ha proporcionado soluciones co-
herentes.

3. Estimacion estadistica mediante métodos Mon-
tecarlo basados en cadenas de Markov (MCMC). Se
trata de una aproximacién bayesiana al problema que
ha permitido mejorar los resultados en caso de anali-
zar muchos polimorfismos?°. Este método proporciona
como informacién adicional interesante una muestra
aleatoria de la distribucion a posteriori de la frecuen-
cia de cada haplotipo, que puede ser empleada para
calcular la varianza, ademas del valor esperado. De esta
manera podemos conocer directamente la precisiéon de
la estimacion de la frecuencia de cada haplotipo.

Analisis de la asociacion de los haplotipos
con la enfermedad

Cualquiera de los métodos anteriores permite iden-
tificar o estimar, para cada individuo, la pareja de ha-
plotipos que posee en funcién de los genotipos. Estos
haplotipos pueden analizarse entonces en relacidon con
la enfermedad mediante modelos de regresion logisti-
ca. Normalmente se realiza un analisis de cromosomas
y no de individuos, es decir, se duplica la muestra, de
manera que cada individuo contribuye con 2 observa-
ciones, una para cada haplotipo, y se compara el ries-
go asociado con los diversos haplotipos entre si, to-
mando como referencia el mas frecuente. Este analisis
es mas sencillo de analizar e interpretar que el de pa-
rejas de haplotipos y no parece que requiera la reali-
zacion ajustes, pues los haplotipos se heredan de ma-
nera independiente; no obstante, este aspecto no esta
completamente estudiado.

En caso de incertidumbre por mdiltiples heterocigotos
o valores perdidos, los métodos basados en el algorit-
mo EM o MCMC proporcionan una lista de parejas de
haplotipos compatibles, cada una con una probabilidad
de aparicion asociada. Entonces, estos individuos
contribuyen en los datos con mas de 2 observaciones
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Tabla 4. Asociacion de cada polimorfismo con la enfermedad

Locus? Genotipo® Controles Casos OR IC del 95% p°
N % N %
A GG 284 96,3 317 96,6 1 0,80
GA/AA 1 37 1 36 0,90 0,38-2,10
B T 278 9.5 307 95,6 1 0,57
TG/GG 10 35 14 44 1,27 0,55-2,90
C AA 158 492 141 39,1 1 0,0099
AC 137 427 172 47,7 1,41 1,02-1,94
CC 26 8,1 48 133 2,07 1,22-3,51 0,002¢
D T 126 39,4 112 317 1 0,11
TC 139 43,4 169 479 1,37 0,97-1,92
CC 55 17,2 72 204 1,47 0,95-2,27 0,038°

4 os Joci estan ordenados segun su posicion en el genoma. Para los /oci A y B se emplean modelos asumiendo un efecto dominante, pues sélo se ha observado 1 caso
homocigoto variante. °p para el test de asociacion. °p para el modelo aditivo. ®p para el modelo dominante.

y se emplean las probabilidades de aparicién de cada
haplotipo como pesos en el modelo de regresion lo-
gistica. El andlisis combinado de genotipos y haploti-
pos suele ser mas informativo que cualquiera de los
2 aislados, aunque hay cierta discusion sobre qué ana-
lisis es preferible en cada situacién?'-?2,

Ejemplo de analisis de genotipos y haplotipos

Supongamos un estudio de casos y controles
sobre cancer colorrectal en que se analizan 4 poli-
morfismos en un gen relacionado con el metabolis-
mo de carcindgenos. En la tabla 4 se muestra el ana-
lisis de cada polimorfismo por separado para el
modelo codominante. Los polimorfismos en los loci
Ay B son raros y sélo se ha observado un caso ho-
mocigoto variante para cada uno de ellos, por lo que
se analizan con el modelo dominante. El polimorfis-
mo C muestra una asociacion fuerte con la enfer-
medad y las OR crecientes indican que el modelo adi-
tivo es el que mejor ajusta. El polimorfismo D
también esta asociado con la enfermedad, pero en
menor magnitud, y como los OR para heterocigotos
y homocigotos variantes son similares, el modelo do-
minante es el mas verosimil.

El analisis de haplotipos que se muestra en la ta-
bla 5 revela que, aunque podria haber 2 = 16 combi-
naciones de alelos diferentes, sélo se observan 7. De
hecho, 2 haplotipos acumulan una frecuencia del 92%.
En los andlisis de asociacion, los haplotipos raros nor-
malmente se agrupan en una categoria. El punto de
corte para definir un haplotipo raro suele depender del

tamano de muestra global. En nuestro caso, con unos
700 individuos limitaremos el analisis a los 5 haploti-
pos con frecuencia superior al 1%.

El haplotipo 1, el mas frecuente, se toma como re-
ferencia. El segundo haplotipo en frecuencia contiene
variantes para los polimorfismos C y D, simultdaneamente.
La correlacion (desequilibrio de ligamiento) entre estos
2 polimorfismos es muy alta. Este haplotipo es el Unico
que muestra un riesgo aumentado significativo y reco-
ge la informacion observada en el andlisis de genotipos
por separado. Sin embargo, el haplotipo 3, con una fre-
cuencia del 4%, sdlo difiere del mas frecuente por la va-
riante en el polimorfismo D, y este haplotipo muestra una
asociacion inversa, no significativa, con la enfermedad.
Ello permite deducir que el aumento de riesgo obser-
vado en el analisis del polimorfismo D es espureo, re-
flejo de la correlacién (desequilibrio de ligamiento) con
el polimorfismo C. Se trata de un fendmeno similar al
de la confusion en otros contextos de andlisis epide-

Tabla 5. Analisis de frecuencias de haplotipos y su asociacion
con la enfermedad

Haplotipo Locus A B C D frr  OR ICdel95% pe
Hap 1 G T A T 05 1

Hap 2 G T C C 033 150 1,15-1,96 0,003
Hap 3 G T A C 004 05 031-1,10 0,09
Hap 4 G G A C 0019 163 065410 030
Hap 5 AT A C 0018 08 037210 078
Hap 6 G T C T 0002 -

Hap 7 G G A T 0002 -

aFrecuencia estimada de cada haplotipo.°p del test que compara cada haplotipo con
frecuencia superior al 1% con el haplotipo més frecuente (Hap 1).
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mioldgico. Otra manera de confirmar esta observacion
es realizar un analisis de los genotipos del polimorfis-
mo D ajustado por el C. La asociacién desaparece (OR
modelo dominante = 0,99; IC del 95%, 0,55-1,77; p =
0,99), mientras que el analisis del polimorfismo C ajus-
tado por el D mantiene los estimadores y la significa-
cion estadistica. En este ejemplo, los polimorfismos A
y B son poco frecuentes y apenas aportan informacion.

El hecho de que el polimorfismo C domine la aso-
ciacion no permite concluir que es el realmente cau-
sante de modificar el riesgo de la enfermedad. Para ello
seria necesario contar con informacion de estudios fun-
cionales que demostraran un efecto bioldgico diferen-
te en la variante en comparacién con el alelo mas fre-
cuente. La asociacion observada podria ser debida a
otro polimorfismo no estudiado cercano al C que es-
tuviese altamente correlacionado. Es evidente que si
no contaramos con la informacién del polimorfismo C
y tuviésemos soélo la del D podriamos caer en la ten-
tacion de imputar el efecto a D, algo que ahora sabe-
mos que es falso.

Software para analisis de genotipos
y haplotipos

Los analisis de este trabajo se han realizado con el
paquete haplo.Stats?® del software de uso libre R4 La fun-
cién haplo.em permite estimar las frecuencias de haplo-
tipos mediante el algoritmo EM. La funcién haplo.glm per-
mite ajustar modelos de regresion logistica empleando las
probabilidades de cada pareja de haplotipos con incerti-
dumbre como pesos en el modelo. En R hay otros paquetes
Utiles para analisis de epidemiologia genética (genetics,
hapassoc y gap) y casi todos emplean una adaptacion del
programa SNPHAP de Clayton?. Otros programas Utiles
de uso libre son Arlequin®®, Haploview?” y EH?® y se puede
encontrar un listado exhaustivo de software para analisis
genéticos en la Universidad Rockefeller®®.
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