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Resumen

Cuando se realizan estudios de asociacién genética basados en individuos independientes,
considerando una poblacién mestiza como la mexicana, se debe realizar un ajuste por estrati-
ficacién poblacional. Los disefios familiares constituyen una alternativa para este problema. Es
por ello que en el presente trabajo se analizan y comparan, en términos de ventajas y desven-
tajas, los métodos estadisticos basados en familias para el andlisis de asociaciéon genética con
enfermedades complejas.






Indice general

Resumen I
Introduccion Vv
1. Conceptos basicos de genética 1

1.1. Variacién genética . . . . . . . . . L 3

2. Disenos Familiares 7
2.1. Trios Casos-Padres . . . . . . . . . . . 8
2.2. Parejas de hermanos . . . . . . . . . ... 8
2.3. Familias extendidas . . . . . . . . ... 9

3. Pruebas de asociacion basadas en familias 11
3.1. Método del riesgo relativo del haplotipo (HRR) . . . . ... ... ... ... ... 11
3.2. Prueba de desequilibrio de transmisién (TDT) . . .. ... ... ... ... ... 14
3.3. Andlisis para diadas (Diseno caso-madre o padre) . . . . . .. ... ... ... 18
3.4. Andlisis para grupos de hermanos . . . . . . . . .. ... L 21
3.5. Anélisis para familias extendidas (PDT) . . . . . ... .. ... ... .. ..... 24
3.6. Asociacién considerando covariables y rasgos cuantitativos . . . . . . . ... ... 26

4. Aplicacion de los métodos estadisticos a un diseno familiar real para labio y
paladar hendido en una muestra de pacientes mexicanos 35
4.1. Estadistica descriptiva . . . . . . . . . . .. 35
4.2. Pruebas estadisticas . . . . . . . ... 36



Indice general

5. Conclusiones

A. Instalacion y prueba de asociacion en SOLAR

B. Instalacion y prueba de asociacion en PLINK

Bibliografia

v

39

41

45

46



Introduccion

La epidemiologia genética se encarga de estudiar la interaccion entre los factores genéticos y
ambientales que originan las enfermedades del ser humano (Beaty et al., 1993). Poder identificar
los factores involucrados en el desarrollo de enfermedades es de gran importancia para establecer
politicas de prevencién, tratamientos adecuados y mejorar la estrategia de diagndsticos.

Las personas compartimos el 99.5 % del genoma humano, eso nos hace biolégicamente seres
humanos. El 0.05% restante es lo que nos hace totalmente individuales y genera variabilidad
tanto en nuestro aspecto fisico como en la susceptibilidad de desarrollar enfermedades. Esta
variabilidad se origina por una asignaciéon genética biolégicamente aleatoria que depende de las
caracteristicas genéticas de los padres y de un complejo proceso biolégico en la formacién de un
nuevo ser humano.

Usualmente para conocer los factores genéticos que se involucran con la enfermedad se rea-
lizan estudios de genes candidatos los cuales parten de una hipétesis biolégica que justifica la
potencial asociaciéon entre la variante genética y la enfermedad. A pesar de que la transmi-
sién genética necesariamente involucra familias usualmente la asociacién se evalda utilizando
informacién de individuos independientes como los disenios tipo casos y controles.

En una poblaciéon mestiza, como lo es la mexicana, el andlisis de asociacién genética conside-
rando sujetos independientes puede generar facilmente confusién por estratificacién poblacional
debido a la heterogeneidad étnica de la poblacién. Los disenos familiares son robustos ante esta
estratificacién, (Evangelou et al., 2006).

Por lo anterior, el objetivo principal de este trabajo es presentar y analizar algunos métodos
estadisticos aplicados a la epidemiologia genética considerando disenos familiares. Nos daremos
cuenta de la importancia que la estadistica tiene en los métodos para evaluar asociacién genética
en estudios que consideras disenos familiares.

Estructura

Comenzamos en el capitulo 1 definiendo algunos conceptos genéticos bésicos que nos ayu-
daran a describir y comprender la aleatoriedad y variabilidad involucrada en la biologia de la
herencia genética y asi entender el papel que la estadistica desempena en el andlisis de asociaciéon
genética.

Posteriormente, en el capitulo 2, presentamos tres disenos familiares (Trios caso-padres, pa-
rejas de hermanos y familias extendidas) ya documentados y para los cuales en el capitulo 3
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presentamos el desarrollo y anélisis de las diferentes pruebas de asociacion. El riesgo relativo del
haplotipo, la prueba de desequilibrio de transmisién y sus diferentes variantes se presentan con
detalle. Al final del capitulo 3 se discute el enfoque del modelo mixto y la forma en la que se
incorporan los factores ambientales y se estudia un fenotipo cuantitativo.

En el capitulo 4 presentamos el andlisis de asociacién de 32 genes candidatos con el fenotipo
de labio leporino y paladar hendido tomando informacion de 27 familias mexicanas, considerando
algunos modelos descritos en el capitulo anterior. Finalmente, presentamos una conclusién sobre
el papel relevante de la estadistica en el analisis de asociacién genética cuando se usan disenos
familiares.
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Capitulo 1

Conceptos basicos de genética

La genética es la ciencia que estudia la transmisién de la informacién hereditaria de una
generacion a la siguiente, su objetivo de estudio son los genes, los cuales pueden abordarse desde
distintas perspectivas, molecular, bioquimica, celular, organismica, familiar, poblacional o evo-
lutiva.

El estudio de los organismos comienza con la observacion de las caracteristicas fisicas que
identifican a un ser vivo. Estas caracteristicas se conocen como fenotipos, algunos ejemplos son:
el color de las plumas de un ave, la forma de la cara de una persona, o el tamano del caparazén
de una tortuga. Formalmente el fenotipo se define como la expresién de la informacién de un
genotipo determinado, en relacién con el ambiente en el cual el organismo se desarrolla. Por su
parte, el genotipo es la construccién genética de un ser vivo, representada por los genes que
posee como miembro de una especie particular, por ejemplo, los seres humanos estamos consti-
tuidos por 23 pares de cromosomas en cada célula somatica, 20,000 genes aproximadamente en
el genoma, y 3 mil millones de pares de bases nitrogenadas. Esos pares de bases se agrupan en
regiones dentro de los genes llamadas exones e intrones. Entonces, para entender la construccion
y variabilidad genética del ser humano es necesario definir y explicar como se componen los
cromosomas y los genes.

Los cromosomas son las unidades méas condensadas del genoma de un organismo que se en-
cuentran en el nicleo de todas las células del organismo, se presentan en pares, y cada miembro
del par es heredado uno por el padre y otro por la madre. En la década de los 50’s se realizé el
calculo correcto del niimero de cromosomas en la célula humana, anteriormente se pensaba que
habian 48 cromosomas, pero en 1956 se determiné que en el nicleo de cada célula del cuerpo
humano se encuentran 46 cromosomas (exceptuando las celulas reproductoras que solo tienen la
mitad). Ahora se sabe que los humanos tenemos 23 pares de cromosomas (22 son autosomas y
un par de cromosomas sexuales).

En el ano 1905, Johannsen introdujo por primera vez el término gen, el cual definié como
unidad de almacenamiento de informacién y unidad de herencia al transmitir la informacion.
Todos los genes componen el genoma de un organismo, por lo tanto, estaran distribuidos entre
los cromosomas de los cuales esté compuesto dicho organismo, correspondiéndole una posicién
precisa. Posteriormente en 1944, Oswald Avery mostré que un gen es un segmento corto de
DNA (4cido desoxirribonucléico), el cual poseé una secuencia especifica de pares de bases



nitrogenadas, la cual codifica para una proteina especifica. En el ano de 1954, y gracias al trabajo
de Rosalind Franklin, fue que J. Watson y F. Crick describen la estructura fisica del DNA, como
una cadena de doble hélice. E1 DNA es el componente quimico primario de los cromosomas y
material en el que se encuentran la secuencia de todos los genes, es decir, el genoma, y por lo tanto
es el portador de la informacién hereditaria y dicha informacion se encuentra codificada en la
secuencia de bases nitrogenadas. En la Figura 1.1 se muestran los distintos niveles estructurales
en los cuales se presenta el material genético en una célula eucariota', las cuales en conjunto
originan organismos eucariontes, por ejemplo el del ser humano.

Intrén\_

Gen

Figura 1.1: Composicién del cromosoma
Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Gen

En el diagrama esquematico de la figura 1.1 se muestran la estructura del gen y las regiones
llamadas exones e intrones. Los exones tienen una actividad directa en la formacién de proteinas
(codifica a proteinas) no asi los intrones.

Hasta ahora conocemos la estructura bésica del organismo del ser humano, pero todavia no
explicamos por que los seres humanos somos distintos entre nosotros. Para entender la variacion
genética, introduciremos algunos términos que nos seran ttiles. A la posicién fija del cromosoma
que define la ubicacién de un gen (o genes) se le conoce como locus(loci, para el plural). A cada
version diferente de un gen para la misma proteina, se le denominan alelos, y se clasifican en
dominantes y recesivos®. El par de alelos que se encuentran en un determinado locus de un par
de cromosomas homologos definen el genotipo en ese locus. Si los alelos correspondientes a un
genotipo son iguales se le denomina homocigoto, y si son diferentes heterocigoto, en Figura
1.2 se ilustran estos términos.

En el siguiente apartado discutiremos las fuentes que originan la variabilidad genética y sus
consecuencias.

1Son aquellas células que tienen nicleo. Ejemplos de organismos eucariotas son: plantas, animales algas, hongos,
entre otros.

2Gi los alelos son diferentes, el alelo dominante se expresa, mientras que el efecto del otro alelo, denominado
recesivo, queda enmascarado
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Cromosomas homologos

i Hit K

Alelos

Homocigoto Homocigoto Heterocigoto
dﬂﬂ.‘i]]ﬁlltfe recesivo
Figura 1.2: Genotipos homocigotos y heterocigotos
Fuente: www.biodiversidad72308521.wordpress.com/category/herencia/

1.1. Variacién genética

La primera fuente de variabilidad genética ocurre durante la generacion de las células ger-
minales de los padres, a este proceso se le conoce como meiosis. La meiosis es un proceso de
divisién celular a través del cual a partir de una célula diploide (un juego completo de pares
de cromosomas homologos; siendo en cada par heredado, un cromosoma paterno y el otro ma-
terno) se producen cuatro células haploides (gametogénesis), este proceso se ejemplifica en la
figura 1.3. Las células haploides son aquellas que contienen un solo juego de cromosomas. Asi,
pues, el objetivo de la meiosis es generar células sexuales: ovocitos (gametos femeninos) en la
ovogénesis y espermatozoides (gametos masculinos) en la espermatogénesis. También la infor-
macién genética de los espermatozoides y 6vulos creados es variable debido a la combinacion
aleatoria de los 23 cromosomas. Ademds, durante el proceso de la gametogénesis, se lleva a cabo
un evento de suma importancia para la variabilidad genética: el entrecruzamiento del material
genético entre las crométidas hermanas de cada par de los cromosomas homologos. Este proceso
explica por que dos hermanos no son fisicamente iguales (a menos que sean gemelos homocigotos)

Figura 1.3: Del DNA a las proteinas
Fuente: Elaboracion propia

Las leyes de Mendel son adecuadas para entender un poco mejor este tipo de variabilidad.

Mendel realizé cruces sobre distintos tipos de plantas de chicharo y observo la transmisién de
rasgos fisicos que se distinguian fiacilmente, como el color de las semillas y las flores de chicharo.
Basado en sus experimentos, Mendel observé ciertas regularidades que ahora se conocen como
las leyes de Mendel:



1.1. Variacion genética

1. Ley de la uniformidad: Esta ley explica que hay alelos que dominan sobre otros, pero que
la dominancia no incide en la transmision, es decir, si un alelo es dominado por otro, este
alelo también se puede heredar.

2. Ley de la segregacion: Durante la formacion de los genotipos, cada alelo de un par, es
heredado uno por la madre y otro por el padre.

3. Ley de la distribucion independiente: Diferentes rasgos son heredados independientemente
unos de otros, no existe relacién entre ellos, por tanto el patrén de herencia de un rasgo
no afectard al patrén de herencia de otro.

En la ley de distribucién de independencia Mendel supone que la herencia de cada variante
genética o locus era independiente, pero el entrecruzamiento no cumple con esta caracteristica,
es te proceso los locus que fisicamente estan muy cerca no se separan, es decir, se heredan juntos
por lo que no serian independientes.

Otra fuente de variabilidad surge durante la divisién celular, en el proceso de transcipcion
traduccion. el cual inicia considerando la informacién genética del DNA que es utilizada, por
medio de la transcripcién, para generar el RNA mensajero (mRNA); posteriormente, mediante
el proceso de traslacién, el mRNA se decodifica y da origen a la proteina. El diagrama de este
proceso se muestra en la Figura 1.4.

Con esto podemos entender que si ocurre un cambio en el DNA entonces las proteinas en el
cuerpo podrian cambiar y generar un mal funcionamiento en el organismo.

DNA mARN Proteinas

Transcripcion Traduccion

Figura 1.4: Del DNA a las proteinas
Fuente: Elaboracion propia

Durante ese proceso se pueden dar cambios en la secuencia de neuclétidos del DNA, y por
lo tanto en la secuencias protéicas. El cambio en estas secuencia puede o no causar un cambio
en el fenotipo. Usualmente, cuando la variacién ocurre en menos del 1% de la poblacidn, se le
denomina mutacion, si la variacién genética ocurre en un locus determinado, y se presenta en
més del 1% de la poblacidn, se le conoce como polimorfismo. Existen varios tipos de polimor-
fismos pero nosotros estaremos interesados en los de un solo neuclétido (SNP, por sus siglas
en inglés), ya que constituyen hasta el 90 % de las variaciones genémicas humanas. Estos poli-
morfismos se caracterizan por afectar solo a una base nitrogenada del DNA. Estas definiciones
pueden ser obsoletas y confusas (Karki et al., 2015), si entendemos como mutacién a cualquier
variacion en la secuencia del ADN, tendremos que diferenciar dos, las mutaciones que se pueden
heredar de los padres (mutaciones de la linea germinal), este tipo de mutaciones ocurren
en los gametos. Dado que la descendencia se deriva inicialmente de la fusién de un 6vulo y un
espermatozoide, también se pueden encontrar mutaciones en la linea germinal de los padres en
cada célula nucleada de su progenie. Otro tipo de mutaciones son las que se adquieren durante
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Capitulo 1. Conceptos basicos de genética

la vida de la persona (mutaciones somadticas), siendo estas el principal conductor de enfer-
medades como el cancer (Karki et al., 2015).

Exites enfermedades que son causadas tinicamente por el cambio de un neuclétido. La anemia
falciforme es un ejemplo de ello, pues se origina por un cambio de neuclétido en un gen que
codifica la beta cadena de la proteina de hemoglobina. A este tipo de enfermedades se les conoce
como monogénicas o mendelianas. Sin embargo hay enfermedades que involucran diferentes
genes, v en las que puede influir los factores ambientales, a estas enfermedades poligénicas o
multifactoriales se les conoce como complejas

El estudio de las enfermedades complejas desde el punto de vista genético es de gran impor-
tancia y ha aumentado en los iltimos anos, por lo que el objetivo de la tesis es dar a conocer las
ventajas y desventajas de distintos métodos estadisticos aplicados a la epidemiologia genética
basada en estudios familiares que ayuden al analisis de la asociacién genética con enfermedades
complejas.






Capitulo 2

Disenos Familiares

Cuando hablamos de asociacién genética a enfermedades complejas deseamos evaluar la fre-
cuencia alélica entre la poblacién que es afectada por determinada enfermedad, a la que se le
denomina casos, y poblacién no afectada, la cual se conoce como controles. Si después de
ajustar por confusores, un SNP es mas frecuente entre los casos que entre los controles, decimos
que el SNP estd asociado a la enfermedad.

Los estudios de asociaciéon genética se dividen principalmente en dos, aquellos que incluyen
personas sin parentesco es decir, independientes y los que toman en cuenta casos indices y con-
troles consanguineos, a los tltimos se les denomina estudios de asociacién genética basados
en familias (EAGBF).

Ente los disenos de investigacién epidemiolégica mas frecuentes que no consideran parentesco
se encuentran: casos y controles, de cohorte y transversales. Estos disenos suelen tener mayor
eficiencia estadistica comparados con los que consideran familias, suelen ser menos costosos y
permiten examinar asociaciones de multiples genes con la enfermedad de interés, sin embargo,
también presentan algunas desventajas, por ejemplo, son susceptibles a confusién por estrati-
ficacién poblacional (Flores-Alfaro et al., 2012), esto ocurre cuando las tasas de ocurrencia de
la enfermedad son diferentes por grupos étnicos,los controles difieren étnicamente de los ca-
sos, o las frecuencias alélicas varian entre etnias o razas. Esto sucede en poblaciones de mezcla
reciente entre dos o més grupos étnicos que originalmente estaban separados, las poblaciones
latino-americanas son de mezcla reciente.

Los EAGBF corrigen los problemas que se mencionan anteriormente de los disenos que no
consideran parentesco, ademds aportan mayor informacién sobre enfermedades hereditarias y la
prevalencia de la enfermedad en subgrupos de familias. Los disenos familiares més frecuentes
son: trios casos-padres, parejas de hermanos y finalmente familias extendidas, en las siguientes
secciones analizaremos y ejemplificaremos cada uno de ellos.

El objetivo de este capitulo es inicamente describir la construccién de los disenos familiares
mas populares. En el capitulo posterior hablaremos de los métodos estadisticos empleados para
el andlisis de asociaciéon considerando los disenos familiares.



2.1. Trios Casos-Padres

2.1. Trios Casos-Padres

El diseno trios casos-padres (TCP) comienzan con un individuo afectado (caso) y el recluta-
miento de sus padres, los cuales pueden estar afectados o no por la enfermedad. En éste diseno
se comparan los alelos transmitidos de los padres a hijos contra los alelos no transmitidos. Por
ejemplo, consideremos que en una familia el padre tiene genotipo (a,b) y la madre (¢,d). Asuma-
mos que el hijo recibe el genotipo (a,c), al par de alelos que conforman el genotipo se les conoce
como alelos transmitidos, existen otros tres genotipos que el hijo pudo haber recibido, (a,d),
(b,c) vy (b,d), a éstos se les denomina genotipos no transmitidos. En la Figura 2.1 se representa
una familia participante en un estudio TCP. A esta representacién gréfica se le conoce como
diagrama familiar o genograma, el cuadro representar a un miembro masculino, el circulo que
se trata de un miembro femenino y un marco grueso indica el caso.

(ab) o

Figura 2.1: Ejemplo de disefio trio caso-padres.
Fuente: Elaboracion propia

El disenio TCP examina numerosos trios para evaluar si un alelo especifico o una combinacion
de alelos es preferentemente transmitida a los casos, lo que sugiere una asociacién entre el alelo
correspondiente y la enfermedad.

Este disenio ataca el problema de estratificacién poblacional y es ideal para analizar enfer-
medades de diagndstico temprano. La principal desventaja de este diseno es que muchas veces
no se cuenta con informaciéon de ambos padres, principalmente cuando se estan analizando en-
fermedades de diagnéstico tardio (Hatemi et al., 2010).

2.2. Parejas de hermanos

En este diseno, cada caso es comparado con un hermano o més no afectados, los cuales to-
maran el rol de controles, en la Figura 2.2 se ejemplifica una pareja participante en el estudio.
En general los controles elegibles deben ser aquellos hermanos que alcancen la edad correcta
para ser diagnosticados. Si se esta estudiando los casos incidentes lo més probable es que los
controles sean hermanos mayores. Es importante considerar que la diferencia de edad entre her-
manos mayores y menores, podria llevar a exposiciones ambientales dependientes del tiempo o
la tendencia (es decir, hermanos de diferentes edades pueden ser sujetos a diferentes variables
de exposicién que dependen del tiempo).

Este diseno, puede controlar multiples variables de confusién, tanto ambientales como genéti-
cas. Sin embargo esta ventaja puede resultar costosa, ya que al considerar mas variables se puede
perder poder estadistico. En algunos ejemplos, el uso de hermanos como controles requiere has-
ta el doble de muestra para mantener el poder de la prueba (Flores-Alfaro et al., 2012), sin
embargo este estudio ayuda a determinar la asociacién en enfermedades de diagndstico tardio,
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O—-

Figura 2.2: Ejemplo de disefio parejas de hermanos.
Fuente: Elaboracion propia

como es el caso de algunos tipos de cancer. Ademaés, cuando se cuenta con la informacién de
hermanos gemelos monocigétos y dicigétos , el diseno es muy 1til para evaluar la heredabilidad
de un rasgo o enfermedad, que es la proporciéon de variaciéon observada que puede atribuirse a
factores genéticos heredados (Merriam-Webster).

De acuerdo con Hatemi et al. (2010), una clara desventaja de este disefio es que no todos
los casos cuentan con un hermano elegible para el estudio, en esta situacién se podria asociar
el caso con un primo hermano no afectado, este camino podria proporcionar una muestra més
grande para el estudio sin embargo no proporciona la mejor soluciéon para el problema de la
estratificaciéon poblacional, ya que el caso y el control estarian relacionados inicamente por un
solo padre, mas ain se puede perder el control de algunas variables de confusion.

En éste diseno se comparan las frecuencias, de los posibles alelos de susceptibilidad, entre
hermanos afectados y no afectados.

2.3. Familias extendidas

El diseno de familias extendidas considera la mayor cantidad de familia disponible del caso.
Este diseno es el méas complicado de realizar ya que se requiere la colaboracién de bastantes fa-
miliares y generaciones anteriores del caso indice, sin embargo ofrece mayor informacién genética
y ambiental lo que propicia a una mejor medicién del riesgo contraer la enfermedad en estudio.
En la Figura 2.3 se muestra un ejemplo de una familia extendida.

O O
©
oo

Figura 2.3: Ejemplo de familia extendida.
Fuente: Elaboracion propia

O




2.3. Familias extendidas

Los andlisis que se realizan utilizando disenos de familias extendidas suelen ser mas ricos,
va que ademas de estudiar asociacién genética, se puede estudiar le heredabilidad. Mas atn,
ocupando un diseno con informacién completa de la familia y definiendo de manera clara el
probando y su relacién con el resto de la familia, las pruebas realizadas suelen ser mas poderosas
(Park et al., 2015). Sin embargo, estos anélisis suelen ser mas complejos y costosos. Entre los
métodos estadisticos que se pueden ocupar para realizar estos analisis, se encuentran las pruebas
de hipdtesis no paramétricas y los modelos de efectos mixtos.

La desventaja mas clara de este disefio es que rara vez se cuenta con la informacion completa
por generaciones familiares.
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Capitulo 3

Pruebas de asociacion basadas en
familias

Para analizar la asociacién de un alelo en un locus genético con un fenotipo se pueden realizar
diferentes disenos de estudio. En el capitulo anterior mencionamos que la manera mas sencilla
de comenzar con el analisis es considerando casos y controles y discutimos las ventajas y desven-
tajas que este disefio proporciona. En esta seccidon examinaremos algunos métodos estadisticos
para el analisis de asociacién considerando familias.

En la primera parte del capitulo consideraremos tinicamente fenotipos dicotémicos (afectado
o no afectado por la enfermedad). El primer disefio que analizamos es el de Trios Casos-Padres
(TCP) y comenzaremos describiendo la prueba de Riesgo Relativo del Haplotipo (HRR) abor-
dando sus desventajas, las cuales se pueden solucionar con la construccion de la cldsica prueba
de desequilibrio de transmisién (TDT, por sus siglas en inglés). Después examinaremos algunas
variaciones del TDT que consideran otros disefios familiares, como parejas de padre (o madre)
e hijo, o conjuntos de hermanos. Posteriormente estudiaremos la construccién de una prueba
de hipdtesis para familias extendidas (PDT). Finalizaremos analizando una metodologia basa-
da en modelos lineales mixtos, la cual nos permitird considerar tanto rasgos cualitativos como
cuantitativos y ajuste por covariables.

3.1. Método del riesgo relativo del haplotipo (HRR)

Entenderemos por haplotipo, al conjunto de alelos simples estrechamente relacionados que
tienden a heredarse juntos (NAL, 2013). En general, los loci que forman el haplotipo se localizan
muy cerca el uno de otro. Se dice que estan en desequilibrio de ligamiento o que “estan ligados”
si al heredarse, se heredan juntos rompiendo la ley de independencia de Mendel. El estudio
considerando haplotipos es importante, ya que en el analisis de asociacién podemos encontrar
alguna variante significativa, sin embargo no sabremos si esa variante es la causal del fenotipo o
las que estan ligadas a ella ya que se heredaron juntas. Esto es de gran ayuda ya que nos permite
acotar las regiones del gen que pueden causar la enfermedad.

El método HRR. considera un haplotipo formado por dos loci: el causal de la enfermedad, con
alelos (E, N) (donde N representa un alelo normal y FE el alelo de la enfermedad), y el marcador,

el cual nos interesa analizar si se encuentra asociado con la enfermedad, con alelos (A, a) ademds
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3.1. Método del riesgo relativo del haplotipo (HRR)

de una familia TCP donde el hijo ha sido afectado y ambos padres son heterocigotos en ambos
loci. Con ello podemos saber qué alelos fueron transmitidos al hijo y cuales no, como se muestra
en la Figura 3.1a. La idea basica de este método es construir un “pseudo-control” con los alelos
que no fueron transmitidos , como en la Figura 3.1b. Haciendo esta construccion, los pares de
alelos no transmitidos representan los alelos de la poblacién que no tienen la enfermedad, por lo
que la construccion es valida sélo si la muestra aleatoria de los alelos no transmitidos es repre-
sentativa. Esto requiere que no haya endogamia entre padres, no correlacién entre los fenotipos
de los padres y considerar un tnico diseio TCP por familia (Ziegler et al., 2010).

(a) Familia TCP con padres heteroci- (b) Construccién del pseudocontrol.
gotos. Es posible reconocer que alelos
se transmitieron al hijo.

Figura 3.1: Familia TCP sin y con pseudo-control
fuente: Ziegler et al. (2010), pp.320

Utilizando la informacion de estos pseudo-controles se puede construir una tabla de contin-
gencia 2x2 de las frecuencias alélicas observadas en el marcador genético di alélico para los casos
y pseudo-controles (Cuadro 3.1).

A a Total

Alelos transmitidos (Casos) nra  Nra nr
Alelos no transmitidos (Pseudo-controles) NNA 7NNa ny
Total nA o 4n

Cuadro 3.1: Conteo de alelos A y a observados en casos y pseudo-controles.

Gracias a la construccién de esta tabla de contingencia, se puede realizar una prueba de
asociacién utilizando el estadfstico de prueba clasico x2. El cual, en esencia, probaré si existe de-
pendencia estadistica entre los alelos y la clasificacién de la poblacién (casos y pseudo-controles).

4 2
9 Z (or — ex)
Xc_ ek

=1

2 2

k
_ (4n - npa — nrna)? n (4n - npg — npng) (4n-nya —nyna)? n (4n-nyg — nNng)
dn -nrny dn - nrng dn -nyna 4n - nyng
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Capitulo 3. Pruebas de asociacion basadas en familias

Donde o denota la frecuencia observada y e; la frecuencia esperada.

El estadistico x2 no refleja la fuerza de asociacién entre los alelos transmitidos a los casos y
los transmitidos a los pseudo-controles, como lo pudiese hacer la razén de momios (odds ratio)
(%) o el determinante de la matriz de contingencia (npany, —nrenna). Estos indicadores
muestran con mayor claridad el grado de asociacién, pues de no haber es de esperarse que la
razén de momios se aproxime a uno, o equivalentemente, el determinante se aproxime a cero.
Es decir, la diferencia entre, la cantidad de alelos A transmitidos y alelos a no transmitidos, y
la cantidad de alelos a transmitidos y alelos A no transmitidos a los casos, debe ser pequena.

Por lo que un estadistico méas representativo es:

2
An(NTAnNNg — NTaNNA)
NN AN, '

2 _
XHRR =
A continuacién mostraremos que el estadistico X%{ RrR ©S equivalente a 2.

Comenzaremos desarrollando (07 — 61)2 y ocupando que: ny4 + Ny + Nrg + Nya = 4n.

nTnA>2
4n

2
4an - nTA — nTnA>

(01 —e1)? = (nTA -

<nTA NTA + NNag + N7a +NA) — (N7A + n1e)(NTA + 1N A) > 2
4n

_ (RTANNG — NTanNA)>
(4n)?

Un procedimiento analogo muestra que:

(02 — €2) = (03 — e3) = (04 — €4) = (nTAnNa(Zl—n;»;TanNAV

De lo anterior se sigue:

1 1 1 1 NTANMNg — NTaTN A 2
2 a allN
+ . 3.1
Xe <61 €2 €3 64) < 4dn ) ( )

Desarrollando el primer factor de (3.1) obtenemos:

1 1 1 1 4dn 4dn 4n 4dn

—+—+—+—= +

€1 €2 €3 €4 nrna nrng nNnA NNTg

_ 4nnNna +nyna+nrng + nTnA'

NTNNN AN,

(ny +nr)(ng +na)

NTTINTLATY,
(4n)®
 nrnNnang

=4n
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3.2. Prueba de desequilibrio de transmision (TDT)

Sustituyendo la dltima igualdad en (3.1) obtenemos que x2 = X}zq RR-

La construccion del estadistico x%{ rp ©s sencilla e intuitiva, sin embargo se debe satisfacer que
los alelos parentales sean independientes, los alelos no transmitidos representen a la poblacion
que no presenta la enfermedad, y que la frecuencia alélica en el locus investigado sea similar
en todos los trios (Ziegler et al., 2010). Para evitar estas desventajas se construyé la prueba de
desequilibrio de transmisién (TDT, por sus siglas en inglés). A continuacién describiremos su
construccién y analizaremos sus ventajas.

3.2. Prueba de desequilibrio de transmisién (TDT)

El estadistico estandar para trabajar con diseios TCP es el TDT, el cual fue propuesto por
Spielman et al. (1993). Para entender la construccién de esta prueba también consideraremos
un haplotipo con las mismas caracteristicas que en la anterior, esta prueba ademaés de analizar
la asociacion, probara ligamiento entre los loci que estamos considerando.

También utilizaremos familias tipo T'CP, sin importar si son o no heterocigotos, es por ello
que este estadistico no utiliza la construccion de pseudo-controles, en su lugar evalia si la pro-
porcién de alelos transmitidos, de padres heterocigotos a hijos afectados, se desvia del 50 %
esperado bajo la frecuencia mendeliana asumiendo que no hay ligamiento entre el alelo marca-
dor y el alelo que confiere la enfermedad.

Para entender las caracteristicas del TDT, analizaremos su construccién como proponen
Ziegler et al. (2010). Comenzaremos considerando un haplotipo como en la prueba anterior.
El locus causal de la enfermedad con alelos N y E con frecuencias di alélicas P(E) = py
P(N) =1—p = py el marcador dialélico con alelos A y a, cuyas frecuencias alélicas estan
dadas por P(A) = qy P(a) = 1 — ¢ = ¢. También asumiremos que los alelos A y E tienen
un desequilibrio de ligamiento positivo, es decir, la diferencia entre la frecuencia de un
haplotipo (AE en nuestro ejemplo) y la frecuencia que deberia tener si estuviera en equilibrio
es positiva, es decir P(EA) — pqg = D > 0, consecuentemente se satisface que:

P(EA)=pq+D  P(NA)=pq—D
P(Ea)=pj—D  P(Na)=pg+ D

Primeramente exploraremos los posibles haplotipos parentales, en nuestro caso, estamos consi-
derando 2 locus di alélicos, (E, N) y (A, a), por lo que existen 16 posibles haplotipos parentales
distintos, los cuales se muestran en la primer columna del Cuadro 3.2. Si consideramos un ha-
plotipo parental especifico, solo existen 8 combinaciones posibles de los alelos heredados y no
heredados, en el Cuadro 3.2 se muestran las probabilidades de transmisién y no transmision
de haplotipos considerando un haplotipo parental, donde 8 indica la frecuencia del genotipo, es
decir si 6 = % se espera que no haya asociacion entre el locus y la enfermedad, pues la frecuencia
mendeliana esperada del 50 % prevalece.

Usando esta informacion, podemos calcular la probabilidad de cualquiera de las 8 posibles
combinaciones de haplotipos transmitidos y alelos no transmitidos. Por ejemplo, si queremos
calcular la probabilidad de que el alelo F sea transmitido junto con el alelos A y al mismo
tiempo otro alelo A no sea transmitido, debemos considerar la probabilidad de que el haplotipo
parental sea % ‘ B es (pg+ D)2, y que la probabilidad de que un haplotipo sea & yotro
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Capitulo 3. Pruebas de asociacion basadas en familias

es (pq+D)(pg— D), asi la probabilidad de transmitir (7") el haplotipo £ y no transmitir (NT')
el alelo A es:

1 i
P(T= 1} ,NT:A):(pq+D)2+2§(pq+D)(pq—D):pq2+Dq-

Andlogamente se pueden calcular las probabilidades de transmitir un haplotipo y no trans-
mitir determinado alelo. En el Cuadro 3.3 se muestran estas probabilidades, observemos que en
la dltima columna se calculan las probabilidades marginales de los posibles haplotipos. Notemos
que 6 se presenta unicamente en los casos donde se tiene informacién de un padre heterocigoto
en ambos locus.

En toda la construccién que hemos hecho hasta ahora, hemos ignorado el disefio familiar,
recordemos que estamos considerando familias TCP, donde los hijos presentan la enfermedad,
por lo que nos enfocaremos unicamente en los haplotipos transmitidos que incluyan al alelo
E. Por esta razon, tinicamente consideraremos los primeros dos renglones del Cuadro 3.3, para
calcular las probabilidades condicionales de transmitir un alelo, del locus que estamos inves-
tigando, y no transmitir el otro alelo, dado que el hijo presenta la enfermedad. Por ejemplo;

E
pAaa = P(T = A NT = a|FE) = i PA(E7;VT_Q) = pqq+2(q_9) = (¢+ %)(Y - 9% se interpreta
como la probabilidad de que un padre haya transmitido el alelo A, a un hijo afectado con la
enfermedad, mientras que el alelo a no fue transmitido. En el Cuadro 3.4 se muestra el calculo

de las 4 posibles probabilidades condicionales.

Para probar la diferencia en la transmisién alélica, consideraremos solo padres heterocigotos,
ya que son los que aportan informacién de ambos alelos. Por esto tltimo, tinicamente tomaremos
en cuenta ps, y Pa,a para examinar si el alelo A es transmitido con una frecuencia diferente
que el alelo a. Formalmente, realizaremos la prueba de hipdtesis:

1 1
Ho: _ PAa - VS Ha : _ PAa

PAat Do 2 " PAatPaa’ 2
Para este problema, una prueba de McNemar es adecuada. Esta se basa en observar las
frecuencias de los alelos transmitidos y no transmitidos de un padre, como se observa en el
Cuadro 3.5 . El estadistico estandar de la prueba de McNemar esta dado por:

(nA,a - na,A)2

Trpr =
NAa + Ng A

Donde:

» n4, es el total de padres heterocigotos que transmitieron el alelo A y no el transmitieron
el alelo a.

= g4 es el total de padres heterocigotos que transmitieron el alelo a y no el transmitieron
el alelo A

Bajo la hipétesis nula, el estadistico Trpr sigue una distribucién y2.

A diferencia de la prueba chi-cuadrada estandar que se utilizé en el método de riesgo relativo
del haplotipo, el Trpr no prueba independencia, si no la consistencia de las respuestas. Estamos
comparando si padres heterocigotos heredan con mayor frecuencia un alelo y no el otro. Ademas,
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3.2. Prueba de desequilibrio de transmision (TDT)

Haplotipos Haplotipos transmitidos | Haplotipos no transmitidos

arentales E| - E E E N | - N N | - N
paren Al A Al a a | A a | a Al A Al a a | A a | a
E| FE 1

Al A

Al a 2 2

E| FE 1 1

a | A 2 2

E| FE 1

a | a

N ) E 1 1

Al A 2 2

Al A 2 2

N1 E 0 10 10 0

Al a 2 2 2 2

E N 0 1-6 1-60 0

al A 2 2 2 2

N | E 1-0 0 0 1-0

a |l A 2 2 2 2

E | N 1—-6 9 0 1—6

Al a 2 2 2 2

N | E 1 1
a | a 2 2
a a 2 2
N | N 1

Al A

Al a 2 2

N | N 1 1

al A 2 2

N | N 1
a a

Cuadro 3.2: Posibles haplotipos parentales y probabilidades de haplotipo transmitido y no trans-
mitido
fuente: (Ziegler et al., 2010), pp.323
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Capitulo 3. Pruebas de asociacion basadas en familias

Haplotipos Alelos no transmitidos
transmitidos A a Total
E ) _ _
4 pq* + Dq pqd+D(G—-90) pg+(1-6)D
E _ . _ _
“ pqd — D(q —9) pq° — Dq pg—(1-6)D
N ., - _ _
4 pq* — Dq pgq—D(@—0) pg—(1-6)D
N o L, _ -
u Pqq + D(q — 0) Pq° + Dq P+ (1—-6)D

Total q q 1

Cuadro 3.3: Probabilidades de transmitir un haplotipo y no transmitir determinado alelo
fuente: (Ziegler et al., 2010), pp.324

Alelo Alelo no transmitidos

transmitido A a Total

A paa=+2)  paa=(g+2)q-02 ¢+(1-0)2
a Paa=(0+2)q+05  pa=@-2q q-01-0)2
Total q+ % q- % 1

Cuadro 3.4: Probabilidades de que los padres transmitan un determinado alelo y no transmitan
el otro.

fuente: (Ziegler et al., 2010), pp.324

Alelo Alelo no transmitidos
transmitido A a Total
A nA A NAa nTA
a Ng, A Na,a NTa
Total NNA NNa 2n

Cuadro 3.5: Frecuencias observadas de alelos transmitidos y no transmitidos para el TDT, uti-
lizando familias TCP

fuente: (Ziegler et al., 2010), pp.325
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3.3. Anaélisis para diadas (Diseno caso-madre o padre)

el TDT proporciona simultaneamente una prueba de asociacién y ligamiento, esto se puede ob-
servar facilmente contrastando las probabilidades tedricas que es estdn fuera de la diagonal del
Cuadro 3.4, teniendo que pa g4 — Pa, A4 = %(1 —20). Bajo Ho, la diferencia es cero, lo que implica
que D=006= % Si se satisface lo primero, entonces los alelos A y E estan en equilibrio de
ligamiento, es decir, se heredan de manera independiente. Si se cumple que 8 = % entonces no
hay asociacién entre en el locus investigado y la enfermedad. Por lo tanto la hipdtesis nula serd

rechazada si existe ligamiento y asociacién, (Ziegler et al., 2010).

Para finalizar notemos que, a diferencia del HRR, no es necesario que ambos padres sean
heterocigotos para realizar el TDT, sin embargo solo se ocupard la informaciéon de aquellos
padres que si lo sean, pues son los que aportan informacién al estadistico. Esto representa una
desventaja pues las familias con padres homocigotos no son informativas pero se han genotipado,
lo que provoca una inversién de recursos que seran desperdiciados.

3.3. Analisis para diadas (Diseno caso-madre o padre)

En algunas ocasiones no se cuenta con informacién completa de familias TCP, ya sea por
falta de informacién de la madre o el padre. (Chen, 2004) muestra que si la falta de alelos pa-
rentales es independiente del genotipo del hijo, entonces el TDT usual sigue siendo vélido. Sin
embargo, esto puede generar una perdida significativa de informacién.

Para recuperar algo de la informacién perdida, podemos tomar en cuenta los tres posibles
casos que se tienen, si consideramos que se estd analizando un locus di alélico con madre (o
padre) heterocigoto e hijo afectado, como se muestra en la Figura 3.2. En los casos 3.2a y 3.2b
es claro que los alelos los ha transmitido la madre. En el primero la madre transmitié el alelo A
y no el alelo a. En el segundo caso, transmitié el alelo a y no A. El tercer caso no es informati-
vo, pues no es posible distinguir cual alelo fue transmitido y cual no. (Curtis and Sham, 1995)
muestran que descartar los casos que no son informativos puede llevarnos a realizar una prueba
sesgada. Entender esto tltimo no es complicado, consideremos que el alelo a es extremadamente
raro en la poblacién, esto provocard que, en la mayoria de los casos, los padres de los que no se
tiene informacion tengan genotipo AA y por lo tanto hereden el alelo A. Entonces si la madre
heterocigoto hereda el alelo a el hijo tendra genotipo Aa y la diada no sera informativa, pero si
la madre hereda el alelo A entonces el hijo tendra genotipo AA y la informacién de la diada se
incluird en el cdlculo del TDT porque se infiere que el padre también heredé al hijo el alelo A. En
esta situacion, claramente concluiremos que existe evidencia en la diferencia de la transmision
alélica con preferencia en el alelo A sobre el alelo a, pero este resultado en realidad se debe a la
diferencia en la frecuencia alélica de A y a en la poblacién.

Con el objetivo de evitar sesgo en la informacién, (Sun et al., 1999) proponen el estadistico
1-TDT. Este estadistico se construye considerando los genotipos observados de las madres (o
padres) de los que se tiene informacién y de los hijos afectados, esta informacién se resume en
el Cuadro 3.6.

Comienzan a construir el estadistico considerando dos estimadores. El primero para el riesgo
relativo entre individuos con genotipos Aa y aquellos con genotipos AA (A1), y el segundo para el
riesgo relativo entre individuos con genotipos Aa y aquellos con genotipos aa (A—_1), considerando
que solo se tiene la informacion de un padre.
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n

(a) Madre transmite alelo A. (b) Madre transmite alelo a. (c) Familia no informativa.

Figura 3.2: Diadas caso-madre, con madre heterocigoto

Genotipo Genotipo parental
del hijo AA (0%)  Aa (1*) aa (2%)

AA (0) noo no1 0
Aa (1) nio n11 n12
aa (2) 0 nay n22

Cuadro 3.6: Conteo de genotipos observados de los hijos considerando la informacién parental
disponible. *Numeros de alelos a en el genotipo.

n11 + N2 — Nio 3 n11 + N — N2
1= .

A =
! 2-n21 2-7101

(3.2)

Estos estimadores son asintéticamente insesgados si se satisfacen dos supuestos:

= Sup. 1: Hombres y mujeres con el mismo genotipo en el locus investigado tienen la misma
posibilidad de apareamiento.

= Sup. 2: Padre y madre en cada ntcleo familiar estd ausente con la misma probabilidad,
pero en la muestra, en todas las familias, el ausente siempre es padre o siempre es madre.

Si la enfermedad no esta asociada con el locus investigado se cumple que A_; = A\; = 1.
Asi, si consideramos esto tltimo como hipdtesis nula (Hp,) entonces se debe satisfacer que

~

A_1 = A1 =1, lo que implica que:

ni1+mniz —nip —2-n2; =0 (3.3)

ni1 +mnip —niz —2-ngp =0 3.4)

Restando (4) y (3) se tiene que: ngy + ni2 — (n1g + no1) = 0. Si definimos by :=ngy + ni2 y
c1 := ni19+ne21 concluimos que la enfermedad esta asociada con el locus investigado si by —c; = 0.
Podemos interpretar a b; como el nimero de casos informativos en los que el padre ausente
heredé el alelo A y ¢; como el niimero de casos informativos en los que el padre ausente heredo a.
Por lo tanto, dado b1 +c¢q y bajo Hy, se tiene que by y ¢1 siguen una distribucién binomial, b1, ¢cq ~
Bin(b1+c1, %) Consecuentemente, por el teorema de Moivre-Laplace, si by +c¢; es suficientemente
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3.3. Anaélisis para diadas (Diseno caso-madre o padre)

grande, entonces b; y ¢ se aproxima a una distribucion normal, by, ¢; ~ N (%(bl +c1),b1 + 01) .
De esto ultimo se sigue que:
bl — C1

N N(0,1) (3.5)

El estadistico 1-TDT (71) se puede calcular directamente utilizando (5) o equivalentemente
como:

(b1 — 01)2.

T, —
! b1 +c1

(3.6)

Por lo que, bajo Hy, T} sigue una distribucién x? con un grado de libertad. Recordemos que
este estadistico es valido sdlo si se satisfacen los supuestos 1 y 2. En el caso donde una o ambas
suposiciones no se cumplan, los autores proponen una alternativa para realizar la prueba 1-
TDT. Toman en cuenta otros estimadores insesgados para los riesgos relativos que consideramos
anteriormente, los cuales no requieren que ninguna de las 2 suposiciones se cumplan. Estos
estimadores se obtienen reemplazando n;; con 7,5 = 0,1,2 en (2) por;

n;j = MPZJ + PM”

Donde P y M y es el numero de familias disponibles con padre y madre respectivamente,
P;; (M;;) es el nimero de casos en donde el hijo heredé el genotipo ¢ y el padre (madre) tiene
genotipo j, estos datos se resumen en el Cuadro 3.7.

Genotipo Genotipo del padre (madre)
del hijo AA (0) Aa (1) aa (2)
AA(0)  Poo (Moo) Por (Mor) 0

Aa (1) Py (M) Pu (M) Pz (M)
aa (2) 0 Pyy (Ma1) Pz (Ma2)

Cuadro 3.7: Conteo de genotipos observados de los hijos considerando familias con padres o
madres ausentes.

Siguiendo nuevamente la idea de comparar ambos estimadores y suponiendo Hp, concluimos
que se debe satisfacer que;

M (pby — pe1) + P(mby —mey) = 0.

Donde;

pb1 = Po1 + Pi2 pc1 = Pio + Poy
mby = My + Mo mey = Mig + Moy.

Si suponemos que las familias con informacién del padre disponible son independientes de
aquellas con informacién de la madre disponible, y que dados pby +pc1, mby+mey suficientemente
grandes, entonces bajo Hy y por la construcciéon anterior, podemos concluir lo siguiente;
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M (pby — per) ~ N (0, M?(pby + per))
P(mby —mey) ~ N (0, P%(mby + mey))

De esto tltimo podemos concluir que el estadistico 1-TDT (T5), para este caso, sigue una
distribucién x? con un grado de libertad y se calcula como sigue;

_ (M (pby — per) + P(mby — mey))?

M?Z(pby + per) + P2(mby + mey)

(Sun et al., 1999) muestran que esta prueba resulta ser menos poderosa que T3 si al menos
uno de los dos supuestos se cumple.

b

3.4. Analisis para grupos de hermanos

En algunas ocasiones, cuando se estudian enfermedades complejas es complicado contar con
informacién genética de los padres del hijo afectado, esto ocurre principalmente en enfermeda-
des de diagnéstico tardio. Una forma de solucionar este problema es mediante la informacién de
hermanos no afectados, los cuales podrian tomar el papel de controles.

Como se menciond en la seccién 2.2, este disefio requiere tomar la muestra de manera cui-
dadosa, pues factores como la edad del hermano pueden afectar la eficiencia de la prueba.

La primera prueba que analizaremos se le conoce como sib-TDT (S-TDT) y fue desarrollada
por (Spielman and Ewens, 1998). Requiere familias en las cuales al menos un hijo padezca la
enfermedad y uno que no la padezca, ademds que no tengan el mismo genotipo, como se observa

en la Figura 3.3.

Figura 3.3: Hermandad ilustrativa para el andlisis con grupos de hermanos

En resumen, el S-TDT determina si la frecuencia de un alelo (por ejemplo A), de un locus
investigado en hijos afectados difiere significativamente de la frecuencia alélica en hijos no afec-
tados. La asociaciéon de la enfermedad con el alelo sin ligamiento no refleja la diferencia en la
frecuencia alélica, por lo tanto el ligamiento debe estar presente, entonces la hipdtesis nula es
que la enfermedad y el locus no estén ligados.

Para realizar una prueba de hipétesis podriamos empezar por comparar las frecuencias aléli-
cas del locus investigado en los hijos afectados y no afectados, estos datos se pueden resumir
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3.4. Analisis para grupos de hermanos

como en en Cuadro 3.8. Para datos de este estilo lo usual es realizar una prueba 2 clasica, sin
embargo, ésta no serd vélida por la dependencia de las observaciones entre hermanos afectados
y no afectados.

Numero de alelos

Estatus del hermano A a Total
Afectado TyrA Tara TysA+Tayra
No afectado TyafA Tnaja TnajA+Tyaga

Cuadro 3.8: Frecuencia alélica observada en hermanos afectados y no afectados.

Para realizar una prueba vélida podemos efectuar un procedimiento de permutaciéon de
Monte Carlo dentro de cada hermandad. En las pruebas de permutacion se pretende estimar el
valor-p. Es importante mencionar que esta no es una prueba estadistica en el sentido usual, més
bien pretende determinar el grado de significancia estadistica de una hipétesis (Losilla Vidal,
2009).

La simulacién Monte Carlo consiste en realizar la prueba considerando tunicamente una
muestra aleatoria de las permutaciones posibles, esta muestra aleatoria representa el modelo de
independencia.

Para realizar la prueba con la informacién que ofrece este diseno familiar, comencemos con-
siderando que se tienen n grupos de hermanos y que en cada grupo hay a; afectados y u; no
afectados, con ¢ = 1,...,n. Las permutaciones se construyen dentro de cada familia, se ignora
el estatus de los hermanos y se asigna aleatoriamente la categoria de afectado y no afectado,
por ejemplo, si se sabe que en la familia ¢ hay a; hermanos afectados entonces, sin considerar
el estatus de cada hermano, de manera aleatoria se asignan como ’afectados’ a a; de ellos y los
demas seran no afectados. Posteriormente se calcula la frecuencia del alelo de interés en los her-
manos afectados considerando esta permutacién. Finalmente el valor-p se calcula considerando
la proporcion de replicas en las que la frecuencia alélica es igual o mayor a la observada en los
datos reales.

El algoritmos para llevar a cabo la prueba es el siguiente:

1. Calcular la frecuencia del alelo de interés en los hermanos afectados para el conjunto de
datos reales (6p).

2. Inicializar un contador (cont = 0).
3. Fijar el numero de permutaciones (N P) que se realizardn en los datos.
4. Para j =1 hasta NP.

4.1 Para i =1 hasta n. (Donde n es el total de grupos de hermanos.)

4.1.1 z} = permutacion(x;)
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4.2 Calcular la frecuencia alélica como en el paso uno (03‘) pero utilizando los datos
generados (z7).

4.3 Si 93* > éo entonces cont = cont + 1

5. Calcular el grado de significancia (p-valor empirico) como sigue;

cont + 1
NP +1

Con un nimero suficientemente grande de permutaciones el algoritmo anterior producird un
p-valor preciso (Spielman and Ewens, 1998). El método analitico, que describiremos a continua-
cion, resulta ser esencialmente el mismo que la simulacién por permutaciones si se cuenta con
una muestra suficientemente grande.

Recordemos que nos interesa analizar la frecuencia del alelo A y estamos considerando n
grupos de hermanos, cada uno de ellos con a; hermanos afectados y u; no afectados, donde
i=1,2,...,n, por lo que el total de hermanos en cada grupo es t; = a; + u;. Supongamos que
r; ¥ S; es el nimero de hermanos afectados con genotipo AA y Aa en un grupo de hermanos
respectivamente. Realizando el proceso de permutacién en cada grupo de hermanos podemos
definir a y1; como la variable aleatoria que describe el nimero de hermanos afectados con ge-
notipo AA en una muestra de tamano r;. Bajo Hy y1; sigue una distribucién hipergeométrica
(y1; ~ Hiper(t;,a;,r;)). Andlogamente podemos construir ys; como la variable aleatoria que
describe el niimero de hermanos afectados con genotipo Aa.

Considerando la construccién de las variables aleatorias anteriores, podemos definir y; :=
2y1; + y2; e interpretarla como el nimero total de alelos A en los hermanos afectados de una
hermandad. Dado que conocemos la distribuciéon de y1; v yo; bajo la hipétesis nula es facil
calcular la esperanza y varianza de y;.

a;(2r; + s;)
t;
Var(y|Ho] = 4Varlyy] + Var[yz] + 4Cov[yis, yail
N aiui[4n~(t,~ — T — Si) + Sz‘(ti — Sz)]
B t2(t; — 1) '

Elyi|Ho| =

Por lo tanto, la media y la varianza del nimero de alelos A, en hermanos afectados, considerando
todas las hermandades y bajo Hy son;

n

Ely] = ZE[yz‘|H0] Varly] = ZVGT[yHHd

Gracias a la construccion anterior se puede definir el estadistico S-TDT, el cual se distribuye
asintoticamente normal estandar, como sigue;

n
Ts_rtpr = Donde; y= Zyi-
i=1
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3.5. Analisis para familias extendidas (PDT)

Los autores del S-TDT mencionan que, en los estudios de enfermedades complejas, las prue-
bas basadas en ligamiento y asociaciéon suelen ser mas poderosas que las que se fundamentan
Unicamente en ligamiento. Esto representa una desventaja para esta prueba. Considerando este
problema Horvath and Laird (1998) proponen otro estadistico, que contempla tanto ligamiento
como asociacién, y se conoce como prueba de desequilibrio entre hermanos (SDT por sus siglas
en inglés) y requiere el mismo diseno familiar que el S-TDT.

En esencia el SDT compara el promedio de alelos A en hermanos afectados y no afectados.
Para entender mejor por que se realiza esta comparacién analizaremos la construccién de éste
estadistico.

Comenzaremos considerando un locus dialélico (Aa). Posteriormente, para cada grupo de
hermanos, denotaremos por mﬁ Y mﬁ AFf al promedio de alelos A en hermanos afectados y
no afectados respectivamente, esto es;

A Total de alelos A en hermanos afectados
m =
Aff na
A Total de alelos A en hermanos no afectados
MNAff = ny

Donde n4 y ny denotan el niimero de hermanos afectados y no afectados en una hermandad
respectivamente.

Consideremos la diferencia d4 = mﬁ i m]‘il[ Aff €D cada grupo de hermanos. Si d4 = 0
entonces esa hermandad se descartard para el analisis pues no aporta informacién. Fijando a
by ¢, como el nimero de hermandades tales que d4 > 0 y d* < 0 respectivamente, se puede
calcular el estadistico T'spr como sigue;

(b— o)

R

Horvath and Laird (1998) prueban que bajo la hipdtesis nula de no asociacién y no ligamiento
by ¢ siguen una distribucién binomial, ambas con pardmetros b+ ¢y 1/2 y por lo tanto Tspr
se distribuye asintéticamente y2.

Ademsds, como se conoce la distribucion de b bajo Hy es posible calcular un p-valor exacto,
por ejemplo en una prueba de dos colas estaria dado por;

b b+c btc b+-c
, b+ c 1 b+c 1
pvam:?mm[ﬂ i )(2) ’Z< i )<2) ]
=0 i=b

Podemos pensar que esta prueba tiene mejores propiedades que la S-TDT pero, a pesar que
en la mayoria de los casos resulta ser més poderosa, no siempre es asi, por lo que siempre es
bueno comparar ambas.

3.5. Analisis para familias extendidas (PDT)

La mayoria de las pruebas que hasta ahora hemos estudiado son validas para asociacién y
ligamiento, pero requieren que las familias sean independientes, lo cual puede provocar perdida
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de valiosa informacion.

Algunas veces es posible contar con informacién de familias extendidas, es decir, con familias
con dos o mas TCP o grupos de hermanos, como se muestra en la Figura 3.4. Con el propdsito de
construir una prueba que aproveche toda la informacion significativa de la familia y con ello ob-
tener mayor poder, que en las pruebas que hemos analizado anteriormente, Martin et al. (2000)
proponen el estadistico PDT. La prueba se basa en construir una variable aleatoria que mida el
desequilibrio de ligamiento en la familia completa en lugar de tratar a cada grupo de hermanos
o trios del mismo pedigri como independientes. La variable aleatoria se construye considerando
una medida de desequilibrio de ligamiento para cada grupo de hermanos y nicleos familiares del
pedigri, posteriormente la media de estas cantidades representa el desequilibrio de ligamiento en
la familia completa.

@
©

Figura 3.4: Ejemplo de familia extendida para la prueba PDT.

Existen dos tipos de familias informativas para esta prueba: los grupos de hermanos donde
por lo menos hay uno afectado y uno no afectado y que no tengan el mismo genotipo, y los
ntcleos familiares donde se cuenta con la informacién de al menos un hijo afectado y ambos
padres, donde por lo menos uno de ellos es heterocigoto. Se considera que la familia extendida
es informativa si al menos un grupo de hermanos o nucleo familiar es informativo.

Al igual que en las pruebas anteriores, consideremos un locus con alelos A, a. Para cada
familia con disenno TCP se puede saber cuantos alelos A se transmitieron y cudntos no se trans-
mitieron. Se define una variable aleatoria X7 para cada triada dentro de un mismo ntcleo
familiar como la diferencia del nimero de alelos A transmitidos menos el nimero de alelos A no
transmitidos. Similarmente se define la variable Xg, para cada pareja de hermanos discordante
dentro de un grupo de hermanos, como la diferencia de alelos A en el hermano afectado menos
ntmero de alelos A en el hermano no afectado. Finalmente para una familia extendida con np
triadas y ng parejas de hermanos discordantes se define la variable aleatoria D que resume toda
la informacion:

1 nr ng
D= —"— X7 Xg;
nr+ng Z i + Z 57
7=1 7=1
Bajo la hipétesis nula de no desequilibrio de ligamiento, F[X7] =0y E[Xg] = 0 para todas

las triadas y todas las parejas de hermanos discordantes, por lo tanto E[D] = 0 para cualquier
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pedigri. Por lo que si consideramos N familias extendidas, informativas e independientes, y la
variable D; para cada una de ellas, entonces bajo la hipdtesis nula se satisface que:

N
ZDz’] =0 vy
i1

E

Var

N N
> Di] => Var[D;] =E
=1 =1

Por lo tanto bajo Hy, el estadistico:

N
ZD%]
=1

N
N D,
Tppr = ZZ; :
\/ 2iz1 D

se distribuye asintéticamente normal estandar (Martin et al., 2000).

3.6. Asociacion considerando covariables y rasgos cuantitativos

Hasta ahora las pruebas de hipétesis que hemos considerado prueban tinicamente asocia-
cién entre un locus (o alelo) y la enfermedad (la que consideraremos como rasgo categdrico o
cualitativo, ya que puedes padecerla o no), sin embargo en multiples ocasiones se desea probar
asociacién entre alelos y un rasgo cuantitativo, por ejemplo, se desea probar que genotipos se
asocian a la cantidad de glucosa en la sangre, altura, entre otros.

En esta seccion estudiaremos un modelo general que nos permite probar asociacién sin im-
portar si el rasgo es cuantitativo o cualitativo, considerando covariables por las cuales se puede
ver afectado.

Comenzaremos explicando en que consiste un modelo lineal mixto, ya que es la base para
probar asociacién utilizando distintas técnicas considerando el tipo de rasgo en el que estemos
interesados.

Modelo lineal mixto

Consideremos que un rasgo cuantitativo particular, como el Indice de Masa Corporal (IMC),
se observa en n individuos agrupados por familias, esta informacion se puede almacenar en un
vector y de tamafio n X 1. Supongamos que tales observaciones se describen adecuadamente, de
forma matricial, por el modelo lineal mixto;

y=Xp+Zu-+e

donde [ es un vector de efectos fijos y u un vector de efectos aleatorios de tamanos p x 1
y g x 1 respectivamente. Usualmente 3 contiene informacién de la media poblacional del rasgo
asi como la de otros factores como el género, afio de nacimiento, nivel de glucosa en la sangre,
entre otros. u normalmente describe los efectos genéticos. Las matrices X y Z se conocen como
matrices de incidencia y son de tamano n X p y n X g respectivamente, finalmente e es un vector
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que representa el error aleatorio en la relacién y asumiremos que se distribuye independiente-
mente de los factores genéticos aleatorios.

Para analizar la media y varianzas del modelo lineal mixto asumiremos que F[u] = Ele] = 0,

por lo que E[y] = Xf. Denotemos por R y G a las matrices de covarianzas de e y u respec-
tivamente, dado que y — Efy] = Zu + e, Elu] = Ele] = 0 y u, e no estan correlacionados
entonces;

var(y) = E[(Zu + e)(Zu + e)']
=var(Zu+ e)
= var(Zu) + var(e)
=ZGZ'+ R

El término ZGZ! es la contribucién de los efectos genéticos aleatorios y R representa la
contribucién de los residuales. Generalmente se asume que los errores residuales tienen varianza
constante y no estan correlacionados, por lo que R es una matriz diagonal R = U%I .

Para el modelo mixto, y, X y Z son variables observables, mientas que 3, u, R y G son
generalmente desconocidas. Consecuentemente en andlisis del modelo mixto consiste en realizar
dos estimaciones complementarias: Primero se estiman las matrices de covarianzas R y G y
posteriormente los vectores de efectos fijos y aleatorios 8y u.

Para comenzar con el andlisis supondremos que X, Z, G y R son conocidas y con ello poder
estimar 8 y u. Méas adelante se realizara la estimacién de G y R.

Estimacién de los efectos fijos y predicciéon de los efectos aleatorios

Para comenzar con el andlisis de la estimacion de los efectos fijos y los predictores de los
aleatorios supondremos que las matrices de covarianzas R y GG son conocidas.

Existen distintos métodos para obtener los estimadores y predictores, sin embargo los mas
utilizados son los BLUE (mejor estimador lineal insesgado, BLUE por sus siglas en inglés) y
BLUP (mejor predictor lineal insesgado). Se dicen que son los mejores en el sentido de mini-
mizar la varianza muestral, lineales como funcién del fenotipo observado y, e insesgado ya que

satisfacen E[BLUE(f)] = 8 y E[BLUP(4)] = w.

Suponiendo que: X es de rango completo, los efectos fijos modelan la media de y, es decir,
Ely] = X3, los efectos aleatorios miiltiples se consideran independientes entre si, y que la variable
dependiente y procede de una distribucién multinormal. Lynch et al. (1998) muestra, usando
maxima verosimilitud, que el estimador BLUE para S es:

= (XtvlXx)Tlxtvly (3.7)
donde V = ZGZ! + R. Adem4s, si se asume que u y e siguen una distribucién multinormal
con media cero y varianza Gy R respectivamente, (Henderson, 1963) muestra que el predictor

BLUP de u es: R
u=GZV 1y - Xp) (3.8)

A 4 también se le conoce como predictor Bayesiano empirico. Debido a que estamos supo-
niendo que el vector de efectos aleatorios u sigue una distribucion multinormal con media cero

27



3.6. Asociacién considerando covariables y rasgos cuantitativos

y varianza G, entonces cada elemento del vector (u;) sigue una distribucién normal con media
cero y varianza a?;. Analizdndolo desde el punto de vista Bayesiano, se puede interpretar que la
distribucién a priori tiene esperanza cero. La distribucién a posteriori de los efectos aleatorios
dados los datos satisface que f(u;ly) o< f(y|ui)f(u;i), por lo que la esperanza de la distribucién
a posteriori sera:

Elu;ly] = /Uif(ui\yi)dui

(Fong et al., 2010) muestran que para el caso especial en el que se satisface y|lu ~ NMV (X S+
Zu,0%I), u ~ NMV(0,G) la media a posteriori es:

i=GZ2'V(y— Xp)

Utilizando 3 como estimador de 8 tendremos un predictor de u justificado como estimador
Bayesiano.

La aplicacién practica del estimador (B) y predictor u, requiere que los elementos de la
varianza GG y R son conocidos, es por ello que las estimaremos mediante el método de maxima,
verosimilitud restringida (MVRE) y con ello poder hacer inferencias sobre los efectos fijos y
aleatorios.

Estimaciéon de los componentes de varianza

Existen distintos métodos para estimar los componentes de la varianza, la manera més comun
es realizar un andlisis de varianzas (ANOVA) siguiendo el método de minimos cuadrados para
estimar (3 (el cual coincide con el estimador de méxima verosimilitud cuando G y R son cono-
cidas) y con ello estimar los componentes de la varianza equiparando la suma de los cuadrados
medios observados con las expresiones que describen sus valores esperados. Los estimadores de
la varianza obtenidos con este método son insesgados independientemente de si los datos siguen
una distribucién normal, sin embargo existen dos limitaciones importantes. Primeramente, las
observaciones que estamos considerando involucran registros de familias, tales como: grupos de
hermanos, que no se pueden analizar conjuntamente con ANOVA. En segundo lugar, los estima-
dores ANOVA requieren que los datos obtenidos por familia estén bien balanceados, en un buen
caso el nimero de integrantes por familias es el mismo, sin embargo, esto algunas veces no es
suficiente. En situaciones précticas es muy dificil lograr esto debido a que los nicleos familiares
o grupos de hermanos no son del mismo tamano, o simplemente las caracteristicas de la familias
difieren mucho entre si.

A diferencia de los estimadores ANOVA los obtenidos por méxima verosimilitud (MV) o
méxima verosimilitud restringida (MVRE) no imponen ninguna exigencia especial respecto al
balance y diseno de los datos. Estos estimadores son ideales para los disenos desbalanceados que
surgen en los estudios genéticos basados en familias.

Entender la idea conceptual de los estimadores de MV es muy sencillo, sin embargo, un in-
conveniente de esta estimacion es que asume que todos los efectos fijos son conocidos o estimados
sin error, lo que puede producir un sesgo en las estimaciones que realicemos. Un ejemplo sencillo
para ilustrar este echo, es cuando se calcula el estimador de MV de la varianza de una muestra
aleatoria de variables normales, ya que cuando la media no es conocida y debe estimarse, dicha
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estimacion introduce un sesgo en el estimador MV de la varianza. A diferencia de los estimado-
res utilizando MV, los estimadores via MVRE maximizan solo la parte de la verosimilitud que
no depende de los efectos fijos, por lo que el sesgo producido en los estimadores MV puede ser
eliminado, es por ello que el método de MVRE es preferido para analizar conjuntos de datos
grandes con estructura compleja.

A pesar que el método de MVRE es preferido sobre MV, comenzaremos con los estimadores
de MV, ya que la estimacién via MVRE puede expresarse como un problema de MV mediante
una transformacion lineal simple.

Consideremos el modelo lineal mixto general, y = X5 + Zu + e, y asumamos que: u ~
NMV(0,G) y e ~ NMV(0,R). Bajo estos supuestos, se satisface que: y ~ NMV(XS,V =
ZGZ'+ R), por lo que la funcién log-verosimilitud para 8y V, dados los datos observados X, v,
es:

n 1 1 _
L(B, VIX,y) = =5n(27) = Sdet(V) = Sy = XB)'V "}y = X). (3.9)
Para continuar con el andlisis, consideremos que u = a, donde a representa los valores gene-
ticos aditivos. De acuerdo con (Falconer and Mackay, 1996), el valor genético aditivo es la suma
del aporte individual que cada alelo hace al genotipo, y representa solo la parte que puede ser
transmitida de los padres a su descendencia.

Los componentes de la varianza que intentamos analizar involucran a G'y R, debido a que
a representa los valores genéticos aditivos entonces podemos suponer que G = 012414, donde
A es la matriz de relacién genética aditiva y se compone de las varianzas y covarianzas de
los valores genéticos aditivos, ademéds es un componente muy importante ya que representa la
principal causa de semejanza entre familiares y es el inico componente que puede ser facilmente
estimado dadas las observaciones, mas adelante hablaremos de dicha estimacién. Asumiremos
que la varianza de los residuales de individuos diferentes es independiente y la misma para cada
uno (propiedad de homocedasticidad), es decir, R = 0%1.

El enfoque que hemos dado hasta ahora facilita la estimacion de los componentes de la
varianza aditiva, sin embargo podemos definir un modelo méas general en el cual se pueden
incorporar varianzas de dominancia o no aditivas de la siguiente manera:

n
y=XB+> Zui+te (3.10)
i=1
donde u; representa los efectos aleatorios los cuales asumiremos que no estan correlacionados
y que siguen una distribucién multinormal, u; ~ NMV (0, U?BZ‘), con B; matrices de constantes
conocidas. La funcién los maxima verosimilitud para este modelo es la misma que la ecuacién
3.9 pero con matriz de varianzas y covarianzas:

n
V=> 0lZiBZl +opl (3.11)

i=1

donde solo se desconocen 0125 y 02 con i = 1...n. Para fines précticos, en la aplicacién del
método consideraremos Unicamente el modelo aditivo el cual es un caso particular del modelo
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general pues satisface que:
V =04A +0%EI

De acuerdo con el método de MV, para obtener los estimadores, debemos calcular g—é y g—{;

La derivada parcial respecto de beta, inicamente involucra el iltimo término de la ecuacién 3.9
el cual corresponde a una forma cuadratica, por lo que el resultado es:

OL(BV|X,y)
op

Para obtener las derivadas parciales de 0'1-2 y 0% ocuparemos las siguientes propiedades.

= X'V l{y - XpB) (3.12)

Si M es una matriz cuadrada cuyas entradas son funciones de x, se satisface:

o On(et(M) _ ¢y p10M

ox ox
omM~—t _ —10M pr—1
= T =M M
donde tr es el operador traza. Ocupando la ecuacién 3.11 es sencillo verificar que % = V; con

Vi=1Tsi 022 = 0129 oV, = ZZ-BZ'Zf en otro caso. Gracias a las propiedades anteriores resulta sencillo
calcular la derivada parcial de la funcién log verosimilitud respecto a las varianzas desconocidas,
obteniendo como resultado:

W _ _%tr(qui) + %(y —~ X)WV y — XB) (3.13)

Los estimadores se obtienen igualando a cero las ecuaciones 3.12 y 3.13 y resolviendo si-
multdneamente. Utilizando la ecuacién 3.12 y ocupando la estimacion de V es sencillo verificar
que el estimador de MV para [ es:

B=(XVIX)TIXtV Ly (3.14)

Empleando la ecuaciéon 3.13 podemos concluir que el estimador de MV para la varianza
puede ser sesgado, ya que si 8 # [ y sumando y restando X de forma adecuada, tenemos que:

W _ _%tr(v—lvi) + %(y ~ XB+ X3 - X)WV TWViVTHy - XB+ X5 — XP)
= St (V) Sy - XV (g - XB)+
(B B XV X (B - )

Los estimadores de MV de la varianza se obtienen asumiendo que 5 = 8 e igualando a cero
la ecuacion anterior, de esto se sigue que:

tr(V71V) = (y — XB)'V IV Hy — XB) (3.15)

Para simplificar la ecuacién definamos la matriz P como:
P=v!'-vIXxVvIx)“'xtv!
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Denotaremos con P como estimador de P, destacando que depende de la varianza V' que
intentamos estimar. Ocupando el hecho de que Py = V~1(y — X3), la ecuacién 3.15 se puede
reescribir como:

tr(V1V;) = y* PV; Py. (3.16)

En resumen los estimadores de MV satisfacen las ecuaciones 3.14 (para los efectos fijos) y 3.16
para las componentes de la varianza. Observemos que tomando en cuenta m efectos aleatorios y
un residual debemos resolver simultdneamente un conjunto de m+ 1 ecuaciones para estimar las
varianzas de los efectos aleatorios. Si utilizamos el modelo aditivo se deben resolver tinicamente
dos ecuaciones:

tr(V™!) =y PPy para 0%
tr(V*IZAZT) = y'PZAZ'Py para 0%

Las soluciones de la ecuacion 3.14 y las anteriores tienen dos propiedades poco favorecedo-
ras. Primeramente, la solucién para 3 no es cerrada, ya que depende de la matriz de varianzas
y covarianzas. Ademads las ecuaciones involucran la matriz inversa de v, por lo que no es una
funcién lineal de los componentes de la varianza y su solucién requiere procedimientos iterativos.
Algunos métodos usados son el algoritmo de Newton Raphson modificado o el de maximizacién

de la esperanza. Finalmente cabe destacar que estos estimadores ya no son BLUE y BLUP como
en el caso anterior, donde suponiamos que G y R son conocidas.

Recordemos que el objetivo que estamos intentando alcanzar es realizar es realizar la esti-
macion via MVRE para evitar el sesgo provocado por suponer que B = 5. Este método consiste
en aplicar una transformacion lineal al vector de observaciones y que remueva los efectos fijos
del modelo.

Para comenzar con el andlisis imaginemos una matriz K asociada a la matriz X tal que
KX = 0. Aplicando K al modelo mixto tenemos:
v '=Ky=K(Xp+Za+e=KZa+ Ke)

No es dificil notar que los estimadores de MV se pueden aplicar al modelo modificado con-
siderando las siguientes sustituciones:

Ky por y, KX=0 por X, KZ por Z y KVK' por V (3.17)

En principio, realizar la estimaciéon con este enfoque, requiere encontrar la matriz K, sin
embargo, en Searle et al. (2009) se prueba que K satisface P = K{(KVK')~'K, ocupando este
echo podemos notar que:

W)V = (' KYKVK) T (Ky) =y Py.

De esto ultimo y reemplazando las sustituciones de 3.17 en 3.15 obtenemos las ecuaciones
de MVRE:

tr(P) = y' PPy para  o% (3.18)
tr(PZAZY) = y'PZAZ' Py para o4 (3.19)
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3.6. Asociacién considerando covariables y rasgos cuantitativos

Notemos que no podemos recuperar la estimacién de S bajo este enfoque pues removimos
los efectos fijos, por lo que su calculo consiste en sustituir las estimaciones obtenidas de las
varianzas en 3 obtenido mediante M'V.

Entender la construccién y estimacion de los parametros de un modelo lineal mixto con efec-
tos aditivos es importante, ya que es la base del modelo que implementaremos, el cual, ademés de
ser capaz de realizar diversos andlisis genéticos cuantitativos, nos ayudara a construir una prueba
de asociacién. Dicho modelo es conocido como Poligénico, y en el siguiente capitulo explicaremos
con un poco mas de detalle sus caracteristicas y cémo utilizarlo para probar asociacién.

Modelo poligénico y asociacién

De acuerdo con (Zhou et al., 2013), el objetivo de la modelacién poligénica es entender mejor
la relacién entre la variacién genética y la variacién de las caracteristicas observadas, incluyen-
do la variacién en rasgos cuantitativos (tales como: el nivel de colesterol en los humanos o la
produccién de leche en el ganado) y la susceptibilidad a enfermedades.

El modelo poligénico que utilizaremos se basa en un MLM el cual permite utilizar disenos
familiares considerando efectos aleatorios que modelan la correlacién de miembros de la misma
familia. Este modelo incluye efectos fijos 8 y tres efectos aleatorios: g, ¢ y e.

y=XB+g+c+e (3.20)

El primer término, g, explica el efecto genético aditivo, con matriz de covarianzas A. Como
mencionamos en la seccion anterior, esta matriz puede ser facilmente estimada utilizando las
observaciones, (Tier, 1990) sugiere que una buena estimacion se puede hacer calculando la matriz
de parentesco empirica K y multiplicarla por 2 es decir, A =~ 2K. La matriz de parentesco
empirica proporciona una estimaciéon probabilistica de que un gen aleatorio de un sujeto dado,
1, sea idéntico por descendencia a un gen en el mismo locus de un sujeto, j. Si consideramos una
familia extendida de m personas estas probabilidades se describen en la matriz K de tamano
m x m la construccién de esta matriz se puede consultar en (Cavalli-Sforza and Edwards, 1967).

El segundo término, ¢, se denomina efecto doméstico pero en general estd relacionado con el
intercambio de cualquier factor no genético entre individuos que compartan un entorno familiar
o algtin efecto ambiental, por lo que hay pedigries que pueden unirse a otros grupos familiares
si existe una relacion entre ellos, es decir contempla individuos que, aunque no estén en el
mismo pedigri, podrian estar en el mismo grupo ambiental o efecto domestico, suponiendo que
c~ NMV(0,02H).

Finalmente el tercer término es el error residual con matriz de covarianzas o21.

Este modelo ademés de determinar la proporciéon de la varianza de los rasgos cuantitativos
qué es explicada por las covariables (genéticas o ambientales) nos permite realizar pruebas de
asociacién entre uno o varios alelos de distintos locus y el rasgo cuantitativo, esto tltimo mediante
una extensién del modelo poligénico agregando una nueva covariable de efectos fijos (Bsnp)-

Yy=XB+Bspp*snp+g+c+te (3.21)

El valor-p de la asociacién, entre el rasgo cuantitativo y el alelo de riesgo, se basa en la prue-
ba de razén verosimilitud (LRT por sus siglas en inglés), la cual compara el modelo poligénico

32



Capitulo 3. Pruebas de asociacion basadas en familias

original (3.20) contra el modelo (3.21), es decir se prueba H, :  Benp #0vs Hg: Benp = 0.

Como mencionamos al inicio de este capitulo, este enfoque es muy 1til para hacer andlisis de
rasgos cuantitativos, incluyendo el modelo de asociacién. Sin embargo el objetivo principal de
este trabajo es determinar si hay asociacién entre uno o varios alelos y una enfermedad especifica,
en este caso el rasgo es cualitativo, dicotémico especificamente, pues indica si un individuo se
muestra, o no, afectado por la enfermedad de interés. Para estos casos los modelos de umbral
de riesgo son apropiados ((Falconer, 1967; Gottesman and Shields, 1972; Hayeck et al., 2017)).

Su objetivo principal es modelar los factores de riesgo que contribuyen a la enfermedad. En
nuestro caso las variables son todos los genes y diferentes condiciones ambientales que pueden
proteger o aumentar el riesgo de contraer la enfermedad. En la siguiente seccién explicaremos
con mas detalle la construccién de estos modelos.

Modelos de umbral de riesgo

Comencemos suponiendo que la probabilidad de padecer una enfermedad de interés se ajusta
como una funcién del riesgo latente y es continua.

Denotemos por [ el riesgo y por D el estado de afectacién, donde D = 1 si el individuo esté
afectado por la enfermedad y D = 0 si no lo esta. Por lo que podemos expresar la probabilidad
de que un individuo esté enfermo como:

o=1=[ T s

donde f(-) es la distribucién de probabilidad y s(-) una funcién de riesgo. Por otra parte, la
probabilidad conjunta, de n individuos relacionados, de padecer o no la enfermedad es:

p(D1,...,Dp) = /_OO /_oo fally, ... 1) X ﬁs(li)Di[l — s Pl - dl,

=1

fn(+) denota la distribucién conjunta de n variables continuas correlacionadas. Hasta ahora
hemos descrito un modelo de riesgo general, pero nosotros estamos interesados en particular en el
modelo de umbral de riesgo, el cual asume que el riesgo [ sigue una distribucién normal estandar
y que la funcién de riesgo modela un umbral que determina si un individuo esta afectado, si su
riesgo latente [ sobrepasa el umbral, es decir, la funcién s(-) se define como:

1 st I>T

s(l) =
0 st I<T

Bajo este enfoque, el riesgo continuo [ representa la suma de un gran ntimero de factores genéticos
y ambientales independientes. Ademads podemos considerar la susceptibilidad de cada individuo
de contraer la enfermedad, sugiriendo T como una funciéon de los rasgos fenotipicos, o bien con-
siderar el mismo umbral para todos los individuos. Bajo los supuestos anteriores la distribucién
conjunta de en individuos de padecer la enfermedad o no es:

P(D)—/I o bn(l1, ... Iy R)dly .. .dl,
1 n
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3.6. Asociacién considerando covariables y rasgos cuantitativos

donde D = {Dy,...D,} es el conjunto de estados de afectacion, ¢(-) indica la distribucién de
probabilidad normal con matriz de correlacién R, y finalmente I; denota el intervalo (—oo,T})
siD=0o0 [Tj,00) si D=1, con T} el umbral del individuo j, con j =1,...,n.

Los umbrales y correlaciones del modelo son desconocidos y se pueden estimar via MV
(Thompson, 1972). Una vez hecho el ajuste de este modelo se prueba la asociacién de los alelos
con la enfermedad utilizando nuevamente una prueba LRT.

En este capitulo nos enfocamos en discutir las distintas pruebas estadisticas que nos ayudan
a probas asociacion genética. En el siguiente capitulo mostraremos una aplicacién de algunos de
estos métodos. Es importante resaltar que ya existen software que realiza estas pruebas en donde
unicamente tenemos que ingresar los datos con la estructura correcta y definir los parametros
del modelo.
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Capitulo 4

Aplicacion de los métodos
estadisticos a un diseno familiar real
para labio y paladar hendido en una
muestra de pacientes mexicanos

4.1. Estadistica descriptiva

Los datos que analizaremos proceden de un estudio de asociacién de genes candidatos en labio
leporino y paladar hendido (LPH), realizado por la Unidad de Biologia Molecula y Medicina
Genomica del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn. El estudio
parte considerando un caso indice y se toman en cuenta la familia si también se tiene informacion
de por lo menos un progenitor.

Para llevar a cabo las pruebas de asociacion contamos con los datos de 27 familias mexica-
nas, que en total suman 98 individuos, 52 mujeres y 47 hombres. Del total de individuos, 41
corresponden a no afectados y 57 a afectados, de estos ultimos el 49 % son hombres y el 51 %
mujeres. Las familias se agrupan en los siguientes disenos familiares:

= 8 Familias Trios Casos Padres

= 12 Nucleos familiares de 4 integrantes
= 3 Nicleos familiares de 5 integrantes
= 3 Diadas Madre-Hijo

= 1 Diada Madre-Hijo y 3 hermanos.

El labio leporino y paladar hendido ocurre cuando el labio superior o paladar no se desarrollan
correctamente y esto sucede durante el primer trimestre de embarazo. Un bebe puede tener
labio leporino, o paladar hendido o ambos, por lo que existen distintos aspectos de LPH. En
nuestra muestra contamos con afectados de 12 distintos espectros, la informacion se resume en
el Cuadro 4.1. Observemos que el espectro més frecuente es labio y paladar hendido bilateral y
no hay diferencia entre hombres y mujeres. En general, se observa una proporcion equilibrada
entre el género de afectados en los distintos espectros de LPH, sin embargo, el espectro labio y
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paladar hendido izquierdo es el tinico que, en la muestra, se presenta con mayor frecuencia en
mujeres que en hombres.

Espectro LPH Total Hombres Mujeres Casos indice
Labio y paladar hendido bilateral 24 12 12 14
Labio y paladar hendido derecho 6 4 2 3
Labio y paladar hendido izquierdo 16 6 10 7
Labio hendido bilateral incompleto 2 2 0 1
Labio hendido derecho 3 2 1 0
Labio hendido incompleto 1 0 1 1
Labio hendido izquierdo 1 0 1 1
Labio hendido izquierdo incompleto 1 0 1 0
Labio hendido Minimicroforma 1 1 0 0
Microforma izquierda 1 0 1 0
Paladar hendido 1 0 1 0
Afectados 57 28 29 27

Cuadro 4.1: Frecuencia de espectros LPH entre hombres y mujeres

Examinando los datos de los casos indice, encontramos que 15 son mujeres y 12 hombres.
Ademas, en 19 familias se registro un progenitor afectado, en 10 de ellas resulté ser la madre, y
en 9 el padre. Esto es un indicio de que no hay relacién entre el desarrollo del defecto congénito
y el género del afectado, adicional a ello, los ninos con al menos un padre afectado, parecen méas
susceptibles comparados con los que tienen padres no afectados.

4.2. Pruebas estadisticas

Para probar asociacién entre algunos de los SNPs y LPH emplearemos dos pruebas que
discutimos en la seccion 3. La primera es la prueba TDT, en la cual consideramos 23 trios caso
padres tomando la informacion de los 15 ntcleos familiares de 4 y 5 integrantes, considerando
solo los casos ademas de los 8 trios de la muestra.

Esta prueba se encuentra implementada en el software PLINK (como se indica en el apéndice
B) y calcula el p_valor de tres pruebas, el estadistico TDT tradicional, la prueba de discordancia
parental (PAR), la cual es muy similar al TDT tradicional pero realiza el conteo de alelos
transmitidos y no transmitidos tomando en cuenta si el padre o madre padece o no la enfermedad,
y finalmente una prueba combinada (COM) que considera los conteos del TDT tradicional y de
la prueba de discondancia parental, las tres estadisticas siguen una distribucién chi-cuadrada
con un grado de libertad bajo la hipdtesis nula.

La segunda prueba de asociacién que emplearemos es la basada en el modelo mixto, en ella
ocupamos la informaciéon completa de las 27 familias y utilizamos el software SOLAR para su
implementacién (ver apéndiceA).

En el Cuadro 4.2 mostramos los p_valores nominales obtenidos en las cuatro pruebas reali-
zadas. Podemos observar que los resultados de todas las pruebas son los mismos para algunos
pares de SNPs, como en el 8 y 9, o el par 7 y 16, que ademds cada par comparte el mismo gen.
Esto indica que los alelos de ambos locus se encuentran en desequilibrio de ligamiento, es decir,
se heredan juntos. Adicional a ello, notemos que en pocos casos los p_valores son significativos
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paladar hendido en una muestra de pacientes mexicanos

SNP TDT TDT-PAR TDT-COM Modelo mixto

SNP1 0.563 0.0832 0.149 0.134
SNP 2 0.563 0.020 0.220 0.374
SNP 3  0.827 0.593 0.612 0.957
SNP 4 0.131 0.654 0.133 0.400
SNP 5 0.654 0.033 0.449 0.806
SNP 6  0.438 0.157 0.601 0.598
SNP 7  0.808 0.006 0.026 0.019
SNP 8  0.049 0.637 0.078 0.952
SNP 9  0.049 0.637 0.078 0.952
SNP 10 0.563 0.083 0.149 0.134
SNP 11 0.563 0.020 0.220 0.374
SNP 12 0.827 0.593 0.612 0.957
SNP 13 0.131 0.654 0.133 0.400
SNP 14 0.654 0.033 0.449 0.806
SNP 15 0.438 0.157 0.601 0.598
SNP 16 0.808 0.006 0.026 0.019
SNP 17 0.032 0.256 0.275 0.229
SNP 18 0.617 0.654 0.512 0.211
SNP 19 0.414 0.414 1.000 0.646
SNP 20 0.393 0.593 0.738 0.725
SNP 21 0.763 0.414 0.466 0.835
SNP 22 0.563 0.108 0.432 0.953
SNP 23 0.563 0.763 0.531 0.326
SNP 24 0.637 1.000 0.723 0.855
SNP 25 0.405 0.479 0.827 0.883
SNP 26 0.781 0.179 0.345 0.467
SNP 27 1.000 0.317 0.563 0.819
SNP 28 0.365 0.781 0.414 0.626
SNP 29 0.205 1.000 0.285 0.580
SNP 30 0.049 0.637 0.078 0.952
SNP 31 0.365 0.157 0.818 0.426
SNP 32 0.827 0.466 0.516 0.843

Cuadro 4.2: p_valores nominales de las pruebas realizadas.
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por lo menos a nivel de 0.1. Esto se puede apreciar con mejor detalle en el Cuadro 4.3,en él
reportamos el nivel de significancia de asociacién de los SNPs con el fenotipo nominalmente.
Observemos que los SNPs 7 y 16 se asocian al fenotipo significativamente al 0.05 en tres de las
cuatro pruebas. Sin embargo haciendo un ajuste de Bonferroni para hacer la comparacién de to-
das las pruebas de manera simultanea resulta que ningiin SNP estd asociado con la enfermedad.
Es importante mencionar que el tamano de la muestra, con la que contamos, es pequeno y se
estd trabajando en aumentarla. Hasta el momento tenemos la informacién de 27 familias de las
cuales solo en el modelo mixto ocupamos la informacion de todas ellas. Debido a que la prueba
TDT tnicamente considera familias TCP se utilizé la informacién de 23 familias con las que se
podia formar la triada. Aqui es importante mencionar que las familias deben ser independientes,
por lo que si en una familia se tiene la informacién de padre, madre y 3 hijos de los cuales
2 son afectados, en el TDT solo se considera la informacion de solo un hijo afectado con pa-
dre y madre, ignorando la informacion de la triada que el segundo hermano pudo haber formado.

Si bien con el ajuste de bonferroni no encontramos ningin SNP asociado a la enfermedad,
los resultados nominales nos indican que vamos por buen camino, continuamos en espera de la
informacién de mas familias para realizar nuevamente las pruebas. Por otra parte, en el modelo
mixto no incluimos covariables de efectos fijos ademds de los SNPs, seria importante contar
con la informacién y hacer un ajuste para determinar si hay covariables que interfieran en la
asociacién genética y enriquecer el modelo.

SNP TDT TDT-PAR TDT-COM Modelo mixto

SNP 1 *

SNP 2 Hok

SNP 5 ok

SNP 7 *okk *k *k
SNP 8 ok *

SNP 9 ok

SNP 10 *

SNP 11 *k

SNP 14 Hok

SNP 16 *okk *k *k
SNP 17  **

SNP 30 K *

Cuadro 4.3: Asociacion nominal de cada SNP con el fenotipo.* Significancia al 0.1. ** Significancia al
0.05. *** Significancia al 0.01
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Conclusiones

Los estudios de asociacion genética mas comunes se realizan considerando casos y controles
que no estén relacionados genéticamente, hemos mencionado que con estos métodos se tiene
que realizar un ajuste por estratificacién poblacional cuando se estudian poblaciones de mezclas
recientes. Por ello los estudios considerando disefios familiares representan una alternativa.

La estadistica juega un papel importante en los estudios de asociacién genética, sin embargo
cuando se consideran familias tenemos que considerar que no contamos con independencia entre
individuos y los métodos que se han desarrollado suelen ser mas complejos que los utilizados en
los EAG considerando casos y controles.

Los métodos estadisticos que se utilizan para los EAGBF se han modificado y enriquecido
para no tratar solo la asociacién del SNP con la enfermedad, los modelos mixtos han permitido
estudiar la asociacién considerando rasgos continuos y realizar ajustes por covariables, esto es
de gran utilidad para entender las enfermedades complejas y analizar los factores genéticos y
ambientales por las cuales se pueden ver afectadas.

A pesar de que los disenos familiares enriquecen los EAG, los métodos estadisticos tienen
la desventaja de requerir un gran numero de familias para la muestra, ademas de requerir la
informacién de la historia familiar lo cual podria representar una desventaja si no se cuenta con
esta informacién, esto puede ocurrir principalmente en las enfermedades de diagnostico tardio
como la diabetes o en las enfermedades propias de edad avanzada como el Alzheimer. Atdn
queda trabajo por realizar, si bien el objetivo del trabajo era discutir los métodos estadisticos, y
ejemplificarlos, continuamos trabajando en ampliar la muestra para mejorar nuestros resultados
y poder realizar un mejor analisis.
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Apéndice A

Instalacion y prueba de asociacion

en SOLAR

Si bien SOLAR se puede instalar en los sistemas operativos més populares, es recomendable
hacerlo en una computadora que tengan Linux como sistema operativo, ya que es méas estable.
Si su computadora no tiene este sistema operativo puede instalar una méaquina virtual que le
permitird trabajar con Linux.

La distribucién de SOLAR estd disponible en la pagina web oficial hitp://solar.tzbiomedgenetics.org/.

Ahf encontraras los archivos de instalaciéon para Linux en el comprimido solar_linux.tar.gz.
Una vez descargados y descomprimidos los archivos de instalacién se va a encontrar con el archi-
vo README y la secuencia de comandos intall_solar para instalar el programa. En particular,
el script copia los archivos de biblioteca, binarios y documentacién necesarios en un directorio de
instalacién definido por el usuario. Si la computadora esta configurada bajo un idioma diferente
al inglés se puede presentar un problema para ejecutar el programa, esto se soluciona ejecutando
el comando export LC_ALL=C para obligar a la aplicacién a usar el idioma predeterminado. Una
vez finalizado el de instalacién se mostrard un mensaje similar al siguiente cuando SOLAR se
ejecute.

SOLAR Eclipse version 8.4.2 (General), last updated on August 27, 2018
Developed at Maryland Psychiatric Research Center,

University of Maryland School of Medicine, Baltimore.

Visit our documentation and tutorial website www.solar-eclipse-genetics.org
Our download page https://www.nitrc.org/projects/se_linux

Our github page https://github.com/brian@9/solar-eclipse

For questions email: pkochunov@gmail.com

Enter help for help, exit to exit, doc to browse documentation.

rThe software development is supported by NIH grant RO1EBO15611

from The National Institute for Biomedical Imaging and Bioengineering.
Enter cite to see how to cite this software.

solar=

Solar se ejecuta sobre la terminal. Todas las funciones de solar las puede consultar en:
http://solar-eclipse-genetics.org/solar-commands.html.

Para realizar la prueba de asociacién recomiendo crear una carpeta en la cual guardemos los
archivos que ocuparemos y los resultados obtenidos, para ello debemos crear la carpeta y cam-
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biarnos de directorio una vez que hemos iniciado en solar con la instruccién cd. Como ejemplo yo
cree la carpeta Resulatados, por lo que la instruccién se debe ejecutar solar>cd Resultados.

Para comenzar con la prueba tenemos que cargar el archivo de pedigri, el de fenotipos y el
de SNPs, los cuales deben ser .csv.

En el primero se deben incluir un ID individual, ID del padre ID de la madre y sexo, este
dltimo usualmente se codifica con 1 para hombre y 2 para mujer ademas de los SNPs a estudiar.
La estructura de este documento se muestra en la Figura A.1. Para cargar el archivo en solar
lo debemos hacer son la funcién load pedigree <filename>, la instruccién se ejecuta como
solar>load pedigree pedfile.csv.

ID FA MO SEX
100 101 102 2
101 1°] (c] 1
102 0] (0] 2
200 201 202 2
201 Q (c] 1
202 Q 0] 2

Figura A.1: Ejemplo de archivo PED

En el archivo de fenotipos se deben incluir el ID individual y los fenotipos, nuestro caso
estamos considerando un tnico fenotipo, padecer o no la enfermedad, el cual codificamos con 1
si la padecen y 0 si no la padecen (ver Figura A.2). Para cargar volvemos a ocupar la funcién
load, la instrucciéon se ejecuta como solar>load phenotypes phenofile.csv.

D aff
100
101
102
200
201

TETSRTEE

Figura A.2: Ejemplo de archivo phenotypes

En el archivo donde se incluyen los SNPs se deben incluir los mismos campos que considera
el archivo pedigri aumentando la informacién de los SNPs (ver Figura A.3). La instruccién para
leer el archivo es similar a la anteriores: solar>load snp snpdata.csv. Una vez que hemos
cargado al archivo de datos de los SNPs, podemos ejecutar la instruccién snp show y calcula la
frecuencia alélica de cada SNP en la lista.

ID FA MO SEX snpl snp2 snp3
1ee 1e1 102 2 CT AG TC
ie1 0 Q 1 CT GG TC
iez2 [0} Q 2 T AG T

Figura A.3: Ejemplo de archivo SNP

Para realizar el andlisis de asociacion debemos indicar la variable dependiente, es decir el
rasgo del modelo, mediante la instruccién trait rasgo. Posteriormente debemos definir las
covariables del modelo, en nuestro caso son los SNPs, para ello es necesario crear el archivo
snp.genocov, el cual ingresaremos como parametro cuando ejecutemos el analisis de asociacién,
este archivo se crea ejecutando la instruccién snp covar (para ello es necesario haber cargado
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anteriormente el archivo con la informacién de los SNPs), esta funcién requiere el archivo de
haplotipos como parametros, pero en caso de contar con esa informacion se indica con la opcién
-nohaplos.

Una vez que hemos definido los SNPs como covariables y el rasgo podemos ejecutar la funcién
mga -files snp.genocov la cudl realiza los célculos del modelo de asociacién. Es importante
mencionar que nosotros no estamos considerando otras covariables, es caso de considerarlas se
deben especificar con la funcién covariate antes de ejecutar la funcién mga. Los resultados del
andlisis se encuentran en una carpeta, que se crea al ejecutar la funcién mga, que lleva el nombre
del rasgo. Los resultados del andlisis los encontramos en el archivo mga.out.

La documentacién completa de las funciones las encuentra en:
http://solar-eclipse-genetics.org/solar-commands.html
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Apéndice B

Instalacion y prueba de asociacion
en PLINK

Al igual que SOLAR recomendamos instalar PLINK en una distribucién de LINUX (Ubun-
tu por ejemplo). Su instalacién es muy sencilla. El programa se distribuye de manera gratuita
y se encuentra en http://zzz.bwh.harvard.edu/plink/download.shtml. Una vez que haya
descargado el archivo correspondiente a la plataforma de Linux, lo tnico que debe hacer es des-
comprimirlo y ejecutarlo sobre la linea de comandos.

Para comenzar con la prueba debemos ejecutar la instruccién plink --file mydata. Don-
de esperamos que en la carpeta donde se instalo plink se encuentren dos archivos: en este caso,
mydata.ped y mydata.map

El archivo PED es un archivo delimitado por espacios en blanco (espacio o tabulacién), donde
las primeras seis columnas son obligatorias:

= ID Familiar

= ID Individual

= [D Parental

= [D Maternal

» Sexo (1 para hombre y 2 para mujer)

= Fenotipo
A diferencia del archivo PED de SOLAR, en PLINK se permite uno y solo un fenotipo en

el archivo, y se deben incluir los genotipos de la columna 7 en adelante. Todos los marcadores
deberan ser dialélicos y cada alelo se escribird en una columna.

El archivo MAP también es un archivo delimitado por espacios en blanco y debe contener
exactamente 4 columnas:

» Cromosoma
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= 1rs# o el identificador del SNP
» Distancia Genética (morgans)

» Posicién del par base (unidades de base)

La distancia genética se puede especificar en centimorgans con la bandera --cm . Alterna-
tivamente, puede usar un archivo MAP excluyendo la distancia genética agregando la bandera
—--map3, es decir, en la linea de comandos escribiremos: plink --file mydata --map3.

Una vez que se han creado ambos archivos solo falta ejecutar el andlisis de TDT con la

instruccién plink --file mydata --tdt, la cual generara un archivo con el nombre plink.tdt
donde se indica el valor de la prueba estadistica y el p_valor.
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