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Resumo

O objetivo deste trabalho é apresentar o problema biológico e computacional referente à Inferência de Haplótipos, sua significância e métodos possíveis para sua resolução, bem como suas descrições.

O trabalho também apresenta uma ferramenta disponível online que permite ao usuário fazer consultas com dados de genótipos e obter o resultado da aplicação destes métodos.
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Capítulo 1 – Introdução
Breves conceitos sobre genética

O código genético humano, ou genótipo, é um conjunto de informações codificadas em cadeias de caracteres, e cada um destes caracteres é definido por um nucleotídeo. A cadeia de uma grande quantidade destes nucleotídeos conectados forma uma molécula de DNA (ácido desoxirribonucléico) ou RNA (ácido ribonucléico).

Os nucleotídeos são as unidades simples que compõem o DNA e o RNA. Um único nucleotídeo é formado pela união de uma pentose (uma molécula de açúcar com cinco átomos de carbono), um grupo fosfato e uma base nitrogenada que pode ser Adenina (A), Timina (T), Citosina (C), Guanina (G) e Uracila (U). A timina ocorre somente no DNA enquanto a uracila ocorre somente no RNA, mas ambas são complementares à adenina. A fórmula estrutural de cada uma delas pode ser observada na figura 1.
[image: image1.png]Sugar
phosoate
Racibons

h
ropiacos Tymine n N

Nitrogenous
Bases

Ribonucleic acid

Deoxyribonucleic acid

[T mymne

2
HaOL O M

KA

]

Nitrogenous
Bases




Figura 1: Fragmento de RNA e DNA.

Fonte: Glossary of www.genome.gov

Como também é possível observar na figura 1, a molécula de RNA costuma ser formada por uma fita simples de nucleotídeos em cadeia; já o DNA pode apresentar várias formas, mas é freqüentemente constituído por duas fitas que são ligadas uma à outra por pontes de hidrogênio que conectam as bases nitrogenadas, individualmente. Essas fitas são complementares, e sabendo-se de uma delas a outra é facilmente obtida, dado que as ligações ocorrem entre adenina (A) e timina (T) ou entre citosina (C) e guanina (G); exemplificando, se uma das fitas de DNA for ACGT a outra será TGCA. No caso do RNA, como não há timina, a ligação ocorre entre adenina (A) e uracila (U).
Dentro da célula eucariótica (células que têm núcleo celular, pertencentes a organismos mais complexos, como mamíferos e vegetais), a molécula de DNA dupla-fita situa-se dentro do núcleo celular e é compactada e organizada numa estrutura chamada cromossomo. Ao conjunto de cromossomos, cujo número e morfologia são característicos de cada espécie, dá-se o nome de cariótipo.
Nos seres humanos a maioria das células possui um cariótipo composto de 46 cromossomos combinados em 23 pares. Os dois cromossomos de cada par, contudo, não são totalmente idênticos, uma vez que um é oriundo da mãe e outro do pai. O conjunto de informações genéticas que ocorre na união dos dois conjuntos de 23 cromossomos compõe o genótipo do indivíduo; a sequência de um único conjunto de 23, doado por um dos pais, é denominada haplótipo.
Nos cromossomos é que estão contidas as informações codificadas que vão determinar diversas características de um indivíduo e expressão de proteínas. A região da seqüência de DNA que carrega informações codificantes é denominada gene. O gene é a unidade, dentro da molécula de DNA, cuja decodificação final origina uma proteína ou um peptídeo: primeiramente o gene é transcrito em RNA mensageiro e, em seguida, traduzido em uma proteína nos ribossomos. As proteínas são complexos cuja unidade essencial é o aminoácido, e cada um desses aminoácidos é resultado da decodificação de uma trinca de bases nitrogenadas (denominada códon) no código genético.

Variações em determinadas posições (especialmente em posições não freqüentemente variadas) das seqüências de DNA podem ocasionar mudanças fenotípicas (nas características observáveis de um indivíduo) ou até anormalidades no metabolismo. Quando as alterações genéticas provocam mudanças dentro de uma mesma espécie, este tipo de variação é conhecido como polimorfismo (do grego: poli = muitas, e morfo = formas). Os polimorfismos acarretam expressão protéica diferenciada nos diferentes indivíduos, não raramente gerando problemas.

Polimorfismo de único nucletideo - SNPs

A forma predominante de polimorfismo é o SNP (do inglês: Single Nucleotide Polymorphism ou Polimorfismo de Único Nucleotídeo), uma vez que a chance destas variações acontecerem em posições separadas é naturalmente maior do que a chance de ocorrerem em sítios adjacentes. Os SNPs são alterações da seqüência de DNA que ocorrem quando um único nucleotídeo (A, T, C, ou G) na seqüência do genoma é modificado. Um exemplo de SNP poderia ser a mudança em seqüência de DNA: ACGGCTAA a ATGGCTAA, ocorrendo uma mudança da base nitrogenada C para T. É importante salientar que estas duas sequências pertencem ao mesmo indivíduo, e cada uma delas representa um haplótipo.
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Figura 2. Sequências de DNA com mudança de um único nucleotídeo.

Fonte: Wikipedia

Os SNPs são o tipo de polimorfismos mais importantes e mais estudados, pois perfazem cerca de 90% de toda a variação genética humana. SNPs ocorrem em média a cada 100-300 pares de bases, ao longo dos aproximadamente três bilhões de pares existentes no genoma humano. Para que uma variação genética singular seja considerada um SNP, ela deve ocorrer em uma freqüência acima de algum limiar pré-estabelecido, tal como 1% ou 0.5%, numa população. É considerado SNP toda e qualquer variação deste tipo, independentemente da região do genoma em que se encontra (pode estar em regiões codificantes ou em regiões não-codificantes).

Muitos SNPs não têm qualquer efeito sobre a função celular; a este tipo de SNP dá-se o nome de SNP sinônimo. O SNP sinônimo ocorre quando a mudança de uma base nitrogenada singular altera o códon em que a base se encontra de tal forma a não modificar o aminoácido a partir daí produzido. Isto ocorre porque existem vários aminoácidos que são codificados por dois ou mais códons distintos – mas geralmente semelhantes entre si. Mesmo modificando-se o aminoácido resultante, pode acontecer de a proteína não ser especialmente sensível à variação naquele aminoácido específico, mantendo ou reduzindo ligeiramente a sua função. Já quando ocorre um SNP que provoca uma mudança do aminoácido traduzido, considera-se que há um SNP não-sinônimo. Este tipo de SNP é o tipo mais estudado, pois neste caso pode ocorrer a modificação na estrutura e/ou função da proteína codificada.

Embora mais de 99% da seqüência do genoma humano seja idêntico para toda a população, pequenas variações na seqüência de DNA podem ter um impacto importante sobre a forma como os seres humanos respondem às condições bióticas e abióticas adversas do ambiente, tais como bactérias, vírus, toxinas e produtos químicos, e a drogas e outros tipos de terapia. Isto dá aos SNPs um grande valor para a investigação biomédica e o desenvolvimento de produtos farmacêuticos ou diagnósticos médicos. SNPs são também evolutivamente estáveis e, por isso, não se alteram muito de geração para geração – tornando-os mais fáceis de seguir em estudos populacionais.
Capítulo 2 – O Problema biológico
Acredita-se que o estudo aprofundado de mapas de SNPs poderá ajudar na identificação de vários genes associados a doenças complexas, tais como câncer, diabetes, doenças vasculares e algumas formas de doenças mentais. Estas associações são difíceis de determinar com métodos convencionais, porque um único gene modificado pode fazer apenas uma pequena contribuição para a doença, tornando-se a última mais perceptível e evidente somente quando da ocorrência de um conjunto complexo de mudanças.

Para se estudar essas doenças mais complexas, o haplótipo é o conjunto de dados mais informativo e conveniente para se estudar os SNPs, em vez de usar os dados do genótipo. Entretanto, existe uma grande dificuldade em se obter apenas os dados de haplótipo com as técnicas convencionais da biologia mo
lecular.

Diante disso, a inferência de haplótipos tem como objetivo extrair as informações do haplótipo a partir da observação de dados do genótipo. 
Para este problema, existem vários métodos que vêm sendo desenvolvidos, alguns deles com bons resultados em circunstâncias particulares (subcasos), mas ainda continua-se pesquisando e propondo novos modelos, pelo fato de que nenhum método ser completamente adequado para todas as aplicações – como, por exemplo, identificar haplótipos raros.  
Representação dos dados
Para representar haplótipos e genótipos, utilizam-se vetores g de tamanho n, onde cada sítio i pode ter valor 0, 1 ou 2, e cada sítio i representa um SNP.
Haplótipos são representados por 0 ou 1, significando os SNPs de menor e maior frequência respectivamente. Para entender melhor, considere o seguinte exemplo: um dado indivíduo possui em seu DNA os haplótipos ACGGCTAA (pai) e ATGGCTAA (mãe), e é sabido que a maior parcela da população possui a base C e um percentual menor possui T; logo o haplótipo proveniente do pai será representado por 1 e o outro por 0. 
Cada genótipo é representado por dois haplótipos (um oriundo da mãe e outro do pai). O sítio i no genótipo g apresenta o valor 0 (ou 1), quando ambos os haplótipos (o par de alelos dos cromossomos) que formam o genótipo têm valor 0 (ou 1) no sítio i (são homozigotos); caso sejam diferentes, ou seja, tenha o valor 0 em dos alelos e 1 no outro, o valor no sítio i do genótipo será 2 (heterozigoto).
Capítulo 3 – O Problema computacional

O problema da inferência de haplótipos (Haplotype Inference – HI) é: dado um conjunto de n vetores de genótipos g, a solução para o problema de HI é um conjunto de n pares de vetores binários.

Para qualquer vetor g, os vetores binários da solução (v1 e v2) devem ter valor 0 (ou 1) para qualquer posição onde g tem valor 0 (ou 1), mas para qualquer posição de g que tenha valor 2, exatamente um dos vetores v1 ou v2 deve ter valor 0, enquanto o outro terá valor 1.
Cada sítio de g que tem valor 0 ou 1 é considerado resolvido, e quando o valor for 2 ele é dito ambíguo. A quantidade de sítios ambíguos num genótipo determina quantos possíveis pares de haplótipos podem representá-lo. Para um vetor g com n sítios ambíguos, existem 2n – 1 pares de haplótipos possíveis.
Um problema relacionado é estimar a frequência dos haplótipos em uma amostra, esse problema é conhecido como problema HF (Haplotypes Freqency). É importante notar que a solução do problema HI resolve o problema HF, mas o contrário não é verdadeiro.
Capítulo 4 – Os Algoritmos

A resolução do problema HI é não trivial, dado que a quantidade de possíveis resultados é exponencial. Assim, há diversas abordagens, baseadas em métodos combinatoriais, inteligência artificial, análise de populações, heurísticas, dentre outras.

Neste projeto foi estudado e implementado o Algoritmo de Clark, que utiliza métodos combinatoriais.
Algoritmo de Clark

O algoritmo de Clark foi desenvolvido em 1990, e foi o primeiro método criado para inferir haplótipos a partir de dados de genótipo.
O primeiro passo deste algoritmo consiste em reconhecer, dentre os vetores de entrada (genótipos), aqueles que têm nenhum ou um sítio ambíguo, uma vez que esses vetores têm solução única. Os vetores resolvidos iniciais, como são chamados, fornecem a base de dados necessária para que os demais genótipos sejam resolvidos, através da Regra de Inferência (Inference Rule) de Clark. A Regra de Inferência permite criar um vetor resolvido NR a partir de um vetor ambíguo A e um vetor anteriormente resolvido R, onde R pode (1) pertencer aos vetores resolvidos iniciais ou (2) ter sido resolvido posteriormente já por meio da aplicação da regra. A Inference Rule diz:

Suponha que A é um vetor-genótipo ambíguo com h sítios ambíguos e R é um vetor resolvido, que é uma dos 2h-1 resoluções do vetor A. Infira, então, que A é a confluência de uma cópia do vetor resolvido R e outro (determinado) vetor resolvido NR. Todas as posições ambíguas em A são definidas em NR em oposição ao registrado em R. Uma vez inferido, o vetor NR é adicionado ao banco de vetores resolvidos conhecidos, e o vetor A é removido do banco de vetores ambíguos.

Diz-se que o vetor resolvido R é aplicado para resolver A (gerando um NR). Para que R seja passível de aplicação na resolução de A, é requerido que A e R contenham sítios não-ambíguos com valores iguais.

Por exemplo, um vetor ambíguo A 0212, resolvido com o vetor R 0110, tem NR 0011. Os sítios ambíguos no vetor ambíguo serão, obrigatoriamente, diferentes dos valores em sítios correspondentes no vetor resolvido.

Uma vez eliminados da lista de vetores não resolvidos aqueles que só poderiam ter uma solução, o restante do desenvolvimento do algoritmo resume-se basicamente à repetição exaustiva da aplicação da Regra da Inferência descrita, até que (1) todos os vetores não resolvidos o tenham sido ou (2) verifique-se que não é possível resolver mais vetores, ainda que restem alguns ou vários não-resolvidos (“órfãos”).
A definição do algoritmo e a posterior análise de seus resultados apóiam-se em alguns modelos genéticos simplificados, que permitem a interpretação dos dados. Os genótipos idênticos devem, numa mesma execução, gerar o mesmo resultado (modelo de genética populacional Infinite Sites, ou sítios infinitos — para um determinado sítio, apenas uma mutação pode ocorrer na sua história evolutiva). O algoritmo também assume o acasalamento aleatório e amostragem aleatória da população.
É importante perceber que a ordem com que o algoritmo aplica a regra aos seus dados é extremamente relevante para a definição do conjunto resultante de vetores obtido ao final das soluções. Dado um mesmo conjunto de dados de entrada, o Algoritmo de Clark pode levar à solução de todos os genótipos ou à persistência de vários órfãos, dependendo da ordenação dos vetores. Um exemplo comum disto é quando assumimos os seguintes genótipos como entrada: 0010, 0110, 2210 e 1122. Se o genótipo 2210 for resolvido a partir de 0010, será gerado o novo haplótipo 1110, que pode ser usado para resolver o genótipo 1122 (criando o haplótipo 1101). Mas se for resolvido a partir de 0110, o novo haplótipo gerado será 1010, e dessa forma não será possível resolver 1122.

Assim sendo, é fundamental que o algoritmo seja executado um grande número de vezes para o mesmo conjunto de dados de entrada, afim de que o resultado de sua aplicação não seja totalmente aleatório e não-significativo. Evidentemente, esta medida gera um enorme conjunto de dados de saída, que precisa ser analisado.
Sabendo disso, é preciso resolver o Problema da Resolução Máxima (MR): dado o conjunto de genótipos (alguns resolvidos e alguns ambíguos), qual execução do algoritmo maximiza o número de genótipos resolvidos pela aplicação sucessiva da regra de inferência?

Variações na forma como os dados são tratados na implementação do algoritmo proporcionam conjuntos de haplótipos diferentes, o que dá ao algoritmo um comportamento estocástico.

Ainda que o problema da resolução máxima possa ser modelado de diferentes formas, há uma abordagem que aumenta sua precisão, e é aplicável para qualquer uma de suas variações. Seu funcionamento é descrito a seguir. (1) Para um dado conjunto de entrada, executa-se o algoritmo muitas vezes (milhares ou dezenas de milhares, dependendo do tamanho e qualidade dos dados de entrada), aleatorizando a ordem dos dados no conjunto para cada execução. (2) Essas execuções criarão vários conjuntos de resultados (conjuntos de haplótipos) que possivelmente serão diferentes uns dos outros. Desses conjuntos, extraem-se aqueles que possuem o menor (ou mais perto do menor) número de haplótipos distintos. (3) Dentre estes conjuntos de dados, encontra-se o par de haplótipos que foi solução para cada genótipo o maior número de vezes. Estes pares de haplótipos são chamadas de consenso (consensus solutions).

Experimentalmente, as consensus solutions apresentaram uma taxa de fidelidade à realidade excepcionalmente alta.
Implementação

O algoritmo foi implementado em linguagem C / C++, utilizando bibliotecas padrões (iostream, fstream, cstring, ctime, time) e uma biblioteca para randomização.  A opção por esta implementação foi a velocidade de execução, uma vez que o objetivo é a execução online.
A idéia básica foi criar uma função que faz o papel do algoritmo de Clark, que utiliza uma cópia do conjunto de dados original. Essa função é chamada várias vezes, sendo as várias execuções do algoritmo, segundo a modelagem proposta.
É um algoritmo bastante eficiente em termos de custo computacional, e eficaz em encontrar a solução para casos específicos, levando em conta os modelos biológicos adotados. É limitado para os casos em que não há genótipos resolvidos.

Capítulo 5 – A Ferramenta

A ferramenta proposta por este trabalho estará hospedada em http://moreno.cin.ufpe.br/~biotools/HapInference/TG. 

Lá o usuário terá um campo para inserir os genótipos e poderá definir o número de vezes que o algoritmo de Clark será executado. Após as execuções, a ferramenta faz uma análise dos resultados e apresenta-os em ordem decrescente de qualidade, sendo os primeiros os melhores resultados. 
Cada consulta também é salva no servidor, e o usuário pode salvar o seu id, para acesso posterior. Os resultados ficam disponíveis por cinco dias após cada consulta.

Devido às limitações de tempo de execução do script no servidor, o número máximo de repetições do algoritmo é 5000, com no máximo 1000 genótipos de até 100 caracteres. 

Capítulo 6 – Conclusão
A inferência de haplótipos vem sendo estudada e experimentada por numerosos pesquisadores, sem que se chegue, contudo, a um método que seja considerado por unanimidade a solução ideal. Virtualmente todos os algoritmos até o momento propostos apresentaram alguma deficiência na confiabilidade dos resultados da sua saída ou na sua eficiência computacional.

O sistema desenvolvido apresenta apenas um método de resolução até o presente momento, sendo flexível e facilmente expansível para a utilização de outros, o que deverá ser feito em breve.
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