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CALCULO DE PROBABILIDADES ALELICAS E GENOTIPICAS
INDIVIDUAIS EM DADOS DE CNVS (COPY NUMBER
VARIATIONS)
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Resumo: Usualmente, os métodos disponiveis para a tipagem de CNVs sdo capazes de descre-
ver apenas o numero total de copias por genoma diploide, deixando subjacente a distribuicao
desconhecida das frequéncias alélicas e genotipicas. Para inferir estas frequéncias individuais
através de dados do numero de copias de determinado gene, desenvolvemos um programa base-
ado no algoritmo CoNVEM, supondo que os dados estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg. A
implementacdo do algoritmo foi feita na plataforma estatistica R. O programa foi utilizado na
obtencao das frequéncias do gene CCL3L1, um dos genes com maior variacdo observada entre
as diferentes populagoes mundiais, e atualmente foco de intensa pesquisa devido a sua correlagcao
positiva com o RNAm.

1 Introducao

Copy Number Variation (CNV) corresponde a segmentos de DNA que variam de um kilobase
a varios Megabases de tamanho e apresentam variacées do nimero de cépias em relacao a uma
sequéncia referéncia, onde o nimero de cépias usual é 2 (Feuk L. et al. 2006). A forma mais
simples para representar a delecdo é (0 vs. 1) e a duplicagao (1 vs. 2), porém alguns l6cus
possuem uma maior variagdo do numero de copias, como por exemplo o lécus CCL3L1, cujo
numero de cépias pode variar de 0 a 14 cépias (Gonzalez E. et al. 2005). Usualmente, os
métodos disponiveis para a tipagem de CNVs sao capazes de descrever apenas o numero total
de cépias por genoma dipldide, deixando subjacente a distribuicao desconhecida das frequéncias
alélicas e genotipicas.

Para inferir as frequéncias alélica e genotipica de dados do ntimero de cépias de determinado
gene, desenvolvemos um programa que aplica Maximizacao da Esperanca, EM, para determinar
a frequéncia alélica de dados hapldides de CNV, supondo que os dados estao em Equilibrio de
Hardy-Weinberg. A implementacao do algoritmo foi feita na plataforma estatistica R. O pro-
grama recebe uma lista do ntimero de individuos com o respectivo niimero de cépias, retorna as
frequéncias alélicas e genotipicas e teste de aderéncia para comparar as frequéncias observadas
com as esperadas. Ele estende o algoritmo proposto na ferramenta CONVEM (Gaunt T., 2010),
implementado na linguagem python, com a adicao do cédlculo das frequéncias genotipicas indi-
viduais. O programa tem codigo aberto e, portanto, pode ser facilmente expandido para incluir
demais célculos pertinentes.

O programa foi utilizado na obtencao da frequéncia alélica do nimero de copias do gene
CCL3L1, um dos genes com maior variacao observada entre as diferentes populagoes mundiais,
e atualmente foco de intensa pesquisa devido a sua correlacao positiva com o RNAm, niveis de
proteina e doencas, especialmente para patogénese do HIV e suscetibilidade a doencas autoimu-
nes(Gonzalez E. et al, 2005; McKinney C. et al, 2008 e 2010), em trés populagoes nativas ame-
ricanas de etnias Ashaninka, Matsiguenga e Quechua localizadas na regiao andina e amazonica
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do Peru. Quando comparadas com dados da populacao Europeia, estas populagoes autéctones
apresentam um aumento na duplicacao de ntmero de copias, o que pode levar a um aumento
nas interacoes de varios receptores de citosinas pré-inflamatdrias e consequentemente ativacao
do processo imunolégico.

2 Metodologia

O algoritmo sera descrito fazendo-se uso da mesma notagao utilizada no CONVEM (Gaunt
et al., 2010), pois as equagoes (1) a (5) pertencem a sua autoria. Sejam os alelos hy e h;, onde
k e | sao niimeros naturais que denotam o nimero de cépias de cada alelo. Embora hj e h; nao
sejam observados diretamente em um individuo, o total, k + [ = j, é observado.

O ntumero total de copias serd representado por j, cada individuo pertence & classe j. Porém
os membros da classe j nao serao todos iguais, pois hy, varia de hg até h;, idem para h;, seguindo
a condicao de que k + 1 = j. A observacao de apenas um individuo pode produzir pouca
informacao sobre seus alelos hk e hl, porém dada uma populagao de individuos inferéncias sobre
as frequéncias alélicas, pi e p;, podem ser realizadas.

Assumindo-se que a populacao estd em Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) [Hardy, 1908],
a probabilidade genotipica é dada por:

. pi, k=1
P(hy, hy) = (1)
2pppr, k#1
As frequéncias alélicas pg,p1,...,pn sao inicializadas no primeiro ciclo da iteracdo com os
valores péo), pgo), e pg]), logo a frequéncia genotipica pode ser expressa por:
] % k=1
P(hy, hy) = (2)
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Especificamente para dados de CNV, em que a classe j é composta por todos os gendtipos
(hihy) com k +1 = j. Sob EHW, a probabilidade da j-ésima classe, P;, é dada pela soma de
todos os possiveis genotipos que constituem a classe.
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As equacoes acima estimam a frequenc1a alélica baseada nos valores iniciais, logo é necessario
fazer uma normalizagdo com os dados da amostra. E, para o ajuste da estimativa das classes dos
CNV ’s para o proximo passo da iteragao, baseado nas atuais estimativas e o nimero observado
de cada classe j.

i P(hy, hy)9)
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P

P(hy, hy) = % (4)

onde n; ¢ o numero de individuos observados na classe j, e n é o nimero total de individuos.
A frequéncia alélica estimada para a préxima iteragao é calculada por:
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onde d;; indica o nimero de vezes que o alelo ¢t aparece no genétipo i = (hih;) e m é o valor da
classe méxima. Esses valores sdo armazenados nos valores iniciais da equacao (2) e o algoritmo
se reinicia até haver convergéncia, quando a diferenca entre a frequéncia alélica estimada atual
e a inferior for inferior que 0,00000001 ou haver no maximo 10.000 iteragoes.

Levando-se em consideracao o fato de que a classe, j, de cada individuo é conhecida, a
estimativa da frequéncia genotipica individual pode ser estimada por:
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3 Resultados

O numero de cépias do gene CCL3L1 foi medido em trés populagoes nativas americanas
localizadas na regiao andina do Peru: Quechua (n = 120), e na regiao de transi¢ao (amazonica):
Ashaninka (n = 142) do grupo étnico Ashaninka e Monte Carmelo (n = 24), do grupo étnico
Matsiguenga. A amostra também é composta pelos Shima (n = 89) e pelos Europeus (n = 4266)
tipados por Field et al 2009.

O numero de cépias esperado no grupo dos Ashaninka foi de 3,419, para os Shima foi de
3,528, para Monte Carmelo de 3,292, para os Europeus de 1,992 e para os Quechua de 3,575.

A distribuicao da frequéncia do nimero de cépias dos Europeus difere das demais populacoes,
em geral eles possuem classes mais baixas que os demais grupos, Tabela 1.

Tabela 1: Frequéncia Estimada do niimero de cépias em cada populacao.

Frequéncia do nimero de cépias das populagoes
Ndmero de Cépias  Ashaninka Shimaa Monte Carmelo Quechua Europeus

0 0,000 0,000 0,000 0,000 1,828
1 0,000 0,000 0,000 0,000 19,433
2 23,239 7,865 29,167 10,833 58,837
3 37,324 42,697 20,833 36,667 17,722
4 22,535 38,202 37,500 40,000 1,946
5 11,268 11,236 12,500 10,000 0,211
6 4,225 0,000 0,000 1,667 0,023
7 1,408 0,000 0,000 0,833 0,000

A frequéncia alélica se distribui de forma semelhante entre os grupos Ashaninka, Shimaa e
Monte Carmelo, como podemos ver na Tabela 2.

Tabela 2: Frequéncia alélica estimada em cada populagao.

Frequéncia alélica das populagoes
Alelo Ashaninka Shimaa Monte Carmelo Quechua FEuropeus

0 0,189 0,298 0,219 0,000 0,035
1 0,670 0,618 0,746 0,448 0,860
2 0,124 0,068 0,035 0,265 0,105
3 0,009 0,004 0,000 0,094 0,000
4 0,000 0,012 0,000 0,193 0,000
5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
6 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000
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A frequéncia genotipica individual estimada para cada classe, para a populacdao Ashaninka,
se encontra na Figura 1. Por exemplo: dado que o individuo possui 5 cépias, ele poderd ter o
genétipo (1,4) com 0,444 de probabilidade ou o genétipo (2,3) com 0,555 de probabilidade.
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Figura 1: Frequéncia Genotipica Individual para a populacdo Ashaninka.

4 Consideragoes Finais

Sob Equilibrio de Hardy-Weinberg os cédlculos estimam perfeitamente as frequéncias, porém
quando a populacao nao esta em equilibrio nao é aconselhado o uso do algoritmo, pois os resul-
tados podem nao serem fidedignos ou pode nao haver convergéncia. Uma das alternativas para
solucionar esse caso € incluir um parametro, f, esse parametro é o Coeficiente de Endogamia,
para captar o quanto a populacgao desvia do Equilibrio.

A estimativa frequéncia genotipica dos filhos pode ser melhorada utilizando-se a informacao
da frequéncia genotipica dos pais. E, pode ser obtida pelo calculo:

B P(hir, hig|PemPim, Piphap) P(Rim i im) P(hiphp|dp)
P(hkf7hlf)_ m m m m
D> >0 Y Plhuss huglhrmhims hiphip) P(himhim| jim) P (haphip|p)
km=0Im=0 kp=0 lp=0
onde hyy e hjy denotam os alelos dos filhos, Ay, € hy,, denotam os alelos da mae e hy, e hy,
denotam os alelos dos pais. E kf+1f = jf, também é necessério que (hyt = him) ou (hir = him)
ou (hkf = hkp) ou (hkf = hlp); (§ (hlf = hkm) ou (hlf = hlm) ou (hlf = hkp) ou (hlf = hlp).
Como trabalho futuro, esse cédlculo serd incorporado ao programa original, juntamente com
o calculo do parametro f.
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