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palavras-chave

resumo

gémeos, zigotia , microssatélites.

A incidéncia de um vasto leque de complicagdes perinatais, entre elas,
malformagoes estruturais e funcionais, esta aumentada em gémeos
monozigoticos, sendo a correcta determinacao pré-natal da zigotia de extrema
importancia para o acompanhamento clinico pré e pos-natal.

O desenvolvimento da PCR em multiplex e da analise automatica de
fragmentos conduziram a mudangas revolucionarias na investigagédo de
amostras biolégicas e permitiram determinar geneticamente a zigotia em pares
de fetos gemelares.

A monozigotia é estabelecida quando um par de gémeos é concordante em
todos os alelos estudados. No entanto, ndo podemos descartar a vertente
probabilistica desta determinagdo, pois um par de gémeos pode ser
concordante em todos alelos estudados e ser dizigotico.

Este trabalho teve como principal objectivo a implementagdo de métodos
bioestatisticos para calcular a probabilidade média de concluir correctamente
que um par de gémeos é monozigético quando partilha o mesmo gendétipo em
todos os loci.

O estudo incidiu sobre um grupo de 9 pares de fetos gemelares considerados
“aparentemente” monozigéticos apds determinacéo da zigotia.

Recorrendo a varias ferramentas do programa ECLIPSE?Z foi possivel fazer
uma analise estatistica a um conjunto de microssatélites amplamente
utilizados para a determinacgao da zigotia e aumentar a precisdo dos
resultados, dotando-os de uma probabilidade de monozigotia num intervalo de
confianga mediante diferentes niveis de erro.
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twins, zygosity, microsatellites.

The incidence of several perinatal complications, including structural and
functional malformations, is increased in monozygotic twins. Thus the accurate
prenatal determination of the zygosity is of extreme importance for the clinical
follow up during pregnancy.

The development of multiplex PCR and automated fragment analysis lead to
revolutionary changes in molecular studies of biological prenatal samples and
also allowed the genetic determination of zygosity in pairs of twins.

The monozygosity is established when a pair of twins is concordant in all the
studied alleles. However, we cannot discard the probabilistic basis of this
determination, therefore, a pair of twins can be concordant in all studied alleles
and be dizygotic.

The main purpose of this work is the implementation of biostatistic methods to
calculate the average probability of monozygosity when a pair of twins share
the same genotype across all loci.

The study was performed on a group of 9 pairs of twin fetus considered as
“apparently” monozygotic after zygosity determination, starting with a subset of
8 polymorphic markers.

Using some tools of program ECLIPSE?Z it was possible to make an statistic
analysis within a set of microsatellites widely used for the determination of the
zygosity and increase the results accuracy, endowing them with a
monozygosity probability in a confidence interval with different error rates.
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INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

1.1. Gestagao Multifetal

A gestagao multifetal condiciona riscos especificos, quer para os fetos,
quer para a gravida, obrigando a uma resposta adequada por parte dos centros
assistenciais. Até ao inicio dos anos 70, a incidéncia da gestacdo gemelar
acompanhava harmoniosamente a curva de aumento populacional. Contudo,
entre 1973 e 1990, a incidéncia de gestacdo gemelar aumentou a um ritmo duas
vezes superior ao da gestagao unica e, nas gestacdes de ordem mais elevada, a
um ritmo sete vezes superior. Um ter¢co deste aumento esta relacionado com o
uso de agentes indutores de ovulagao, outro ter¢o esta relacionado com técnicas
de reproducido assistida e o ultimo terco com a tendéncia actual para o
protelamento da gravidez (Antsaklis, 2006).

Define-se assim gravidez gemelar como aquela que apresenta dois ou
mais fetos simultaneamente numa gravidez, sendo a gravidez gemelar dupla a
mais comum, com frequéncia de 1/80, sendo apenas 1/512000 no caso da

gravidez quadrupla.

1.1.1. A Formacao dos Gémeos

Se, no momento da ovulacdo, forem expelidos dois ovocitos, em vez de
um, e se ambos forem fecundados, os zigotos resultantes dardo origem a gémeos
dizigoticos (DZ) ou bivitelinos.

Estes gémeos, em média, ndo apresentam maior similaridade genética
entre si do que pares de irmaos gerados sucessivamente, porque, tanto os pares
DZ quanto os pares de irmaos sucessivos sao oriundos de pares de zigotos
distintos. Os pares DZ sao, por isso, considerados como irmaos da mesma idade
e, em consequéncia, também denominados gémeos fraternos (do latim, frater =
irm&o) ou falsos.

Por terem origem biovular, os pares DZ podem ter o mesmo sexo, isto €,

serem ambos do sexo masculino (MM) ou ambos do sexo feminino (FF) ou, ainda,
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discordantes quanto ao sexo (MF). Porém, nem sempre os pares DZ apresentam
duas placentas distintas, pois, na eventualidade de uma proximidade excessiva
dos locais de implantagcdo dos blastocistos que dao origem aos gémeos DZ, as
placentas podem, aparentemente, fundir-se numa unica. Quando isso acontece,
somente 0 exame microscopico da regido de unido das placentas mostrara a
presenga da chamada zona T, composta de quatro laminas (um amnio de cada
lado e dois cérions no meio). Entre os dois cdérions sera possivel observar a
presenca do trofoblasto e vilosidades coridnicas atrofiadas (Benirschke, 1994).

Um outro tipo de gémeos, os pares monozigéticos (MZ) ou univitelinos, &
formado no periodo entre 1 a 14 dias depois da fertilizagcdo, quando um unico
zigoto sofre desenvolvimento irregular, dando origem a dois fetos que sé&o
considerados idénticos do ponto de vista genético, pois possuem o mesmo
patrimonio genético, visto que s&o oriundos de uma unica célula — ovo ou zigoto.

Os gémeos MZ sao do mesmo sexo, isto €, MM ou FF e, frequentemente
sdo denominados gémeos idénticos. Esta denominagao refere-se ao gendtipo e
nao ao fendtipo, havendo casos em que os pares MZ apresentam grandes
diferencas fenotipicas.

Em termos gerais, mais de 30% dos gémeos s&o monozigéticos (50% MM
e 50% FF) e cerca de 70% dizigoticos (50% MF, 25% MM e 25% FF) (Antsaklis,
2006).

Cerca de 20 a 30% dos pares MZ originam-se da separagdo dos
blastdbmeros num periodo muito precoce (Benirschke, 1994), isto &, até o terceiro
dia apos a fecundagao, quando o zigoto segmentado ainda esta no estado de
morula. Em consequéncia disso, formam-se dois blastocistos e os gémeos
resultantes apresentardo, ao nascer, dois corions (dicoriénicos ou bicoridnicos),
dois dmnios (diamnidticos ou biamnioticos) e, dependendo da proximidade dos
locais em que estavam implantados no utero, duas placentas separadas ou
unidas (Figura 1-1). Os outros 70% de pares MZ s&o o resultado de alteracdes
que ocorrem entre o quarto até o décimo quarto dia apds a fecundacido do
ovaocito. Essas alteragbes podem provocar a divisdao da massa celular interna
(Figura 1-2), o que propicia o nascimento de gémeos com dois amnios, um coérion

e uma placenta (diamnidticos monocoridnicos). No caso das alteragdes serem
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mais tardias (1% das gestagdes monozigéticas), ocorre a divisao do disco
embrionario (Figura 1-3), resultando no nascimento de gémeos com um unico
amnio, um unico corion (monoamnidticos monocorionicos) e placenta unica
(Stephen et al., 2005). Essas alteragdes tardias também podem provocar uma
reparticdo desigual do material embrionario e, por conseguinte, a produgao de

maiores diferencas entre os pares MZ.

Figura 1 - Formacdo de gémeos monozigdticos: 1. por producdo de dois blastocistos, em
consequéncia da separagao precoce dos blastémeros; 2. por divisdo da massa celular interna; 3.
por divisdo do disco embrionario. A-cavidade amniética; C-cérion; E-disco embrionario; G-saco

vitelino; M-massa celular interna; P-placenta.
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Se a separagao do material embrionario for incompleta durante a formacéao
de um par MZ, os gémeos resultantes poderdo apresentar-se ligados por
intermédio de uma estrutura comum, que permitira a comunicagdo dos seus
sistemas circulatorios. Estes gémeos sdo denominados teratdpagos (0 que em
grego significa: téras = monstro; pagos = unido) ou siameses. Esta é a
designacao mais frequentemente utilizada para indicar a uniado fisica de gémeos,
tendo esta ligacdo ja ocorrido, inclusive, em trigémeos e em tetragémeos
(Schinzel et al., 1979).

De entre os partos multiplos, os de trigémeos sdo menos frequentes que os
de gémeos, sendo mais raros, ainda, os de tetragémeos e de quintuplos. Muito
esporadicamente assinala-se o nascimento de um numero de gémeos superior a
cinco. A exemplo do que ocorre com os pares de gémeos, a origem dos
trigémeos, tetragémeos e quintuplos pode ser monozigética ou resultar de mais
de um zigoto. Assim, por exemplo, no caso de trigémeos, eles podem ser
trizigoticos, dizigdticos ou monozigoticos, se oriundos, respectivamente, de trés
zigotos, dois =zigotos ou de um Unico zigoto. A Figura 2 mostra,
esquematicamente, os varios tipos de trigémeos e tetragémeos quanto a sua

zigotia.

S8 B4 SN

TRIZIGOTICOS DIZIGOTICOS MONOZIGOTICOS

SSNOR 709 SRS 1% QR0 9/ AN

TETRAZIGOTICOS  TRIZIGOTICOS DIZIGBTICOS DIZIGGTICOS  MONOZIGOTICOS

Figura 2 - Representacdo esquematica dos varios tipos possiveis de trigémeos e tetragémeos

quanto a sua zigotia.
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1.1.2. Gémeos Monozigéticos discordantes quanto ao sexo

Os gémeos MZ sao considerados sempre do mesmo sexo, mas existem
casos muito excepcionais que mereceram registo na literatura. Assim,
Dallapiccola et al. (1985) descreveram gémeos MZ heterocaridticos (que
apresentam cariétipos diferentes) discordantes quanto ao sexo, compostos por
um individuo do sexo masculino com cariétipo normal (46,XY) e por outro, do
sexo feminino, com sindrome de Turner (45,X), em consequéncia da perda de um
cromossoma Y no inicio do desenvolvimento embrionario. Também ja foram
descritos pares de gémeos em que os individuos do sexo masculino
apresentavam cariétipo normal 46,XY, e os do sexo feminino apresentavam
mosaicismo 45,X/46,XY (Arizawa et al., 1988). Um caso curioso foi relatado por
Edwards et al. (1966) em que o gémeo do sexo feminino era um mosaico
45,X/46,XY e o masculino tinha cariétipo 45,X.

Casos mais raros, de gémeos MZ que, apesar de apresentarem cariotipo
idéntico, isto €, de serem isocaridticos, eram discordantes quanto ao sexo, foram
descritos por alguns autores. Assim, Reindollar et al. (1987) descreveram a
discordancia em relagdo ao sexo em pares MZ com mosaicismo 45,X/46,XY.
Fujimoto et al. (1991), por sua vez, assinalaram um caso de gémeos MZ
discordantes quanto ao sexo que eram mosaicos 45,X/46,X,idic(Y), ao passo que
Kurosawa et al. (1992) descreveram essa discordancia num par MZ com
mosaicismo 45,X/47 XYY. Nesses casos, a explicacdo mais plausivel para a
discordancia quanto ao sexo € a distribuicao desigual na linhagem germinativa de
células com caridtipo 45X e de células que apresentam pelo menos um

cromossoma Y, indutor do desenvolvimento dos caracteres sexuais masculinos.

1.1.3. Superfecundagao Heteropaterna

Um parto multiplo pode ser o resultado da fertilizagdo de dois ou mais
ovocitos expelidos simultaneamente, mas pode também resultar de
superfecundacédo, isto é, da fecundacao de ovécitos emitidos em ovulagdes
sucessivas durante um Unico ciclo menstrual. No caso de mulheres

monogamicas, € impossivel saber se um parto multiplo resultou de poliovulagao
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ou de superfecundacao. Sabe-se, porém, em decorréncia de observagdes sobre
superfecundacdo heteropaterna que a superfecundacgao existe. Foram registados
casos de mulheres com mais de um parceiro sexual que geraram gémeos DZ de
pais diferentes (meios-irmaos). Apesar destes casos serem pouco mencionados
na literatura, é possivel que a sua frequéncia esteja em ascensao nas sociedades

modernas (Malinowski et al., 2006).

1.1.4. Factores que influenciam o nascimento de gémeos

O nascimento de gémeos DZ depende, evidentemente, da ocorréncia de
poliovulacdo, a qual, por sua vez, depende do nivel da hormona foliculo-
estimulante (FSH). O nivel de FSH, por sua vez, depende de causas genéticas,
sendo mais alto em mulheres de raga negra do que em mulheres caucasianas,
além de que mulheres que ja deram a luz gémeos possuem, em media, niveis
mais elevados de FSH do que as que tiveram parto unico (Nylander, 1981). A
producdo de FSH esta, ainda, correlacionada com o tamanho da hipdfise, cujo
peso maximo é atingido aos 40 anos de idade.

Estas informagdes explicam, pois, o facto de o nascimento de gémeos DZ
ser influenciado pela raga (varia desde 3/1000 nos orientais até cerca de 50/1000
nos africanos).

O nascimento de gémeos DZ também depende da idade materna (aumenta
dos 35 aos 40 anos e diminui acentuadamente apos os 40) e, antes do advento
de métodos anticoncepcionais eficientes, era mais comum em mulheres muito
fecundas, ou seja, com maior paridade. Essas mulheres ndo davam a luz gémeos
DZ por uma questao probabilistica, mas sim porque a poliovulagao esta associada
a maior fecundidade.

Gestacbes multiplas dizigéticas tendem a ser recorrentes. Mulheres que
tenham dado a luz gémeos DZ tém 10 vezes mais hipdteses de terem outra
gravidez multipla (Antsaklis, 2006).

Parisi (1982) sugeriu que, em decorréncia do stress sofrido pelas pessoas
que vivem em grandes aglomerados urbanos, seria possivel ocorrer a diminuigao

da concentragdo e da qualidade espermatica. Esse fendmeno, aliado aos
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disturbios da ovulagado sofrido pelas mulheres, também causados pelo stress,
poderia ser, pois, incluido entre os factores capazes de diminuir a incidéncia de
gémeos DZ.

As sugestbes de que também existiiam factores genéticos capazes de
influenciar o nascimento de gémeos DZ sao antigas (Lewis et al., 1996). Assim, ja
em 1909, Weinberg havia sugerido que a tendéncia hereditaria a gestacao de
gémeos DZ é transmitida via materna e que seria provavelmente recessiva. Em
oposigao, o estudo de ocorréncia espontanea de gémeos DZ em genealogias feito
por Meulemans et al. (1996) defenderam a teoria de heranga dominante
monogeénica.

Outra demonstragédo da participagcéo de factores genéticos no nascimento
de gémeos DZ foi dada por Hasbargen et al. (2000), os quais demonstraram que
mulheres que possuem o alelo determinador da deficiéncia de redutase de
metilenotetra-hidrofolato (MTHFR) tém menor probabilidade de gerar gémeos DZ.
Nas gestagbes gemelares, a necessidade de acido félico esta aumentada. Por ser
a deficiéncia de MTHFR responsavel pela baixa producdo de 5-metiltetra-
hidrofolato e aumento da concentragao plasmatica de homocisteina, o alelo que
causa essa deficiéncia diminui a probabilidade de gestagcdo gemelar. De acordo
com Hasbargen et al. (2000), a frequéncia desse alelo, em parturientes de recém-
nascidos unicos, foi 30%, enquanto que, em maes de gémeos, essa frequéncia foi
praticamente metade (16%).

A influéncia de farmacos indutores da ovulagao, utilizados em técnicas de
fertilizacdo assistida, faz-se sentir principalmente em termos de gestacbes
dizigdticas, sendo 3 vezes mais marcada para as gonadotrofinas do que para o
clomifeno.

Varios autores defendem que para além dos aspectos ja citados a
gestacao dizigética também é influenciada por aspectos individuais, tais como:
peso, altura, nutricdo e intervalo de tempo decorrido apds interrupcéo de
contraceptivos orais. Bem mais dificil do que detectar os factores que determinam
a poliovulagdo, que € condigao sine qua non para o nascimento de gémeos DZ, é

o reconhecimento de factores que influenciam a gestagao de pares MZ.
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A incidéncia da gestagdo monozigética € mundialmente constante e situa-
se nos 4/1000. A hipotese mais plausivel para explicar o nascimento de pares MZ
€ a diminuicao da motilidade tubaria e/ou as alteracbes da mucosa do endométrio
e/ou do epitélio tubario, que sao factores capazes de retardar a implantagcao do
embrido na mucosa uterina. De facto, o retardamento experimental da ovulagao
em coelhos (nos quais nao ocorre monozigotia) foi capaz de induzir gestacées MZ
(Bomsel-Helmreich e Papiernik-Berkhauer, 1976).

Existem indicacbes que permitem supor que os anovulatérios orais sdo
responsaveis pelo aumento da incidéncia de pares MZ, partindo do conhecimento
de que a depressao da motilidade tubaria, bem como as alteragdes das mucosas
do endométrio e do epitélio tubario, estao incluidas entre os efeitos residuais do
uso de anticoncepcionais (Beiguelman et al., 1996).

A fertilizagao assistida também tem favorecido o nascimento deste tipo de
gémeos por razdes que ainda ndo sao claras, aumentando a incidéncia de
gémeos MZ de 2 a 8 vezes. Este fendmeno foi atribuido principalmente a

delgadeza e/ou micromanipulagéo da zona pelucida (Alikani et al., 1994).

1.1.5. Complicagoes Perinatais

A gravidez gemelar predispbe uma série de riscos para a mae e para o0s
fetos e é sempre considerada como gestacédo de alto risco, sendo, em todas as
populagdes humanas estudadas, a taxa de mortalidade perinatal de gémeos
maior quando comparada com gestagdes unicas (3 a 11 vezes superior). Este
quadro deve-se a maior incidéncia de prematuridade, ao sindrome de transfusao
feto-fetal, ao deficiente crescimento fetal e a anomalias congénitas (Pharoah,
2002).

A nivel geral, a incidéncia de anomalias é maior em gémeos MZ do que em
gémeos DZ, estimando-se que entre 10 e 15% sejam afectados. Gémeos MZ
possuem um risco mais elevado de apresentarem anomalias estruturais e
funcionais, incluindo defeitos relacionados com o tubo neural.

Anomalias exclusivas dos gémeos MZ incluem gémeos siameses,

transfusao feto-fetal, acardia e feto papiraceos (Antsaklis, 2006).
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A morbimortalidade fetal e perinatal de cada tipo de placentagdo é muito
diferente (Figura 3). As gestacbes monocoridnicas apresentam um risco
substancialmente mais elevado de atraso de crescimento intra-uterino, anomalias
congénitas e morte fetal. O sindrome de transfuséo feto-fetal ocorre praticamente
sempre em gestagdes monocoridnicas. A gestacdo monoamnidtica, ainda que
rara, constitui uma gestagcao de altissimo risco pela possibilidade de transfusao
feto-fetal e entrelacamento dos corddes. Assim, para além da determinacado da
zigotia, a correcta e precoce determinacdo ecografica da corionicidade e
amniocidade de uma gestacdo gemelar é de elevada importancia na avaliagao do

risco, abordagem e decisao perinatologica.

Dizigética Monozigética
Bicoridnica Bicoridnica Monocoriénica
Biamnidtica Biamnidtica / \
I=67% I=11% . . .
Biamnidtica Monoamniodtica
I=25% I=1%
MPN=-10% MPN=25% MPN=50%

Figura 3 - Placentagéo nas gestagbes gemelares. (I: incidéncia; MPN: mortalidade perinatal)

Morbimortalidade

A significativa morbimortalidade perinatal imputavel a gestagdo gemelar e
de ordem superior advém sobretudo da elevada frequéncia de parto pré-termo
(nascimento antes das 37 semanas gestacionais completas) (Gardner et al.,

1995). Trés factores poderado estar envolvidos nessa associagao:
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e Parto espontédneo, possivelmente relacionado com a hiperdistenséo
uterina;
e Parto apds ruptura prematura de membranas, possivelmente relacionado
com corioamnionite subclinica;
e Prematuridade por decisdo médica, em face de indicacbes de ordem
materna ou fetal.
Curiosamente, com base em estudos populacionais de mortalidade infantil,
(U.S. Linked Birth/Infant Death Data Sets, de 1985 e 1986), Powers (1994)
chegou a conclusdo de que a taxa de mortalidade neonatal, entre as 31 e as 36
semanas de gestacdo, € menor para os gémeos do que para os fetos de
gestagbes unicas. Esta situagdo € possivelmente explicavel pela instalacédo de
uma progressiva insuficiéncia placentar, levando ao aumento da produgéo

enddgena de esterdides e consequente indugdo da maturidade pulmonar.

Crescimento diferencial

O peso do feto constitui 0 mais importante factor da morbimortalidade nas
gestagbes gemelares. O atraso de crescimento intra-uterino (ACIU) verifica-se
quando o peso do feto, no nascimento, € menor que o percentil 10 das curvas de
gestagdes simples, de acordo com a idade gestacional ao parto.

O crescimento diferencial de um dos fetos, manifestando-se, a nivel clinico,
por uma diferenca superior a 20% no peso estimado, pode dever-se a
insuficiéncia placentar, sindromes genéticos ou transfusao feto-fetal (Rodrigues et
al., 2005).

a) Insuficiéncia placentar

A insuficiéncia placentar estda geralmente associada a uma massa
placentar desigual, sendo mais caracteristica das gestag¢des dicorionicas. Implica,
geralmente, um ACIU assimétrico, e o crescimento diferencial ndo é geralmente
perceptivel antes das 24 semanas. Este quadro tem tradugéo cardiotocografica e

fluxométrica ao nivel da artéria umbilical (Divon et al., 1989).
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b) Alteragdes genéticas

As anomalias genéticas ocorrem trés a quatro vezes mais nas gestagdes
gemelares, e sdo mais frequentes nas gestacdbes monocoridonicas. O crescimento
diferencial destes fetos ocorre precocemente (entre as 16 e as 20 semanas),
traduzindo-se por ACIU simétrico.

As anomalias mais comuns sao malformagdes do tubo neural, cardiacas e
do palato. A incidéncia de cromossomopatias esta também aumentada, ainda que
de forma ligeira. Ocorrem também anomalias do cordao, estando a frequéncia da
artéria umbilical unica aumentada 3 a 4 vezes e a da insercido velamentosa, 6 a 9

vezes.

c) Transfusao feto-fetal

O quadro de ACIU devido a transfusdo feto-fetal € quase exclusivo das
gestagbes monocorionicas. Ocorre em 5 a 15% destas gestagcdes, sendo
excepcional nas gestagdes dicoridnicas. Resulta da existéncia de shunts
vasculares tipo artério-venosos na placenta partilhada, com passagem de sangue
de forma aguda ou crénica de um para o outro feto. Este fendmeno foi verificado
em 1990 por Fisk, que injectou sangue Rh negativo de adulto no feto mais
pequeno e o detectou posteriormente no sangue do feto maior, através do teste
de Kleihauer-Betke.

Nas situagdes mais graves, um dos fetos é fortemente anémico e o outro
policitémico. No extremo desta situagao, esta a descricido classica do "stuck-twin",
quando ha repercussao acentuada sobre o volume do liquido amnidtico, com
hidrAmnios de um dos fetos e oligodmnios severo do outro. O gémeo receptor
morre geralmente por insuficiéncia cardiaca congestiva e edema pulmonar,
enquanto o gémeo dador desenvolve hidropsia fetal e atraso de crescimento.

A atitude expectante esta associada a uma mortalidade perinatal superior a
90%. Quase invariavelmente é necessario interromper a gestagao precocemente,
afim de salvar os fetos, estando assim indicada a administragao de farmacos para
inducdo da maturidade pulmonar. A partir das 34 semanas, a interrupcao da

gestacgéao é a regra.
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A atitude obstétrica perante um quadro de crescimento diferencial esta
dependente da sua etiologia. Perante causa placentar, o desenvolvimento e bem-
estar fetais devem ser cuidadosamente monitorizados, interrompendo-se a
gravidez quando considerado oportuno. Perante causa genética, a atitude
dependera da natureza da anomalia, prognostico e da possibilidade de correcgao
terapéutica. E possivel levar a cabo a interrupcéo selectiva de um ou mais fetos

com o diagnostico pré-natal de anomalia cromossémica ou estrutural.

Morte de um dos fetos

A morte de um dos gémeos ocorre pelo menos em 4-8% dos casos de
gestacado gemelar (Santema et al., 1995) e, num numero ainda mais elevado, em
gestagbes de ordem superior.

A morte de um dos fetos antes das 16 semanas nao acarreta qualquer
risco para o feto sobrevivente ou para a mae, para além de uma escassa
hemorragia vaginal. A frequéncia de desaparecimento de um dos gémeos
("vanishing twin") em gravidas submetidas a ecografia antes das 14 semanas de
gestacgéao alcanca os 20%.

Em fases mais tardias, verifica-se um risco aumentado de parto pré-termo,
atraso de crescimento e mortalidade perinatal. Por vezes, o feto morto transforma-
se em feto papiraceo.

A morte de um dos fetos pode ocorrer com qualquer tipo de placentacéo,
mas o risco €& 2,2 vezes superior para uma gestacdo monocorionica. Nesta
situacdo, a mortalidade e morbilidade por complicagbes neuroldgicas estao
claramente aumentadas no feto sobrevivente. A libertacdo de material
tromboplastico pelo feto morto pode produzir oclusdes arteriais trombdticas,
afectando a circulagdo cerebral do outro gémeo e podendo condicionar
encefalomalacia. Existe ainda um risco, embora pequeno, de morbilidade
materna, incluindo coagulagdo vascular disseminada. Esta complicagdo pode
ocorrer varias semanas apos a morte fetal, devendo-se por isso monitorizar a
contagem de plaquetas, doseamento do fibrinogénio e tempo parcial de

tromboplastina de 15/15 dias, durante 8 semanas.
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A atitude obstétrica depende da idade gestacional, da causa da morte fetal
e do aparecimento de complicagbes maternas ou fetais. Se a condigao que
provocou a morte do feto for susceptivel de afectar o sobrevivente (por exemplo,
pré-eclampsia), pode estar indicado o parto imediato por indicagdo médica. Se a
causa da morte foi uma anomalia fetal, a atitude depende da placentacdo. Numa
gestacao dicorionica, pode ser adoptada uma atitude expectante, com cuidadosa
vigildancia. Numa gestagcdo monocoriénica com mais de 32 semanas, o parto
podera ser a opgao mais segura. Com idades gestacionais inferiores, o parto

estara indicado ao menor sinal de dano fetal (Prompler et al., 1994).

Acardia

A acardia é uma malformacao rara que se observa em menos de 1% das
gestagbes gemelares MZ, caracterizada por uma agenesia cardiaca total
(holocardia) ou parcial (hemicardia).

Em 1553, Benedetti descreveu o primeiro caso de gémeo acardico. O
primeiro caso de acardia diagnosticado por ecografia pré-natal coube a Lehr, em
1978. Foram descritos varios tipos de acardia, constituindo a acardia acéfala, com
auséncia da extremidade cefalica, a forma mais frequente, representando 60 a
75% dos casos publicados.

A presenca de um gémeo acardico requer um gémeo normal ("gémeo-
bomba"), que fornece circulagdo para ele préprio e para o gémeo acardico. Em
muitos casos o gémeo acardico é praticamente igual em tamanho ao gémeo
normal.

A etiopatogenia desta malformacdo permanece obscura, tendo sido
formuladas diversas teorias para a explicar. A mortalidade perinatal é da ordem
dos 55%, sobretudo associada a prematuridade. Os principais problemas
neonatais estao relacionados com a insuficiéncia cardiaca congestiva do "gémeo-
bomba", com o hidramnios e com o trabalho de parto pré-termo.

As diferentes atitudes terapéuticas visam melhorar o progndéstico, sempre

reservado, do gémeo-bomba. Como o tratamento do hidramnios, com vista a
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diminuicdo da incidéncia do trabalho de parto pré-termo, também estdo na
primeira linha as amniocenteses seriadas.

Alguns autores preconizam a realizagdo de histerotomia, com extracgéo do
feto acardico, durante o terceiro trimestre. Podem também ser utilizadas varias
técnicas para a interrupgao selectiva da circulagao do feto acardico (Sepulveda et
al., 1995).

Gémeos siameses

Anomalia rara (1/50000 gestagcbes, 1/200 gestacbes MZ) afecta
unicamente gémeos monozigoticos e ocorre quase exclusivamente em gestacoes
monoamnioticas, sendo rarissimos os casos descritos em gestagdes diamnidticas.

Nem sempre 0s gémeos siameses constituem um par com 0 mesmo
desenvolvimento, podendo um dos gémeos apresentar desenvolvimento
rudimentar, denominado de gémeo parasita. Geralmente, o gémeo parasita é
removido cirurgicamente.

O parto deve ser, por razdes Obvias de incompatibilidade feto-pélvica, por
cesariana. O prognostico fetal € reservado, e agravado pelas frequentes
malformagdes associadas (nomeadamente cardiovasculares), verificando-se 40%
de nado-mortos e 35% com morte neonatal durante o 1° dia de vida.

A separagao cirurgica representa a unica esperanga de vida autobnoma

para estes recém-nascidos (Khalid, 2007).

Complicagoes maternas

A morbilidade materna esta claramente aumentada na gestagao gemelar e
ainda mais nas gestagdes de ordem superior. Complicagbes pré-natais ocorrem
em 80% dos casos, contra 32% na gestacdo unica. A incidéncia de hiperemese
gravidica, colestase, anemia, pré-eclampsia e diabetes gestacional, é
significativamente maior na gestagao multipla e aumenta com o numero de fetos.

Particular destaque merece a pré-eclampsia, com um aumento de

frequéncia para mais do dobro, a ruptura prematura de membranas, trés vezes
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mais frequente na gestagcao gemelar, e as complicagdes hemorragicas severas no
pos-parto. O hidramnios tem uma incidéncia 80 vezes maior na gestacdo gemelar.

O numero de cesarianas € muito mais elevado nas gestagcbes gemelares,
acarretando morbilidade suplementar, relacionada sobretudo com as

complicagcdes tromboembdlicas e infecciosas (Campbell et al., 2004).

1.1.6. Determinacgao da Corionicidade

A determinacao pré-natal da corionicidade baseia-se na identificacdo do
sexo dos fetos, numero de massas placentares e caracteristicas da membrana
separadora. A corionicidade €& estabelecida através de um exame ultra-
sonografico realizado normalmente entre as 6 e 9 semanas de gestagao, podendo
ser posteriormente confirmada por estudo macroscépico e/ou histoldégico da
placenta e membranas ovulares (Ferreira et al., 2005).

A identificacdo de dois gémeos de sexo diferente ou de duas massas
placentares independentes € o suficiente para o diagnéstico de dicorionicidade,
mas, perante fetos com o mesmo sexo e uma sO massa placentar, o
esclarecimento ecografico da corionicidade fica dependente da avaliagdo da
membrana separadora.

Histologicamente, a membrana diviséria nos gémeos monocoridnicos é
composta por dois niveis de amnio, enquanto nos fetos dicoridnicos existe tecido
corionico entre dois niveis de amnio. Assim, numa gestacdo dicorionica, a
membrana tem que ser, necessariamente, mais espessa do que numa gestacéo
monocoridnica, o que foi verificado em diversos estudos.

Segundo Winn (1989) e colaboradores, o limite de 2 mm na espessura da
membrana apresenta um valor predictivo de 82% para a monocorionicidade e
95% para a dicorionicidade. D'Alton (1989) considerou excessiva a variabilidade
da espessura da membrana, sobretudo em idades gestacionais mais avangadas,
e valoriza sobretudo a contagem das camadas, atribuindo-lhe um valor predictivo
de 100% para as gestacdes dicoribnicas e de 94,4% para as gestagdes
monocoriénicas. A avaliagdo das camadas €, contudo, tecnicamente morosa, o

que limita o seu uso clinico.
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O sinal da forquilha ("twin-peaks sign") (Figura 4), projecgao triangular de
tecido placentar, representando a proliferacéo de vilosidades coridnicas entre os
dois estratos coridnicos da membrana separadora, € de grande fiabilidade no
diagnostico da dicorionicidade, com um valor predictivo positivo de 100%. No
entanto, esta imagem n&o €& sempre detectavel e desaparece apdés as 16

semanas (Antsaklis, 2006).

Figura 4 - Twin-peaks sign (entre setas) indicativo de uma gravidez gemelar

diamnidtica/dicoridnica.

1.1.7. Determinagao da Zigotia

Uma correcta determinagdo da zigotia em pares de gémeos € importante
por razdes médicas, cientificas e pessoais (Derom et al., 2001). Grupos
sanguineos, sexo dos fetos, tipagem HLA, avaliacdo da corionicidade por ultra-
sonografia e avaliagdo das placentas apdés o nascimento, tém sido métodos
utilizados para determinar a zigotia (Scardo et al., 1995). No entanto estes testes
nao sao totalmente fiaveis, uma vez que podem surgir erros na interpretacao dos

resultados. Por exemplo, um par de gémeos concordantes quanto ao sexo e
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grupo sanguineo, nao significa que sejam necessariamente gémeos MZ. Dos
comentarios feitos a respeito da placenta pode-se concluir que tem pouco valor
para o diagnostico da zigotia ao nascimento, pois as placentas dos gémeos DZ
podem-se apresentar aparentemente unidas, além de que os pares MZ
diamnidticos dicoriénicos (cerca de 30%) apresentam duas placentas. Ja a
presenca de um unico amnio ou de um unico corion serve para rejeitar a hipétese
de dizigotia, apesar de a presenga de dois cérions ou de dois dmnios nao
servirem para excluir a hipotese de monozigotia (Scardo et al., 1995).
Consequentemente, a determinacdo da zigotia deve ser confirmada através de
analises genotipicas.

Apos a descoberta do padrao genético individual no genoma por Jeffreys
(1985), foi desenvolvido um método que permite a determinagdo da zigotia por
RFLP (restriction fragment lengh polymorphism) (Akane et al., 1991). Pouco
tempo depois, a invencao da técnica da PCR (reac¢do em cadeia da polimerase)
e a descoberta dos STR (short tandem repets) no genoma, tornaram a
determinacdo da zigotia ainda mais facil e rapida. O desejo de obter mais
informagdo a partir de uma amostra, associado a necessidade de limitar o
consumo de DNA, levou a coamplificacao e tipagem de sistemas de STR.

Actualmente, o desenvolvimento de kits, da PCR em multiplex e a analise
automatica de fragmentos tornaram possivel amplificar e detectar em simultédneo
até 15 loci diferentes. Estes factos levaram a mudancas revolucionarias na
investigacdo de amostras bioldgicas, sejam elas para fins forenses, de
diagndstico, antropologicos ou para investigagdes genéticas de zigotia em pares
de gémeos (Chen et al., 1999).

A dizigotia € estabelecida quando os gémeos herdam alelos diferentes num
minimo de 2 marcadores independentes.

Partindo do principio que os gémeos MZ se formam a partir de uma mesma
célula-ovo, os seus genomas devem ser idénticos. Nesta base, a monozigotia é
estabelecida quando um par de gémeos é concordante em todos os alelos
estudados.

No entanto, ndo podemos descartar a vertente probabilistica desta

determinacdo, tendo a estatistica um papel muito importante na precisdo dos
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resultados, pois um par de gémeos pode ser concordante em todos alelos
estudados e ser DZ. A probabilidade de esta situagao ocorrer € baixa, mas deve
ser equacionada. Assim, quantos mais marcadores nao ligados forem utilizados,
mais precisos tendem a ser os resultados no estudo da zigotia.

E necessario ter em conta eventuais erros que possam ocorrer, quer sejam
eles inerentes ao método de estudo utilizado, quer sejam produzidos durante a
amplificacdo ou relacionados com mutacbes espontdneas que possam ter
ocorrido nos gendtipos em estudo.

Existe um vasto leque de amostras bioldgicas que podem ser utilizadas
nesta determinagido, variando consoante o estudo seja pré ou pdés-natal. No
diagnostico pds-natal da zigotia, a amostra de eleigdo € o sangue periférico. No
diagnostico pré-natal, a amostra mais frequentemente utilizada é o liquido
amniotico, podendo este estudo ser realizado também em vilosidades do cérion e
em sangue fetal.

Os objectivos/interesses da determinacdo da zigotia sdo varios. A
incidéncia de um vasto leque de complicagcbes perinatais, entre elas,
malformagdes estruturais e funcionais, esta aumentada em gémeos MZ, sendo de
extrema importancia a determinagao da zigotia para o correcto acompanhamento
clinico pré e pds-natal.

Outros procedimentos meédicos, tais como, transplante de 6rgaos entre
gémeos e exclusdo do uso de agentes imunossupressores, dependem também
da determinacéao da zigotia (St. Clair et al., 1998).

O estudo dos gémeos e consequente determinagdao da zigotia pode
também ser valioso para estudos epidemiolégicos genéticos de doengas
complexas, para investigar a interacgdo do gendtipo com sexo, idade e factores
ambientais, e ainda para estudos psicolégicos e psiquiatricos (Boomtsma et al.,
2002).

Por ultimo, os pais de gémeos cada vez mostram mais interesse em saber
a zigotia dos filhos (Keith et al., 1997).
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1.2. Diagnéstico Pré-Natal

O diagndstico pré-natal surgiu em 1966, quando Steele e Breg mostraram
que era possivel determinar a constituigdo cromossoémica de um feto por analise
de células cultivadas do liquido amnidtico. Como ja era conhecida a associagao
entre idade materna avancada e um risco aumentado de sindrome de Down, o
relato deles levou directamente a criacdo do diagndstico pré-natal como um
servigo médico (Thompson et al., 1993). Trés anos apos, Valenti et al., (1969),
relatam o primeiro caso de deteccdo pré-natal de sindrome de Down.

O diagndstico pré-natal de doengas genéticas é ainda um procedimento
relativamente caro e cresceu rapidamente devido a estreita interaccdo do uso da
ultra-sonografia e dos métodos laboratoriais basicos da genética. Ambos
propiciaram a invasao do “ninho fetal” e tornaram possivel a obtengcdo de material
do produto gestacional, podendo-se, assim, proceder a diagnosticos cada vez
mais precisos. Com o aperfeicoamento dessas técnicas, a medicina pbde
desenvolver métodos de tratamento intra-utero e de correcgdes fetais, conduzindo
a esse novo e promissor campo que foi denominado medicina fetal (Pinto, 2002).

O objectivo do diagndstico pré-natal vai mais além do simples detectar de
anomalias e permitir a interrupgcéo da gravidez quando um defeito € identificado
no feto (Thompson et al., 1993). Quando uma alteragdo, ou uma potencial
alteracao genética é diagnosticada a nivel pré-natal, os clinicos podem oferecer
uma série de opcgdes esclarecidas aos pais. A informacgdo obtida através do
diagndstico pré-natal vai ser util a nivel clinico para o correcto acompanhamento
da gravidez e parto e a disponibilidade deste diagnodstico permite aos pais
preparar o nascimento de uma crianga com anomalias, terminar uma gravidez
afectada, ou ainda, quando possivel, recorrer aos tratamentos fetais ja existentes
(Cunniff, 2004).

O diagndstico pré-natal também vai permitir tranquilizar e reduzir a
ansiedade, sobretudo em grupos de alto risco. Permite também que casais com
risco elevado de terem uma crianga com uma anomalia, que, de outro modo,
renunciariam a gerar filhos, comecem uma gestagdo sabendo que a presenga ou

auséncia da anomalia no feto sera confirmada por testes.
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O diagndstico pré-natal exige a colaboragao de varias areas: obstetricia,
ultra-sonografia, genética clinica (incluindo avaliagdo, diagndstico e informacéao
genética) e ciéncias laboratoriais (incluindo citogenética, bioquimica e molecular).
Perante a complexidade de cada uma destas areas e da integracdo dessas
fungdes, o diagndstico pré-natal € sobretudo um programa multidisciplinar.

Um largo conjunto de técnicas ja amplamente estudadas e documentadas
sédo usadas no ambito do diagndstico pré-natal. Para a maioria dessas técnicas, a
precisdo, rentabilidade e segurangca dos procedimentos estdo positivamente
relacionados com a experiéncia do operador. Processos como a amniocentese, a
puncao de vilosidades coridnicas, o estudo do sangue fetal e o diagndstico pré-
implantatorio permitem a analise de tecidos, células fetais ou embrionarias para
detecgdo de anomalias cromossomicas, genéticas e bioquimicas. Estudos
imagiolégicos fetais, tais como, ultra-sonografia, ressonancia magnética e
ecocardiografia fetal identificam anomalias estruturais, permitindo um diagndstico
definitivo ou sugerindo estudos adicionais. Em adigdo a estas técnicas, o estudo
do sangue materno permite identificar gestacbes que apresentam risco
aumentado de alteragdes genéticas, tais como, defeitos do tubo neural, anomalias

cromossomicas e defeitos da parede abdominal (Cunniff, 2004).

1.2.1. Indicagodes para a realizagao do Diagnodstico Pré-Natal

Em linhas gerais, o diagndstico pré-natal é indicado sempre que uma
condigcao familiar, materna ou fetal confira um risco aumentado de malformacéo,
anomalia cromossOmica ou alteragdo geneética. Alguns estudos de diagnostico
pré-natal sao realizados apds o conhecimento de resultados andmalos em testes
como ultra-sonografia ou estudo do sangue materno (Ayres et al., 2005).

Indiscutivelmente, a principal indicagao para o diagnostico pré-natal recai
na idade materna avangada (IMA). Em Portugal considera-se idade materna
avancada quando a gravida tem 35 anos ou mais na altura provavel do
nascimento. Na Europa ocidental e na América do Norte, segundo dados
estatisticos, cerca de metade das mulheres gravidas com mais de 35 anos de

idade submete-se a realizacdo de amniocentese. Se n&do houver historial clinico
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anterior de anomalias, somente nesta faixa etaria € que o risco de nascimento de
um feto com anomalias excede o risco de aborto devido a tal procedimento
(Cunniff, 2004).

Em gestagbes gemelares dizigdticas, o risco relacionado com a IMA de
cada gémeo possuir anomalias cromossdémicas € o mesmo que em gestacoes
unicas, e, consequentemente, a possibilidade de pelo menos um feto ser afectado
por um defeito cromossémico é o dobro em relagdo as gestagdes unicas. Por
exemplo, em uma gestante com 40 anos de idade, o risco baseado na IMA de o
feto possuir trissomia 21 é cerca de 1 em 100. Em gestacbes gemelares
dizigoticas, o risco de um feto ser afectado € 1 em 50 (1 em 100 mais 1 em 100),
enquanto que o risco de ambos os fetos serem afectados € 1 em 10 000 (1 em
100 vezes 1 em 100). Assim sendo, e uma vez que a percentagem de gestagdes
gemelares dizigdticas aumenta com a idade materna, a proporgao de gestacdes
gemelares com anomalias cromossomicas € maior do que em gestagdes unicas.

Em gémeos MZ, o risco relacionado com a IMA de anomalias
cromossomicas € o mesmo que em gestagdes uUnicas e, na maioria dos casos,

ambos os fetos sdo afectados.

1.2.2. Determinacao da Zigotia no contexto do Diagnéstico Pré-Natal

A determinagdo da zigotia € um dos testes enquadrados no ambito do
diagnodstico pré-natal, estando os seus métodos de pesquisa relacionados com o
rastreio de aneuploidias (alteracdo do numero de cromossomas). A partir da
mesma amostra biolégica e, utilizando os mesmos métodos moleculares de
deteccao, é possivel dar resposta a estas duas pesquisas.

As anomalias cromossomicas mais frequentes sao a trissomia do
cromossoma 13, 18 ou 21 e aneuploidias dos cromossomas sexuais (X e Y).
Estas alteracbes estdo associadas a fendtipos especificos e graves como
sindrome de Patau, sindrome de Edwards e sindrome de Down (trissomia 13, 18
e 21 respectivamente), e a fendtipos menos severos, como o sindrome de Turner

(monossomia X) e sindrome de Klinefelter (XXY) (Mann et al., 2004).
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Uma vez que as técnicas moleculares de rastreio de aneuploidias se
encontram amplamente optimizadas, e sendo esta uma das detecgdes mais
requeridas pelos clinicos no ambito do diagndstico pré-natal, a utilizagdo dos
mesmos marcadores polimérficos para a determinagdo da zigotia tornou-se
pratica comum em diversos laboratorios de genética molecular e citogenética.

Como referido anteriormente, a amostra de eleicdo para estes estudos € o
liguido amnidtico (LA), no entanto, e menos utilizadas, as vilosidades do coérion e
o sangue fetal também surgem na lista das amostras biolégicas adaptadas a
estes estudos. Os métodos de obtengdo das amostras sdo sempre invasivos,
estando sempre associados a risco para a méae e fetos.

Ponderando o tempo de gestagdo e o risco de cada um dos métodos de
obtencao de tecido fetal, a escolha do tipo de amostra a utilizar em cada caso é
realizada pelo clinico e pela gestante.

No entanto, a determinacao da zigotia por si s6 ndo é suficiente para que
uma gravida seja sujeita ao DPN recorrendo a métodos invasivos. Esta
determinacdo sé devera ser efectuada se a gravida estiver enquadrada em

qualquer uma das indicagdes para a realizagao DPN anteriormente referidas.

1.2.3. Procedimentos para a obtengao de tecido fetal

Amniocentese

A amniocentese é um método de diagndstico pré-natal que consiste na
aspiracao transabdominal de uma pequena quantidade de liquido amniético (do
amnio, a membrana que envolve o feto) através de uma pungao percutanea do
utero. A ultra-sonografia facilita o procedimento confirmando a idade gestacional
antecipadamente e delineando a posicao do feto e da placenta.

A amniocentese tornou-se uma pratica médica no final dos anos 60 e, hoje
em dia, € um procedimento rotineiro para mulheres gravidas, sendo 0 processo
mais usado para a obtencdo de células fetais que posteriormente podem ser
analisadas a nivel citogenético, bioquimico e molecular. Este procedimento é

realizado, por norma, entre as 15 e 18 semanas de gravidez.

22



INTRODUGAO

Os especialistas recomendam a amniocentese para mulheres cuja gravidez
comporta riscos de anomalias cromossomicas, doencas hereditarias ou defeitos
do tubo neural, além de outras condigdes para as quais existem exames pré-
natais. O estudo dos cromossomas (cariotipo) fetais € o exame laboratorial mais
realizado a partir do liquido amnidtico obtido através da amniocentese.

A amniocentese realizada no segundo trimestre esta associada com um
baixo nivel de complicacdes e permite a obtencdo de amostra em boas condi¢des
de andlise em 99% dos casos (Simpson et al., 1976). No entanto, como método
invasivo, a amniocentese apresenta riscos tais como, perda fetal, corionamnionite,
lesdes fetais e imunizagdo por Rh materno. Como a amniocentese é realizada
com o auxilio da ultra-sonografia, o risco do feto ser atingido por picada é
minimizado, e anomalias graves relacionadas directamente com a puncdo da
agulha sao rarissimas. O risco de indugao de aborto é baixo e esta estimado em
cerca de 0,5%, tendo, em varios centros de diagndstico pré-natal, uma
percentagem inferior. 1% das mulheres que se submetem a este procedimento
podem apresentar hemorragias, colicas e perda de liquido amnidtico, devendo,
nestes casos, procurar ajuda médica. Para evitar imunizagdo por Rh da mae, a
administracao de imunoglobulina anti-Rh é rotineira para mulheres Rh-negativas.

Apesar desses riscos, a amniocentese €, actualmente, o exame mais
completo para detectar possiveis anomalias fetais e possibilita a tomada de

medidas meédicas em beneficio do bebé e dos futuros pais (Pinto, 2002).

Puncao de Vilosidades Coridnicas

A puncgao de vilosidades coridnicas consiste na aspiragao de tecido de
trofoblasto fetal da area vilosa do cérion por via transcervical (insergdo intra-
uterina de um cateter) ou transabdominal (insercdo transabdominal de uma
agulha) sob a orientagcdo da ultra-sonografia. Este procedimento, por norma, é
realizado entre as 10 e as 12 semanas de gravidez, sendo a amostra
posteriormente utilizada para estudos citogenéticos, moleculares e alguns estudos

bioquimicos.
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A sua principal vantagem é permitir que os resultados estejam disponiveis
num estagio inicial da gravidez, reduzindo assim o periodo de incerteza e
possibilitando realizar, de uma maneira mais facil e menos agressiva, quer do
ponto de vista técnico, quer do ponto de vista psicologico, a interrup¢do da
gestacao, se escolhida.

O risco de aborto inerente a puncao de vilosidades coridénicas € um pouco
mais elevado que o risco da amniocentese, sendo a sua estimativa de 0,6 a 1,6%
(Lippman et al., 1992).

O sucesso do diagnostico citogenético em vilosidades coridnicas €
ligeiramente inferior em relacdo ao diagndstico citogenético em liquido amnidtico.
Esta técnica esta relacionada com um aumento da frequéncia de mosaicismo
placentar, que é uma anomalia citogenética que, quando detectada nas
vilosidades coridnicas, pode nao ser encontrada no feto.

Uma outra contra-indicagdo, tal como na amniocentese, diz respeito a
imunizagcao prévia no sistema Rh, porque, inevitavelmente, esta bidpsia induz a

mistura de sangue materno e fetal (Warren et al., 1985).

Cordocentese

A cordocentese € um procedimento usado para obter uma amostra de
sangue fetal directamente do cordao umbilical sob orientagcéo ultra-sonografica.

O sangue fetal requer apenas alguns dias de cultura para fornecer células
para analise cromossOmica, servindo para esclarecer os casos em que o
resultado citogenético da amniocentese nao foi suficiente e, ainda, para a
obtencdo, em 72 horas, do diagnodstico citogenético fetal das gestagdes que
apresentam alguma anomalia detectada ultra-sonograficamente.

A técnica consiste num minucioso exame ultra-sonografico para a
localizacdo da regiao de implantagdo do cordao na placenta, sendo essa regiao,
sempre que possivel, a eleita para a cordocentese. A agulha deve penetrar na
pele perpendicularmente ao cordéo, aspirando-se para uma seringa heparinizada

entre 1 e 3 mL de sangue fetal.
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O risco de aborto inerente a cordocentese € um pouco mais elevado que o
risco da amniocentese e da puncdo de vilosidades coridnicas, sendo a sua

estimativa de 1 a 2% (Tongsong et al., 2001).

1.3. Métodos Moleculares aplicados ao estudo da Zigotia
1.3.1. Biologia Molecular e seu contributo no diagnéstico

As técnicas hoje utilizadas na genética molecular tém sido desenvolvidas a
partir da pesquisa académica basica, em diferentes campos da actividade
cientifica (Atkins et al., 2004). O trabalho de Watson e Crick, em 1953, onde foi
proposta a estrutura de dupla-hélice do DNA (acido desoxirribonucleico), marcou
a revolucado molecular.

Em 1975, Nathans e Smith purificaram enzimas de restricdo, ferramentas
essenciais para a manipulacao in vitro do DNA. Estas foram de fundamental
importancia para o isolamento e amplificacdo de fragmentos especificos de DNA
para a clonagem in vivo, tecnologia desenvolvida a partir das técnicas de DNA
recombinante descritas por Berg em 1972. Também em 1975, uma nova
metodologia, denominada Southern blotting, comegou a ser usada para investigar
a localizacdo de genes e marcou o inicio da aplicagdo destas tecnologias no
estudo das doencgas genéticas.

Em 1977, técnicas de sequenciacdo permitiram a identificagdo de
alteragdes especificas na sequéncia de DNA e a associagdo destas com
diferentes doencas genéticas. Depois disso, o principal marco no
desenvolvimento das técnicas de diagndstico molecular foi a técnica da reacgéo
em cadeia da polimerase (PCR), um método de clonagem in vitro proposto por
Kary Mullis em 1987.

Desde a introdugao da técnica da PCR, rapidos avangos nas técnicas de
genética molecular tém revolucionado a pratica da Patologia, Anatomia e Analises
Clinicas, entre outras ciéncias laboratoriais (Moreira-Filho, 2004).

Na area de genética humana, a biologia molecular tornou-se ferramenta

fundamental no diagndstico das doencas monogénicas, permitindo ndo sé a

25



INTRODUGAO

identificacdo do gene afectado, mas também da mutacdo responsavel pela
doenca. A disponibilidade dos métodos diagndsticos tem possibilitado também a
identificacdo de portadores heterozigoticos, o diagndstico pré-natal e a triagem
populacional para estas doencas.

Embora a maioria dos testes genéticos ainda se destine ao diagndstico e
prevencao de doencas raras, 0s avangos tecnologicos tém permitido o uso destes
testes para a avaliacdo de risco de doencas, como cancro e doencas
cardiovasculares (Veillon, 2002). A correlacdo entre mutagbes génicas e
susceptibilidade a doengas € particularmente importante no cancro, sendo que
cerca de 5% a 10% dos casos ocorrem em individuos que herdaram alguma

predisposicao.

1.3.2. PCR

De todas as técnicas disponiveis para analise do DNA e RNA, nenhuma
teve o impacto ou tem o potencial de um procedimento conceptualmente simples
desenvolvido em 1985, a reaccdo de polimerizacdo em cadeia, conhecida pela
sigla PCR.

A PCR é uma metodologia que se baseia na amplificacdo exponencial
selectiva de uma quantidade reduzida de DNA de uma unica célula. Esta técnica
revolucionou o0 mundo cientifico e as suas aplicagdes sao imensas: € usada no
diagnostico médico, mapeamento genético, deteccdo de doengas hereditarias,
clonagem de genes, testes de paternidade, identificagdo de “impressdes digitais”
genéticas, entre outras. De facto, a PCR revolucionou varias areas, como a
Biologia Molecular, Patologia, Farmacia, Botanica, Medicina Forense e valeu o
prémio Nobel, em 1993, a Kary Mullis (Bauer et al., 1994).

O objectivo da PCR é produzir uma quantidade apreciavel de um segmento
especifico de DNA a partir de uma quantidade minima. O DNA molde sofre uma
amplificagdo controlada por enzimas, obtendo-se milhdes de copias do fragmento
de DNA de interesse. O molde pode ser qualquer forma de DNA, como o DNA

genomico, podendo usar-se uma gota de sangue, uma raiz de cabelo, uma célula
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do epitélio oral, um blastdmero, eliminando-se assim a necessidade de preparar
grandes quantidades de DNA e RNA de amostras teciduais.

Um ciclo da PCR consiste em trés fases: desnaturagdo do DNA molde (a
95°C), ligacao (“annealing”) dos primers (a 52-64°C) e polimerizagdo do DNA (a
72°C). Na 12 etapa, faz-se a separagao das cadeias de dupla hélice de DNA
através do calor. Esta separagao é essencial para que, na 22 fase, dois primers de
oligonucledtidos se liguem as sequéncias dos pares de bases complementares da
cadeia molde. Estes primers sdo desenhados e sintetizados de modo a ligarem-se
as extremidades opostas de cada uma das cadeias de DNA molde que se
pretende amplificar. Os primers servem, portanto, de ponto de partida para a
replicacdo de DNA e, na Uultima etapa, faz-se a sua extensdo. A enzima
responsavel por esta polimerizacdo € a DNA polimerase termo-estavel (Taq),
tendo sido isolada a partir da bactéria termofilica Thermus aquaticus que vive em
elevadas temperaturas. E essencial que a enzima usada seja estavel ao calor,
uma vez que os ciclos da PCR tém lugar a temperaturas situadas entre os 52°C e
95°C. Para executar este ciclo, usa-se um termociclador, que faz variar de forma
rigorosa o tempo e a temperatura ao longo do ciclo. Normalmente s&o repetidos
cerca de 30 ciclos, o que demora apenas algumas horas.

Assim, duas novas cadeias sao sintetizadas a partir da cadeia molde em
cada ciclo completo da PCR, logo da-se um crescimento exponencial, havendo ao
fim de n ciclos 2" vezes mais copias do que no inicio.

O DNA amplificado pode, entdo, ser separado e visualizado em géis de
agarose ou poliacrilamida e utilizado para diversos fins (Molina et al., 2004).

O segredo do sucesso da PCR reside na capacidade que ela tem de
amplificar uma sequéncia precisa de DNA, aliada a sua simplicidade, rigor,
elevada sensibilidade e especificidade. Nao é necessario isolar o DNA que se
pretende amplificar (mesmo que se encontre misturado com DNA de outras
espécies), uma vez que a especificidade da PCR é dada pelos primers. E uma
técnica rapida, barata e segura.

Contudo, a PCR também tem limitagbes, como a necessidade de conhecer a
sequéncia de DNA a amplificar para que possam ser sintetizados primers

especificos. Outras desvantagens sdo a relativa facilidade com que ocorre
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contaminagdo da amostra por DNA estranho (uma vez que se trata de uma
técnica muito sensivel) e a limitada extensdo da sequéncia que é possivel
amplificar (é dificil aplicar a PCR a sequéncias maiores do que 5 kb). Pode
também ocorrer incorporagcdo erronea de bases durante o processo de

amplificagao.

QF-PCR (Quantitative fluorescent polymerase chain reaction)

O uso da QF-PCR para a analise STRs com o objectivo de detectar
aneuploidias foi inicialmente proposto por Mansfield em 1993. Desde entado, e
apos a sua validagao, este método foi implementado com sucesso num largo
numero de laboratérios como método rapido de diagndstico pré-natal de
aneuploidias e de determinagdo da zigotia (Cirigliano et al., 2001; Levett et al.,
2001; Mann et al., 2004).

Esta técnica baseia-se no uso da PCR para amplificar, de uma forma
quantitativa, sequéncias repetitivas altamente polimérficas especificas de cada
cromossoma. Um fluorocromo é incorporado nos produtos da PCR (primers
previamente marcados), de maneira a serem analisaveis por meio de
sequenciadores automaticos. Apos a amplificagao, os fragmentos resultantes sao
separados pelo tamanho através de electroforese capilar em sequenciadores

automaticos.

A QF-PCR apresenta inimeras vantagens. E uma técnica altamente
sensivel e especifica, que, uma vez automatizada permite analisar um grande
numero de amostras simultaneamente, apresenta custos reduzidos e é pouco
trabalhosa, com possibilidade de resultados apdés 24h, maxima fiabilidade com
pequenas quantidades de amostra (menos de 1 mL de LA, sem ser necessaria
cultura celular prévia e uma s6 gota de sangue fetal), precisdo, reprodutibilidade e

consisténcia dos resultados.
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1.3.3. Marcadores genéticos

O DNA gendmico apresenta regides de coépia unica e outras com niveis
variaveis de repeticdes. Estas repeticbes podem ser longas (satélites), curtas
(minissatélites) ou muito curtas (microssatélites).

Os STR (Short Tandem Repeat), também chamados microssatélites, sao
regides de DNA que incluem um numero variavel de sequéncias repetitivas
consecutivas de 2 a 6 pares de bases. Estas regides de DNA, por serem
altamente polimérficas, sdo os considerados marcadores de eleicdo para
diagndsticos genéticos, sendo cada vez mais usados em outras areas, como a
genética de populagcbes, a analise de relagcbes, a identificagdo criminal e o
mapeamento genético. Os STR permitem obter um perfil genético unico para cada
individuo.

Os microssatélites apresentam algumas caracteristicas desejaveis: podem
ser encontrados em numero relativamente elevado e estdo distribuidos
regularmente ao longo de muitas regides do DNA gendmico. Além disso,
apresentam um grau elevado de heterozigotia.

A maior parte dos estudos realizados em microssatélites tem revelado que
as suas frequéncias genotipicas se apresentam em equilibrio de Hardy-Weinberg,
uma caracteristica importante para que o marcador possa ser util nos estudos
populacionais.

Por causa do excelente nivel de discriminagao e 6ptima reprodutibilidade,
estes marcadores fazem parte de varias pesquisas em todo o mundo, resultando
num amplo banco de dados sobre as diferentes populacdes existentes. As suas
sequéncias sdo amplamente conhecidas e disponiveis em algumas bases de
dados na Internet.

Existem medidas de qualidade a ter em conta na escolha dos marcadores
a utilizar. A informatividade de um marcador depende do numero de alelos que
ele apresenta e das suas respectivas frequéncias. Assim sendo, qualitativamente,
um marcador € denominado de polimérfico quando apresenta um minimo de 2
alelos e quando o alelo mais frequente na populagdo tem uma frequéncia de, no

maximo, 99% (Shete et al., 2000). Marcadores com muitos alelos, tendem a ser
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mais informativos e sdo considerados altamente polimorficos (Hildebrand et al.,
1992).

Quantitativamente, o grau de polimorfismo do marcador € avaliado por dois
parametros: heterozigotia e PIC (Polymorphism Information Content).

Heterozigotia € definida como a probabilidade de um individuo escolhido
aleatoriamente na populagdo ser heterozigotico num determinado locus.
Considerando i como os alelos que um determinado marcador apresenta e p
como as suas respectivas frequéncias, podemos calcular a heterozigotia de um

marcador recorrendo a seguinte férmula:

H=1-%p’
i

O valor do PIC é definido como a probabilidade de um marcador genético
herdado pela descendéncia a partir de um progenitor afectado, na auséncia de
crossing-over, permitir deduzir o gendétipo do progenitor no locus do marcador.
Também pode ser definido como a probabilidade de a descendéncia ser
informativa vezes a probabilidade do progenitor ser heterozigético. O valor do PIC
pode ser calculado recorrendo a seguinte formula, considerando i como os alelos
que um determinado marcador apresenta, p como as suas respectivas

frequéncias e n como o numero de diferentes alelos:

7 n—1 2! n n 2 n
PIC=1=3 pi—2> > pipi=1-) 1~ (ZP?) +> p
i=1 i=l j=i41 1=1 i=1 =1

Os valores do PIC variam entre 0 e 1, correspondendo um PIC de 0 a um
marcador que possui apenas um alelo, e um PIC de 1 a um marcador com um
numero infinito de alelos. Marcadores com um PIC superior a 0,7 séo

considerados altamente informativos (Hildebrand et al., 1992).
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1.4. Estatistica e a Genética

A Estatistica tem acompanhado a Genética desde os seus primérdios. Foi
nos finais do século passado que Mendel estabeleceu os alicerces da Genética. A
deducdo dos principios basicos, posteriormente transformados em leis, da
transmissdo de caracteres hereditarios de geragdo em geracgéo, tiveram como
suporte a repeticdo de experiéncias com a ervilha-de-cheiro.

Nestas ultimas décadas, intensificou-se a ligacao Estatistica-Genética,
tendo-se a Estatistica tornado fundamental em varias areas, como é o caso da

Analise Forense.

1.4.1. A Importéancia do Principio de Equilibrio de Hardy-Weinberg

A teoria da evolugédo defendida por Darwin, em 1859, no livro "A Origem
das Espécies", renova-se com o interesse pelas frequéncias genotipicas e
genéticas numa determinada populagéo. O estudo evolutivo de uma populagéo ao
longo do tempo, ou a sua caracterizagdo genética em determinados momentos,
desde cedo impuseram a presenca imprescindivel da Matematica na Genética,
em particular, na Genética das Populagdes.

Em 1908, o matematico inglés G. H. Hardy e o fisico alemao G. Weinberg,
demonstraram independentemente, o conhecido Principio de Equilibrio de Hardy-
Weinberg, que se pode enunciar da seguinte forma: numa populacdo em que os
cruzamentos ocorram ao acaso e na auséncia de mutagdes, seleccdo natural e
migracgéo, as frequéncias genéticas e genotipicas associadas a um determinado
locus permanecem constantes de geracéo em geracao.

As frequéncias genotipicas determinam as genéticas. Considerando os
alelos A e a, os trés genotipos possiveis sdo AA, Aa e aa. Sob a validade deste
principio, a frequéncia conjunta de um par de alelos é o produto das frequéncias

alélicas; assim, existe a relagéo entre as frequéncias genotipicas e genéticas:
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PAA=P2A
PAa=2PAPa
Paa=P2a

Se, numa populagdo, num dado momento, se verificar um excesso de
homozigoticos ou heterozigoticos, ocorre um desequilibrio. Para averiguar o
equilibrio/desequilibrio de populacbées foram desenvolvidos varios estudos
estatisticos. Um estudo geométrico, efectuado, em 1926, pelo estatistico Bruno
De Finetti, permite verificar se uma ou mais populagdes estdo ou nao em
equilibrio, tendo em conta os gendtipos determinados por dois alelos (A, a)
através de um triangulo - Tridngulo de De Finetti.

Weir descreve alguns testes estatisticos para averiguar a validade do
equilibrio de Hardy-Weinberg, por vezes também designados por testes de
independéncia. Ultimamente, com o uso dos fragmentos de DNA (medidos em
pares de bases (pb) ou kilobases (kb)) na analise forense e na identificagdo da
paternidade, surgiram novos testes e readaptag¢des (Weir, 1993).

A necessidade de estimar as frequéncias genotipicas e genéticas que,
obviamente, dependem da verificagdo ou nao deste principio, contribuiu para a
implantagdo da amostragem e para o desenvolvimento de métodos estatisticos de

estimacao na Genética.

1.4.2. O Contributo das investigagoes de Morgan

Os primeiros registos da organizagcdo dos genes nos cromossomas devem-
se a Morgan e seus colaboradores, que, entre 1909 até por volta de 1940,
estudaram activamente a hereditariedade de caracteres da mosca-da-fruta
(Drosophila melanogaster).

As exaustivas experiéncias de cruzamentos de milhares e milhares de
moscas-da-fruta, revelaram que todos os seus genes podiam ser dispostos em
grupos, consoante fossem ou nao transmitidos segundo as leis de Mendel. Pares
de caracteres que nao obedeciam ao esquema mendeliano passavam de geragao

em geracao sempre ligados. Segundo Morgan, os genes que os controlavam
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estavam no mesmo cromossoma e sao designados por genes ligados. O tipo de
heranga correspondente, designa-se por ligagao factorial ou linkage.

Nalguns caracteres investigados, a ligagéo revelou-se apenas parcial: em
algumas experiéncias com as moscas-da-fruta, apareceram propor¢des
fenotipicas em determinadas geragdes menos habituais. Morgan atribuiu essas
percentagens irregulares a alguns acontecimentos que poderao ocorrer na
formacgao dos gametas. Os cromossomas homélogos emparelham e, antes de se
separarem, podem "cruzar-se" e trocar segmentos idénticos. Estes processos
ficaram conhecidos por recombinacdo. Em particular, o fenémeno de
emparelhamento seguido por uma troca de material passou a ser designado por
crossing-over.

Quanto mais afastados estejam dois genes num dado cromossoma, maior
sera a probabilidade de ocorrer crossing-over entre eles. A frequéncia de
crossing-over € expressa em termos de percentagem de recombinagdo ou
distancia genética entre dois /loci. A unidade, arbitraria, da distancia genética é
chamada: unidade de recombinagéo, unidade de mapa, ou centimorgan (cM) e
corresponde, por convengao, a 1% de recombinagéo (Lawrence et al., 2006).

Com base nas excepgdes as leis de Mendel, iniciou-se a elaboragao dos
primeiros mapas genéticos ou mapas de linkage, que tentam mostrar a disposicao
e a distadncia dos genes para cada cromossoma em varios seres vivos. Como
dependem de inumeros cruzamentos, nem sempre possiveis nalgumas espécies,
essa cartografia genética avangou devagar, principalmente no Homem, o alvo das
maiores atencgdes.

Este tipo de mapas, apesar de actualmente os geneticistas os continuarem
a elaborar, foram ultrapassados pelos mapas fisicos que surgiram com a
descoberta do DNA e que nao dependem de uma observacao indirecta da

expressao dos genes, mas de uma manipulagao directa do material genético.

1.4.3. Estatistica aplicada a determinagao da Zigotia

Segundo as leis de segregacado de Mendel, pais possuindo genétipos (b,c)

e (d,e) podem originar, com igual probabilidade, descendéncia com as seguintes
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combinagdes: (b,d), (b,e), (c,d) e (c,e). A Figura 5 mostra os 16 possiveis pares
de gémeos DZ e o numero de alelos idénticos partiihados por descendéncia
(IBD).

(b,d) (b,e) (c,d) (c,e)

(bd)| 2 1 1 0
(be)| 1 2 0 1
(c,d)| 1 0 2 1
(ce)| O 1 1 2

Figura 5 - Pares de gémeos DZ e numero de alelos idénticos partilhados por descendéncia

Baseado no numero da alelos IBD entre os possiveis 16 pares de gémeos,
existem 3 tipos de pares de gémeos DZ:
1. aqueles que nao partilham nenhum alelo (Zp), com frequéncia de
4/16 = 1/4;
2. aqueles que partilham um alelo (Z4), com frequéncia de 8/16 = 1/2;
3. aqueles que partilham dois alelos (Z;), com frequéncia de 4/16 = 1/4.
Sendo assim, a probabilidade de concordancia genotipica entre dois
gémeos DZ é:
M(DZ) = 1/4 Prob(zy) + 1/2 Prob(z,) + 1/4 Prob(z,)

Quando dois gémeos DZ nao possuem alelos IBD (zp), sdo considerados
como dois individuos nao relacionados. Assumindo uma populagédo em equilibrio
de Hardy-Weinberg, a probabilidade de concordancia genotipica entre dois
individuos ao acaso é o somatorio das frequéncias de todos os pares de
gendtipos idénticos. Simplificando, primeiro considera-se um Jocus com dois
alelos: alelo A; e alelo A;, com frequéncias p; e p;, e gendtipos A; A e A; A, com
frequéncias (p; pi) e (pi pj). A frequéncia de dois individuos ao acaso ambos serem
A A é (p)? x (p)? = (p))* e a frequéncia de dois individuos ao acaso ambos serem
Ai Ai e (2pi pj) x (2p;i pj) = (2pi p,-)z. Assim sendo, a probabilidade aleatéria de

concordancia de dois individuos ao acaso é:
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Para loci com mais de dois alelos (n), i e j apresentam valores desde 1 a n.

Quando dois gémeos DZ possuem um alelo IBD (z4), sdo considerados
como um par pai/filho, sendo a probabilidade de concordancia genotipica entre
pai e filho igual ao somatoério das probabilidades de homozigotia. A frequéncia de
um individuo ao acaso ser A; € (p;) e a frequéncia de pai e filho ambos serem A; é
(pj))>. Assim sendo, a probabilidade aleatéria de concordancia entre pai e filho
igual é:

" .
ax= Xip)
-l

Quando dois gémeos DZ possuem ambos os alelos IBD (z), s&do como
gémeos MZ com probabilidade de concordancia genotipica igual a 1. Assim
sendo, a probabilidade de concordancia genotipica entre dois gémeos DZ - M(DZ)
é (Nyholt, 2006):

M(DZ)y = 1/4 Probizp) + 1/2 Prob{zy) + 1/4 Prob(z)

=14 Mg+ 1/2a+1/4

n nom o W0 ; i |
= 14| Xip)t+X X 2pp,f | + 125 (p)7+ 1/4
i . J i=l

\ =l i=l j=i+l
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1.5. Objectivo

Este trabalho teve como principal objectivo a implementacédo de métodos
bioestatisticos para calcular a probabilidade média de concluir correctamente que
um par de gémeos € MZ quando partilha o mesmo gendtipo em todos os /oci.
Para tal foram seleccionados 8 marcadores polimérficos com elevada taxa de
sucesso na populagao alvo.

A importancia clinica da determinagao da zigotia reflecte a necessidade de
aumentar a precisdo dos resultados, dotando-os de uma probabilidade de

monozigotia num intervalo de confianga e mediante diferentes niveis de erro.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local do estudo e Populagao

Este estudo foi realizado na Unidade de Genética Molecular do Centro de

Genética Médica Jacinto de Magalhaes.

O estudo incidiu sobre um grupo de 9 pares de fetos gemelares e

respectivos pais, que recorreram a esta unidade para realizagdo de estudos pré-

natais, entre os quais a determinagao da zigotia.

Todos estes fetos foram considerados “aparentemente MZ” apds a

determinacdo da zigotia. A informacao reunida para cada familia esta disponivel

na Tabela l.

Tabela | - Dados referentes a cada gestagéo estudada

Indicagao

Idade

Identificacao . C Resultado
i para o gestacional Sexo Corionicidade
da familia molecular
estudo (semanas)
715 IMA 15 M DA/MC Aparer':/lt;mente
720 IMA 14 F DA/DC Aparer':/lt;mente
736 IMA 15 M DA Aparer':/lt;mente
757 IMA 20 F DA/MC? Aparer'\m/lt;mente
780 — —_ F DA/MC Aparer':/lt;mente
819 IMA 22 F DA/DC Aparer'\l/lt;mente
827 — 16 F DA/DC Aparentemente
MZ
2 feto Aparentemente
849 Fibrose 24 M DA/DC P
. . MZ
quistica?
859 IMA 14 M DA/DC Aparer':/lt;mente

IMA — Idade materna avangada; M — masculino; F — feminino; DA — diamniéticos; DC —

dicoriénicos; MC — monocoriénicos; --- — sem informacgao;
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A populacao controlo utilizada consistiu num grupo de 50 individuos (pais
de fetos gemelares) nao relacionados que recorreram a esta unidade para

realizacao de estudos pré-natais.
2.2. Material Bioldgico

Em todos os fetos os estudos moleculares foram efectuados em DNA
gendmico obtido a partir de aproximadamente 2 mL de liquido amnidtico néo
cultivado, previamente recolhido por amniocentese.

Nos pais os estudos moleculares foram efectuados em DNA gendmico

obtido a partir de sangue periférico, recolhido em 2 spots de cartao Guthrie.

2.3. Analise Molecular

O DNA genodmico foi obtido pelos métodos convencionais de extraccao
(protocolo em Anexo 1) e posteriormente amplificado pela PCR em multiplex
usando a PCR Master Mix — Multiplex QIAGEN® (protocolo em Anexo 2). Foi
utilizado um conjunto de marcadores polimérficos (subdivididos em painéis de
primers — Anexo 2) localizados nos cromossomas 13, 18, 21, X e Y, uma vez que
€ nestes cromossomas que ocorrem as aneuploidias mais frequentes na
populagdo. Um dos respectivos oligonucledtidos iniciadores (primers) de cada
marcador foi marcado com um fluorocromo para posterior analise em
sequenciador automatico (Anexo 2).

De forma a determinar o tamanho dos alelos, os produtos da PCR foram
submetidos a electroforese capilar num sequenciador automatico ABI 3130x/
Applied Biosystems e o tamanho dos fragmentos amplificados foi determinado
usando o programa GeneScan.

A analise dos resultados foi feita recorrendo a aplicagcdo GeneMapper para

analise de fragmentos (Anexo 3).
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2.4. Analise Bioestatistica/Bioinformatica

De acordo com os resultados observados, foram seleccionados 8
marcadores polimérficos com elevada taxa de sucesso na populacdo de fetos
gemelares em estudo e representativos de diferentes cromossomas: D13S742,
D13S1265, D18S59, D18S978, D21S1414, D21S1914, DXS1224 e DXS7593.

Para cada marcador fez-se um estudo populacional em 50 individuos
(populagao controlo) com o objectivo de determinar o numero de alelos presentes
na populacdo, a frequéncia de cada alelo, a heterozigotia e o PIC dos
marcadores.

Posteriormente, de acordo com os alelos observados na nossa populagao
e com as medidas qualitativas e quantitativas dos marcadores estudados,
calculou-se a probabilidade média de MZ:DZ para cada par de fetos gemelares,
recorrendo ao programa ECLIPSE?Z (Sieberts et al, 2002).

Uma vez que a estratégia de determinagdo da zigotia optimizada pela
Unidade de Genética Molecular envolve a amplificacao de diferentes marcadores
polimérficos sera importante determinar qual a probabilidade de um par de
gémeos DZ ser genotipicamente idéntico em todos os marcadores estudados.

Esta situacao apesar de extremamente rara deve ser equacionada uma vez
que pode implicar uma pressuposi¢ao errada de monozigotia.

Da literatura consultada foi seleccionado o programa ECLIPSE2 como
ferramenta de anadlise bioestatistica para avaliagcdo da zigotia. Este programa
permite efectuar calculos probabilisticos aplicados a determinagcdo da zigotia,
permitindo, entre outras fungdes, calcular a probabilidade exacta e aproximada de
um par de gémeos DZ ser concordante em ambos os alelos em multiplos /oci.

Como referido na introdugéo, a probabilidade de concordancia genotipica

entre dois gémeos DZ (“genotype match” - M(DZ)) é dada pela seguinte formula:

M(DZ) = V4 Prob(Zy) + 2 Prob(Z4) + V4 Prob(z,)
=VaMo+Voar + %

As conclusdes acerca da zigotia dos gémeos basearam-se no calculo dos

valores de probabilidade associados a cada um dos valores de razdao de
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probabilidade de MZ:DZ gerados pelo Eclipse2. Para o efeito, a probabilidade de
concordancia genotipica M(DZ) foi utilizada para produzir um valor de razao de
probabilidade de MZ:DZ pré-teste. Este valor foi multiplicado pela razdo de
probabilidade de MZ:DZ, gerada pelo Eclipse, para obtermos uma razdo de
probabilidades de MZ:DZ pods-teste. A partir deste valor pode calcular-se o valor
de probabilidade que lhe esta associado assim como o valor do erro experimental
que |Ihe esta associado:
LR(MZ,/ DZ;)= M(DZ) / (1-M(DZ2))
LR(MZ/DZ)= LR(MZ/DZ;) x LR(MZ./DZ,)
P(MZ)= LR(MZ/DZ) / (LR(MZ/DZ) + 1)

em que
M(DZ) Probabilidade tedrica do par de gémeos ser monozigoético
LR(MZ/DZ;) Razao de Probabilidade de MZ:DZ pré-teste
LR(MZ./DZ,) Raz&o de Probabilidade de MZ:DZ calculado por Eclipse2
LR(MZ/DZ) Razéao de Probabilidade de MZ:DZ pés-teste
P(M2) Probabilidade pds-teste do par de gémeos ser

monozigotico
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Desde 2001 que a Unidade de Genética Molecular do CGMJM efectua a
determinacéo da zigotia englobada no contexto do Diagndstico Pré-Natal. Desde
entdo recebeu um total de 95 amostras de fetos gemelares com indicacéo para
rastreio rapido de aneuploidias e determinacao da zigotia. Apds analise molecular
verificou-se que em 63 casos os fetos eram dizigoticos (DZ) e em 32 casos 0s
fetos apresentavam resultados compativeis com “aparentemente monozigéticos”.

Estes numeros mostram que a nossa populagdo apresenta a mesma
tendéncia de todas as populacbes gemelares ja anteriormente estudadas,
representando os gémeos monozigéticos (MZ) aproximadamente um terco da
totalidade de gémeos estudados nesta Unidade.

Em relacdo as aneuploidias mais frequentes, foi identificado apenas um
caso de trissomia 21 num par de gémeos DZ, apresentando os restantes gémeos
resultados normais para o rastreio das aneuploidias 13, 18, 21, X e Y (é de
salientar que as técnicas utilizadas nao permitem a deteccdo de aneuploidias

parciais nem mosaicos).

3.1. Analise de 8 marcadores STRs na populagao portuguesa

Para o correcto calculo da probabilidade de um par de gémeos ser MZ é
extremamente importante realizar o estudo das caracteristicas dos marcadores
utilizados na determinagao da zigotia.

Qualitativamente a informatividade de um marcador depende do numero de
alelos que ele apresenta e das suas respectivas frequéncias. Quantitativamente, o
grau de polimorfismo do marcador é avaliado pela heterozigotia e pelo PIC
(Polymorphism Information Content).

Foram seleccionados para analise 8 marcadores polimorficos néo ligados,
com elevada taxa de sucesso na populagdo de fetos gemelares em estudo e

representativos de diferentes cromossomas.
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Apods analise de uma populagao controlo (50 individuos — 100 alelos), foi
efectuada uma caracterizagdo qualitativa e quantitativa de cada um dos 8
marcadores na populagao portuguesa.

Em anexo encontra-se a descricdo de todos os alelos encontrados por
marcador e as respectivas frequéncias (Anexo 4), tal como a localizagao
citogenética e distancia em cM no respectivo cromossoma (Anexo 5).

Partindo desses dados foi possivel calcular a heterozigotia e PIC por
marcador. A Tabela |l apresenta estes resultados bem com o tipo de repeticéo, o
numero de alelos e o tamanho do alelo (em pares de bases) menor e maior na

nossa populagao controlo.

Tabela Il - Caracteristicas qualitativas e quantitativas de 8 marcadores polimérficos na populagao

portuguesa (pb = pares de bases)

N° de Alelo Alelo
Marcador Repeticao menor maior Heterozigotia PIC

alelos

(pb) (pb)

D13S742 AC 18 339 375 0,910 0,903
D13S51265 AC 13 278 304 0,808 0,790
D18S59 AC 9 156 174 0,825 0,803
D18S978 ACTC 5 239 255 0,705 0,651
D21S1414 TATC 10 339 363 0,854 0,837
D21S1914 GT 10 202 220 0,830 0,810
DXS1224 TG 6 160 176 0,446 0,418
DXS7593 GT 8 215 231 0,729 0,692

De acordo com o que esta descrito, normalmente quantos mais alelos um
marcador apresenta mais informativo este é. Da analise da Tabela Il pode
concluir-se que dos 8 marcadores seleccionados, a excepg¢ao do marcador
DXS1224, todos os outros marcadores apresentam valores de heterozigotia e PIC
bastante elevados. A analise conjunta destes valores sugere que os marcadores

sao altamente polimorficos.
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3.2. Probabilidade exacta e aproximada de concordéncia genotipica

de um par de gémeos DZ

Recorrendo a folhas de calculo disponibilizadas por Nyholt (2006), foi

possivel determinar o valor de M(DZ) obtido através do uso de cada marcador

(Tabela 1lI).
nossa populacdo controlo,

probabilidades exactas.

Estes calculos baseiam-se na frequéncia de cada um dos alelos na

sendo estas probabilidades denominadas de

Tabela Ill - Probabilidade de concordéncia genotipica entre dois gémeos DZ baseada na

frequéncia alelica de diferentes marcadores polimérficos.

Marcador a,=SUM(pi®) a,=SUM(pi*)

Mo = 2322 -dy

0.25 + 0.5%, + 0.25M,

D13S742
D13S1265
D18S59
D18S978
D21S1414
D21S1914
DXS1224
DXS7593

0,090315
0,192470
0,175083
0,294603
0,146117
0,169931
0,554440
0,271013

0,001239
0,019034
0,009127
0,032124
0,004133
0,008921
0,280108
0,036305

0,015074799
0,055055471
0,052180841
0,141458824
0,038567616
0,048831772
0,334699594
0,110590909

0,298926340
0,359998778
0,350586570
0,432666441
0,332700559
0,347173448
0,610894953
0,413154122

Foi também calculada a probabilidade exacta de um par de gémeos DZ

partilhar ambos os alelos em todos os marcadores polimorficos utilizados, na

nossa populacéo controlo (Tabela IV).
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Tabela IV - Probabilidade exacta de um par de gémeos DZ partilhar ambos os alelos em todos os

marcadores polimérficos utilizados.

Prob. de um par DZ partilhar ambos os alelos em todos os loci = 0,000475874
Razao de Probabilidade de MZ:DZ = 2101,395
Probabilidade do par de gémeos ser MZ (%) = 99,952

Presciuttini e colaboradores mostraram que a probabilidade M(DZ)
dependeria da heterozigotia (H) do locus, sendo pouco afectada pela variagéo da
distribuicdo das frequéncias alélicas (Presciuttini et al, 2002). Isso permitiu-lhe
obter uma série de curvas empiricas relacionando M(DZ) e H e avancar com uma
equagao para o calculo aproximado da probabilidade de concordancia genotipica
entre dois gémeos DZ, M(DZ)4prox:

M(DZ)aprox = 0,7753 + 0,0358 x H— 1,1771 x H? + 0,6181 x H®
O valor aproximado para M(DZ)aprox, Obtido através do uso de cada marcador e
tendo em conta a sua heterozigotia na nossa populagdo controlo, foi calculado
utilizando a folha de calculo fornecida por (Nyholt, 2006) de acordo com a

metodologia apresentada por (Presciuttini et al, 2002) (Tabela V).

Tabela V - Probabilidade de concordancia genotipica entre dois gémeos DZ baseada na

heterozigotia de diferentes marcadores polimérficos.

Marcador Heterozigotia (H) Probabilidade de partilharem ambos os

alelos
D13S742 0,90975436 0,299044010
D13S1265 0,80803277 0,361775168
D18S59 0,82493827 0,350783896
D18S978 0,70533241 0,431841305
D21S1414 0,85386258 0,332455710
D21S1914 0,83007545 0,347483012
DXS1224 0,44560634 0,612212451
DXS7593 0,72899927 0,415304110
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Apods o calculo de M(DZ) baseado na heterozigotia dos marcadores foi calculada,
na nossa populagao controlo, a probabilidade aproximada de um par de gémeos
DZ partilhar ambos os alelos em todos os marcadores polimérficos utilizados
(Tabela VI).

Tabela VI - Probabilidade aproximada de um par de gémeos DZ partilhar ambos os alelos em

todos os marcadores polimérficos utilizados.

Prob. de um par DZ partilhar ambos os alelos em todos os loci = 0,000481364
Razao de Probabilidade de MZ:DZ = 2077,431
Probabilidade do par de gémeos ser MZ (%) = 99,952

Quer no calculo da probabilidade exacta quer no calculo da probabilidade
aproximada a percentagem de probabilidade de monozigotia utilizando este
conjunto de marcadores é bastante elevada e satisfatoria. O resultado de ambos
ao calculos é bastante similar, sendo o calculo aproximado uma boa alternativa
quando se recorre a bases de dados populacionais para obter o valor da
heterozigotia, evitando o estudo das caracteristicas dos marcadores numa

populagao controlo.

3.3. Calculo da probabilidade média de MZ/DZ em 9 pares de fetos

gemelares

O programa ECLIPSEZ2 permite estabelecer probabilidades de relagdes de
parentesco em pares de individuos relacionados (por ex: meios-irmaos, pai - filho,
primos em 1° grau, avd - neto) ou nao relacionados, permitindo assim, entre
outras fungdes, calcular a probabilidade média de MZ/DZ para pares de fetos
gemelares. Este programa baseia-se numa abordagem paramétrica, assumindo
percentagens de erro, possiveis correlagdes na partilha de alelos devidas ao uso

marcadores relacionados e tendo em conta que a probabilidade de um par de
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individuos partilhar alelos comuns na populagdo é maior do que a probabilidade
de partilhar alelos raros.

Apés analise dos 8 marcadores polimorficos numa populacéo controlo e da
recolha de dados efectuada aos fetos gemelares e respectivos pais, foi calculada
a razao de probabilidade de MZ/DZ (“likelihood ratio” - LR(MZ/DZ)) (Tabela VII).

O software recorre a trés tipos de dados:

e MapFile — Este ficheiro diz respeito as caracteristicas dos 8 marcadores
polimorficos utilizados na determinagdo da zigotia: 1) identificagdo do
cromossoma em que o marcador se encontra; 2) posicao em cM; 3) n° de
alelos do marcador; 4) nome de cada alelo e a respectiva frequéncia. O
ficheiro com estes dados encontra-se no Anexo 6.

o PedigreeFile — Este ficheiro diz respeito as caracteristicas dos 9 fetos
gemelares estudados e respectivos pais: 1) identificacdo da familia; 2)
identificacdo do individuo; 3) identificacao de pai e mae se conhecidos; 4)
sexo; 5) alelos observados por marcador. Este estudo foi dividido em duas
fases. A primeira utilizando apenas dados referentes aos 9 fetos gemelares
e a segunda utilizando dados referentes aos 9 fetos gemelares e
respectivos pais. Os ficheiros com estes dados encontram-se no Anexo 7.

e ErrorFile — Por ultimo, neste ficheiro devem ser introduzidos uma série de
erros tedricos possiveis, permitindo obter probabilidades de MZ/DZ
diferentes tendo em conta cada valor de erro estabelecido. O ErrorFile
efectuado para este estudo encontra-se em anexo (Anexo 8). Para esta
determinacdo o programa assume sempre que um erro de genotipagem

possa ocorrer em pelo menos um alelo por locus/individuo.
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Tabela VIl - Comparagbes entre os genotipos dos gémeos estudados para identificagdo da zigotia

ces ~ g " Concluséao
Identlflcg(_}ao da Identificagédo dos E_rro LR(MZ/DZ) (Margem de
familia fetos comparados experimental erro)

0 11,1997

_ 0,001 111918 P(MZ)> 91%

715 a715:b715 0.01 111172 Erro < 0.001
005 10.7178
0 10.1827

_ 0,001 101787  P(MZ) > 90%

f_720 a720 : b720 0.01 10,1421 Erro < 0.05
005 9.9712
0 49,0636

_ 0,001 490255  P(MZ)>97%

f 736 a736 : b736 0.01 486726  Erro <0.01

005 46,8865
0 279898

_ 0,001 279.688  P(MZ) > 99%

757 ars7 : b757 0.01 277780  Erro < 0.001
005 268.817
0 78.9205

_ 0,001 78.8603  P(MZ) > 98%

f_780 a780 : b780 0.01 783123  Erro < 0.001
005 75.7361
0 186,146

_ 0,001 185972  P(MZ) > 99%

f.819 a819 : b819 0.01 184.404  Erro < 0.001
005 177.206
0 241,092

_ 0,001 240.875  P(MZ) > 99%

f 827 aB27 : b827 0.01 238904  Erro < 0.001
005 229712
0 198.602

_ 0,001 1981434  P(MZ) > 99%

f 849 aB49 : b849 0.01 196.906  Erro < 0.001
005 189,735
0 190,467

_ 0,001 190281  P(MZ) > 99%

f.859 aB59 : b859 0.01 188.595  Erro < 0.001
005 180,785

As folhas com a totalidade dos resultados obtidos sdo apresentadas em
anexo, devido a sua extensao (Anexo 9).

O que se pode imediatamente observar € que independentemente de
inserir no programa o tamanho dos alelos observados nos pais, ou n&o, os
resultados que relacionam os dois fetos sdo sempre iguais. Assim sendo,
podemos tirar conclusbes apenas inserindo os dados dos fetos no programa

informatico.
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A razdo de probabilidade de MZ/DZ representa o conjunto de
probabilidades a favor de dois individuos serem um par de gémeos MZ
comparadas com o conjunto de probabilidades de dois individuos serem um par
DZ, sendo que valores superiores a 1 representam uma grande probabilidade do
par ser MZ. Quanto mais elevados os valores obtidos, maior € a certeza do par
ser MZ.

Todos os valores obtidos de razdo de probabilidade, LR(MZ/DZ), para os 9
fetos gemelares em estudo, independentemente da margem de erro utilizada, sdo
sempre indicadores de elevada probabilidade de MZ. No entanto € sempre
importante incorporar margens de erro nos resultados pois, por exemplo, dois
individuos que partilham ambos os alelos em 7 marcadores de 8 em estudo,
apresentam maior probabilidade de serem um par MZ com um erro de
genotipagem, do que um par DZ.

Os valores de erro utilizados neste trabalho referem-se a margens de erro
tedricas na quantificagdo dos marcadores. Apesar de uma margem de erro de
0,05 ser elevada, este valor foi utilizado como referéncia e, associou-se os valores
de erro que apresentavam uma probabilidade de monozigotia idéntica. Os valores
de erro 0,001, 0,01 e 0,05 equivalem respectivamente a uma margem de erro nos
resultados de 0,1%, 1% e 5%.

A correspondéncia dos resultados da razédo de probabilidade, LR(MZ/DZ), a
uma percentagem foi obtida através do calculo da probabilidade pds-teste do par
de gémeos ser MZ (P(MZ)). A folha de calculo utilizada encontra-se em anexo
(Anexo 10).

Pode-se observar que o par de fetos gemelares (f_757) com o maior valor
de razédo de probabilidade, LR(MZ/DZ) — 279,898 e probabilidade pds-teste,
P(MZ) — 99%, também & o par com maior numero de resultados (8 marcadores).
Os pares f 715 e f 720 em que apenas se obteve resultado de 3 e 4 marcadores
(dos marcadores estudados) respectivamente, sdo os pares com valores menores
de razédo de probabilidade, LR(MZ/DZ) e de probabilidade pos-teste, P(MZ) —
11,200 - 91% e 10,183 - 90%, respectivamente.

Nos pares f 757, f 819, f 827, f 849 e f 859 a probabilidade pds-teste,

P(MZ), apresenta valores na ordem dos 99% para uma margem de erro inferior a
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0,1%. Em todos estes casos obtiveram-se resultados num minimo de 7 dos 8
marcadores utilizados. Estes valores conferem um elevado grau de confianga e

demonstram a elevada probabilidade de monozigotia.
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4. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

A escolha da populagdo em estudo recaiu nestes 9 casos de fetos
gemelares aparentemente MZ uma vez que sdo todos os casos estudados na
Unidade de Genética Molecular para a determinacdo da zigotia apds a
implementacgao desta combinacao especifica de marcadores.

Ecograficamente, todos os pares de fetos gemelares apresentavam o
mesmo sexo e, 3 dos 9 pares eram diamnidticos/monocoridnicos, sendo estas
caracteristicas, em simultaneo, indicadoras de elevada probabilidade de uma
gestacdo gemelar MZ. No entanto, nos 5 casos diamniéticos/dicoridnicos
estudados, apenas a utilizacdo de métodos de analise molecular nos poderiam
elucidar na determinagéo da zigotia.

Em conclusao, e apesar do estudo estar restringido a partida pelo numero
de marcadores utilizados na anadlise estatistica, a maioria dos fetos gemelares
apresentavam uma probabilidade de monozigotia superior a 99% para uma
margem de erro de 0,1%.

Um estudo mais alargado, abrangendo todos os marcadores polimorficos
utilizados na determinacgao da zigotia na Unidade de Genética Molecular, permitira
fazer ajustes nos painéis de marcadores, recorrendo-se apenas ao uso de
marcadores altamente polimérficos. Possibilitara obter uma probabilidade pré-
teste correcta tendo em conta os marcadores utilizados, assegurando assim, uma
maior precisao e fiabilidade de resultados. Permitira, também, entrar em linha de
conta com um numero mais alargado de marcadores para calculos da
probabilidade de zigotia no programa ECLIPSE?2.

O presente estudo baseou-se na utilizacdo de erros tedricos de
genotipagem na determinacédo de zigotia. O calculo, futuro, da probabilidade de
erro, associada a quantificagdo de cada marcador, num conjunto de individuos
controlo podera traduzir-se na utilizagdo de margens de erro experimentais, e néo
tedricas, assegurando-se assim, um maior rigor nos resultados. Uma vez que o
valor de erro a utilizar no ECLIPSE2 se refere a probabilidade de um erro de

genotipagem ocorrer no maximo num alelo por locus, estipula-se este valor como
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sendo o valor de erro mais elevado determinado para um conjunto de marcadores
estudados.

A implementagédo e optimizacdo da analise estatistica estabelecida neste
trabalho, permitira incorporar no relatério de resultados, apresentado ao utente e
aos respectivos meédicos, um valor numérico de probabilidade de monozigotia nos
fetos gemelares que acederem a esta Unidade para estudos de determinagao da
zigotia, acrescentando assim, uma vertente mais cientifica e mais precisa a esta
determinacao.

Assim sendo, em futuros pedidos de determinacdo da zigotia, apos o
rotineiro estudo molecular, a criagdo de um ficheiro (PedigreeFile) com os dados
referentes aos fetos gemelares e aos alelos observados por marcador, permitird o

calculo imediato no programa ECLIPSEZ2 da probabilidade de monozigotia.
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6. ANEXOS

Anexo 1 — Extraccao de DNA de amniécitos ndo cultivados e de sangue

periférico recolhido em cartao Guthrie

Reagentes:

e ReadyAmp™ Genomic DNA PFurification System da Promega:

ReadyAmp™ Genomic DNA Purification Resin

¢ H-,0O bidestilada e estéril

Método:

. a) Passo especifico para liquido amniético — Homogeneizar o

liquido amnidtico e transferir aproximadamente 1,5 mL para um
eppendorf;

b) Passo especifico para sangue periférico recolhido em cartao
Guthrie — Recolher dois spots (x 4 mm de didmetro) com sangue
seco para um eppendorf, adicionar 1mL de H,O e agitar durante

10min (repetir 2x);

. Centrifugar a 20820 g durante 15min e remover o sobrenadante (no

caso dos sangues secos em cartdo Guthrie, passar directamente

para a alinea 4);

3. Ressuspender o pellet no liquido residual por agitagao no vortex;

4. Adicionar 75ul de resina ReadyAmp e agitar a suspensao no vortex

a elevada velocidade;

5. Incubar a 56 °C durante 20 min em constante agitagao;

6. Agitar no vortex a elevada velocidade durante 5-10s para

ressuspender a resina,;

7. Incubar a 100 °C durante 8 min em conatante agitacéo;

9.

. Agitar no vortex a elevada velocidade durante 5-10s para

ressuspender a resina;

Centrifugar a 20820 g durante 4 min;

10.Guardar as amostras centrifugadas a 4 °C.
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Anexo 2 - Reacgcdo de PCR em multiplex e analise dos produtos

amplificados no sequenciador automatico

Reagentes:

e Conjunto de primers (painel com as diferentes combinagcbes e as

sequéncias dos primers descrito na Tabela VIII)
e Multiplex PCR Master Mix 2x da Qiagen

¢ H-,0O bidestilada e estéril

e Formamida desionizada grau u.p. (M = 45,04 g/mol)
e ROX 500: Gene Scan 500 Rox™ Size Std. da Applied Biosystems

Método:

1.

Para cada conjunto de primers (denominados painéis M1, M2, M3 e
M4) preparar as seguintes solugdes: 3 pl do respectivo painel + 10 pl
da Multiplex PCR Master Mix + 2 ul de H,O + 5 ul de gDNA obtido
segundo protocolo descrito no anexo 1;

Homogeneizar as solugdes e colocar os tubos no termociclador e
correr o programa nas seguintes condig¢des: 1) 15min a 95 °C; 2) 40
ciclos de —30s a 94 °C; 90s a 57 °C; 90s a 72 °C; 3) 10min 72 °C; 4)
15 °C indefinidamente;

Para cada reac¢cdao de PCR em multiplex, adicionar 1 ul desse
produto a 15 pl de formamida desionizada contendo 0,5 ul de
padrao interno (ROX 500). As amostras ficam prontas para serem

aplicadas no sequenciador automatico.
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Tabela VIlII- Descri¢cao dos primers existentes por marcador e sua distribuigao por painéis

No_me ~ | Denominagao Sequéncia Conc. Fluorocromo
Localizagao (5-3) (pmol/ul)
D18S59 F AGCTTCTATCCAACAGGGGC 3 HEX™
p11.32 R ACCAGAATGTGAACGACCCT
D13S153 F AGCATTGTTTCATGTTGGTG 5 B6FAM™
q21.1 R CAGCAGTGAAGGTCTAAGCC
AmelX : p22.2 F CCCTGGGCTCTGTAAAGAATAGTG 5 6FAM™
AmelY : p11.2 R ATCAGAGCTTAAACTGGGAAGCTG
D13S742 F TCCAGCCTGGTCAACACAG 5 HEX™
q12.12 R TCCAGACTTCCCAATTCAGG
D13S1265 F TACAGACCTCATAGGATTCTTT 5 6FAM™
q33.3 R TTGTTTTCTGCTAATGTGTG
D21S1412 F CGGAGGTTGCAGTGAGTTG . 6FAM™
q22.2 R GGGAAGGCTATGGAGGAGA
XHPRT F ATGCCACAGATAATACACATCCCC g 6FAM™
q26.2 R CTCTCCAGAATAGTTAGATGTAGGTAT
D18S535 F TCATGTGACAAAAGCCACAC 5 NED™
q12.3 R AGACAGAAATATAGATGAGAATGCA
D18S978 F TTCTTCAGTATCATCTTGTGCC 5 NED™
q12.3 R GCCAAATGTAGATCTTGGGA
D13S305 F TTGAGGACCTGTCGTTACG 10 HEX™
q13.2 R TTATAGAGCAGTTAAGGCACA
D21S1411 F ATGATGAATGCATAGATGGATG 0 HEX™
q22.3 R AATGTGTGTCCTTCCAGGC
DXS1224 F CTTCAAGCCTACAAAATCTGG 3
p22.2 R TGGGTGGCAACACTCACT
DXS7593 F GATCACACGATTGCACTCC 3
p22.11 R AACGAATGGCTTACCCTCC
DXS8019 F TTCATTAAAAGCCGTCTTTG 3 NED™
p22.13 R GTTGAGTTTCCTCACAGC
DXS8067 F CAGGAGTCCAAGGCTGCT 3 NED™
q24 R CACAGAGTGATACCCTGTCTCTAAA
DXS8088 F CTACTCCTGTTTTCCAGTACCAG 3 NED™
q23 R ACAATTGAATTACACCATACACATA
DXS8009 F AGCCTTCGTCCTCTATATATTTC 3
q25 R GCAATTCAAAAGATTCTGATTAATT
SRY F GAATATTCCCGCTCTCCGGA n 6FAM™
p11.31 R GCTGGTGCTCCATTCTTGAG
DYS385 F AGCATGGGTGACAGAGCTA . NED™
q11.222 R TGGGATGCTAGGTAAAGCTG
D13S634 F TCCAGATAGGCAGATTCAAT 10 HEX™
q21.31 R CCTTCTTCTTCCCATTGATA
D21S1414 F GGCACCCAGTAAAAAATTACT 5 B6FAM™
Q211 R CTGTCTGTCTGTCTGTCTATC
D21S1412 F CGGAGGTTGCAGTGAGTTG 0 6FAM™
q22.2 R GGGAAGGCTATGGAGGAGA
D21S1914 F CATTGGGCCTTCTGTCAAAT 2
g21.2 R CTGAACCAGGGCATGT
D1831371 F CTCTCTTCATCCACCATTGG 5 B6FAM™
q23 R GCTGTCAGAGACCTGTGTTG

Legenda:

Painel M1 — amarelo

Painel M2 — rosa

Painel M3 — azul

Painel M4 — branco
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Anexo 3 - Electroferograma representativo dos alelos obtidos para os

diferentes marcadores numa familia
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170 210 250 290 330 370 410 450
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1000 d L l J
S A )

Electroferograma representativo do painel

aplicacdo GeneMapper

1, obtido apds analise de fragmentos recorrendo a
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Electroferograma representativo do painel 2, obtido

aplicagdo GeneMapper

apos analise de fragmentos recorrendo a
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Electroferograma representativo do painel 3, obtido apds analise de fragmentos recorrendo a

aplicagdo GeneMapper
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Electroferograma representativo do painel 4, obtido apds analise de fragmentos recorrendo a

aplicagdo GeneMapper

Legenda:
MIP1 — feto1
MIP2 — mae
MIP3 — pai
MIP4 — feto2
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Anexo 4 — Descricao das caracteristicas observadas nos 8 marcadores

analisados neste estudo

D13S742
Tamanho dos Frequéncia Ide::l;;::a‘}::: "
alelos (pb) ECLIPSE2
339 0,0377 101
343 0,0283 102
345 0,0566 103
347 0,0094 104
349 0,1226 105
351 0,0472 106
353 0,1038 107
355 0,0849 108
357 0,0943 109
359 0,0283 110
361 0,0755 111
363 0,0094 112
365 0,1604 113
367 0,0094 114
369 0,0849 115
371 0,0094 116
373 0,0094 17
375 0,0283 118
D1351265

Identificaga
Tamanho dos entificaggo no

Frequéncia programa

alelos (pb) ECLIPSE2
278 0,0575 201
280 0,0230 202
282 0,1379 203
284 0,1034 204
286 0,3678 205
290 0,1149 206
292 0,0115 207
294 0,0230 208
296 0,0920 209
298 0,0230 210
300 0,0230 211
302 0,0115 212
304 0,0115 213
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D18S59

D18S978

D21S1414

Tamanho dos

Identificagdao no

Frequéncia programa
alelos (pb) ECLIPSE2
156 0,2889 301
158 0,1000 302
162 0,1556 303
164 0,1000 304
166 0,1889 305
168 0,1000 306
170 0,0222 307
172 0,0333 308
174 0,0111 309
Tar::zho Identificagao
alelos Frequéncia no programa

ECLIPSE2

(pb)

239 0,0789 401

243 0,3684 402

247 0,3289 403

251 0,2105 404

255 0,0132 405

Tamanho Identificagao
dos alelos Frequéncia no programa

(pb) ECLIPSE2
339 0,0283 501

341 0,0094 502

343 0,1604 503

347 0,1604 504

351 0,2075 505

353 0,0377 506

355 0,0755 507

357 0,1415 508

361 0,1509 509

363 0,0283 510
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D21S1914
Tar::zho Identificagao
alelos Frequéncia no programa
ECLIPSE2
(pb)
202 0,0278 601
204 0,0278 602
206 0,2870 603
208 0,1667 604
210 0,0833 605
212 0,1852 606
214 0,0741 607
216 0,1019 608
218 0,0278 609
220 0,0185 610
DXS1224
Tamanho dos Frequéncia Idegt'lc:g:ag:\: "
alelos (pb) ECLIPSE2
160 0,0130 701
164 0,7273 702
170 0,1169 703
172 0,1039 704
174 0,0260 705
176 0,0130 706
DXS7593
Tan::ns‘nho Identificagao
alelos Frequéncia no programa
ECLIPSE2
(pb)
215 0,0541 801
217 0,0541 802
221 0,4189 803
223 0,1081 804
225 0,0135 805
227 0,0676 806
229 0,2703 807
231 0,0135 808

Nota: pb = pares de bases
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Anexo 5 — Localizagao citogenética e posicdao em cM de cada marcador no

respectivo cromossoma

1212 ——D13S742
(24,18 cM)

—
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‘ (19,48 cM)
211 -

212 pum——D2151914
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13z ——P18S59
(0,65 cM)

123 p——D18S978

- (36,59 cM)
|
o B A P
2211 " cM
_I—DX87593
(22,30 cM)
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Anexo 6 — MapFile (dados introduzidos no programa ECLIPSE2 referentes

aos 8 marcadores utilizados)

Legenda:

Vermelho — identificacdo do cromossoma em que o0 marcador se encontra
Verde — posigdo em cM

Azul — n® de alelos do marcador

Rosa — nome de cada alelo

Preto — frequéncia de cada alelo

0.04
0.03
0.06
0.01
0.12
0.05
0.10
0.08
0.09
0.03
0.08
0.01
0.16
0.01
0.08
0.01
0.01
0.03
13 108.1
201 0.06
202 0.02
203 0.14
204 0.10
205 0.37
206 0.11
207 0.01
208 0.02
209 0.09
210 0.02
211 0.02
212 0.01
213 0.01
18 0.7 9
301 0.29
302 0.10
303 0.16
304 0.10
305 0.19
306 0.10
307 0.02
308 0.03
309 0.01

13

18 36.6 5
401 0.08
402 0.37
403 0.33
404 0.21
405 0.01
21 19.5 10
501 0.03
502 0.01
503 0.16
504 0.16
505 0.21
506 0.04
507 0.08
508 0.14
509 0.15
510 0.03
21 24.5 10
601 0.03
602 0.03
603 0.29
604 0.17
605 0.08
606 0.19
607 0.07
608 0.10
609 0.03
610 0.02
X 13.2 6
701 0.01
702 0.73
703 0.12
704 0.10
705 0.03
706 0.01
X 22.3 8
801 0.05
802 0.05
803 0.42
804 0.11
805 0.01
806 0.07
807 0.27
808 0.01
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Anexo 7 - PedigreeFile (dados introduzidos no programa ECLIPSE2

referentes aos 9 fetos gemelares e respectivos pais)

Legenda:

Vermelho — identificagao da familia

Verde — identificagao do individuo

Azul — identificagdo de pai e mae (se ndo conhecidos colocar 0)
Rosa — sexo (1 = masculino; 2 = feminino; 0 = indeterminado)

Preto — alelos observados por marcador (colocar 0 na auséncia de resultado)

e PedigreeFile apenas com dados referentes aos 9 fetos gemelares

0 0 0 0 0 0 403 405 0 0 601 601
£ 715 b715 0 0 1 0 0 0 0 0 0 403 405 0 0 601 601
£ 720 a720 0 0 2 0 0 201 206 304 305 0 0 0 0 0 0
£ 720 720 0 0 2 0 0 201 206 304 305 0 0 0 0 0 0
f 736 a736 0 0 1 0 0 205 205 305 305 404 405 505 510 0 0
f 736 b736 0 0 1 0 0 205 205 305 305 404 405 505 510 0 0
£ 757 a757 0 0 2 104 111 211 213 301 303 403 403 509 509 603 603
£ 757 757 0 0 2 104 111 211 213 301 303 403 403 509 509 603 603
£ 780 a780 0 0 2 105 107 202 209 303 308 401 403 0 0 0 0
£ 780 b780 0 0 2 105 107 202 209 303 308 401 403 0 0 0 0
f 819 a819 0 0 2 110 115 204 204 302 303 402 403 504 508 0 0
£ 819 b819 0 0 2 110 115 204 204 302 303 402 403 504 508 0 0
£ 827 a827 0 0 2 104 115 204 211 303 303 401 403 504 504 0 0
£ 827 b827 0 0 2 104 115 204 211 303 303 401 403 504 504 0 0
f 849 a849 0 0 1 101 104 205 208 302 307 403 403 503 504 0 0
f 849 b849 0 0 1 101 104 205 208 302 307 403 403 503 504 0 0
£ 859 a859 0 0 1 107 113 204 211 305 306 401 402 504 505 0 0
£ 859 b859 0 0 1 107 113 204 211 305 306 401 402 504 505 0 0

702
702
702
702
702
702
702
702
702
702
702
702
702
702
706
706
702
702

702
702
704
704
702
702
702
702
703
703
703
703
702
702
706
706
702
702

0

0
801
801
804
804
803
803
803
803
803
803
801
801
806
806
801
801

0

0
806
806
804
804
803
803
803
803
807
807
807
807
806
806
801
801
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£ 715
£ 715
£ 715
£ 715
£ 720
£ 720
£720
£720
£ 736
£ 736
£ 736
£ 736
£ 757
£ 757
£ 757
£ 757
£ 780
£ 780
£ 780
£ 780
£ 819
£ 819
£ 819
£ 819
£ 827
£ 827
£ 827
£ 827
£ 849
£ 849
£ 849
£ 849
£ 859
£ 859
£ 859
£ 859

PedigreeFile com dados referentes
pais

pail
mael
a7ls
b715
pai2
mae2
a720
b720
pai3
mae3
a736
b736
pai4d
maed
a757
b757
paib
maeb
a780
b780
paib6
mae6
ag8l9
b819
pai’7
mae’7
ag827
b827
pais
mae8
ag849
b849
paid
mae9
a859
b859

0
0
pail
pail

paiz
paiz

pail
pail

paid
paid

paib
paib

pai6
paib6

pai’
pai’7

pais
pais

paid
paid

0
0
mael
mael

mae2
mae2

mae3
mae3

maed
maed

maeb
maeb5

mae6
maeb6

mae’7
mae’7

mae8
mae8

mae9
mae9

FENRPRPRERENMENNNMENMNDNNERENMNNDNNERENNNNDNERERERNNERENDNDNRERRDNDRS

OO OO OO OO OO0

o

111
101
104
104
105
107
105
105
107
115
110
110

104
104
104
101
104
101
101
107
106
107
107

OO OO OO OO OO0

o

111
104
111
111
112
107
107
107
110
115
115
115

116
115
115
101
106
104
104
111
113
113
113

o O O

305
304
305
305
305
305
305
305
306
305
303
303
303
308
308
308
304
305
303
303

303
303
303
302
307
307
307
305
306
306
306

aos 9 fetos gemelares e aos

O O OO O oo

508
504
505
505
505
505

O O OO O oo

510
505
510
510
509
509

601
601
601
601

O O O O oo

603
603
603
603

o

OO OO OO ODODODODOOOOOOOooOo

601
601
601
601

O O O O oo

605
604
603
603

o

OO OO OO ODODODODOOOOOOOooOo

704

702
702
704
702
702
702
702
702
702
702
702
702
702
702
703
702
702
702
703
702
702
702

702
702
702
703
705
706
706
704
702
702
702

704

702
702
704
702
704
704
702
702
702
702
702
702
702
702
703
703
703
703
703
702
703
703

705
702
702
703
706
706
706
704
702
702
702

respectivos

801

806
801
801
801
804
804
804
804
803
803
803
803
803
803
803
803
807
803
803
803

801
801
801
805
802
806
806
807
801
801
801

801

806
807
806
806
804
807
804
804
803
803
803
803
803
807
803
803
807
808
807
807

803
807
807
805
806
806
806
807
803
801
801
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Anexo 8 — ErrorFile

0 0.001 0.01 0.05
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Anexo 9 — Folhas de resultados obtidas recorrendo ao programa ECLIPSE2

Estabelecimento de relagbes de parentesco e calculo da
introduzindo apenas dados referentes

[}
média de MZ/DZ

gemelares

£ 715 a715 £ 715 b715
error P(full) half unrel
0 -6.27542 -8.09132 -10.4524
0.001 -6.27685 -8.09041 -10.4401
0.01 -6.28956 -8.08167 -10.3343
0.05 -6.34267 -8.03245 -9.94703

£ 720 a720 £ 720 b720
error P(full) half unrel
0 -4.30751 -5.64714 -6.59928
0.001 -4.30907 -5.64796 -6.5994¢6
0.01 -4.32322 -5.65532 -6.60105
0.05 -4.38737 -5.68827 -6.60812

f 736 a736 f 736 b736
error P(full) half unrel
0 -8.27323 -10.4865 -13.1649
0.001 -8.27637 -10.4878 -13.155
0.01 -8.30458 -10.4994 -13.0704
0.05 -8.4292 -10.5408 -12.7763

£ 757 a757 £ 757 b757
error P(full) half unrel
0 -13.3593 -17.7491 -21.8245
0.001 -13.3642 -17.7503 -21.82
0.01 -13.4083 -17.7609 -21.7808
0.05 -13.6084 -17.8105 -21.6291

£ 780 a780 £ 780 b780
error P(full) half unrel
0 -9.25577 -12.1813 -14.7172
0.001 -9.25892 -12.1824 -14.7146
0.01 -9.2873 -12.1926 -14.6919
0.05 -9.41541 -12.2363 -14.5946

f 819 a8l19 f 819 b819
error P(full) half unrel
0 -10.0444 -13.1673 -15.5492
0.001 -10.0484 -13.1696 -15.55
0.01 -10.084 -13.1902 -15.5577
0.05 -10.2455 -13.2824 -15.5924

f 827 a827 f 827 b827
error P(full) half unrel
0 -12.0369 -15.6826 -19.3094
0.001 -12.0408 -15.6844 -19.3063
0.01 -12.0766 -15.7 -19.2789
0.05 -12.238 -15.7682 -19.1629

f 849 a849 f 849 b849
error P(full) half unrel
0 -11.8763 -15.5214 -19.1566
0.001 -11.8803 -15.5228 -19.1519
0.01 -11.9162 -15.5347 -19.1103
0.05 -12.0785 -15.5863 -18.937

f 859 a859 f 859 b859
error P(full) half unrel
0 -9.99313 -13.0431 -15.4266
0.001 -9.99706 -13.0452 -15.426
0.01 -10.0325 -13.0636 -15.4201
0.05 -10.1926 -13.1456 -15.3962

-5.
-5.
-5.
-5.

-3.
-3.

Mz
22621
22795
24357
31256

Mz
29964
30138

-3.3171

-3.

-6.
-6.
-6.
-6.

38862

Mz
58247
58594
61729
75815

Mz

-10.9123
-10.9175
-10.9646

-11.179

=7.
=7.
=7.

Mz
35858
36206
39347

-7.5361

=7.
=7.
=7.
.99703

-7

-9.
-9.
-9.
-9.

-9.
-9.
-9.
-9.

=7.
=7.
=7.
=7.

Mz
77459
77893
81822

Mz
65471
65905
69833
87679

Mz
57829
58264
62191
80036

Mz
71332
71766
75694
93548

=7.
=7.
=7.
=7.

-5.
-5

P-0
51864
51816
51352
48595

P-0
20886
.2098

-5.21833
-5.25663

-9.
-9.
-9.

-9

-16.
-16.
-16.
-16.

-11
-11

-11.
-11.

-12
-12
-12

P-0
61494
61673
63244
.6947

P-0
5738
5752
5881
6483

P-0
.2873
.2888
3023
3611

P-0
.2001
.2026
.2253

-12.327

-14.
-14.
-14.

-14

-14.

-14

-14.
-14.

-12.
-12.
-12.
-12.

P-0
5033
5055
5244
.6082

P-0
3895
.3912
4066
4738

P-0
0405
0429
0649
1627

GP-GC
-8.09132
-8.09041
-8.08167
-8.03245

GP-GC
-5.64714
-5.64796
-5.65532
-5.68827

GP-GC
-10.4307
-10.4321
-10.4446
-10.4904

GP-GC
-17.6636
-17.6648
-17.6759
-17.7277

GP-GC
-12.1018
-12.103
-12.114
-12.1615

GP-GC
-13.114
-13.1163
-13.1371
-13.2305

GP-GC
-15.5931
-15.5949
-15.6113
-15.6831

GP-GC
-15.4313
-15.4328
-15.4454
-15.5002

GP-GC
-12.9772
-12.9793
-12.9984
-13.0832

-8.
-8.
-8.
-8.

-5.
-5.
-5.
-5.

-10.
-10.
-10.
-10.

-17

-17.
-17.
-17.

-12.
-12.

-12
-12

-13.
-13.
-13.

-13

-15.
-15.
-15.
-15.

-1
-15
-15
-15

-13.
-13.
-13.
-13.

avunc
09132
09041
08167
03245

avunc
64714
64796
65532
68827

avunc
5012
5025
5139
5541

avunc
.7649
7661
7766
8258

avunc
1963
1974
.2074
.2502

avunc
1743
1766
1971
.2892

avunc
6979
6996
7151
7826

avunc
5.537
.5383
.5501
.6011

avunc
0548
0568
0751
1565

probabilidade
aos 9 fetos

FC

8.63749
-8.
8.61981

6358

-8.53468

FC

5.99494
-5.
6.00154

9956

-6.02799

11.
-11.
11.

FC
2495
2501
2547

-11.262

-12.
.9679
L9732
-12.

-13.
.9672
.9852
.0657

-14

-16.
16.

FC

.8085
.8092
.8163
-18.

8495

FC
9673

9948

FC
9652

FC
7353
7365

-16.747

-16.

16.

7921

FC
5303

-16.531

-13.
13.

16.
16.

5377
5647

FC
8626
8641

-13.878

-13.

9392

LR (MZ/DZ)
11.1997
11.1918
11.1172
10.7178

LR (MZ/DZz)
10.1827
10.1787
10.1421
9.97123

LR (MZ/DZ)
49.0636
49.0255
48.6726
46.8865

LR (MZ/DZ)
279.898
279.688

277.78
268.817

LR (MZ/DZz)
78.9205
78.8603
78.3123
75.7361

LR (MZ/DZ)
186.146
185.972
184.404
177.206

LR (MZ/DZ)
241.092
240.875
238.904
229.712

LR (MZ/DZz)
198.602
198.434
196.906
189.735

LR (MZ/DZ)
190.467
190.281
188.595
180.785
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e Estabelecimento de relagoes de parentesco e calculo da probabilidade
média de MZ/DZ introduzindo dados referentes aos 9 fetos gemelares e aos
respectivos pais

£ 715 pail f 715 mael
error P(full) half
0 -3.62214 -4.85683
0.001 -3.62292 -4.85608
0.01 -3.62993 -4.84932
0.05 -3.66142 -4.81975

£ 715 pail : £ 715 a715
error P(full) half
0 -3.62214 -4.85683
0.001 -3.62292 -4.85608
0.01 -3.62993 -4.84932
0.05 -3.66142 -4.81975

£ 715 pail : £ 715 b715
error P(full) half
0 -3.62214 -4.85683
0.001 -3.62292 -4.85608
0.01 -3.62993 -4.84932
0.05 -3.66142 -4.81975

f 715 mael : £ 715 a715
error P(full) half
0 -3.62214 -4.85683
0.001 -3.62292 -4.85608
0.01 -3.62993 -4.84932
0.05 -3.66142 -4.81975

f 715 mael : £ 715 b715
error P(full) half
0 -3.62214 -4.85683
0.001 -3.62292 -4.85608
0.01 -3.62993 -4.84932
0.05 -3.66142 -4.81975

£ 715 a715 : £ 715 b715
error P(full) half
0 -6.27542 -8.09132
0.001 -6.27685 -8.09041
0.01 -6.28956 -8.08167
0.05 -6.34267 -8.03245

£ 720 pai2 : £ 720 mae2
error P(full) half
0 -7.83833 -7.23627
0.001 -7.83717 -=7.23589
0.01 -7.82687 -7.23247
0.05 -7.78351 -7.2183

£ 720 pai2 : £ 720 a720
error P(full) half
0 -6.346 -6.25776
0.001 -6.34601 -6.25851
0.01 -6.34613 -6.26529
0.05 -6.34754 -6.29569

f 720 pai2 : £ 720 b720
error P(full) half
0 -6.346 -6.25776
0.001 -6.34601 -6.25851
0.01 -6.34613 -6.26529
0.05 -6.34754 -6.29569

f 720 mae2 : £ 720 a720
error P(full) half

unrel
-6.09151
-6.08923
-6.06897
-5.98422

unrel
-6.09151
-6.08923
-6.06897
-5.98422

unrel
-6.09151
-6.08923
-6.06897
-5.98422

unrel
-6.09151
-6.08923
-6.06897
-5.98422

unrel
-6.09151
-6.08923
-6.06897
-5.98422

unrel
-10.4524
-10.4401
-10.3343
-9.94703

unrel
-6.63421
-6.6346
-6.63811
-6.65393

unrel
-7.18583
-7.186
-7.18754
-7.19452

unrel
-7.18583
-7.186
-7.18754
-7.19452

unrel

Mz
-3.04576
-3.04663
-3.05448
-3.09007

Mz
-3.04576
-3.04663
-3.05448
-3.09007

Mz
-3.04576
-3.04663
-3.05448
-3.09007

Mz
-3.04576
-3.04663
-3.05448
-3.09007

Mz
-3.04576
-3.04663
-3.05448
-3.09007

Mz
-5.22621
-5.22795
-5.24357
-5.31256

MZ
-infinity
-19.5207
-15.5207
-12.7248

Mz
-infinity
-11.2332
-9.23971
-7.87113

Mz
-infinity
-11.2332
-9.23971
-7.87113

Mz

P-0
-4.56864
-4.56793
-4.56158
-4.53385

P-0
-4.56864
-4.56793
-4.56158
-4.53385

P-0
-4.56864
-4.56793
-4.56158
-4.53385

P-0
-4.56864
-4.56793
-4.56158
-4.53385

P-0
-4.56864
-4.56793
-4.56158
-4.53385

P-0
-7.51864
-7.51816
-7.51352
-7.48595

P-0
-infinity
-12.7461
-10.75
-9.36941

P-0
-5.8448
-5.84565
-5.85332
-5.88781

P-0
-5.8448
-5.84565
-5.85332
-5.88781

-4.
-4.
-4.
-4.

-4.
-4.
-4.
-4.

-4.
-4.
.84932
-4.

-4

-4.
-4.
.84932
-4.

-4

-4

-8.
-8.
-8.
-8.

-7
-7
-7

GP-GC
85683
85608
84932
81975

GP-GC
85683
85608
84932
81975

GP-GC
85683
85608
81975
GP-GC
85683
85608

81975

GP-GC

.85683
-4.
-4.
-4.

85608
84932
81975

GP-GC
09132
09041
08167
03245

GP-GC

.23627
.23589
.23247

-7.2183

-6.
-6.
-6.
-6.

-6.
-6.
-6.
-6.

GP-GC
25776
25851
26529
29569

GP-GC
25776
25851
26529
29569

GP-GC

-4.
-4.
-4.
-4.

-4.
-4.
-4.
-4.

-4.
-4.
.84932
-4.

-4

-4.
-4.
.84932
-4.

-4

-4

-8.
-8.
-8.
-8.

-7
-7
-7

avunc
85683
85608
84932
81975

avunc
85683
85608
84932
81975

avunc
85683
85608
81975
avunc
85683
85608

81975

avunc

.85683
-4.
-4.
-4.

85608
84932
81975

avunc
09132
09041
08167
03245

avunc

.23627
.23589
.23247

-7.2183

-6.
-6.
-6.
-6.

-6.
-6.
-6.
-6.

avunc
25776
25851
26529
29569

avunc
25776
25851
26529
29569

avunc

-5.
-5.
-5.
-5.

-5.
-5.
-5.
-5.

-5.
-5.
-5.
-5.

-5.
-5.
-5.
-5.

-5.
-5.
-5.
-5.

-8.

FC
13327
13243
12492
09202

FC
13327
13243
12492
09202

FC
13327
13243
12492
09202

FC
13327
13243
12492
09202

FC
13327
13243
12492
09202

FC
63749

-8.6358

-8.
-8.

-6.
-6.
-6.
-6.

-6.
-6.
-6.
-6.

-6.
-6.
-6.
-6.

61981
53468

FC
88409
88422
88541
89106

FC
58496
58559
59126
61663

FC
58496
58559
59126
61663

FC

LR (MZ/DZ)
3.77038
3.76959
3.76228
3.72696

LR (MZ/DZ)
3.77038
3.76959
3.76228
3.72696

LR (MZ/DZz)
3.77038
3.76959
3.76228
3.72696

LR (MZ/DZ)
3.77038
3.76959
3.76228
3.72696

LR (MZ/DZ)
3.77038
3.76959
3.76228
3.72696

LR (MZ/Dz)
11.1997
11.1918
11.1172
10.7178

LR (MZ/DZ)
-infinity
2.07243e-12
2.02385e-08
1.14473e-05

LR (MZ/DZ)
-infinity
1.29651e-05

0.00127768

0.0299507

LR (MZ/Dz)
-infinity
1.29651e-05

0.00127768

0.0299507

LR (MZ/D2Z)
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0 -5.7297
0.001 -5.72999
0.01 -5.73266
0.05 -5.74517

f 720 mae2 £ 720
error P(full)
0 -5.7297
0.001 -5.72999
0.01 -5.73266
0.05 -5.74517

£ 720 a720 £ 720
error P(full)
0 -4.30751
0.001 -4.30907
0.01 -4.32322
0.05 -4.38737

f 736 pai3 f 736
error P(full)
0 -13.292
0.001 -13.2744
0.01 -13.1319
0.05 -12.6942

f 736 pai3 f 736
error P(full)
0 -11.3075
0.001 -11.2951
0.01 -11.198
0.05 -10.933

f 736 pai3 f 736
error P(full)
0 -11.3075
0.001 -11.2951
0.01 -11.198
0.05 -10.933

f 736 mae3 f 736
error P(full)
0 -10.8503
0.001 -10.848
0.01 -10.828
0.05 -10.7593

f 736 mae3 f 736
error P(full)
0 -10.8503
0.001 -10.848
0.01 -10.828
0.05 -10.7593

f 736 a736 f 736
error P(full)
0 -8.27323
0.001 -8.27637
0.01 -8.30458
0.05 -8.4292

f 757 pai4d £ 757
error P(full)
0 -14.9254
0.001 -14.9221
0.01 -14.8936
0.05 -14.7885

f 757 pai4d £ 757
error P(full)
0 -13.1298
0.001 -13.1294
0.01 -13.1266
0.05 -13.1248

-5.
-5.
-5.
-5.

59075
59152
59854
63002

b720

-5.
-5.
-5.
-5.

half
59075
59152
59854
63002

b720

-5.
-5.
-5.
-5.

half
64714
64796
65532
68827

mae3

half

-13.1654
-13.1562
-13.0782
-12.8027

a736

half

-11.508
-11.5025
-11.4569
-11.3144

b736

half

-11.508
-11.5025
-11.4569
-11.3144

a736

half

-11.9055

-11.904
-11.8904
-11.8268

b736

half

-11.9055

-11.904
-11.8904
-11.8268

b736

half

-10.4865
-10.4878
-10.4994
-10.5408

maed

half

-14.3424
-14.3417
-14.3354
-14.3168

a757

half

-13.1995
-13.2007

-13.212
-13.2654

-6.
-6.
-6.
-6.

-6.
-6.
-6.
-6.

-6.
-6.
-6.
-6.

-13
-13
-13
-13

-12
-1
-1

-12

-12
-1
-1

-12

-13.
-13.
-13.

-13

-13
-13
-13
-13

-13

-1
-13
-12

-14.
-14.
-14.

-14

-14.

-14

-14.
-14.

04766 -infinity
04806 -10.9593
05161 -8.96579
06753 -7.59717

unrel MZ
04766 -infinity
04806 -10.9593
05161 -8.96579
06753 =7.59717

unrel Mz
59928 -3.29964
59946 -3.30138
60105 -3.3171
60812 -3.38862

unrel Mz
.3288 -infinity
.3221 -21.6364
.2647 -17.6436
.0544 -14.8814

unrel MZ
.7887 —-infinity
2.783 -17.0457
2.735 -14.0628
.5635 -12.0434

unrel MZ
.7887 —-infinity
2.783 -17.0457
2.735 -14.0628
.5635 -12.0434

unrel Mz
7051 -infinity
6941 -14.1062
6001 -12.1282
.2671 -10.8286

unrel MZ
.7051 -infinity
.6941 -14.1062
.6001 -12.1282
.2671 -10.8286

unrel MZ
.1649 -6.58247
3.155 -6.58594
.0704 -6.61729
.7763 -6.75815

unrel MZ
0595 -infinity
0601 -30.7055
0648 -24.72
.0893 -20.5924

unrel MZ
7001 -infinity
.7007 -22.5918
7066 -18.6128
7354 -15.9125

-5
-5
-5.
-5.

-5
-5
-5.
-5.

-5.

-5
-5.
-5.

.29318
.29411

30256
34059

P-0

.29318
.29411

30256
34059

P-0
20886
.2098
21833
25663

pP-0

-infinity

-15
-14
-13

-10.
-10.
-10.
-10.

-10.
-10.
-10.
-10.

-11

-11.
-11.

-11

-11

-11.
-11.

-11

-9.
-9.
-9.

-9

.5367
.4528
.4718

P-0
9401
9339
8832
7304

P-0
9401
9339
8832
7304

P-0
.3592
3577
3435
.2819

P-0
.3592
3577
3435
.2819

P-0
61494
61673
63244
.6947

pP-0

-infinity

-19
-17

-15.

-12.

-12

-12.
-12.

.2536
.2684
9375

P-0
4695
.4709
4836
5433

-5.
-5.
-5.
-5.

-5.
-5.
-5.
-5.

-5.
-5.
-5.
-5.

-13
-13
-13

-1

-11.

-11

-11.
-11.

-11.
-11.

-11

-11.

-11

-11.
-11.
-11.

-11

-11.
-11.
-11.

-10
-10
-10
-10

-14

-1
-14
-14

-13.
-13.
-13.

-13

59075
59152
59854
63002

GP-GC
59075
59152
59854
63002

GP-GC
64714
64796
65532
68827

GP-GC
L1591
L1497
.0705

2.792

GP-GC
5017
.4961
4492
3037

GP-GC
5017
4961
L4492
3037

GP-GC
.8497
8483
8356
7763

GP-GC
.8497
8483
8356
7763

GP-GC
.4307
L4321
L4446
.4904

GP-GC
.3678
4.367
.3602
.3393

GP-GC
1832
1844
1958
L2497

-5.59075
-5.59152
-5.59854
-5.63002

avunc
-5.59075
-5.59152
-5.59854
-5.63002

avunc
-5.64714
-5.64796
-5.65532
-5.68827

avunc
-13.1669
-13.1578
-13.0801
-12.8053

avunc
-11.5096
-11.5041
-11.4588
-11.317

avunc
-11.5096
-11.5041
-11.4588
-11.317

avunc
-11.9202
-11.9187
-11.9049
-11.84

avunc
-11.9202
-11.9187
-11.9049
-11.84

avunc
-10.5012
-10.5025
-10.5139
-10.5541

avunc
-14.3362
-14.3354
-14.3293
-14.3112

avunc
-13.2045
-13.2057
-13.217
-13.2703

-5.
-5.
-5.
-5.

-5.
-5.
-5.
-5.

-5.

-5
-6.
-6.

-13.
-13.
-13.
-12.

-11
-11
-1

-11
-11
-1

-12

-12.
-12.

-12

-12

-12.
-12.

-12

-11
-11
-11

-1

-14.
-14.
-14.

-14

-13.
-13.
-13.
-13.

78939
79002
79576
82146

FC
78939
79002
79576
82146

FC
99494
.9956
00154
02799

FC
1501
1423
0756
8371

FC
.9594
.9543
1.911
11.77

FC
.9594
.9543
1.911
11.77

FC
.3826
3808
3642
.2831

FC
.3826
3808
3642
.2831

FC
L2495
.2501
.2547
1.262

FC
1263
1264
1277
.1384

FC
7667
7678
7775
8239

-infinity
5.89748e-06
0.000584625

0.0140604

LR (MZ/DZ)
-infinity
5.89748e-06
0.000584625

0.0140604

LR (MZ/DZ)
10.1827
10.1787
10.1421
9.97123

LR (MZ/DZ)
-infinity
4.34556e-09
3.07827e-05

0.00649857

LR (MZ/DZ)
-infinity
1.77589e-06

0.00136534

0.0775565

LR (MZ/DZ)
-infinity
1.77589e-06

0.00136534

0.0775565

LR (MZ/DZ)
-infinity
0.000551861

0.0501039

0.852451

LR (MZ/DZ)
-infinity
0.000551861

0.0501039

0.852451

LR (MZ/DZ)
49.0636
49.0255
48.6726
46.8865

LR (MZ/DZ)
-infinity
1.64664e-16

1.4912e-10
1.57079e-06

LR (MZ/DZ)
-infinity
3.44826e-10
3.26383e-06

0.00163039
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£ 757 paid4 : £ 757 b757

error P(full) half unrel MZ P-0 GP-GC avunc FC LR (MZ/DZ)
0 -13.1298 -13.1995 -14.7001 -infinity -12.4695 -13.1832 -13.2045 -13.7667 -infinity

0.001 -13.1294 -13.2007 -14.7007 =-22.5918 -12.4709 -13.1844 -13.2057 -13.7678 3.44826e-10

0.01 -13.1266 -13.212 -14.7066 -18.6128 -12.4836 -13.1958 -13.217 -13.7775 3.26383e-06

0.05 -13.1248 -13.2654 -14.7354 -15.9125 -12.5433 -13.2497 -13.2703 -13.8239 0.00163039

f 757 maed : £ 757 a757
error P(full) half unrel MZ P-0 GP-GC avunc FC LR (MZ/DZ)
0 -16.9631 -18.1875 -21.184 -infinity -17.3366 -18.1317 -18.1945 -18.9525 -infinity
0.001 -16.9655 -18.1883 -21.1793 -29.738 -17.3376 -18.1326 -18.1954 -18.953 1.68858e-13
0.01 -16.9866 -18.196 -21.139 =-24.7627 -17.3471 -18.1406 -18.203 -18.9575 1.67453e-08
0.05 -17.0815 -18.2326 -20.983 -21.38 -17.3923 -18.1788 -18.2394 -18.9793 5.02922e-05

£ 757 maed : £ 757 b757

error P(full) half unrel Mz P-0 GP-GC avunc FC LR (MZ/DZ)
0 -16.9631 -18.1875 -21.184 -infinity -17.3366 -18.1317 -18.1945 -18.9525 -infinity
0.001 -16.9655 -18.1883 -21.1793 -29.738 -17.3376 -18.1326 -18.1954 -18.953 1.68858e-13
0.01 -16.9866 -18.196 -21.139 -24.7627 -17.3471 -18.1406 -18.203 -18.9575 1.67453e-08
0.05 -17.0815 -18.2326 -20.983 -21.38 -17.3923 -18.1788 -18.2394 -18.9793 5.02922e-05

£ 757 a757 : £ 757 b757

error P(full) half unrel MZ P-0 GP-GC avunc FC LR (MZ/DZ)
0 -13.3593 -17.7491 -21.8245 -10.9123 -16.5738 =-17.6636 -17.7649 -18.8085 279.898
0.001 -13.3642 -17.7503 -21.82 -10.9175 -16.5752 -17.6648 -17.7661 -18.8092 279.688
0.01 -13.4083 -17.7609 -21.7808 -10.9646 -16.5881 -17.6759 -17.7766 -18.8163 277.78
0.05 -13.6084 -17.8105 -21.6291 -11.179 -16.6483 -17.7277 -17.8258 -18.8495 268.817

f 780 pai5 : f_ 780 maeb
error P(full) half unrel MZ P-0 GP-GC avunc FC LR (MZ/DZ)
0 -16.8075 =-15.9753 -15.6698 -infinity -infinity -15.9452 -15.9929 -15.6955 -infinity
0.001 -16.8006 -15.9711 -15.6673 -35.2329 -23.1081 -15.9412 -15.9886 -15.6925 3.69524e-19
0.01 -16.7398 -15.9341 -15.6449 -28.2356 -20.1097 -15.9062 -15.9505 -15.6652 3.19332e-12
0.05 -16.4969 -15.7834 -15.552 -23.3547 -18.021 -15.7632 -15.7961 -15.5531 1.38742e-07

f 780 pai5 : £ 780 a780

error P(full) half unrel Mz P-0 GP-GC avunc FC LR (MZ/DZ)
0 -13.6955 -13.4352 -14.576 -infinity -12.8238 -13.4077 -13.4396 -13.8874 -infinity

0.001 -13.6911 -13.4338 -14.5737 =-22.3551 -12.8226 -13.4063 -13.4382 -13.8857 2.16799e-09

0.01 -13.6524 -13.4212 -14.5533 -18.3664 -12.8119 -13.3939 -13.4256 -13.871 1.9316le-05

0.05 -13.4977 -13.3694 -14.4668 -15.622 -12.7688 -13.3426 -13.3737 -13.809 0.00751055

f 780 pai5 : £ 780 b780

error P(full) half unrel MZ P-0 GP-GC avunc FC LR (MZ/DZ)
0 -13.6955 -13.4352 -14.576 -infinity -12.8238 -13.4077 -13.4396 -13.8874 -infinity

0.001 -13.6911 -13.4338 -14.5737 =-22.3551 -12.8226 -13.4063 -13.4382 -13.8857 2.16799e-09

0.01 -13.6524 -13.4212 -14.5533 -18.3664 -12.8119 -13.3939 -13.4256 -13.871 1.93161e-05

0.05 -13.4977 -13.3694 -14.4668 -15.622 -12.7688 -13.3426 -13.3737 -13.809 0.00751055

f 780 mae5 : £ 780 a780
error P(full) half unrel MZ P-0 GP-GC avunc FC LR (MZ/DZ)
0 -12.5362 -13.3505 -15.811 -infinity -12.5257 -13.2958 -13.3587 -14.0765 -infinity
0.001 -12.5356 -13.3509 -15.8082 -18.9516 -12.5262 -13.2962 -13.359 -14.0765 3.83698e-07
0.01 -12.5303 -13.354 -15.7835 -15.9691 -12.5311 -13.2995 -13.3621 -14.0767 0.000364115
0.05 -12.5123 -13.3686 -15.6798 -13.9515 -12.5537 -13.3151 -13.3766 -14.0776 0.0363765

f 780 mae5 : £ 780 b780

error P(full) half unrel Mz P-0 GP-GC avunc FC LR (MZ/DZ)
0 -12.5362 -13.3505 -15.811 -infinity -12.5257 -13.2958 -13.3587 -14.0765 -infinity
0.001 -12.5356 -13.3509 -15.8082 -18.9516 -12.5262 -13.2962 -13.359 -14.0765 3.83698e-07

0.01 -12.5303 -13.354 -15.7835 -15.9691 -12.5311 -13.2995 -13.3621 -14.0767 0.000364115
0.05 -12.5123 -13.3686 -15.6798 -13.9515 -12.5537 -13.3151 -13.3766 -14.0776 0.0363765

£ 780 a780 : f£f 780 b780

error P(full) half unrel MZ P-0 GP-GC avunc FC LR (MZ/DZ)
0 -9.25577 -12.1813 -14.7172 -7.35858 -11.2873 -12.1018 -12.1963 -12.9673 78.9205
0.001 -9.25892 -12.1824 -14.7146 -7.36206 -11.2888 -12.103 -12.1974 -12.9679 78.8603
0.01 -9.2873 -12.1926 -14.6919 -7.39347 -11.3023 -12.114 -12.2074 -12.9732 78.3123
0.05 -9.41541 -12.2363 -14.594¢6 -7.5361 -11.3611 -12.1615 -12.2502 -12.9948 75.7361

f 819 pai6 : f 819 maeb
error P(full) half unrel MZ P-0 GP-GC avunc FC LR (MZ/DZ)
0 -16.9876 -16.1593 -16.0215 -infinity -infinity -16.1926 -16.1587 -15.977 -infinity
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0.001 -16.9846
0.01 -16.9582
0.05 -16.849

f 819 paié6 f 819
error P(full)
0 -15.4671

0.001 -15.4656
0.01 -15.4525
0.05 -15.4016

f 819 paié f 819
error P(full)
0 -15.4671

0.001 -15.4656
0.01 -15.4525
0.05 -15.4016

f 819 mae6 f 819
error P(full)
0 -12.6605

0.001 -12.6618
0.01 -12.6738
0.05 -12.7301

f 819 mae6 f 819
error P(full)
0 -12.6605

0.001 -12.6618
0.01 -12.6738
0.05 -12.7301

f 819 a8l19 f 819
error P(full)
0 -10.0444

0.001 -10.0484
0.01 -10.084
0.05 -10.2455

f 827 mae7 £ 827
error P(full)
0 -15.7705

0.001 -15.7699
0.01 -15.7647
0.05 -15.7522

f 827 mae7 £ 827
error P(full)
0 -15.7705

0.001 -15.7699
0.01 -15.7647
0.05 -15.7522

f 827 a827 £ 827
error P(full)
0 -12.0369

0.001 -12.0408
0.01 -12.0766
0.05 -12.238

f 849 pais8 f 849
error P(full)
0 -18.7593

0.001 -18.7478
0.01 -18.6487
0.05 -18.2783

f 849 pais8 f 849
error P(full)
0 -15.5243

0.001 -15.5171
0.01 -15.4545
0.05 -15.2105

-16.1585
-16.1515
-16.123

ag8l9
half
-15.1227
-15.1233
-15.1288
-15.1552

b819
half
-15.1227
-15.1233
-15.1288
-15.1552

a8l9
half
-13.3564
-13.3584
-13.3764
-13.4577

b819
half
-13.3564
-13.3584
-13.3764
-13.4577

b819
half
-13.1673
-13.1696
-13.1902
-13.2824

ag27
half
-16.1136
-16.1148
-16.1257
-16.1753

b827
half
-16.1136
-16.1148
-16.1257
-16.1753

b827
half
-15.6826
-15.6844
-15.7
-15.7682

mae8
half
-18.0441
-18.037
-17.975
-17.7346

ag849
half
-15.225
-15.2222
-15.1974
-15.0945

-16.0216
-16.0219
-16.0248

unrel
-16.6013
-16.6009
-16.5972
-16.5818

unrel
-16.6013
-16.6009
-16.5972
-16.5818

unrel
-14.9694
-14.9707
-14.9825
-15.0354

unrel
-14.9694
-14.9707
-14.9825
-15.0354

unrel
-15.5492
-15.55
-15.5577
-15.5924

unrel
-19.2936
-19.2895
-19.2537
-19.1065

unrel
-19.2936
-19.2895
-19.2537
-19.1065

unrel
-19.3094
-19.3063
-19.2789
-19.1629

unrel
-18.059
-18.0543
-18.0122
-17.84

unrel
-16.5597
-16.5566
-16.5291
-16.4134

-35.5932
-28.602
-23.7491

MZ
-infinity
-27.6581
-22.6732
-19.247

Mz
-infinity
-27.6581
-22.6732
-19.247

Mz
-infinity
-19.3436
-16.3687
-14.3859

MZ
-infinity
-19.3436
-16.3687
-14.3859

Mz
-7.77459
-7.77893
-7.81822
-7.99703

Mz
-infinity
-25.075
-21.0947
-18.3879

MZ
-infinity
-25.075
-21.0947
-18.3879

Mz
-9.65471
-9.65905
-9.69833
-9.87679

Mz
-infinity
-32.8704
-26.8758
-22.7062

MZ
-infinity
-23.9216
-19.9273
-17.157

-21.372

-19.
-17.

-14.

3719
9765

P-0
4524

-14.453

-14.
-14.

-14.

4591
4889

pP-0
4524

-14.453

-14.
-14.

-12.
-12.
-12.

4591
4889

P-0
6295
6317
6514

-12.74

-12.
-12.
-12.

P-0
6295
6317
6514

-12.74

-12.
-12.
-12.

P-0
2001
2026
2253

-12.327

-15.
-15.
-15.
-15.

-15.
-15.
-15.
-15.

-14.
-14.
-14.
-14.

P-0
0132
0148
0302
1006

P-0
0132
0148
0302
1006

P-0
5033
5055
5244
6082

P-0

-infinity

-22.

1135

-20.103
-18.662

-14.
-14.
L7067
-14.

-14

P-0
7403
7368

5844

-16.1917
-16.1844
-16.1543

GP-GC
-15.0966
-15.0971
-15.1026
-15.1288

GP-GC
-15.0966
-15.0971
-15.1026
-15.1288

GP-GC
-13.3155
-13.3175
-13.3357
-13.4177

GP-GC
-13.3155
-13.3175
-13.3357
-13.4177

GP-GC
-13.114
-13.1163
-13.1371
-13.2305

GP-GC
-16.0301
-16.0315
-16.0433
-16.0976

GP-GC
-16.0301
-16.0315
-16.0433
-16.0976

GP-GC
-15.5931
-15.5949
-15.6113
-15.6831

GP-GC
-17.9847
-17.9783
-17.9222
-17.6994

GP-GC
-15.2361
-15.2332
-15.2076
-15.1018

-16.1579
-16.1508
-16.1219

avunc
-15.1243
-15.1249
-15.1304
-15.157

avunc
-15.1243
-15.1249
-15.1304
-15.157

avunc
-13.361
-13.363
-13.381
-13.4622

avunc
-13.361
-13.363
-13.381
-13.4622

avunc
-13.1743
-13.1766
-13.1971
-13.2892

avunc
-16.1275
-16.1286
-16.1393
-16.1881

avunc
-16.1275
-16.1286
-16.1393
-16.1881

avunc
-15.6979
-15.6996
-15.7151
-15.7826

avunc
-18.0501
-18.0429
-17.9803
-17.738

avunc
-15.224
-15.2212
-15.1965
-15.0938

-15.9768
-15.9751
-15.9691

FC
-15.6545
-15.655
-15.6587
-15.6768

FC
-15.6545
-15.655
-15.6587
-15.6768

FC
-13.9218
-13.9237
-13.9402
-14.0144

FC
-13.9218
-13.9237
-13.9402
-14.0144

FC
-13.9652
-13.9672
-13.9852
-14.0657

FC
-17.0691
-17.0696
-17.0742
-17.0952

FC
-17.0691
-17.0696
-17.0742
-17.0952

FC
-16.7353
-16.7365

-16.747
-16.7921

FC
-17.9381
-17.9326
-17.8847
-17.6924

FC
-15.6517
-15.649
-15.6254
-15.5263

2.4624e-19
2.27072e-12
1.25868e-07

LR (MZ/DZ)
-infinity
6.41905e-13
6.01522e-08
0.000142763

LR (MZ/DZ)
-infinity
6.41905e-13
6.01522e-08
0.000142763

LR (MZ/DZ)
-infinity
2.08067e-07
0.000201867

0.022093

LR (MZ/DZ)
-infinity
2.08067e-07
0.000201867

0.022093

LR (MZ/DZ)
186.146
185.972
184.404
177.206

LR (MZ/DZ)
-infinity
4.95309e-10

4.6781e-06

0.00231353

LR (MZ/DZ)
-infinity
4.95309e-10

4.6781e-06

0.00231353

LR (MZ/DZ)
241.092
240.875
238.904
229.712

LR (MZ/DZ)
-infinity
7.53994e-15
5.92838e-09
3.73353e-05

LR (MZ/DZ)
-infinity
3.93974e-09
3.36693e-05

0.0113114

75



ANEXOS

f 849 pais8 f 849
error P(full)
0 -15.5243
0.001 -15.5171
0.01 -15.4545
0.05 -15.2105

f 849 mae8 f 849
error P(full)
0 -17.2471
0.001 -17.2436
0.01 -17.2139
0.05 -17.1057

f 849 mae8 f 849
error P(full)
0 -17.2471
0.001 -17.2436
0.01 -17.2139
0.05 -17.1057

f 849 a849 f 849
error P(full)
0 -11.8763
0.001 -11.8803
0.01 -11.9162
0.05 -12.0785

f 859 pai9 £ 859
error P(full)
0 -12.4518
0.001 -12.4481
0.01 -12.4161
0.05 -12.2889

f 859 pai9 f 859
error P(full)
0 -10.4013
0.001 -10.399
0.01 -10.3789
0.05 -10.3022

f 859 pai9 £ 859
error P(full)
0 -10.4013
0.001 -10.399
0.01 -10.3789
0.05 -10.3022

f 859 maed f 859
error P(full)
0 -12.5598
0.001 -12.562
0.01 -12.5822
0.05 -12.6737

f 859 mae9 f 859
error P(full)
0 -12.5598
0.001 -12.562
0.01 -12.5822
0.05 -12.6737

f 859 a859 £ 859
error P(full)
0 -9.99313
0.001 -9.99706
0.01 -10.0325
0.05 -10.1926

b849
half
-15.225
-15.2222
-15.1974
-15.0945

ag849
half
-17.8869
-17.8861
-17.8788
-17.8495

b849
half
-17.8869
-17.8861
-17.8788
-17.8495

b849
half
-15.5214
-15.5228
-15.5347
-15.5863

mae9
half
-11.8003
-11.7983
-11.781
-11.7117

a859
half
-10.2014
-10.2011
-10.1983
-10.1885

b859
half
-10.2014
-10.2011
-10.1983
-10.1885

a859
half
-13.9406
-13.9425
-13.959
-14.0326

b859
half
-13.9406
-13.9425
-13.959
-14.0326

b859
half
-13.0431
-13.0452
-13.0636
-13.1456

unrel
-16.5597
-16.5566
-16.5291
-16.4134

unrel
-20.9703
-20.9634
-20.9026
-20.6525

unrel
-20.9703
-20.9634
-20.9026
-20.6525

unrel
-19.1566
-19.1519
-19.1103
-18.937

unrel
-11.4722
-11.4715
-11.465
-11.4383

unrel
-10.9493
-10.94388
-10.9446
-10.9274

unrel
-10.9493
-10.9488
-10.9446
-10.9274

unrel
-15.9495
-15.9486
-15.9405
-15.907

unrel
-15.9495
-15.9486
-15.9405
-15.907

unrel
-15.4266
-15.426
-15.4201
-15.3962

-in
-2
-1

-in
-2
-2

MZ
finity
3.9216
9.9273
17.157

MZ
finity
5.6043
1.6246
18.921

Mz

-infinity

-2
-2

-9
-9
-9
-9

-in
-2
-2
-1

5.6043
1.6246
18.921

Mz
.57829
.58264
. 62191
.80036

MZ
finity
5.8239
0.8272
7.3474

Mz

-infinity

-1
-1

-in

-1
-1

-in
-1
-1
-1

-17.49
4.4964
2.4288

MZ
finity
-17.49
4.4964
2.4288

MZ
finity
6.2481
4.2775
3.0132

Mz

-infinity

-1
-1
-1

=7.

-7

=7.
=7.

6.2481
4.2775
3.0132

Mz
71332
.71766
75694
93548

-14.

-14

-14.
-14.

-16.
-16.
-16.
-16.

-16.
-16.
-16.
-16.

-14.

-14
-14

-14.

-inf
-16
-1
-13

-9.
-9.
-9.
-9.

-9.
-9.
-9.
-9.

-13.
-13.
-13.
-13.

-13.
-13.
-13.
-13.

-12.

-12

-12.
-12.

7403
.7368
7067
5844

P-0
9251
9246
9206
9062

P-0
9251
9246
9206
9062

P-0
3895
.3912
.4066
4738

P-0
inity
L7754
4.778
.3924

73322
73297
73081
72384

73322
73297
73081
72384

P-0
0575
0598
0798
1693

P-0
0575
0598
0798
1693

0405
.0429
0649
1627

GP-GC
-15.2361
-15.2332
-15.2076
-15.1018

GP-GC
-17.8209
-17.8201
-17.8133
-17.7862

GP-GC
-17.8209
-17.8201
-17.8133
-17.7862

GP-GC
-15.4313
-15.4328
-15.4454
-15.5002

GP-GC
-11.7408
-11.7392
-11.7249

-11.667

GP-GC
-10.1895
-10.1892
-10.1865
-10.1768

GP-GC
-10.1895
-10.1892
-10.1865
-10.1768

GP-GC
-13.8956
-13.8975
-13.9146
-13.9904

GP-GC
-13.8956
-13.8975
-13.9146
-13.9904

GP-GC
-12.9772
-12.9793
-12.9984
-13.0832

-1
-15
-15
-15

-17
-17
-17
-17

-17.
-17.
-17.
-17.

-1
-15
-15
-15

-11.
-11.

-11

-11.

-10
-10
-10
-10

-10
-10

-10.
-10.

-13

-1
-13
-14

-13

-1
-13
-14

-13.
-13.
-13.
-13.

avunc
5.224
L2212
.1965
.0938

avunc
.8962
.8954
.8881
.8584

avunc
8962
8954
8881
8584

avunc
5.537
.5383
.5501
.6011

avunc
8063
8043
.7866
7161

avunc
.2025
.2022
.1995
.1896

avunc
.2025
.2022
1995
1896

avunc
.9502
3.952
.9685
.0414

avunc
.9502
3.952
.9685
.0414

avunc
0548
0568
0751
1565

FC
-15.6517
-15.649
-15.6254
-15.5263

FC
-18.7389
-18.7375

-18.725
-18.6717

FC
-18.7389
-18.7375

-18.725
-18.6717

FC
-16.5303
-16.531
-16.5377
-16.5647

FC
-11.5706
-11.5695
-11.5595
-11.5188

FC
-10.5222
-10.5219
-10.5186
-10.5061

FC
-10.5222
-10.5219
-10.5186
-10.5061

FC
-14.6464
-14.6478
-14.6597
-14.7119

FC
-14.6464
-14.6478
-14.6597
-14.7119

FC
-13.8626
-13.8641

-13.878
-13.9392

LR (MZ/DZ)
-infinity
3.93974e-09
3.36693e-05

0.0113114

LR (MZ/DZ)
-infinity
4.35864e-09

3.884e-05

0.0153016

LR (MZ/DZ)
-infinity
4.35864e-09

3.884e-05

0.0153016

LR (MZ/DZ)
198.602
198.434
196.906
189.735

LR (MZ/DZ)
-infinity
4.21004e-14
3.88033e-09
8.73972e-06

LR (MZ/DZ)
-infinity
8.10969e-08
7.62828e-05

0.00747111

LR (MZ/DZ)
-infinity
8.10969e-08
7.62828e-05

0.00747111

LR (MZ/DZ)
-infinity
0.000206051

0.0201687

0.457612

LR (MZ/DZ)
-infinity
0.000206051

0.0201687

0.457612

LR (MZ/DZ)
190.467
190.281
188.595
180.785
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ANEXOS

Anexo 10 — Calculo da probabilidade pés-teste

0,001

Relation LL-Diff

Error
rate: 0
Ind

FamID ID Relation LL-Diff

f 715 a715

f 715 b715 Mz 1,04921 Mz
91,803%

f 720 a720

f 720 b720 MZ 1,00786 Mz
91,058%

f 736 ar36

f 736 b736 MZ 1,69076 MZ
98,003%

f 757 a757

f 757 b757 MZ 2,47452 Mz
99,666%

f_780 a780

f_780 b780 MZ 1,90835 Mz
98,780%

f 819 a819

f 819 b819 Mz 2,26985 Mz
99,466%

f 827 a827

f 827 b827 Mz 2,38218 Mz
99,587%

f_849 a849

f_849 b849 MZ 2,29798 Mz
99,499%

f_859 a859

f_859 b859 Mz 2,27982 Mz
99,478%

1,0489
91,798%

1,00769
91,054%

1,69042
98,001%

2,47419
99,666%

1,90802
98,779%

2,26945
99,465%

2,38179
99,587%

2,29762
99,499%

2,2794
99,477%

0,01

Relation LL-Diff

Mz

MZ

MZ

Mz

MZ

Mz

Mz

MZ

Mz

1,04599
91,747%

1,00613
91,025%

1,68728
97,987%

2,47122
99,663%

1,90506
98,771%

2,26577
99,461%

2,37822
99,583%

2,29426
99,495%

2,27553
99,473%

0,05

Relation LL-Diff

MZ

Mz

Mz

MZ

Mz

MZ

MZ

Mz

MZ

1,03011
91,466%

0,998749
90,885%

1,67105
97,912%

2,45691
99,652%

1,89083
98,731%

2,24848
99,439%

2,36118
99,567%

2,27815
99,476%

2,25716
99,450%

Erro Maximo

0,1%

>91%

>91%

>98%

>99%

>98%

>99%

>99%

>99%

>99%

1,0%

>91%

>91%

>97%

>99%

>98%

>99%

>99%

>99%

>99%

5,0%

>91%

>90%

>97%

>99%

>98%

>99%

>99%

>99%

>99%
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