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RESUMO

As trissomias cromosmicas ocorrem principalmente devido a0 processo de ndo-digungéo na
meiose. Com 0 oljetivo de entender melhor 0 mecaiismo subjacente da ndo-diguncdo, é necessé&rio
estabelecer a proporcdo de casos gque ocorrem na primeira ou segunda divisdo meidtica Padentes
trisdmicos apresentam, em estudos de microssatélites empregando a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(RCP), trés fragmentos de igual intensidade, dois fragmentos a uma taxa de 2:1 ou um Unico fragmento.
Neste trabaho, é apresentado um nmodelo de probabilidade para o nimero de picos em um locus de
microssatélite polimdrfico, que € uma fungéo da fracdo de ndo-disuncdo na meiose |, F. Baseado neste
modelo, oliém-se um estimador de maxima verossmil hanca para F, assm como sua variancia asintotica,
usando a propar¢éo observada de um, das e trés alelos em individuos com trissomia do cromossomo 21.
Devido ao fato de que as trissomias cromosmicas S0 eventos raros, 0 uso da teoria assintética pode ficar
comprometida. Assim, atémicabodstrap é enpregada para aconstrugéo de testes de hip6teses simples para
F. Neste caso, dues estatisticas de teste sdo0 propostas e 0 tamanho s testes comparados através de

simulagdes Monte Carlo.

Palavr as-Chaves. Trissomia, ndo-disuncdo, Méaxima V erossimil hanca, Bootstrap, Testes de Hipoteses.

ABSTRACT

Chromosome trisomy primarily arises by the process of nondigunction in meiosis. In order to
increase our understanding of the mecdhanisms underlying nondsunction, it is necessary to establish the
proportion of cases occurring in first or second division of meiosis. Trisomic patients will display, in study of
microsatellite by employing Polymerase Chain Reaction (PCR) based approach, three fragment peek of
egual intensity, two fragments at an average 2:1 dosage or one individua fragment. In this work we present a
probability model for the number of peaks in a polymorphic microsatellite locus, which is a function of the
fraction of meiosis | nondsjunction, F. Based on this model, we obtain a maximum li kelihood estimator for
F, using the ohserved propation of one, two and three allele patterns in individuals with chromosome
trisomy. Relying on the properties of maximum likelihoodtheory, we also calculate the asymptotic variance
of F. To test simple hypothesis about F, we propose two test statistics. Due to the fact that chromosome
trisomies are rare events, the use of asymptotic theory may be compromised. Thus, we employ the bootstrap
technique to build hypathesis tests for F.

Keywords: Trisomy, Nond gunction, Maximum Likelihood,Boatstrap, Hypothesis Tests.



1. INTRODUCAO

A trissomia do cromossomo 21é o resultado da ndo-disjuncdo priméria, que pode ocorrer em ambas
as divisdes meidticas e an ambos 0s pais. Os cromosomos pareados ndo se separam de forma gropriada na
meiose fazendo com que um dos gametas receba dois cromosomos 21 e o outro nenhum. Esta anomalia
cromossOmicanumérica produz um fenétipo conhecido como sindrome de Down.

Um dos portos importantes para o entendimento da eoidemiologia desta trissomia édeterminar se a
ndo-diguncdo ocorre na primeira ou na segunda divisdo meidtica Até aora a estimativa de F (a
probabilidade de que, em individuacs trissdmicos, a ndo-disuncao ocorranameiose |) tem feito uso doestudo
comparativo de marcadores genéticos na crianca afetada e em seus pais. A necessidade do estudo s pais
complica estes estudos e imposgbilita o uso de material de aquivo. Uma outra dternativa utilizada pelos
pesquisadores é fazer a andise do fracionamento por densitometria a laser utilizando a anplificagéo através
da Reazéo em Cadeia da Polimerase (PCR). (Parra, 199).

No estudo ¢k locus de microssatélites polimorficos pela reagdo em cadeia da poimerase (PCR),
padentes trisOmicos apresentam: 1) a presencade trés picos de mesma intensidade, 2) dais picos com uma
dosagem relativa 2:1 ou 3) apenas um pico (casos ndo-informativos). Para aocorréncia do padréo de 3 picos
em um feto trissdbmico, é necessario que ando-digungéo ocorranameiose | e que sgjam transmitidos 3 alelos
diferentes dos pais.

Se mnhecermos a propor¢éo de casos de ndo-disungéo na primeira divisdo meidtica eas freqiéncias
relativas (P, P2, . . - , Pm) dos m alelos de um loco multialélico de microssatélites, podemos aplicar o
equilibrio de Hardy-Weinberg para calcular a freqiiéncia relativa esperada dos padrdes de 1, 2 e 3 picos, ja
que & freqiiéncias genatipicas tém distribuicéo multinomial (Guo e Thompson, 199).

Um dos objetivos deste trabalho é estimar a propar¢éo F de ndo-diguncdo na meiose |, usando a
proporgéo olservada de padrfes de um, das ou trés picos em uma amostra de individuos trismicos, através
de um estimador de méxima verosimilhanca (EMV). O cdlculo deste estimador envolve derivadas de
funcbes complicadas, que eigem o uwso de um software matemético para sua solugdo. Utilizando
propriedades assintéticas do EMV € possivel calcular a variancia assintética destes estimadores através da
matriz de informacgé observada (Welsh, 1996).

O outro dbjetivo é desenvolver testes bootstrap (Efron e Tibshirani, 1998) para testar hipéteses
simples obre F. Duas estatisticas de teste s80 propostas e cmparadas através de simulagdes Monte Carlo
para cdcular o tamanho d testes. Como as trisomias cromosOmicas S80 eventos raros, as amostras
ohtidas sio geralmente pequenas, o que pode mlocar em risco a validade da utilizacé de testes assintéticos.
Assm, para determinar a distribuicéo empiricada estatisticade teste sob a hipétese de igualdade das fragdes
de ndo-disuncdo sera utilizada atémicaboatstrap (Efron e Tibshirani, 19%B).

Uma glicagdo a dados reais, com amostras de sangue de 34 individuos trisdmicos, € gresentada.
Para esta amostra, 0 estimador de méxima verossmilhanca de F é cdculado e testes de hipoteses sio0
reali zados.



2.GENETICA
2.1ATRISSOMIA DO CROMOSSOMO 21

A meiose éum processo de reproducéo sexua através do qual 0 nimero cromosdmico das células
germinativas dipldides (2n) é reduzido a metade (n) na formagé das células reprodutivas maduras ou
gametas. Em um individuo rormal, essa reducdo € ohtida aravés de duas divisdes celulares sucessivas,
durante & quais 0s cromossomos 80 duplicados apenas uma vez. Procedendo a primeira das duas divisdes,
0s cromosomos homologos 80 pareados e duplicados. Esses cromossomos pareados sdo separados na
primeira divisdo meidtica da célula. Na segunda divisdo meidtica, as duas cromatides de cada aomossomo
separam-se, prodwzindo um total de quatro células exuais maduras, cada uma cgaz de fertilizaggo. Uma
explicac@ mais detalhada do processo de meiose pock ser vista an Gardener e Swstad (1986).

A trissomia do cromossomo 21é o resultado da ndo-disjuncdo priméria, que pode ocorrer em ambas
as divisdes meidticas e an ambos 0s pais. Os cromossomos pareados ndo se separam de forma goropriada
para os pblos na anéfase; um das gametas recebera dois cromossomos 21 e 0 autro nenhum. As figuras 1la e
1b apresentam processos de meiose am a néo-disungdo ocorrendo na 1% e 22 fases, respectivamente. Sem
perda de generalidade, ilustraremos 0 processo com a ndo-diguncdo ocorrendo ra méae de um individuo

trisOmico. =

mae
A B
AA BB
[ 12 divisio
v v
AA BB
22 divisio
\ v pai filho
A B A B —> C —> ABC
Figura la: Nao-disuncéo na 1° fase dameiose em individucs trisdmicos
méae
A B
AA BB
|
v 12 divisio v ou
AA BB
AA L C L » AAC
¢ ¢ 22 divisio ¢ Il pai filho
A A BB —> C —» | BBC

Figura 1b: Nao-digungdo na 2% fase da meiose am individuas trissdmicos




2.2 ANALISE DA ORIGEM DASTRISSOMIASATRAVESDA PCR

A andlise da origem das trissomias é feita dravés da utilizacdo de marcadores moleaulares dos
cromosomos, explorando regides polimérficas do DNA. Por serem atamente informativos, os
palimorfismos de DNA permitem a determinacdo da origem das trissomias na maioria dos casos, aém de
propiciarem uma andlise mais objetiva.

A introducdo datécnicade anplificacdo do DNA através da Reagd em Cadeia da Polimerase (PCR)
permitiu a identificaggdo de um grande nimero de marcadores denominados microssatélites, mapealos ao
longo dcs diversos cromossomos (Pena, 1998). Os microssatélites sio uridades curtas de DNA formadas por
1 a5 pares de bases que se repetem seguidamente. Estes marcadores puderam ser estudados em conjunto
através da PCR, posshilitando um resultado mais répido e ainda mais informativo.

2.3 PADROESDE PICOSEM INDIVIiDUOSTRISSOMICOS

Em estudos com microssatélites paimorficos, individuos portadores de trissomias apresentam
padrfes de um, das ou trés picos (ver figura 2). O padrdo de um pico indica aigualdade entre os trés alelos
herdados pelo individuo. Padrdes de dois picos, namalmente, estdo em uma dosagem relativa de 2:1,
indicando a presenca de dois alelos iguais e um diferente e 0 padrdo de trés picos de mesma intensidade

equival e a presencade trés alelos com tamanhos diferentes.

I) 1 PICO (trésdelosiguais):

mae pai filho

A A + A — AAA

1) 2 PICOS ( doisa€eosiguais):
mée pal filho

A A 4 C — > AAC

[11) 3PICOS (trés alelos diferentes):

mée pai filho

A B + C ___, | ABC

Figura 2: Desenho esquemético do nimero de picos



A propar¢éo relativa de cada um dos padrBes de um, das e trés picos vai depender, principamente,
do momento do acidente meidtico, aém do indice de heterozigosidade do loco na populagéo. Ignorando
recombinacdes, para que ocorra um padrdo de trés picos, é neessrio gue o0 erro na segregacd dos
cromossomos tenha ocorrido ra primeira divisdo meidtica e que sgfam transmitidos 3 alelos diferentes dos
pais, provenientes de dois cromossomos homdlogos de um dos genitores e um cromosomo dferente,
herdado pelo autro genitor. A ndo ser quando ogenitor que transmitiu os dois cromosomos homdlogos Eja
homozigoto, o mdrdo de dois picos retrata uma situac@® em que a ndo-disuncdo aoontece ha segunda
divisdo, guando as cromatides irmas permanecen unidas.

A deteccd molecular de trissomias humanas usando PCR e densitometria alaser (Pena, 1998)
surgiu, portanto, como uma poderosa ferramenta alternativa para o dagnéstico aplicado em teddos humanos
gue ndo estdo em divisdo, 0 qLe ndo é permiti do na citogenética convencional.

3.DETERMINACAO DO MODEL O DE PROBABILIDADE

Como visto ma Sec@ 2.3, os padrBes de picos detectados pela técnica de PCR em individucs
trismicos estéo totalmente relacionados com 0 momento em que a hao-di§uncéo ocorreu na meiose.
Assm, estabelecando omodelo de probabilidade associado a estes padrfes, que so a Unicaresposta aque se
tem aces, é posdvel obter maiores informagdes sobre aprobabilidade de ndo-disungéo. Ao longo de todo
este traba ho, asaume-se que 0 espaq amostral é formado somente por individuos tris®micos, ou sga, pa
individuos para os quais a ndo-diguncéo ocorreu em uma das duas fases da meiose.

Segja etdo X a variavel adeatdria que dencta 0 nimero de picos em individuos portadores de
trissomias cromossOmicas. Para determinar a distribuicéo de probabilidade de X, sgjaavariavel ND definida

abaixo:

_ [ sean&o-disjuncamcorrenal® fasedameiose
seanao- disjuncdmcorrena2?® fasedameiose

ND

Assm,

py (x) = P{X = x,ND =1} 0{X = x,ND =0}
= P(X = x,ND =1)+ P(X = x,ND = 0)- P[(X = x,ND =1)n (X = x,ND =0)]

Como a ndo-diguncgéo ndo pade ocorrer em ambas as fases ab mesmo tempo,

P[(X =x,ND =1)n (X =x, ND =0)]=0.



Entdo,  py (x) = P(X =x,ND =1)+P(X = x,ND =0)
0 py (x)=P(X =x/ND =1)x P(ND =1)+ P(X = x/ ND = 0)x P(ND = 0).
Chamando P(ND=1)=F e P(ND=0)=1-F , temos
Py () =P(X =x/ND =1)xF + P(X = x/ ND = 0)x(1-F)

Logo, vemos que afuncéo de distribuicdo de X é funcdo dafragéo desconhecida, F, de ndo-diguncéo

nameosel.

Seja p; aprobabilidade de o alelo i estar presente an um individuo,i=1, ... ,m. Para aocorréncia do

padréo de 1 pico, amaedeve ser homozigota eo adelo dopai deve serigual ap damae Assim,
P(X =1)=F xP(X =1/ND =1)+(1- F)xP(X =1/ ND =0)

- Figlpi 3+(1—F)§ p’

i=1

Para ocorrer o padréo de 2 picos ha duas possibilidades:
a) se amaefor homozigota, o aldo do pai, necessariamente, terd que ser diferente dos a elos damée

b) se amaefor heterozigota, o alelo dopai terd que ser igual a qualquer um dos alelos da mae

Logo,
P(X =2)=FxP(X =2/ND =1)+(1- F)xP(X =2/ ND =0)

=Fx3y Epizpj +Q-F)x2y Epipj , COM i#]

=1 =1 =1 j=1

Para aocorrénciado padréo de 3 picos, amaedevera ser, olrigatoriamente, heterozigota eo aelo do
pai devera ser diferente dos alelos damae Além disto, como o padréo de 3 picos nurcavai ocorrer se ando-
disuncdo meidticafor na 2? fase, temosque P (X=3/ND,) =0 .Logo,

P(X =3)=P(X =3/ND =1)xF +P(X =3/ ND =0)x(1-F)

:FXGiZl > kleipj Pk » comizjzm

=

Finalmente, sgja avariavel aleatériaY; denotando o nimero de pessoas, em uma anostra de tamanho
n, que apresentam i picos, i=1,23. Pode-se @ncluir entdo que o modelo usado para descrever o
comportamento de Y=(Y1,Y,Y3) serda uma Multinomial (n, 6;, 6, 63), onde 64, 6, e 6; sdo dados

respedivamente por:



6, = P(X =1)=F§1|oi *+(1- F)glpf (3.19)

02=P(><=2)=F><3§1 gpizpj +(1—F)x2§1 zp b, (3.10)
93:P(X=3):Fx6§§§pipjpk (3.1c)

{0l
iy

{0l

1

=1Ik=1

onckk0<F< 1.

4.ESTIMACAO DE F E DA VARIANCIA ASINTOTICA

4.1ESTIMADOR DE F

Vimos anteriormente que f, (y,8) OMultinomial (n; 6, ,8,, 83). Devemos notar que 0s6;'s, i = 1,

2, 3,580 fungdes do pardmetro F (ver equacdo 31) que desgjamos estimar.
Assm, pocemos cdcular afungdo de verossimil hangca, que édada por:

n!

L(y,F)=f y(y.0) = ———
~ - - n;!'nying!

6,™ x8,"™ x (1_91 _ez)n_nl_nz (4.1)
onde: n = nimero de individuos com trisoomia

n; = nimero deindividuos com o padréo de 1 pico

n, = nimero deindividuos com o padréo de 2 picos

Nz = nUmero deindividuos com o padrdo de 3 picos

€ 0s 6;"s sdo dados naequacdo (3.1).

O estimador de méxima verossmilhanca (EMV) de F é encontrado maximizando-se afuncéo de
verosgmilhangal emrelacdo aF (Mood, et al.( 1974)).

Utilizando-se o software Mathematica (Blachman, 199) para maximizar esta fungéo, encontramos o
EMV deF, que édado por:

~ _—-B*+B?-4AC
F= oA (4.2)

m

:Epi , b=3%p

i=1 i=1

2

once A=n(a-b)3c-1+b), B=(n-n,)a-b)i-b)+b(n-n)B3c-1+h),

C=b(n-n, -n,)1-b), e C:_Elglpizpj ;17
i=1j=



4.2VARIANCIA ASINTOTICA

Como foi definido noitem anterior F = If(Yl,...,Yn) € 0 estimador de maxima verossmil hancade F

baseado numa amostra aeatdria de tamanho n. Pelas propriedades da teoria assintética (Mood, et al.,1974),
temos que, para n suficientemente grande, adistribuicéo do EMV de F é groximadamente

F ~N(F,I (F))
2
onke | = EEW% € aonhecido como a matriz de informac& esperada de Fisher.
F=F

Como na maioria das vezes o cdculo desta matriz € muito trabal hoso, entdo utilizamos um estimador

paral conhecido como a matriz de informacé observada (I )(Welsh,19%), dada por:

= 92 logL(F)
oF? | ;
No nes caso, | é dada por™:
__d%logL(F| _ (a-bf’n, _n-n-n, . (3c+b-1)n,

n
oF * F? (1—b+(—1+b+3c)lf)2

(b+(a—b)|f)2 i

|F=|5
once F é alculado como em (4.2).
Asdm avariancia assintéticade F é dada por:

Vass(F)=1 /1 (4.3)

! A derivada 2* em relac® a F foi cdculada utili zando osoftware Mathematica (Blachman, 1992).
1N



5. TESTE DE HIPOTESES BOOTSTRAP PARA A FRACAO DE NAO-DISJUNCAO MEIOTICA

Neste caitulo apresentamos duas estatisticas de teste que serdo utilizadas para testar hipéteses obre
a frac® de ndo-diguncdo F. Através da técnica de bootstrap, dotemos as distribuicdes empiricas destas

estatisticas e cdculamos as probabilidades de significancia associadas.
5.1ESTATISTICASDE TESTE
Supondo m valor fixo Fo, as hipéteses simples a serem testadas so:
Ho: F= F()

Hl: F 7—‘Fo

Para se testar as hip6teses acima serdo utili zadas duas estatisticas de teste:

+  Est;; Oproprio EMV deF, F , dadoem (4.2);

+  Esty A estatistica T™ = (;: _(Fﬁo) , once d.p.(lf) € 0 desvio-padrdo de F sobHo.
p.

Como no estudo de trisomias cromosOmicas 0 tamanho dis amostras ohtidas €, na maioria das
vezes, muito pequeno, serdo utili zados testes bootstrap (Efron e Tibshirani, 1998) paratestar hipbteses acerca
deF.

5.2 TESTESBOOTSTRAP

A idéia bésica de um teste boatstrap € ade se retirar um grande nimero de amostras bootstrap,
obedecendo a hipétese nula eque, tanto quanto possivel, se assemelhem a anostrared, e assm comparar a
estatistica de teste observada com as estatisti cas cal culadas das amostras bootstrap.

E possivel usar o bootstrap tanto para cacular um valor critico pera aestatisticade teste T, quanto
para cdcular a probabilidade de significancia, ou P-valor, doteste, definido como

p=Pr(r 2t/H,)

ondet é o valor observado da estatisticade teste.
Em muitos problemas a distribuicdo da estatistica de teste T sob Hy dependera de pardmetros de

perturbacd® que ndo padem ser condicionados. Entdo a goroximacgé natural € gustar o modelo ndo M o €
usar p=Pr(T >t/ M o) para acular o P-valor.

Se aepressio p=Pr(T >t/ M ) Ndo pock ser calculada exatamente ou se ndo ha aproximacga

satisfatoria (normal ou outra), deve-se proceder pela simulacdo. Isto é, B amostras independentemente

11



replicadas X;*, ... , X,* sdo geradas de M o € para ab-ésima amostra, o valor da estatistica de teste t,* é
cdculado. Ent&o a probabil idade de significancia ser& goroximada por:
1+t =t}
pbOOt - 5 .4
B+1
Maiores detalhes bre testes boatstrap podem ser encontrados em Davison and Hinkley (1997).

(5.1)

5.3CALCULO DO TAMANHO DO TESTE

Como visto em (3.1), a distribuicio do nimero de picos sgue uma multinomial, com as
probabilidades ®ndo fungbes da fracd de ndo-diguncdo meidtica F. Assim, para se determinar a
distribuic@o empirica das estatisticas de teste, deve-se gerar B amostras bodstrap da multinomial sob Ho (ver
programa en Anexo). Para cada uma das B amostras bootstrap calcula-se 0 EMV paraF.

Para determinar a predsdo dos testes obtidos utilizando-se & estatisticas propostas na se¢d 5.1
realizamos smulagdes Monte Carlo para cdcular o tamanho doteste an ambaos 0s casos. Os testes baseados
em simulagdes Monte Carlo (Davison e Hinkley, 1997 comparam estatisticas observadas t para R valores
independentes de T, que sdo dbtidas das amostras correspondentes simuladas independentemente sob o

modelo da hipdtese nula. Sob H os valores smulados, denotados por t; ...t , e aestatistica observada t s30

igualmente provaveis. Se exatamente k dost™ valores smulados excedem t, ent&o
k+1

a,=PnT 2t|H,)0— 52
0 = P{T 2t Ho) D~ (52

O resultado acima forneceo Tamanho doTeste para aestatisticade interesse.

6.APLICACAO

Neste estudo un estimador de méxima veross mil hanga para afrac@o de ndo-diguncé nameiose | €
cdculado, beseado em uma amostra a eat6ria compaosta do sangue de 34 individuacs brasileiros com trissomia
do cromosomo 21. Estes individuos foram aleatoriamente selecionadas entre os pacientes atendidos no
GENE — Nucleo de Genética Médica, um servico de genéticamédica, localizado em Belo Horizornte, MG.

Para se determinar os padrdes do nimero de picos foi escolhido omicrossatdlite D21S215,devido ao
seu polimorfismo e, principalmente, a sua locdizac8o naregido pericentromérica do cromosomo 21,0 ge
indicaque ndo h& evidéncias da ocorréncia de recombinagdo com regides do centrdmero (Shen et. al., 198B).
Foram observados neste microssatélite, composto de 14 repeticdes de CA (par de bases), 6 ados, que
apresentaram um polimorfismo com frequiéncias de p;=0,12, p= 0.45, 3=0.09, p=0.31, p=0.01 e ps=0.02,
respedivamente, paraosaeos CA-13,CA-14,CA-15,CA-16,CA-17 e CA-19.
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Através da técnica da PCR, é posdvel determinar o padrdo do nimero de picos de cala individuo.
Analisando a anostra, verificase que afreqiéncia para o padrédo de 1 pico € groximadamente 17,66%, 2
picos é 64,7% e 3 picos também é 17,6%%.

O EMYV de F é cdculado utilizando-se aférmula (4.2). Com 0 nimero de picos pode-se cdcular o
estimador de F , F , € avariancia asintética (Vass) para esta anostra, que sdo dados respectivamente por,

F =0,65 e Vass = 0.0481.

O proximo passo € construir testes bootstrap para afracd® de ndo-diguncdo meidtica, F. Trabalhos
anteriores estimavam F através de estudos comparativos de marcadores polimorficos pericentroméricos de
DNA em criangas afetadas e seus pais (Parra, 199). Utilizando alguns destes estudos, o valor de F, foi
escolhido como sendoigual a0.68(Petersen et d., 1992).

Asdm, desgja-setedtar:

Ho: F = 0,68 (6.1)
H. F #0,68

Para se determinar a distribuicdo empirica das duas estatisticas de teste, foi gerada uma anostra da
digtribuicédo multinomial, com F = 0,68 e os valores de p;, i=1,...,6,como dados acima. Portanto, sob Hy, foi
gerada uma amostra que tem distribui¢cddo multinomia (N=34; 6,=0,19, 8,=0,62, 8;=0,18). Os valores de 6,
0, e B3 sdo ohtidos utilizando-se a guacd (3.1). A partir dai foram introduzidas as técnicas boatstrap.

Da amostra gerada sob H, foram geradas B=1000 amostras com repasi¢do. Para cada amostra foi
cdculado oestimador de maxima veross mil hanga da propor¢éo F de ndo-disuncdo na meiose |, denotados
por F; .., Fiogo.

A

Para a primeira estatistica de teste, Est;, as estimativas F, ,...,Ifl*OOO foram utilizadas para se

determinar a distribuicdo empirica de F (Figura 4.1). Pela figura pode-se ver que a distribuicdo é
assmeétrica eestd mais concentrada acimadovalor 0,5.

100

Frequéncia

50 7]

0.0 0.5 1.0

Figura 4.1: Histograma da Distribuicdo Empiricade F sobHo
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Para asegunda estatistica de teste, Est,, a distribuico empiricade T foi determinada apartir das

F-F . _ F.-F
szi(lf; ooty = —2—-2. Para cala uma das B=1000 amostras foram geradas 200
1

estatisticas t, = = ’

B ~
(Fe)

amostras com reposicéop para se cdcular o desvio-padréo de cada uma das estimativas bootstrap de F. Em

seguida foi encontrada a distribuicdo empirica das t; ,...,t;:mo (ver Figura 4.2). Pela figura nota-se que a

digtribuicéo pareceser assimétricaa esquerda sendodistribuida an torno dovalor 0.
Através de um programa implementado ra linguagem C++, geramos amostras de uma multinomial
(N, 84, 62, 63) sob HO, e clculamos as estatisticas de teste para testar a hipétese de interese (6.1). Estas

distribuictes empiricas foram utilizadas para ccular valores criticos para & estatisticas de testes propostas.

100 —

Frequéncia

50

Figura4.2: Histograma da Distribuicio Empiricade T sob Ho

Em um estudo doTamanho doTeste (ap), a0 nivel de 5% de significancia, foram feitas R=1000

simulagdes Monte Carlo com B=1000repli cagdes bootstrap. Para este @so, o Tamanho doTeste foi igual a

Est;; F O 0,=0,108
Est; T O 0a=0,047.

Pelos resultados acima, a estatisticade teste T parece ser mais adequada, pois apresentou um valor

de ap mais proximo do rivel nominal de 5%.

Para a amostrade 34 individucs, utilizando-se 200 replicaces bootstrap para o calculo do desvio-
padréo de F , temos 0s seguintes resultados:
Esti: F O valor-p=0,94
Est,; T O vaor-p=0,94

11



A probabilidade de significancia neste caso foi 0.94 para anbos os testes e, portanto, concluimos que
a hip6tese nula ndo sera rejeitada. Em outras palavras, ndo parecehaver diferencano valor dafraggo de ndo-

disuncdo quandocomparada aresultados obtidos através de estudos comparativos de marcadores de DNA.

7.CONCLUSOES

Nesse trabalho mostrou-se que o nimero de picos em um locus de microssatélite polimorfico tem
digtribuicéo multinomial, com os parametros sendo uma funcéo da fracgo de ndo-diguncéo, F, na meiose I.
Baseado em uma amostra de sangue de individuos trissbmicos, foi calculada a estimativa de méxima
verossmilhancapara F, assm como sua variancia asintética. Como trissomias cromossOmicas sdo eventos

raros, a técnica bootstrap foi utilizada para nstruir testes de hipéteses para F. Duas estatisticas de teste

A

A . F-F
foram propostas, F e T = r (ﬁo) , com a segunda gresentando umna melhor performance, quando da
.p.

comparaca® dos niveis nominais empiricos.

Até aora, estimativas de F tém sido olidas através de estudos comparativos de marcadores
poimorficos de DNA pericentroméricos de aiangas afetadas e seus pais. O estimador de maxima
verossmil hancaobtido neste trabalho, tem a vantagem de poder ser obtido sem a necessdade da informacgé
dos pais, fazendo deste um método simples e degante para determinar a origem da ndo-disjuncdo meidtica
Isto abre apossibilidade de usar material de arquivo para comparar estudaos epidemiol dgicos da sindrome de

Down e outras aneuploidias em vérias populagdes e diferentes paises.
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Anexo

Geracdoda Distribuicdo Multinomial

Para gerar adistribuicdo multinomial foi utilizado oseguinte agoritmo:

Sga X~mult(N, 64,...,6)

Repita

Gerau~U(0,1)

Seu< 61 entdo k]_:k]_"' 1

SeB;<u< 0;+ 6, entdo k=k,+ 1

SeB;+06,<u< 6;+06,+06;entdo ky=ksz+ 1

O+ ... +02<U< 0O+ ... + Oy entdO Ki1=Km1 + 1
Kn=kmn+1

tantas vezes quanto N.

No caso, sob Hy, X = nimero de picos tem distribuicdo multinomial(N; 64, 6, 83) onde os 6’s sdo

cdculados como em (3.1), com F = F,.
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