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Resumo

7

A distrofia muscular de Duchenne é uma doenca causada por mutacdes
associadas ao cromossomo X. As consequéncias da moléstia no portador sdo a
degeneracdo dos mdasculos, levando a uma progressiva perda de funcdes do
organismo (perda de marcha, problemas cardiacos e respiratérios), que acarretam em
morte precoce. Ao compararmos o estudo de referéncia’ com o que foi observado em
clinica, podemos ver que o0s cenarios sao parecidos, apesar de terem ocorrido alguns

tipos de mutacdes diferentes em ambos os estudos.

Com o intuito de procurar associar os tipos de mutacbes com as demais
variaveis (sintomas iniciais e deficiéncia mental), concluimos que a variavel de
interesse (tipo de mutacdo) € independente dos sintomas iniciais e de deficiéncia
mental. Ao aplicarmos o teste exato de Fisher para se testar independéncia entre o tipo
de mutacdo e as variaveis citadas, os valores-p associados sdo dados por 45,17% e
10,69%, respectivamente. Além disto, averiguamos que nao ha evidéncias estatisticas
para dizer que existem diferencas entre as médias de CPK, tempos de inicio de
sintomas e tempo entre diagndstico e sintomas iniciais por tipo de mutacéo. Aplicando
o teste exato de Wilcoxon para avaliar se existe diferenca entre as distribuicbes da
variavel CPK por tipo de mutacdo, pudemos observar um valor alto para o valor-p
(51,9%). Para comparar os os tempos de inicio de sintomas, comparamos as trés
curvas de sobrevivéncia associadas aos tipos de mutacao. Aplicando o teste log-rank,
concluimos que nado existe diferenca entre as curvas (valor-p dado por 55,4%). A
respeito do tempo entre idade de diagndstico e inicio de sintomas, pudemos observar

que os boxplot para a variavel sao praticamente os mesmos por tipo de mutacao.

Como os individuos que ndo tomam corticoides ainda ndo pararam de andar (a
tnica informacdo que utilizamos para indicar a piora dos pacientes), ndo podemos

avaliar se a utilizacdo de corticoides é diferente de sua nao utilizacdo para a evolucao

"WANG, D. N et al. (2017). Clinical and mutational characteristics of Duchenne muscular dystrophy
patients based on a comprehensive database in South China. In Neuromuscular Disorders 27, 715—
722, 2017



da doenca. Porém, pudemos realizar a comparagdo entre os corticoides, pois, das
pessoas que perderam a marcha, todas utilizavam algum dos corticoides (prednisona
ou deflasacort). Concluimos que nao existe diferenca entre os corticoides ao
compararmos suas curvas de sobrevivéncia (utilizando como tempo de referéncia a
distancia entre a idade de perda de marcha e a idade em que comecaram a tomar
corticoides). Ao aplicarmos o teste log-rank, obtivemos o valor-p dado por 27,6%.

Propusemos o modelo semi-paramétrico de riscos proporcionais de Cox para
avaliar o risco de perda de marcha dos pacientes, onde a Unica variavel explicativa
estatisticamente significante foi a idade de inicio de corticoide (quanto mais tarde o
paciente tomar, maior o risco de se perder a marcha). Calculamos também intervalos
de confianca (95%) para a média e para a mediana do tempo necessario para se

diagnosticar a doenca a partir de seus sintomas iniciais, ambos dados por [8,11] .



1. Introducéao

A distrofia muscular de Duchenne € uma doenca genética recessiva, relacionada ao
cromossomo X. Por este motivo, sua ocorréncia € muito mais frequente na populacéo
do sexo masculino do que no feminino, e normalmente a doenca se manifesta antes

dos 5 anos em meninos?.

O fenbmeno ocorre quando um gene defeituoso no cromossomo leva a uma
deficiéncia na producéo de distrofina (proteina que mantém a integridade das paredes
celulares dos musculos). Sem a proteina, diversos eventos fisiologicos ocorrem,

levando & destruicao irreversivel das células musculares®.

Com o tempo, além do individuo perder a movimentacdo dos membros, comegam a
surgir complicacdes cardiacas e pulmonares, sendo estas as causas mais comuns de
morte dos pacientes. As mutacdes genéticas que podem levar a esta condicdo sdo
diversas, levando a graus variados de severidade. Dependendo da gravidade da

doenca, o individuo pode possuir algum tipo de deficiéncia mental®.

Quando existe a desconfianca de que o individuo é portador da doenca, é indicado
um exame para se determinar a concentragdo de creatinofosfoquinase (CPK) no
sangue. Quanto maior a concentracdo desta enzima, maior o indicativo da existéncia
de alguma doenca neuromuscular. Caso se confirme que a concentracdo de CPK
esteja alta, passa-se para o exame de confirmacdo da doenca. Pode-se fazer o teste
molecular, considerado o diagnéstico padrao-ouro, que permite aconselhamento
genético, diagnostico pré-natal, planejamento do tratamento paliativo, entre outros.
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Porém, é um teste que € pouco disponivel na rede publica. Logo, utiliza-se mais a

2 STONE. K. et al. Occupational therapy and Duchenne Muscular Dystrophy. 12 ed. Wiley: 2007
p.1-3

*ldem

* Ibidem



biopsia muscular, que apesar de ser um método mais invasivo, € 0 método mais

utilizado na rede publica brasileira®.

A doenga ndo possui cura, mas existem diversos tratamentos para abrandar os
sintomas e prolongar a vida dos afetados pela moléstia. Dentre estas medidas, as mais
comuns sdo uso de corticoides e cardioprotetores. Existem tratamentos alternativos,

como fisioterapia e hidroterapia.

O presente estudo visa compreender melhor o perfil dos pacientes atendidos no
ambulatério de Neurologia Infantil do Hospital das Clinicas e como a evolucado da

doenca ocorre.

2. Objetivos

> FONSECA, A.T.Q.S.M., et al. Doencas neuromusculares. In: Tratado de neurologia infantil. Atheneu,
Sé&o Paulo: 2017.



Os objetivos deste relatdrio de analise estatistica séo:

1. Descrever as frequéncias obtidas para as variaveis de interesse que
possivelmente estdo associadas a doenca de Duchenne (tipos de mutacdes
genéticas, inicio dos sintomas, idade de diagndstico, localizacdo das

mutacdes) e compara-las com os dados da literatura®.

2. Descrever a associacdo entre os diferentes tipos de mutacBes genéticas

encontradas e compara-las com a gravidade clinica;
3. Averiguar se ha beneficios do tratamento com corticoides precocemente;

4. Descrever o tempo para se diagnosticar a doenca a partir do diagnéstico.

Para o presente estudo, utilizaremos como referéncia o artigo “Clinical and
mutational characteristics of Duchenne muscular dystrophy patients based on a

comprehensive database in South China”®, apresentado nas referéncias.

® WANG, D.N. et al. Op.cit.
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3. Descricao do estudo

A base de dados considerada é constituida por todos os pacientes diagnosticados
com a doenca no Hospital das Clinicas entre agosto de 2014 e agosto de 2017,
totalizando 73 observacdes. Trata-se de um estudo observacional e prospectivo, pois o
paciente € acompanhado a partir do momento em que a doenca é diagnosticada, e

anotam-se seus dados.
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Descrigcédo das variaveis

Idade DX: Idade (em anos) que o paciente foi diagnosticado com a doenca

CPK: Concentracdo da enzima creatinofosfoquinase (U/L), calculada apés o
diagnostico (tempo indeterminado) — taxas elevadas podem indicar doencas
relacionadas aos musculos ou nervos ( a referéncia para homens é entre 22U/L
e 334 U/L).

Historia familiar: Se a familia apresenta historico da doenca ou nao
o 0 - Sem informacgao
o 1-Néao
o 2-Sim

Quadro inicial: Como a doenca se manifestou no paciente no inicio
o 0— Assintomatico
o 1 - Atraso na aquisicdo da marcha
o 2 — Alteragdo no padrdo da marcha previamente adquirida e dentro da
normalidade
o 3 — Perda de habilidades motoras previamente adquiridas

o 4 — Dor nos membros inferiores

Inicio dos sintomas: Idade (em anos) em que comecou o quadro inicial

Genética: Tipo de mutacao que o paciente carrega e em quais exons ela ocorre
(somente para as mutacdes do tipo delecdo e duplicacdo, para as demais nao
faz sentido falar em posicOes de exons). Por haver uma grande quantidade de
mutacgdes, mantivemos as mutacgdes do tipo delecao e duplicagdo em separado
e agregamos as demais mutagbes (nonsense, missense, intrdnica, pontual) na

categoria “outras”, por ndo haver quantidade suficiente das mesmas.
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Idade atual: Idade (em anos) que o paciente possui nos dias de hoje (2018)

Corticoide atual: Qual corticoide o paciente utiliza (se utiliza) hoje em dia
(2018). Os pacientes s6 podem tomar um tipo de corticoide por periodo.

o 0 - Na&o utiliza

o 1 - Deflasacort

o 2 - Prednisona

Idade de inicio do corticoide: Idade (em anos) que o paciente comecou a
tomar corticoides (independente de qual tenha sido prescrito)

Tempo de uso: Tempo de uso (em anos) de corticoides do paciente
Fisioterapia: NUmero de vezes na semana gque 0 paciente pratica fisioterapia
Hidroterapia: NUmero de vezes na semana que o paciente pratica hidroterapia
Cardioprotetor: Qual cardioprotetor o paciente utiliza (se utiliza)

o 0-N&o usa

o 1 - Enalapril

o 2 - Enalapril e carvedilol

Idade de perda de marcha: Idade (em anos) que o paciente perdeu a marcha

(se perdeu)

Deficiéncia intelectual: Indicador de pacientes com deficiéncia mental
o 0-Nao
o 1-Sim
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5. Andlise descritiva

Para a analise descritiva, procuramos descrever ao maximo as informacdes do
banco de dados, explorando tanto as variaveis que podem estar relacionadas
diretamente com as mutagdes génicas como as variaveis relacionadas aos doentes.
Para uma andlise univariada utilizamos box plots, histogramas e gréaficos de barras’.
Para uma anélise bivariada, a analise de correspondéncia foi a escolhida®. Também

|lO

foram construidos gréaficos de Kaplan-Meier® (e sua suavizagéo exponencial*®) para a

analise de sobrevivéncia.

5.1. Questdes relativas as mutacdes

Note-se primeiramente (Tabela A.1) que, dos 73 pacientes originais, 51 carregam
mutacdes relativas a delecdo de exons, 10 apresentam duplicacdo de exons (foram
observadas 6 grandes duplicagdes, 2 pequenas duplicacbes e 2 mutacbes do tipo
duplicacdo sem posicao definida), 9 tiveram mutagdes que consideramos como “outras”
(mutacdes pontuais, nonsense, missense e intrénica) e 3 ainda aguardam resultado.
Como ndo se conhece o tipo de mutacdo que estes Ultimos pacientes carregam,
procuramos relacionar as varidveis que podem estar associadas a mutacao apenas

com diagnaésticos ja conhecidos.

Com respeito aos exons afetados, criamos gréaficos de barras para observar a
regido que mais € afetada apenas para as mutacdes do tipo delecéo e duplicacdo, pois

para as demais mutacdes néo faz sentido falarmos de posicdes de exons.

" BUSSAB, W.O. e MORETTIN, P.A. Estatistica Basica. 62 ed. Saraiva, Sd0 Paulo: 2009.

® MARDIA, K. V. et al. Multivariate Analysis. 102 ed. Academic Press, London: 1995

’KLEIN, J.P. e MOESCHBERGER, M. L. Survival analysis: techniques for censored and truncated
data. Springer, New York: 1997

KM, J.S. e PROSCHAN. F. Piecewise exponential estimator of the survivor function. In: IEEE
Transactions on Reliability, vol. 40, pp. 134 — 139, 1991.
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Assim como no artigo de referéncia, podemos notar (Figuras B.1 e B.2) que ha um
pico de delecBes entre os exons 48 e 52, e que a regido a esquerda deste pico é muito
mais densa do que a regido a direita. H4 apenas a divergéncia entre o que observamos
e 0 artigo de que a regido a esquerda observada € muito mais densa relativamente do

que o estudo chinés.

Quanto aos genes afetados pela duplicacdo, ndo conseguimos efetivamente realizar
uma comparacdo, pelo ndmero pequeno de pacientes que sofrem deste tipo de
mutacdo (foram observados apenas 6 pacientes com grandes duplicacdes). Porém,
aparentemente, a mutacdo ocorre de maneira uniforme entre 0os exons, 0 que também

ocorre no estudo de comparacéo (Figuras B.3 e B.4).

A respeito dos tipos mais frequentes de mutacéo, o que foi observado (Tabela A.1)
é diferente do que foi registrado no estudo de referéncia (Tabela A.2). Pode-se
observar que aproximadamente 77% dos pacientes do estudo chinés sofrem de
mutacdes do tipo delecdo, enquanto que isto sé ocorre em 57% da amostra do estudo.
Além disto, existem mutacdes que ndo existem na referéncia e que foram observadas
(como é o caso das mutacdes do tipo intrbnica e pontual) e mutacdes existentes no
estudo chinés que ndo foram observadas no presente estudo (pontos de splice).
Apesar disso, as frequéncias relativas de mutacfes do tipo duplicacdo sao

semelhantes (9,09% e 10,9% no observado e na comparacéo, respectivamente).

Quanto ao “Quadro Inicial”, realizamos uma analise de correspondéncia (ver Figura
B.5), onde pode-se notar que o tipo duplicacdo esta mais associado a falta de sintomas
iniciais, que o grupo de outras mutacdes esta tdo associado a perda de habilidades
motoras previamente adquiridas quanto a delecdo e que aparentemente delecdo esta
associada aos demais sintomas, a saber: atraso na aquisicdo da marcha, alteracao no
padrdo da marcha previamente ja adquirida e dentro da normalidade e Dor nos
membros inferiores. Porém ha a ressalva de que ha poucas observacdes tanto para o
grupo de duplicacdo quanto para o grupo de outras mutacdes (10 e 9, respectivamente).
Como néo foram observados pacientes com dor nos membros inferiores para as
mutacdes do tipo duplicacdo e outras e s6 observamos individuos assintomaticos para

as mutacdes do tipo delecdo e duplicacdo (Tabela A.3), temos que a andlise fica
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distorcida. Aplicando o teste exato de Fisher (valor-p dado por 45,17%), ndo rejeitamos

a hipoétese de que ha independéncia entre o tipo de mutacado e o quadro inicial.

Para avaliar se existe diferenca entre o inicio dos sintomas da doenca para cada
tipo de mutacdo, construimos um grafico de Kaplan-Meier, em que o tempo de
interesse € o inicio dos sintomas (Figura B.6). Podemos observar que de fato, ndo
parece haver relacdo entre as duas variaveis, isto é, o tipo de mutacdo ndo parece
influenciar na idade de inicio dos sintomas (fazendo o teste log-rank, temos que o
valor-p é dado por 0,554, isto €, ndo rejeitamos a hipétese de que as curvas de

sobrevivéncia séo iguais).

Com relacdo a algum tipo de deficiéncia mental, temos que 47 pacientes nao
possuem, 22 possuem alguma e 3 ndo se conhece a informacdo. Desta forma,
trabalhamos apenas com a informag&o conhecida. Podemos observar (ver Figura B.7 e
Tabela A.4) que aparentemente existe alguma relacdo com o tipo de mutacado, pois
temos que apenas 25% dos pacientes do grupo que possui mutacdes do tipo delecao
possui algum tipo de deficiéncia, enquanto que relativamente este nimero aumenta
para 60% no grupo que possui a mutacao do tipo duplicacdo. Podemos observar que
aparentemente os outros tipos de mutacdo seguem um comportamento préximo ao
grupo de delecbes, em que apenas 33% dos pacientes possuem algum tipo de
deficiéncia. Aplicando o teste exato de Fisher (valor-p dado por 10,69%), ndo temos

evidéncia para rejeitar que o tipo de mutacédo € independente da deficiéncia mental.

Construimos também o box plot das concentracdées de CPK por tipo de mutacao
(ver Figura B.8 e medidas resumo na Tabela A.5).Podemos observar que
aparentemente ndo ha diferenca entre as concentracées da enzima para os diferentes
tipos de mutacédo ( a média € dada por 12187,04 U/L e a mediana é de 10892 UIL,
desconsiderando os tipos de mutacdo). Pelo teste de Wilcoxon (valor-p dado por
51,9%), ndo rejeitamos a hipotese de que as médias de CPK sao iguais para os trés

tipos de mutacéo.

Construimos um box plot por tipo de mutacdo, para a variavel diferenca entre a

idade de diagnéstico do paciente e a idade inicial dos sintomas (Figura B.9). Pode-se
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observar que aparentemente a distribuicdo deste tempo € muito préxima para todos os
tipos de mutacdo. Como € comum este tempo ser maior do que dois anos,
categorizamos os mesmos em “tempo menor ou igual a dois anos” e “tempo maior do
gue dois anos”, para podermos entender melhor se o tipo de mutagao genética pode ter
relacdo com uma demora maior ou menor para o diagndstico, a partir de seus primeiros
sintomas (ver Figura B.10 e Tabela A.6). Novamente nota-se que aparentemente nao
ha diferenca entre as mutagdes para o tempo considerado. O tempo entre diagnostico
e idade inicial de sintomas maior do que 2 anos ocorre para 56%, 67% e 44% para as
mutacdes delecdo, duplicagéo e outras, respectivamente. Deve-se lembrar que existem

apenas 9 observacdes para os ultimos dois tipos de mutacdes citados.

5.2. Questdes relativas aos pacientes

A base de dados compreende 73 jovens com idades entre 3 e 18 anos atualmente.
Podemos observar que a distribuicdo de idades é simétrica, sendo a média igual a 9,01
anos e a mediana igual a 9 anos (ver Tabela A.7 e Figura B.11). Para avaliar se
existem pacientes jovens demais na amostra (que potencialmente desenvolveram
pouco a doenca), construimos dois box plots que podem ser observados na Figura
B.12. No primeiro box plot podemos observar a distribuicdo das idades atuais dos
jovens gue nao tomam corticoides. Ja no segundo, podemos observar a distribuicdo
das idades em que os pacientes, que tomam corticoides hoje em dia, comecaram a
tomar os mesmos. Da comparacdo de distribuicbes, podemos averiguar que
aparentemente ndo ha diferenca entre as mesmas. Aplicando o teste de Wilcoxon néo
pareado, obtemos um valor-p de 69,21%, isto é, ndo rejeitamos a hipétese de que as

distribui¢cdes sao iguais.

Um de nossos objetivos é avaliar se a utilizacdo de corticoides esta desacelerando
0 progresso da doenca. Porém, como nenhum dos pacientes que nao toma corticoide
teve perda de marcha, ndo é possivel avaliar esta diferenca. No entanto, podemos

comparar os corticoides entre si (ver Tabela A.8). Para os grupos que usam corticoides,
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construimos o grafico de Kaplan-Meier, em que o tempo medido € a diferenca entre a
idade em que o paciente perde a marcha e a idade que comecgou a tomar o corticoide
atual (Figura B.13). No grafico, cada “escada” representa a fungdo de sobrevivéncia
relativa aos grupos de pacientes que tomam corticoides distintos (totalizando 61
pacientes, sendo 38 pertencentes ao grupo que usa deflasacort e 23 ao grupo que
utiliza prednisona, ver Tabela A.8). Como a funcdo de sobrevivéncia & continua,
utilizamos a técnica PEXE (Piexewise Exponential) para suavizar o grafico e melhor
comparar as duas curvas (Figura B.14 e Férmula C.1). Observando ambos os gréficos,
temos que aparentemente o tempo até a perda da marcha é aproximadamente o
mesmo para 0s dois grupos (existem apenas 11 falhas observadas, sendo que 3
pertencem ao grupo que tomou prednisona e 8 ao grupo dos pacientes que tomaram
deflasacort). Ao aplicarmos o teste log-rank, obtemos um valor-p de 27,6%, isto é, ndo
rejeitamos a hipotese de que as curvas de sobrevivéncia sdo iguais. Como alguns
pacientes tomaram corticoides no mesmo ano em que perderam a marcha para os
individuos que tomaram deflasacort (ver Tabela A.9), a suavizacdo da curva de
sobrevivéncia ficou deformada. Além disto, ndo utilizamos o0s tempos negativos,

justamente pelo fato da suposi¢cdo de que o tempo deve ser positivo.

Construimos também dois box plots (Figura B.15) para a idade inicial em que cada
paciente comecou a tomar corticoides. Podemos observar que as distribuicdes de
idades sé&o diferentes, em que a mediana da idade inicial para as pessoas que tomam
prednisona é de 5,5 anos, enquanto que a mesma medida € dada por 8 anos para 0s
pacientes que tomam deflasacort (Tabela A.10). Realizando o teste de Wilcoxon

(valor-p < 5%), ou seja, rejeitamos a hipétese de que as distribuicdes sao iguais.

Com o conhecimento do histérico familiar da doenca, construimosum box plot em
que a variavel de interesse € o tempo entre o diagndstico dos pacientes e o inicio dos
sintomas. Observando a Figura B.16 podemos ver que, aparentemente, ndo ha
diferenca entre os dois grupos para esta diferenca de tempo. Como no caso anterior,
categorizamos os intervalos de tempo em “tempo menor ou igual a dois anos” e “tempo
maior do que dois anos”, para podermos entender melhor como se da essa relagao

entre historico familiar e o tempo mencionado (ver Tabela A.11). Podemos observar no
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grafico de barras (Figura B.17) que, aparentemente, a proporgéo de tempo “menor do
que 2 anos” € maior no grupo que possui histérico familiar (o tempo menor do que 2
anos ocorre para 53% e 42% para os pacientes com historico familiar e sem historico

familiar, respectivamente).

Por se tratar de uma doenca rara, € comum haver uma grande distancia entre a
idade de diagnostico e a idade inicial dos sintomas. Podemos observar que a média e a
mediana da idade de diagndstico sdo dadas por 7,05 e 7 anos, respectivamente,
engquanto que as mesmas medidas para a idade de sintomas sédo dadas por 3,58 e 3,5
(Tabela A. 12 e A. 13). Desta forma, construimos um grafico de barras contendo as
duas informacgdes (Figura B.18) para comparar com o grafico gerado pelo estudo de
referéncia (Figura B.19). Podemos observar que o comportamento das distribuicdes
dos dois tempos é similar para ambos. Construimos entdo o box plot da diferenca entre
as idades citadas (Figura B.20 e Figura B.21) e pode-se notar que de fato a distancia
entre estes periodos € evidente (podemos ver na Tabela A.14 que a média desta
diferenca é 3,44 e a mediana € 3, ambas medidas em anos), que concorda com 0O
artigo de referéncia (existe um “gap” muito grande entre os sintomas e o diagndstico

para a crianca comecar a se tratar).

7

O uso de cardioprotetores € um indicativo de que a doenca esta se agravando.
Como néao possuimos o tempo desta “piora”, isto €, ndo conhecemos 0 momento em
que 0S meninos comecaram a utilizar os remédios, ndo podemos afirmar quais
variaveis estdo associadas ao progresso mais acelerado da doen¢a. Da mesma forma,
nao podemos também averiguar se a pratica de terapias (como a fisioterapia e a
hidroterapia) estdo associadas a uma reducdo do ritmo da moléstia pois néo
possuimos a informacdo de quanto tempo o individuo fez terapia. Sendo assim,
podemos apenas avaliar as condicdes dos meninos observados, sem construir

relacdes de causalidade com as demais variaveis.

A respeito da procura de terapias para o tratamento, podemos ver (Tabela A.15 e
Figura B.22) que aproximadamente 20% dos pacientes ndo faz fisioterapia, e que

aproximadamente 50% dos pacientes faz a mesma apenas uma vez por semana. Ja a
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hidroterapia € feita por apenas aproximadamente 30% dos meninos (Tabela A.16 e
Figura B.23).

Quanto ao uso de cardioprotetores, podemos ver na Tabela A.17 e na Figura B.24
que 61,64% dos meninos nado utiliza nenhum tipo de cardioprotetor, 34,24% utiliza
enalapril e os demais utilizam enalapril e carvedilol. Isto €, até o dado momento, a
maior parte dos pacientes nao apresenta um dos principais indicadores de piora da
doenca. J& sobre os corticoides, podemos observar na Tabela A.8 e Figura B.25 que
16,44% (12 pacientes) ndo tomam, e que aproximadamente 52% (38 jovens) dos
mesmos toma deflasacort. Os demais tomam prednisona (31,51%, equivalente a 23

pacientes).
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6. Analise inferencial

6.1 Intervalos de confianca

Para responder a questdo sobre o tempo de demora para se diagnosticar a
doenca a partir dos sintomas iniciais, propusemos meétodos nao paramétricos para
estimar sua média'' e mediana’®. A decisdo foi tomada pois, apesar de haver 70
observacdes (Tabela A.14), ndo desejamos assumir uma distribuicdo para o tempo
citado. Assim, o intervalo de confianca (95%) atribuido a mediana deste tempo é dado
por [2,4] (em anos), e para a média, temos que o intervalo é dado por [3,4] (em anos).
Isto é, espera-se que a média e a mediana reais da populacdo estejam 95 vezes entre

100 ensaios repetidos dentro dos intervalos calculados.

Ha interesse também em avaliar a idade de perda de marcha para os pacientes
gue tomam corticoides. Como existem apenas 17 pacientes que pararam de andar
(Tabela A.8), estimamos a idade média’® e sua mediana'* por métodos n&o
paramétricos. Sendo assim, os intervalos de confianca (95%) para a mediana e a
média sao dados por [8,11] e [8,11], respectivamente. A interpretacdo dos intervalos

calculados é similar ao caso anterior.

6.2 Modelo de Cox

Para solucionar um dos questionamentos propostos pelas pesquisadoras, optou-
se por adotar um modelo de Cox™ (Férmula C.2) para avaliar o risco da perda de

marcha dos pacientes. Para tal utilizou-se as variaveis explicativas: “Genética”,

"' GEYER, J. C. Nonparametric Tests and Confidence Intervals. University of Minnesota. Disponivel
em: www.stat.umn.edu/geyer/old03/5102/notes/rank.pdf. Acesso: 25 jun. 18.

>CONOVER, W.J. Practical Nonparametric Statistics. 32 ed. John Wiley & Sons, New York: 1999.
“ GEYER, J. C. Op.cit.

¥ CONOVER, W.J. Op.cit.
!> Colosimo,E.A. Giolo, S.R. Analise de Sobrevivéncia Aplicada. 12 ed. Edgard Bliicher: 2006



http://www.stat.umn.edu/geyer/old03/5102/notes/rank.pdf
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“Corticoide atual” e “Ildade de inicio do corticoide” (anos). No total, utilizamos 50

observacdes para o ajuste do modelo.

Ao nivel de significancia de 5%, observa-se que apenas a variavel idade de
inicio do corticoide € significante (valor-p menor que 5%). A administracdo de
prednisona ou deflasacort pelo paciente ndo apresenta diferencas significantes no risco
da perda de marcha. No caso de pacientes que possuem mutagcdo genética do tipo

delecdo, duplicacdo ou outras, também néo héa diferencas significantes (Tabela A.18).

Reajustamos o modelo semiparamétrico de Cox somente com a variavel
preditora idade de inicio de cortcoide e as estimativas estdo apresentadas na Tabela
A.19. Pelo modelo, podemos interpretar que, para cada ano que o paciente tardar em
tomar o corticoide, seu risco para perder a marcha aumenta em 34,13%, com um
intervalo de confianca (95%) de [6,7% , 68,6%].

Para o modelo final, efetuamos o diagndstico do ajuste por meio dos residuos de
Schoenfeld®® (Figura B.26), em que se conclui que a hipétese de riscos proporcionais
€ adequada aos dados. Em outras palavras, os riscos de perda da marcha dos
pacientes ndo dependem do tempo (4,(t), isto €, a taxa de risco basal € igual para
todos os pacientes). Vale ressaltar que dispomos de poucas observacdes, uma vez que
o evento de interesse (perda de marcha) foi observado em um reduzido niamero de
pacientes (9 de 50 pacientes). Apesar disso, vemos comparando residuos de Cox-
Snell com a curva de Kaplan-Meier (Figura B.27), que o0 modelo parece adequado.

*KLEIN, J.P. Op.cit.



22

7. Concluséo

Apesar de haver poucas observacbes para mutagcbes do tipo duplicacdo e
‘outras”, existe grande concordancia entre os resultados encontrados neste estudo
brasileiro com os do estudo de referéncia com pacientes chineses. A andlise descritiva
do presente estudo indicou que nao existe relacdo de dependéncia entre o tipo de
mutagdo genética com sintomas iniciais e deficiéncia mental. Também concluimos que
nao ha evidéncias estatisticas (considerando a = 5% como nivel descritivo) para
diferencas entre as médias de CPK, tempos de inicio de sintomas, tempo entre

diagnéstico e sintomas iniciais por tipo de mutagao (delecao, duplicagao e “outras”).

Utilizamos a variavel perda de marcha para comparar os corticoides quanto a
evolugdo da doenca nos individuos. Porém, como nenhum paciente que ndo toma
corticoides parou de andar ainda, ndo podemos comparar a utilizagdo de corticoides
com sua nao utilizacdo. Logo, ao se comparar prednisona com deflasacort, concluimos

que nao existe diferenga entre ambos (considerando a = 5% como nivel descritivo )

Propusemos o modelo semi-paramétrico de riscos proporcionais de Cox, em que
a Unica variavel explicativa estatisticamente significante foi a idade de inicio de
tratamento com corticoide (quanto mais tarde o paciente tomar, maior o risco de se
perder a marcha). Cabe lembrar que todos os pacientes estédo piorando. Desta forma,
tomar corticoides mais cedo (por exemplo), ndo fara com que o paciente deixe de
perder a marcha futuramente. Podemos apenas interpretar que espera-se que 0

paciente demore mais tempo para parar de andar.

Calculamos também intervalos de 95% confianca para a média bem como para
a mediana do tempo necessario para se diagnosticar a doenca a partir de seus

sintomas iniciais, obtendo-se [3,4] e [2,4] (em anos), respectivamente.

Calculamos também os intervalos de confianga (95%) para a média e a mediana
das idades de perda de marcha dos pacientes. Ambos os intervalos sdo dados por
[8,11]. Isto é, espera-se que a média e a mediana reais da populacéo estejam 95 vezes

entre 100 ensaios repetidos dentro do intervalo calculado.
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Tabela A.1 Distribuicdo da varidvel Genética

Grandes mutagdes Total Proporcéao
Grandes dele¢bes 51 69,86%
Grandes
L 6 8,22%
duplicacoes
Pequenas
mutacoes
Pequenas
L 2 2,74%
duplicacoes
Mutacdes pontuais 4 5,48%
Nonsense 2 2,74%
Missense 1 1,37%
Outras mutacgdes
Duplicacéo (sem
P (.;N ( 2 2,74%
posicéao)
Mutacéo intrénica 2 2,74%
N&o tem resultados
Missing 1 1,37%
Aguarda resultado 2 2,74%
Total 73 100%




Tabela A.2 Distribuicdo da varidvel Genética - artigo de comparacgéo

Grandes mutagdes Total Proporcéao
Grandes dele¢bes 74 57,8%
Grandes
L 14 10,9%
duplicacoes
Pequenas
mutacoes
Pequenas delecdes 8 6,2%
Pequenas
o 10 7,8%
duplicacoes
Splice sites 4 3,1%

Mutacbes pontuais

Nonsense 17 13,3%

Missense 1 0,8%

Total 128 100%




Tabela A.3 Frequéncia de Tipo de mutagao por Quadro inicial
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Tipo de
mut.\Quadro

inicial

Delecgéao

Duplicagéo

Outras

Total

Proporcéao

Assintomatico

Atraso na
aguisicao da

marcha

Alteracéo no
padrao da
marcha
previamente ja
adquirida e
dentro da

normalidade

Perda de
habilidades
motoras
previamente

adquiridas

Dor em mmii

20

18

28

26

Total

50

10

69

2,90%

40,58%

13,04%

37,68%

5,80%

Proporcao

72,47%

14,49%

13,04%

100%
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Tabela A.4 Frequéncia de Tipo de mutagéo por Deficiéncia mental

Tipo de
mutacgéao\Deficiéncia N&o Sim Total Proporcao
mental
Delecéo 36 12 48 72%
Duplicagéo 4 6 10 15%
Outros 6 3 9 13%
Total 46 21 67
Proporgéo 69% 31% 100%

Tabela A.5 Medidas resumo de CPK por Tipo de mutacao

Tipo de _ _ _ _ Desvio
n Minimo Mediana Média Méaximo
mutacéao Padrao
Delec¢éo 47 668 10982 12906 44606 8012,428
Duplicaca
10 3696 8715 9922 19756 5158,854
0
Outros 8 2656 14931 12679 21000 6256,43

Total 65
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Tabela A.6 Frequéncia do Tipo de mutagéao por Tempo de referéncia

Tempo de
referéncia\Tipo Delecgéao Duplicagéao Outras Total Proporcao
de mutacéo
Maior que 2
28 6 4 38 56%
anos
Menor ou igual
22 3 5 30 44%
a 2 anos
Total 50 9 9 68
Proporgéo 74% 13% 13% 100%

Tabela A.7 Medidas resumo da Idade atual

_ _ Primeiro _ Terceiro o
n Minimo  Maximo ~ Mediana ~ Média
Quantil quantil
Idade
atual 73 3 18 7 9 11 9,01

(anos)
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Tabela A.8 *7 Distribuicdo do Uso de Corticoides por Perda da marcha

Corticoide atual \

Perda da marcha Nao Sim Total Proporcgao
N&o usa corticoide 12 0 12 16,44%
Deflasacort 26 12 38 52,05%
Prednisona 18 5 23 31,51%
Total 56 17 73
Proporcao 76,71% 23,29% 100%

Tabela A.9 Medidas resumo do Tempo entre inicio de corticoide e perda da

marcha
_ _ Primeiro _ Terceiro _
n Minimo Maximo _ Mediana _ Média
Quantil quantil
Tempo geral
11 -1 7 0 2 2 1,64
(anos)
Deflasacort
7 0 4 0,5 2 2 1,57
(anos)
Prednisona(anos) 4 -1 7 -1 0,5 3,25 1,75

Tabela A.10 Medidas resumo da Idade do inicio de corticoides

7 Prednisona: um paciente ndo tem idade de inicio do corticoide e tempo de uso
e 2 pacientes tém a perda de marcha antes de tomar corticoide
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o Primeiro _ Terceiro o
n . Maximo ~ Mediana ~ Meédia NA'’s
Minimo Quantil quantil

Idade do inicio
de 60 1 16 6 8 9 7,42 1
corticoides(anos)
Idade do inicio

38 2 16 7 8 9 8,29 0
de deflasacort

Idade do inicio
_ 1 14 4 5,5 8 591 1
de prednisona

Tabela A.11 Frequéncia da variavel Historico familiar por Tempo de referéncia

Tempo de
referéncia\Historico Sem historico Com historico Total Proporcao
familiar
Maior que 2 anos 29 7 36 55%
Menor ou igual a 2
21 8 29 45%
anos
Total 50 15 65
Proporcéo 7% 23% 100%

Tabela A.12 Medidas resumo da Idade de diagnostico
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_ _ Primeiro _ Terceiro _
n Minimo Maximo _ Mediana _ Média NA’s
Quartil quartil
Idade de
diagnéstico 70 1 15 5 7 9 7,05 3
(anos)

Tabela A.13 Medidas resumo da Idade de sintomas

_ _ Primeiro _ Terceiro _
n Minimo Maximo _ Mediana _ Média NA’s
Quantil quantil
Idade de
sintomas 72 0 9 2 3,5 5 3,58 1
(anos)

Tabela A.14 Medidas resumo de diferenca entre idade de diagndstico e idade de

sintomas

Primeiro Terceiro
n _ Maximo _ Mediana _ Média NA’s
Minimo Quantil quantil
Diferenca das
-5 11 2 3 5 3,44 3

idades (anos)

Tabela A.15 Distribuicdo de Frequéncia de Variavel Fisioterapia
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Fisioterapia (fre. semanal) 0 1 2 3 Total
Numero de pacientes 14 37 20 1 72
Proporc¢ao 19,44% 51,39% 27,78% 1,39% 100%
Tabela A.16 Distribuicdo de Frequéncia de variavel Hidroterapia
Hidroterapia (freq. semanal) 0 1 total
Numero de pacientes 49 23 72
Proporcgao 68,06% 31,94% 100%
Tabela A.17 Distribuicdo de frequéncias da variavel Cardioprotetor
Cardioprotetor nao usa usaenalaprii  usa enalapril e carvedilol  Total
Numero de pacientes 45 25 3 73
Proporcao 61,64% 34,24% 4,12% 100%

Tabela A.18 Coeficientes do modelo de Cox
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Coeficiente  exp(coeficiente) D.P Valor-p
Corticoide atual (Prednisona) -0,677 0, 508 1,140 0,552
Idade de inicio do corticoide 0, 260 1,296 0,117 0,027
Génetica (Duplicagéo) -19,100 <0,001 11020 0,999
Génetica (Outras) -0, 545 0, 580 1,105 0,622

Tabela A.19 Coeficientes do modelo final de Cox

Valor- Lim.Inf  Lim.Sup

Coeficiente exp(coeficiente) D.P
p 95% 95%

Idade de inicio
o 0,2936 1,3413 0,1168 <0,02 1,067 1,686
do corticoide
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Figura B.12 Box-plot de comparacao de idade atual com idade inicial de

corticoide
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Figura B.13 Kaplan-Meier para o intervalo de tempo entre perda de marcha e

inicio de corticoide
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Figura B.14 Piecewise exponencial estimator — PEXE para o intervalo de tempo

entre perda de marcha e inicio de corticéide
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Figura B.15 Box-plot de comparacédo de idade inicial de corticoides
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Figura B.16 Boxplots de distancia de tempo entre diagnadstico e inicio dos

sintomas por historico familiar
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Figura B.17 Proporcédo de tempo de demora entre diagnéstico e inicio de

sintomas por histaérico familiar
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Figura B.18 Grafico de barra de idades de inicio de sintomas e de diagndéstico
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Figura B.19 Grafico de barra de idades de inicio de sintomas e de diagndstico

do estudo de comparacao
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Figura B.20 Boxplot da diferencga entre a idade de diagnostico e a idade de

inicio dos sintomas
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Figura B.21 Frequéncia da diferenca entre a idade de diagnéstico e a idade de
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Figura B.22 Proporcéo de quantidade de vezes que os pacientes fazem

fisioterapia por semana
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Figura B.23 Proporcédo de quantidade de vezes que os pacientes fazem

hidroterapia por semana
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Figura B.25 Frequéncia de quantidade de pacientes uso de Corticoide atual
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Figura B.27 Residuos de Cox-Snell Comparacdo com Kaplan-Meier
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Formula C.1 Estimativa de Piexewise Exponential
1. Deflasacort™®

(6060t
| ¢ —0,0606—0,0376%(t—0,001)
)
S(t) = { e~00982-0,25(t-1)
—0,2982-0,2%(t—2)
e ’

knéo podemos estimar

2. Prednisona

8_0’0714t,

se0<t<0,001
se0,001<t<1
sel<t<?2

se2<t<4
set =4

se0<t<?2

S(F) =1 e 01428-01x(t-2) oD <t < 7
nao podemos estimar set =7

18 Ajustamos os valores da variavel “tempo de uso” de 0 para 0,001
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Férmula C.2 Modelo de Cox

O modelo de Cox é um modelo semi-paramétrico®, cuja funcéo de risco possui

a seguinte forma:
At) = Ao (Dexp {X'B}
Em que,

X é um vetor com as covariaveis X = (xl,...,xp) e B é o vetor de parametros

associado a X, A(t) = 4,(t) quando X = 0.
Suposicao do modelo:
A razéo de risco ndo depende do tempo, isto €,

4@ _ Ao(exp {xif} _
4(8)  Ao(D)exp {x;}

exp {x; — x;}

Considerando:
A(E) = Ao()exp {B1x1 + Boxz + B3Xs + Paxa}
em que,
A(t): variavel resposta (risco)
Ao(t): uma funcéo ndo-negativa do tempo

. {1, se o paciente usa prednisona
110, se o paciente usa deflasacort

x,: ldade de inicio do corticoide

o {1, se o paciente carrega mutacao do tipo duplicagdo
3 0, caso contrario

Y KLEIN, J.P. Op.cit.
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oy {1, se 0 paciente carrega mutacao do tipo "outras"
4 0, caso contrario

B1: 0 log da variacdo esperada no risco de se perder a marcha atribuido a

utilizacao de prednisona em relacdo ao deflasacort;

B,: 0 log da variacdo esperada no risco de se perder a marcha atribuido a

variacdo da idade de inicio de corticoide;

B5: 0 log da variacdo esperada no risco de se perder a marcha atribuido aos

individuos portadores da mutacao duplicacdo em relacao as demais mutacoes;

B4: 0 log da variacdo esperada no risco de se perder a marcha atribuido aos

individuos portadores do grupo de mutagdes “outras” em relagao as demais mutagoes.



