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RESUMO

Neste trabalho, foram analisados dados do Estudo Coracdes de Baependi, MG,
Brasil, constituido por 1.673 individuos de 81 familias. Este estudo foi realizado com
0 objetivo de identificar fatores de risco associados a doencas cardiovasculares,
dentre elas a hipertensao arterial e a idade em que esta se manifesta, consideradas
neste trabalho. Para que o parentesco existente entre os individuos de uma mesma
familia pudesse ser considerado nas andlises, bem como a questdo sobre a
associacao de fatores genéticos e ambientais com a idade em que a hipertensao
arterial se manifesta pudesse ser respondida, foi utilizado o modelo de Cox de
efeitos mistos. Com base nesse modelo, os componentes de varidncia associados
aos efeitos poligénico e ambientais foram estimados, sendo que somente o efeito
poligénico se mostrou significativo. De modo geral, os resultados apontaram que as
covariaveis indice de massa corporal (IMC) e género, bem como fatores genéticos,
estdo associados a hipertensdo e a idade em que esta se manifesta. Com tais
conclusdes, um importante espago se abre para pesquisas futuras no sentido de
identificar os genes que estariam associados a esta doenca.

Palavras-chave: Modelo de Cox, efeitos mistos, efeitos genéticos, hipertensao.
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1.  INTRODUGCAO

Popularmente conhecida como pressédo alta, a hipertensao arterial é
uma doencga cardiovascular caracterizada pelo aumento da pressédo do sangue
contra a parede das artérias, oferecendo resisténcia a passagem do sangue
que é bombeado pelo coracdo para irrigar os 6rgaos ou movimentar-se. Este
bombeamento é composto por dois movimentos: o primeiro de contragéo, forgca
maxima para expulsar o sangue e o0 segundo de relaxamento do coracao entre
as contracdes cardiacas, de forca minima, denominados sistole e diastole,
respectivamente. Equipamentos como estetoscopio e esfigmomandémetro, com
escala em milimetros de mercurio (mmHG), sao utilizados por profissionais de
saude treinados para aferir a pressao arterial. A linha demarcatéria que define
se um individuo possui hipertensdo arterial considera valores acima de
140mmHG para a pressao arterial sistélica e/ou acima de 90mmHG para a
diastélica, 140/90mmHG, sendo que este diagndstico devera sempre ser
validado por medidas repetidas em pelo menos trés ocasides (AZEVUN &
GUIMARAES, 2010).

A hipertensdo é considerada uma doenca silenciosa, pois seus
sintomas como dor de cabeca, tontura, cansaco, entre outros, quando
observados, sdo comuns e se confundem com sintomas de outras doencas.
Porém se nao tratada, € considerada um dos principais fatores de risco de
mortalidade por doencgas cardiovasculares, pois afeta 6rgaos vitais podendo
ocasionar graves problemas de saude como derrames cerebrais, doencas do
coracéo, insuficiéncia renal, paralisacdo dos rins e alteragdes na visdo que
podem levar a cegueira, tornando-se assim um dos grandes problemas de
saude publica no Brasil e no mundo (CARVALHO, 2006 apud AZEVUN &
GUIMARAES, 2010). Em 2001, cerca de 7,6 milhdes de mortes no mundo
foram atribuidas a elevagdo da pressao arterial, 54% por acidente vascular
encefalico e 47% por doenca isquémica do coracdo. No Brasil, doencas
cardiovasculares ainda sao responsaveis pela alta frequéncia em internacoes e
também a principal causa de morte, ocasionando custos médicos e
socioeconémicos elevados. Em novembro de 2009 ocorreram 91.970

internagdes por doencas cardiovasculares, resultando em um custo de R$



165.461.644,33 (DATASUS, 2009 apud AZEVUN & GUIMARAES, 2010). Para
minimizar estes problemas que podem ocorrer pela elevacdo da pressao
arterial, acdes de orientagcao, alertando a populacédo sobre os fatores de risco,
prevencdo e como diagnosticar a doenca sao realizadas continuamente por
iniciativas publicas e privadas, podendo citar atualmente, a campanha “sou 12
por 8”, no Brasil.

Em todo o mundo, diversos grupos de pesquisa multidisciplinares,
agregando profissionais de saude, alunos, professores e pesquisadores de
universidades foram constituidos com o objetivo comum de estudar e identificar
os fatores de risco associados a doengas coronarianas. Os fatores de risco
comumente associados a hipertensao arterial sdo relacionados aos maus
habitos alimentares (como o sal em excesso), ao sedentarismo, a obesidade,
consumo excessivo de alcool e também a fatores genéticos (AZEVUN &
GUIMARAES, 2010).

A descoberta de que fatores genéticos podem estar associados com
doencas cardiovasculares tém motivado diversas pesquisas em genética com
humanos, onde um dos objetivos principais € entender a arquitetura genética
de regulacao de fendtipos ou desordens complexas. Doencas identificadas
como o produto da acdo de multiplos genes e fatores ambientais, bem como
suas interacdes, sdo denominadas doencgas ou desordens complexas. Para
determinar os genes associados a estas doencas, dentre elas a hipertensao
arterial, delineamentos em que a coleta de dados é realizada em familias tém
demonstrado superioridade. Tal superioridade se deve a resultados mais
consistentes e com pouca ocorréncia de falsos positivos, quando comparados
com estudos que nao identificam as relacbes de parentesco entre o0s
pesquisados (THOMAS et al., 2005; KULLO & DING, 2007). Como exemplos
de estudos que consideram a estrutura das familias para andlise destes
fatores, podem ser citados o San Antonio Family Heart Study, que utilizou uma
amostra de familias americanas mexicanas (MAHANEY et al, 1995), e o
GENOA Study, que envolve familias americanas africanas e brancas nao
hispanicas (KULLO et al., 2006).

No Brasil, o primeiro estudo, e Unico até o momento, a registrar dados
de familias brasileiras com o mesmo objetivo dos dois estudos citados
anteriormente € o “Estudo Coracbées de Baependi, MG” (OLIVEIRA et al.,



2008). Este estudo apresenta, contudo, uma caracteristica importante que o
diferencia dos demais, a de envolver uma populacdo miscigenada como € a
brasileira, resultante de mais de cinco séculos de intercruzamentos étnicos,
sendo uma das populagcées mais heterogéneas do mundo (PIMENTA et al.,
2006; PENA, 2000).

Neste trabalho, os dados desse estudo sédo analisados com o objetivo
de identificar se fatores genéticos e ou ambientais estdo associados com a
idade em que a hipertensao arterial se manifesta. Como a idade exata em que
a hipertensdo se manifesta € desconhecida, uma vez que o0s sintomas
aparecem no decorrer do tempo, as associacdes de interesse sdo avaliadas
em relagdo a idade de diagndstico de hipertensdo. Para esse fim, é utilizado
um conjunto de técnicas estatisticas de Analise de Sobrevivéncia, em particular
o Modelo de Cox de Efeitos Mistos. Este modelo permite incorporar em sua
estrutura ndo somente a correlagdo genética existente entre os individuos de
uma mesma familia, mas também as informacdes dos individuos que néao
desenvolveram hipertensdo arterial até o término do estudo, usualmente
denominadas censuras por serem informagdes parciais da resposta. Tais
metodologias estatisticas, bem como os dados do Estudo Coracbes de
Baependi, MG, sdo descritos em mais detalhes a seguir.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O banco de dados utilizado neste trabalho é advindo do Estudo
Coracoes de Baependi, MG, que foi conduzido por pesquisadores do
Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular (LGCM) do Instituto do
Coracéao (InCor/USP), com a finalidade de identificar fatores genéticos e genes
associados a doencgas cardiovasculares. As informacdes contidas nesse banco
foram coletadas no periodo de dezembro de 2005 a janeiro de 2006 utilizando
um plano amostral que consistia em selecionar aleatoriamente onze setores
censitarios dentre os trinta no qual a cidade de Baependi é subdividida (IBGE-
2000 apud PEREIRA et al., 2006). Destes onze setores, as residéncias foram
amostradas por amostragem sistematica com fator de repeticéo vinte, o ponto
inicial de cada setor foi selecionado ao acaso. As informacdes foram coletadas
inicialmente de qualquer individuo morador da residéncia com idade igual ou
superior a 18 anos que aceitasse participar do estudo. Definido o respondente,
foi aplicado o questionario de coleta de dados familiares, identificando todos os
parentes de primeiro, segundo e terceiro graus e respectivos parentes por
unido conjugal. A partir destas informagbées foram construidas arvores
genealdgicas das familias amostradas, sendo todos os membros com idade
igual ou superior a 18 anos convidados a participar do estudo. Para atrair estes
participantes houve divulgacao através de autoridades municipais e religiosas,
jornais, médicos, contatos telefénicos, entre outros. Com a aplicagdo do plano
amostral foram selecionadas 119 familias totalizando 1.712 individuos. Destas
119 familias, 38 eram constituidas por individuos que nao estabeleciam entre si
relagbes consanguineas. Sendo assim, foram considerados para analise os
dados de 81 familias, totalizando 1.673 individuos com idade variando entre 18
e 100 anos. O protocolo de pesquisa do estudo foi aprovado pelo comité de
ética do Hospital das Clinicas, Universidade de Sao Paulo, Brasil, tendo cada
participante assinado um termo de consentimento livre e esclarecido para

autorizar sua participacédo no estudo.



Para cada individuo foi aplicado um questionario contendo informacgdes
demogréficas, histérico médico e fatores de riscos ambientais. Para a
realizacdo dos exames fisicos selecionou-se um posto de saude de facil
acesso aos participantes. As medidas antropométricas (altura, peso, entre
outras) foram coletadas seguindo procedimentos padronizados. Entre os
exames foram realizados também o de medida da pressao arterial sanguinea
para a identificacdo da hipertensao arterial e exames de sangue para
identificacdo de diabetes e colesterol alto. O exame da medida da pressao
arterial sanguinea foi realizado trés vezes para cada individuo com intervalo
minimo de 3 minutos entre uma leitura e outra. Foram considerados
hipertensos os individuos que apresentaram a meédia das trés leituras da
pressao arterial sanguinea sistlica e ou diastolica maior ou igual a
140/90mmHG. A prevaléncia de hipertensdo no estudo foi de 35,6%, sendo
este resultado similar a prevaléncia encontrada na populacdo brasileira
(PEREIRA et al., 2006).

Como o objetivo deste trabalho é avaliar se fatores genéticos e ou
ambientais estdo associados com a idade em que a hipertensao arterial se
manifesta, foi considerado como variavel resposta a idade em que a
hipertensdo foi diagnosticada, uma vez que a idade exata em que esta se
manifesta ndo é conhecida exatamente. Desse modo, para aqueles individuos
em que a hipertensao arterial havia sido diagnosticada em data anterior a do
estudo, foi considerada a idade de diagndstico informada por eles. Ja para os
individuos que obtiveram o diagnéstico da doenca durante a realizacdo dos
exames, a idade considerada foi aquela registrada na data da coleta da
informacao. Ainda, as respectivas idades dos individuos normotensos, isto é
sem diagnéstico de hipertensdo arterial até a data do estudo, foram
consideradas como censuras.

Para ilustrar a estrutura dos dados, a Figura 1 mostra a éarvore
genealdgica (ou heredograma) da familia 79 composta de sete individuos.
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FIGURA 1: Arvore genealdgica dos individuos que compdem a familia 79. Circulos e
quadrados representam individuos do género feminino e masculino, respectivamente, sendo
estes preenchidos de preto quando houver diagnéstico positivo de hipertensao arterial. Cédigos
de identificacdo dos individuos e idade de diagnéstico dos hipertensos (ou
idade na data da pesquisa dos normotensos) sdo mostrados na arvore.

Com essa estrutura de dados é possivel mensurar a relagdo genética
entre os individuos construindo a matriz de correlagédo genética 2¢; a seguir,

sendo j (j=1,...,k) o indicador de familia.
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sendo r o grau de parentesco (r = 1, 2, 3...). Esta matriz pode ser visualizada a
seqguir considerando a familia 79.

1120101 120101 120301 120502 120602 120901 120902
120101 1 0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
120201 0 1 0,5 0 0 0 0
2errg = 120301| 0,5 0,5 1 0,25 0,25 0,25 0,25
79 = 120502| 05 0 0,25 1 0,25 0,5 0
}%gggi 0,5 0 0,25 0,5 1 0,5 0,5
0,5 0 0,25 0,5 0,5 1 0,5
120902 5 0 0,25 0 0,5 0,5 1




Exemplificando as relacbes de parentesco a partir da matriz de
correlacdo genética apresentada, tem-se para os individuos 120502 e 120101,
que sdo mae e filha e, portanto, parentes de 1° grau, que a correlacédo entre
eles é igual a 0,5. Ja para os individuos 120602 e 120301, que sao tia e
sobrinho (parentes de 2° grau), a correlagéo é igual a 0,25.

A partir de matrizes 2¢; similares pode-se apresentar as correlagoes
genéticas de todas as familias utilizando-se uma matriz bloco diagonal, sendo
esta quadrada com dimensao igual ao numero de participantes do estudo,
1.673, mais os individuos que nao estdo no estudo, porém sua identificacao
faz-se necessaria para a construcdao das relacdes de parentesco dentro de
cada familia, totalizando 2.260 individuos. A diagonal principal desta matriz €
composta pelas matrizes 2¢;de correlagbes das familias (j=1,...,81). Os
elementos fora desta diagonal sdo nulos, dado que nao existe correlacao entre

as familias (DUCROCQ & CASSELA, 1996).
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Dentre as covariaveis disponiveis no banco de dados, e considerando
o conhecimento dos pesquisadores do LGCM do InCor/USP quanto aquelas
que possivelmente apresentam relacdo com a idade de desenvolvimento da
hipertensao arterial, foram eleitas para as analises estatisticas as quatro
apresentadas na Tabela 1 a seguir.

TABELA 1: Covariaveis eleitas para as andlises estatisticas.

Variavel Dominio

Género Masculino e Feminino
Circunferéncia Abdominal Centimetros

indice de massa corporal (IMC) Peso/Altura?
Sedentarismo Sim e Nao

A seguir sdo apresentadas as metodologias estatisticas utilizadas para
a analise dos dados aqui descritos.



22 METODOS

Técnicas de analise de sobrevivéncia podem ser utilizadas quando o
objetivo é analisar o tempo até a ocorréncia de um evento de interesse,
denominado tempo de falha, que pode ser o tempo até o ébito, a cura ou a
recidiva de uma doenca, entre outros. A principal caracteristica dos dados de
sobrevivéncia € a presenca de censuras, que sao informagdes parciais da
resposta. Uma censura pode ocorrer por diversos motivos, dentre eles, a perda
de acompanhamento do individuo e a ndo ocorréncia do evento de interesse.

Assim como em outras situacoes, é importante realizar inicialmente uma
andlise exploratéria dos dados de sobrevivéncia. No contexto de andlise de
sobrevivéncia, tal analise é usualmente feita utilizando-se o estimador de
Kaplan-Meier, o teste logrank e medidas descritivas tais como o tempo médio e
mediano. Modelos de regressdao, em um contexto paramétrico ou semi-
paramétrico, sdao também ferramentas Uteis para a andlise de dados de
sobrevivéncia (COLOSIMO & GIOLO, 2006).

A seguir, sdo descritas, brevemente, as metodologias estatisticas de
analise de sobrevivéncia utilizadas neste trabalho. Enfase é dada ao modelo de
regressao semi-paramétrico de Cox, bem como a uma extensdo deste para
dados correlacionados, que atende a estrutura dos dados do Estudo Coracgdes
de Baependi, MG.

2.2.1 Estimador de Kaplan-Meier e Teste Logrank

O estimador de Kaplan-Meier (KAPLAN & MEIER, 1958) é utilizado
para estimar a funcao de sobrevivéncia, denotada por:
S(t) =P(T=>1),
e que representa a probabilidade de uma observacao nao falhar (sobreviver) ao
tempo t. Tal estimador considera tanto as falhas quanto as censuras na sua
construgcdo e € um dos estimadores mais utilizados na literatura clinica. A
expressao do estimador de Kaplan-Meier € definida como:

) d;
so=|]a-

oy j
jitj<t



com t < b < ... < lk0S k tempos distintos e ordenados de falha, dj o numero de
falhas em t,j=1, 2, ...k, € n; 0 numero de individuos sobre risco em §;

Dentre as propriedades deste estimador, as principais sdo: € néao
viciado para amostras grandes, fracamente consistente, converge
assintoticamente para um processo gaussiano e é o estimador de maxima
verossimilhanca de S(t).

As estimativas S(t), obtidas a partir do estimador de Kaplan-Meier,
podem ser representadas graficamente, de modo a se ter uma curva de
sobrevivéncia associada a cada uma das categorias das covariaveis de
interesse. Para testar se as curvas S(t) associadas a estas categorias diferem
entre si, pode-se utilizar o teste logrank (MANTEL,1966), particularmente
quando a razdo das funcdes de risco dos grupos a serem comparados for
aproximadamente constante (propriedade de riscos proporcionais).

A estatistica deste teste é baseada na diferenca entre o numero
observado de falhas em cada grupo e uma quantidade que, para muitos
propésitos, pode ser pensada como o correspondente numero esperado de
falhas sob a hipétese nula, H,: igualdade entre as curvas de sobrevivéncia, isto
€, Hy: S1(t) = S,(t) para todo t, sendo S;(t) e S,(t) as curvas de sobrevivéncia
associadas as duas categorias sendo comparadas. Para grandes amostras,
esta estatistica de teste segue uma distribuicdo qui-quadrado com 1 grau de
liberdade (COLOSIMO & GIOLO, 2006).

2.2.2 Modelo de Regressao de Cox

O modelo de regressao de Cox (COX, 1972) é comumente utilizado em
estudos clinicos e abriu uma nova fase na modelagem de dados. A principal
razao para esta popularidade é a presenca do componente nao-paramétrico
tornando este modelo mais flexivel quando comparado com os modelos
paramétricos, que consideram uma distribuicdo de probabilidade associada a
variavel resposta, como a exponencial, a Weibull e a Log-Normal.

A expressao geral do modelo de Cox é dada por:

A1) = 2, g(x'B),
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comx = (xl, .,xp)' denotando um vetor de p covariaveis e g uma funcao nao
negativa tal que g(0) = 1, usualmente expressa por:
g(x'ﬁ) = exp{x'ﬁ} = exp{fix1 + B2Xz + ..+ BpXp},

em que B € um vetor de parametros associados as covariaveis. Desta forma, o
modelo de Cox é composto por um componente ndo paramétrico, 1,(t), que €
denominado fungao de risco de base ou basal e pelo componente paramétrico,
g(x'B). Este modelo é também denominado modelo de riscos proporcionais,
pois a razdo das taxas de falha de dois individuos diferentes é constante, ou

seja, a razao entre os riscos dos individuos i e j, a seguir,

Ai(8) _ loexp{xéﬁ} _ P
A )loexp{x;./,?} = exp{x; x]ﬂ},

nao depende do tempo. Por esta razao, a suposicao basica deste modelo é de
que as taxas de falha s&o proporcionais.

O ajuste do modelo de Cox é caracterizado a partir da obtencao dos
coeficientes B's e do termo nao-paramétrico 1,(t), que podem ser estimados
pelo método da maxima verossimilhanca parcial (COX, 1975) e pelo estimador
de Nelson-Aalen-Breslow (BRESLOW, 1972), respectivamente. Apds o ajuste
do modelo, as estimativas por ponto e por intervalo de cada coeficiente podem
ser interpretadas, sendo que para a obtengcdo dos intervalos de confianca é
necessario o calculo do erro-padrdo do vetor B. Para exemplificar, seja x; a
covariavel género, categorizada tal que 0 se feminino e 1 se masculino, e a
variavel resposta o tempo até a morte do paciente por cancer de laringe; a
interpretacdo para a estimativa pontual exp(f;) = 2, e seu correspondente
intervalo de confianca (1,5; 2,8), seria que o risco de morte para mulheres é
duas vezes o risco dos pacientes homens, com um intervalo de 95% de
confianga de 1,5 a 2,8.

Para avaliar a adequacédo do modelo, deve-se verificar essencialmente
0 pressuposto de riscos proporcionais e também a qualidade global do ajuste.
Para estas finalidades podem ser utilizados testes e métodos graficos
baseados nos residuos de Schoenfeld (COLOSIMO & GIOLO, 2006 apud
SCHOENFELD, 1982), bem como gréaficos da funcdo de risco acumulada
construidos a partir das estimativas de risco.
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2.2.3 Modelo de Cox de Efeitos Mistos

O modelo de regressdo de Cox descrito previamente é Util para
modelar dados em que os individuos sao independentes. Desse modo, ndo é
apropriado para analisar dados em que os individuos apresentem alguma
estrutura de correlagdo, como € o caso dos dados do estudo tratado neste
trabalho, que foi planejado e delineado respeitando a estrutura familiar dos
individuos.

Para incorporar a estrutura de correlacdo mencionada, foi proposta
uma extensdo do modelo de Cox para dados correlacionados. Este modelo é
denominado modelo de Cox de Efeitos Mistos (PANKRATZ et al., 2005; GIOLO

et al., 2009) e é expresso por:
A (£) = Ao (D) exp{x'B + g;},

em que Ay (t) € a fungdo de risco basal, B o vetor de coeficientes associados
as covariaveis x e g; = (91,92, -, 9n;;) UM vetor de efeitos aleatorios
associado aos individuos i na familia j (i = 1,...,n;, j =1,...,k). Usualmente ¢
assumido que o vetor de efeitos aleatérios g = (g4,...,9gx) Segue uma
distribuicdo normal multivariada tal que g~Ny(0,X), sendo X a matriz de
variancia-covariancia.

A matriz Z, no contexto dos dados do Estudo Coragdes de Baependi,
MG, pode ser escrita como X =2¢o;, em que 2¢ denota a matriz de
correlagdes genética (parentesco), descrita na Secéo 3.1, e g; 0 componente
de varidncia poligénico associado ao efeito genético compartilhado pelos
individuos. Outra sugestao para a matriz > é expressa-la por X = 2¢a/ + Qafz,
em que a matriz Q é denominada matriz de ambiente familiar compartilhado e

of o componente de varidncia associado ao efeito ambiental compartilhado

pelos individuos. A matriz bloco diagonal Q considera em sua estrutura valores
unitarios dentro de cada bloco formado por individuos da mesma familia. A
justificativa para a construcao desta matriz unitaria e sua utilizagao no processo
de estimacdo dos parametros para o0 modelo de Cox de efeitos mistos é

advinda da suposi¢cédo de que individuos de uma mesma familia compartilham
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costumes similares quanto a habitos alimentares, pratica de esportes, dentre
outros.

Decorrente da estrutura do modelo proposto, o processo de estimacao,
tanto dos parametros B quanto dos componentes do vetor g, se torna

extremamente complexo, pois a funcdo de verossimilhanca expressa por

L= fPL(ﬂ,g)\/%lzlexp [—%g'Z‘lg] dg, em que PL = parciallikelihood

(funcdo de verossimilhanca parcial), apresenta uma integral multidimensional
intratavel por métodos tradicionais. Para tratar esta integral, Pankratz et al.
(2005) usaram a aproximagdao de Laplace, como definido em Ripatti &
Palmgren (2000), o que viabilizou a obtengédo das estimativas dos parametros
B e dos componentes do vetor g. Este processo de estimagcdo foi
implementado na funcdo coxme no pacote kinship (THERNEAU, 2007; R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

Para testar se o efeito das covaridveis, representados pelos
parametros B, sao significativos, foi utilizado o teste de Wald (WALD, 1943), o
qual considera as hipoteses: Hy: 5, = 0 versus H,: 5, # 0. Se a hipotese nula
for rejeitada, havera evidéncias de efeito significativo, indicando que a
covariavel X, deve ser mantida no modelo. No que diz respeito aos
componentes do vetor g, deve-se testar a significancia dos componentes de
variancia g; e af. Assim, se X = 2¢; deve-se testar as hipéteses Hp: g7 = 0
versus Hy: of # 0. Rejeicdo da hipétese nula implicara em efeito genético

(poligénico) significativo. Dada as dificuldades em se estabelecer uma
estatistica de teste para testar as hipéteses associadas aos componentes de

variancia o; e afz, intervalos de confianca foram calculados para essa

finalidade. Tais intervalos foram obtidos com base em um método que faz uso
da funcdo de verossimilhanga perfilada. Esse método basicamente reduz o
logaritmo da funcdo de verossimilhanca para uma funcdo do parédmetro de
interesse tratando todos os demais como parametros nuisance (de
perturbacao) e, entdo, maximizando sobre eles. Para mais detalhes sobre este
método ver Venzon e Moolgavkar (1998). Programa em R utilizado para
obtencao desses intervalos encontra-se no ANEXO - 1 deste trabalho.

Quanto a verificacdo do pressuposto de riscos proporcionais e da
qualidade de ajuste global do modelo de Cox de efeitos mistos, pesquisas
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adicionais sao necessarias, pois atualmente ndo existem metodologias
especificas na literatura propostas para essa finalidade. Para tal, foi assumido
que, se o pressuposto de riscos proporcionais for atendido para as covariaveis
no modelo de Cox usual, este também sera valido para o modelo de Cox de

efeitos mistos.
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3. RESULTADOS

3.1  ANALISE DESCRITIVA

Com o objetivo de identificar se fatores genéticos e ou ambientais
estdo associados com a idade em que a hipertensao arterial se manifesta foi
realizada, inicialmente, uma analise descritiva dos dados descritos na Secao
2.1. Para esses dados, a variavel resposta é composta pelo par (t;, §;), sendo t;
a idade de diagndstico da hipertensdo e §; a variavel indicadora tal que,
individuos hipertensos assumem valor 1 e normotensos valor 0.

Foram considerados na analise 1673 individuos, sendo 35,6%
classificados como hipertensos (falhas) e 64,4% como normotensos
(censuras). Estimativa da curva de sobrevivéncia desses individuos, obtida
pelo estimador de Kaplan-Meier sem levar em conta as covariaveis e a
estrutura familiar, € apresentada na Figura 2. Desta figura, pode-se observar
que S(t) = 0,50 para t = 57, indicando que o tempo mediano de diagndstico de

hipertensao foi de 57 anos.

Kaplan-Meier

S(t) Estimada

0 20 40 60 80 100

ldade de diagndstico (em anos)

FIGURA 2: Sobrevivéncia estimada por Kaplan-Meier. Os tempos representados por +
mostram onde ocorreram censuras.

As covariaveis eleitas pelos pesquisadores do InCor, apresentadas na
Tabela 1, foram dicotomizadas com o auxilio e interesse dos mesmos para a

incorporacao destas no ajuste dos modelos. As frequéncias e a prevaléncia de
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hipertensao, de acordo com as categorias destas covariaveis, estdo mostradas
na Tabela 2. A partir desta tabela, pode ser destacado um maior percentual de
individuos do género feminino, 56%; prevaléncia de hipertensdo de 52% para
individuos com IMC acima do normal (valores maiores que 25) e de 63% para
individuos com circunferéncia abdominal acima do normal (igual ou menor que
94cm para mulheres e 100cm para homens), bem como 68% de individuos
classificados como sedentarios, isto €, que declararam nao praticar atividade

fisica nenhum dia da semana.

TABELA 2: Frequéncias e prevaléncia de hipertensdo de acordo com as covariaveis
dicotomizadas.

Variaveis Categoria Frequéncia Percentual Prevaléncia

Género Masculino 728 44% 33%

Feminino 945 56% 37%

Até 25 1.005 60% 25%

IMC Acima de 25 632 38% 52%
NA 36 2% -

Sedentario 1.142 68% 37%

Sedentarismo  N&o sedentario 528 32% 32%
NA 3 0% -

Circunferéncia  Normal 1.301 78% 28:/0

Abdominal Acima do Normal 353 21% 63%
NA 19 1% -

IMC: Indice de massa corporal; NA: Dados faltantes.

As curvas de sobrevivéncia apresentadas na Figura 3 e os testes
logrank mostrados na Tabela 3, realizados para compara-las, indicam que tais
curvas para as categorias das covariaveis género, IMC e circunferéncia

abdominal diferem entre si (valor p < 0,0001).
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FIGURA 3: Curvas de sobrevivéncia estimadas por Kaplan-Meier. Os tempos representados
por + mostram onde ocorreram censuras em cada grupo.

Observando as curvas na Figura 3a, tem-se que os individuos do sexo
masculino foram diagnosticados com hipertensdo em idades mais avancadas
do que os do sexo feminino. Este fato pode provavelmente ser decorrente do
fato de que, em geral, os homens vao menos regularmente aos médicos do
que as mulheres. Também foram diagnosticados com hipertensdo em idades
mais avancadas, individuos com IMC até 25, bem como os com circunferéncia
abdominal normal (Figuras 3b e 3d). Ja quanto aos individuos sedentarios e
nao-sedentarios neste estudo, estes apresentaram diagnéstico de hipertensao

em idades similares (Figura 3c).
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TABELA 3: Resultados do teste logrank utilizado para comparar as curvas de sobrevivéncia
obtidas para as categorias de cada covariavel considerada.

Covariavel Estatistica de teste Valor p
Género 25,6 < 0,0001 *
IMC 48,1 < 0,0001 *
Sedentarismo 0,01 0,78
Circunferéncia abdominal 36,8 < 0,0001 *

*Valores significativos a 5%.

Com a finalidade de evitar problemas relacionados a multicolinearidade
no ajuste de modelos, foi utilizado o teste qui-quadrado de Pearson para
identificar covariaveis correlacionadas. Como resultado, foi constatado alta
correlagao entre as covariaveis IMC e circunferéncia abdominal (valor p menor
do que 0,0001). Sendo tal correlagcdo esperada, uma vez que individuos com
IMC alto tendem a ter circunferéncia abdominal maior, optou-se pela utilizacdo
da covariavel IMC nos modelos, por ser a mais comumente utilizada pelos

profissionais da saude.

3.2 AJUSTE DE MODELOS

Utilizando primeiramente o modelo de Cox para analise dos dados,
foram ajustados no R os modelos sequenciais possiveis considerando as
covariaveis eleitas na Secao 3.1, isto é IMC e Género. Os resultados estdo na
Tabela 4.

TABELA 4: Estimativas obtidas para os parametros nos modelos de Cox ajustados

Modelos Estimativas Valor P
1-IMC $,=0,568 < 0,0001 *
$,=0,508 < 0,0001 *
2 —IMC + Género
f,= 0,336 < 0,0001 *
f;= 0,432 0,0011 *
3 — IMC+ Género + Género*IMC f,= 0.266 0,0370 *
f;=0,132 0,45

*Valores significativos a 5%.
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A partir dos resultados apresentados na Tabela 4, tem-se que a
interacao entre IMC e género nao é significativa (p = 0,45), mas que os efeitos
principais de IMC e género sao significativos (p < 0,05). Em consequéncia, a
avaliagao do pressuposto de riscos proporcionais foi realizada utilizando-se os
residuos padronizados de Schoenfeld associados ao modelo 2. Tais residuos,

para cada covariavel no modelo, podem ser visualizados na Figura 4.
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F[GURA 4: Residuos padronizados de Schoenfeld do modelo de Cox com as covariaveis IMC e
género

Com base na Figura 4, é possivel observar inclinacées proximas de
zero, ou seja, a auséncia de tendéncias acentuadas, 0 que pode ser
confirmado pelos valores de rho proximos de zero e respectivos valores p >>
0,05 associados ao teste de proporcionalidade dos riscos mostrados na Tabela
5. Sendo assim, ndo ha evidéncias para rejeicdo da hipotese nula de
proporcionalidade dos riscos.

TABELA 5: Testes de proporcionalidade dos riscos no modelo de Cox

Covariavel rho(p) x? Valor P
IMC -0,0193 0,214 0,644
Género -0,0287 0,468 0,494
GLOBAL - 0,802 0,664

Embora as covariaveis IMC e género tenham apresentado efeitos
significativos no modelo de Cox e o0 pressuposto de riscos proporcionais nao
tenha sido violado, extensdo do modelo de Cox, denominado modelo de Cox
de efeitos mistos (descrito na Secéo 2.2.2) foi utilizado a fim de considerar a

estrutura de correlacéao existente nos dados e, assim, estimar os componentes
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de variancia relacionados aos fatores genéticos e ambientais. Para o ajuste
desse modelo foi utilizada a fungdo coxme do pacote kinship do R. Os
resultados estdo na Tabela 6.

TABELA 6: Estimativas obtidas para os parametros nos modelos de Cox de Efeitos Mistos

Log-

IM &ner Estimativ. Valor 62 67 .
C + Género stimativas alor p ; 7 verossimilhanca

Modelo 1 - Sem efeito $1=0,544  <0,0001

aleat6rio R . -3445,063
B .=0,360 <0,0001
Modelo 2 — Com efeito $:=0,586  <0,0001*
poligénico 0,744 -3302,381
f2=0,421 <0,0001*
. f=0,577 <0,0001*
Modelo 3 — Com efeito 0.679 0,039 3308.24

poligénico e ambiental fo=0,423 <0,0001*

*Valores significativos a 5%.

O teste de Wald foi utilizado para verificar a significAncia dos
parametros B, sendo que os trés modelos apresentados na Tabela 6
apresentam valores p significativos a 5%. Ja para testar a significancia dos
pardmetros 6 no modelo 2 e 67 e 6/ no modelo 3, intervalos de confianca
foram obtidos utilizando-se o conceito apresentado na Se¢ao 2.2.3. Tais

intervalos podem ser visualizados nas Figuras 5 e 6.

IC = (0,41; 1,23) - Hipertensao

LR test

02 04 0.6 08 1.0 12 14

Variance

FIGURA 5: Representacao gréfica do intervalo de confianga associado ao parametro o/ efeito

poligénico do modelo 2.
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IC = (0,35; 1,15) - Hipertensao IC =(0,0; 0,164) - Hipertensao

35

LR test
LR test

T T T T T T T T
0.0 05 1.0 15 2.0 0.00 0.05 0.10

Variance Variance

T T T
0.15 0.20 0.25

FIGURA 6: Representagdo grafica dos intervalos de confianga associados aos parametros o2 e

aﬁ, efeitos poligénico e ambiental do modelo 3.

Os intervalos de confianga para o modelo 3

(0,35;1,15) e IC(0f,95%) = (0,0;0,164), neste Ultimo, o

sdo I1C(02,95%) =

valor 0 esta contido

no intervalo, o que explicita que o parametro de efeito ambiental afz € nao

significativo. J4 o ajuste do modelo 2 apresenta o efeito poligénico o

significativo, 1C(02,95%) = (0,41;1,23), desta forma, decidiu-se pela escolha

deste modelo e as seguintes interpretacdes sdo obtidas a partir da Tabela 7.

TABELA 7: Resultados do ajuste do modelo de Cox de Efeitos Mistos

Efeito Estimativa [Cys0,(Estimativa) RR 1Cys50,(RR)
IMC 0,586 (0,376;0,795) 1,796 (1,456;2,214)
Género 0,421 (0,209;0,632) 1,523 (1,232;1,881)
of 0,744 (0,41;1,23) 2,363 (1,506;3,421)

IC: intervalo de 95% de confian¢a; RR: razéo de riscos.

O risco de individuos com IMC acima de 25 desenvolver hipertenséao

em uma idade t (mantendo-se fixa a covariavel género e

o efeito aleatério) é

79% maior do que o risco de individuos com IMC abaixo deste valor. Com um

intervalo de confianca de 95%, pode-se dizer que este risco varia entre 45 e

121%. Desse modo, para os individuos desse estudo, pode-se concluir que o
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risco da hipertensdo se manifestar em idades inferiores € maior dentre aqueles
individuos com IMC = 25 do que entre os com IMC < 25. Ja quanto ao risco de
individuos do género feminino desenvolver hipertensdo em uma especifica
idade t (mantendo fixa a covariavel IMC e o efeito aleatorio), este foi 52% maior
do que o risco dos individuos do género masculino. Com um intervalo de
confianca de 95%, pode-se dizer que este risco varia entre 23 e 88%. Sendo
assim, para os individuos nesse estudo, o risco da hipertensdo se manifestar
em uma especifica idade t foi indicado ser maior entre as mulheres do que
entre os homens. Contudo, e como ja mencionado anteriormente, isto pode ser
decorrente do fato dos homens, em geral, procurarem por médicos menos
frequentemente do que as mulheres havendo, assim, um diagndstico mais
tardio da hipertensao entre os homens.

Como no modelo selecionado o efeito poligénico foi significativo, uma
vez que o componente de variancia poligénico apresentou estimativa de 0,744
com intervalo de 95% de confianca de 0,41 e 1,23, pode-se concluir que
efeitos genéticos também influenciam na idade em que a hipertensao se
manifesta. Note que significAncia do componente genético implica na existéncia
de variabilidade genética significativa entre as familias, sugerindo que fatores
genéticos também estdo associados a idade em que a hipertensao se
manifesta. Logo, como exp(+/0,744) = 2,36, pode-se concluir que existem
individuos nesse estudo que apresentam risco de desenvolver hipertensao em
uma idade t o qual é 136% maior do que o risco médio dos individuos, sendo
tal risco devido a efeitos genéticos (ou seja, transmitido de geracdo em
geracao).

A partir do ajuste do modelo 2, foram obtidas as estimativas dos efeitos
genéticos g;; associados aos individuos / (i = 1, ..., nj) de cada familia j (j = 1,
...81).Tais estimativas estdo mostradas (por familia) nas Figuras 7 e 8, sendo

possivel visualizar as variabilidades das mesmas entre os individuos e entre as
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FIGURA 7: Estimativas dos efeitos genéticos g;; associados aos individuos i (i = 1,..., nj) de
cada familiaj (j=1,...,81).
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FIGURA 8: Boxplots das estimativas dos efeitos genéticos g;; associados aos individuos i (i =
1,...,nj) de cada familiaj (j=1, ...81).

Com base nas estimativas dos efeitos genéticos g;; e da interpretagéo
do componente de variancia 62, duas familias foram escolhidas a fim de ilustrar
e exemplificar as conclus6es obtidas nesse estudo. Nesse sentido, as Figuras
9 e 10 apresentam, respectivamente, os individuos das familias 48 e 45, com
as respectivas idades de diagnostico de hipertensdo para os hipertensos
(circulos ou quadrados preenchidos) e idades dos individuos normotensos no
momento do estudo, bem como o risco de hipertensao (isto €, exp(g;;)) devido

a efeitos genéticos.
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FIGURA 9: Arvore genealdgica dos individuos da familia 48, com suas respectivas idades de
diagnéstico de hipertensao (ou na data de pesquisa para normotensos) e risco de hipertensao

A partir da Figura 9 é possivel observar que o risco de hipertensao
devido a fatores genéticos € maior na familia 48, pois os individuos desta
familia apresentam riscos maiores de desenvolver hipertensdo. Também é
possivel observar que a idade de sua manifestacdo €& uma tendéncia
transmitida pelos familiares. Consequentemente, o risco de hipertensao
associado ao efeito poligénico da familia 45 (Figura 10) € menor, evidenciando

que os individuos desta familia tém risco menor de desenvolver hipertenséo.

66 61
0.736 0.743

= © o0 o o o

49 47 48 35 40 32
0.926 0.737 0.668 0.711 0.688 0.732

S

19 18
0.824 0.825

FIGURA 10: Arvore genealdgica dos individuos da familia 45, com suas respectivas idades e
risco de hipertenséo.
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Para visualizar graficamente os riscos dos individuos das familias 48 e
45, sdo apresentadas na Figura 11 as estimativas das fungbes de risco
acumulada associadas aos individuos das familias 48 (em vermelho) e 45 (em
azul), juntamente com a funcao de risco acumulada de um individuo com efeito
poligénico nulo, g; = 0 (em preto). A partir desta figura, fica evidenciado que os
individuos da familia 45 apresentam risco menor de hipertensdo ao longo do
eixo da idade quando comparados aos individuos da familia 48. Ainda, é
possivel observar uma variabilidade maior entre os individuos da familia 48 do
que entre os da familia 45, o que justifica a significAncia estatistica do

componente de variancia poligénico.
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FIGURA 11: Representagao das fungbes de risco acumulada estimadas para os individuos das
familias 48 (em vermelho) e 45 (em azul) e para um individuo com efeito genético gij = 0.
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4. CONCLUSAO E DISCUSSAO

Neste trabalho, dados de um estudo sobre hipertensédo e fatores de
risco (ou covariaveis) associados a ela foi analisado. Com intuito exploratério
foi, inicialmente, realizada uma andlise descritiva dos dados, bem como
ajustado o modelo de Cox com as covariaveis IMC e género. Tal modelo,
embora tenha apresentado ajuste satisfatério e a suposicdo de riscos
proporcionais nado tenha sido violada, ndo se apresentava como o0 mais
adequado, pois os dados foram coletados em familias de modo que a estrutura
de correlacao dos individuos exigia um tratamento diferenciado. Desse modo,
para que a informacdo do parentesco existente entre os individuos de uma
mesma familia pudesse ser considerada, bem como a questdo principal do
estudo sobre a associacao de fatores genéticos e ambientais com a idade em
que a hipertensao arterial se manifesta pudesse ser respondida, foi utilizado o
modelo de Cox de efeitos mistos. Com base nesse modelo, os componentes de
variancia associados aos efeitos poligénico e ambiental foram estimados,
sendo que somente o efeito poligénico se mostrou significativo. Quanto a
adequacao do modelo de Cox de efeitos mistos ajustado, foi assumido que o
pressuposto de riscos proporcionais, avaliado no modelo de Cox usual, se
estendia a este modelo. Contudo, estudos adicionais nesse sentido sao
importantes e necessarios.

De modo geral, os resultados obtidos apontaram que as covariaveis
IMC e género, bem como fatores genéticos, estdo associados a hipertensao e
a idade em que esta se manifesta. Tais conclusbes levam a algumas
consideracdes para o direcionamento e andamento desse estudo, pois se
fatores genéticos estao associados a idade em que a hipertensao se manifesta,
a questdo que se segue passa a ser a de identificar os genes responsaveis.
Nesse sentido, abre-se uma nova fase de pesquisa do Estudo Coracdes de
Baependi, MG, em que o genoma destes individuos sera mapeado a fim de se
buscar identificar quais genes sao responsaveis pelo desenvolvimento da
doencga.

Nesse contexto, amostras do genoma humano tém sido utilizadas, pois

0 sequenciamento do genoma ainda € muito caro em termos financeiros. Tais
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amostras, contudo, compreendem uma quantidade grande de informacdes de
cada individuo (da ordem de um milhdo ou mais de locos ou marcadores do
genoma). Desse modo, abre-se ai um leque de oportunidades para o
desenvolvimento de novas metodologias estatisticas, que com o apoio de
areas como a bioinformatica e a genética poderao, no futuro, trazer avancgos e
descobertas importantes para auxiliar nas politicas publicas e de saude da

populacéo.
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ANEXO

ANEXO 1 — Obtencéo da Figura 5 — Intervalo de confianca

fit0<-coxph(Surv(idpa,censpa)~ factor(BMI_25)+ factor(SEX))

fit1<-coxme(Surv(idpa,censpa)~factor(BMI_25)+  factor(SEX), random=
~1|ID, varlist=kmat)

vtemp <- seq(0.01, 1.5, length=100)
ltemp <- 0*vtemp
for (i in 1:length(vtemp)) {

tfit<-coxme(Surv(idpa,censpa)~factor(BMI_25)+  factor(SEX), random=
~1|ID, varlist=kmat, variance= vtempi])

ltempli] <- -2*(fit0$loglik[2]-tfit$loglik[2])

}
plot(vtemp, ltemp, xlab="Variancia', ylab="LR test", type="1")
abline(h=-2*(fit0$loglik[2]-fit1$loglik[2]) - 3.84)
abline(v=0.744462,Ity=3)
abline(v=0.41,lty=3)
abline(v=1.23,lty=3)
title("IC = (0,41; 1,23)")



