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Far better it is to dare mighty things, to win
glorious triumphs, even though checkered by
failure, than to take rank with those poor spir-
its who neither enjoy much nor suffer much,
because they live in the gray twilight that
knows not victory nor defeat.

Theodore Roosevelt, “The Strenuous Life”, 1899.



Resumo

Ferreira dos Santos, Leonardo Cordeiro; Paiva, Carmen Licia An-
tao. Um Modelo Quantitativo de Diagnéstico Clinico para
a Sindrome de Prader-Willi. Rio de Janeiro, 2015. 91p. Disser-
tagao de Mestrado — Departamento de Genética e Biologia Mo-
lecular, Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.

A Sindrome de Prader-Willi (SPW) ¢ uma doenga genética rara que
afeta o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal e que apresenta, tipicamente,
hipotonia neonatal, obesidade, hipogonadismo e baixa estatura, dentre
outros sinais e sintomas. A sindrome é causada pela auséncia de expressao
génica na regiao 15ql1-ql3 de origem paterna e o diagnostico definitivo é
obtido por meio de testes de biologia molecular, cuja realizagao no Brasil, no
entanto, é limitada pela diminuta oferta de servigos de diagnoéstico molecular
e pela dificuldade de se identificar o fendtipo de SPW clinicamente. Apesar
de existirem na literatura critérios clinicos de diagnostico da SPW, esses
foram desenvolvidos por meio de consensos de especialistas e apresentam
desempenho preditivo insatisfatério. Nao ha critérios clinicos de diagnostico
para a SPW desenvolvidos por emprego de técnicas quantitativas. Este
estudo preenche essa lacuna ao desenvolver um critério clinico de diagnostico
da SPW por meio da otimizacao da AUC da curva ROC em uma amostra
de 70 participantes. O modelo proposto apresentou sensibilidade de 87% e
especificidade de 93%, desempenho estatisticamente superior aos critérios
atuais, e pode ser utilizado facilmente por médicos generalistas. No modelo
proposto, seis variaveis clinicas — hipotonia, problemas de alimentac¢ao (méa
sucgao), hipogonadismo hipotalamico, atraso global no desenvolvimento,
problemas de comportamento e facies tipica — totalizaram mais de 77.5%
do total de pontos do critério clinico, indicando a sua importancia para a

suspeicao do diagnostico de SPW.

Palavras—chave
Sindrome de Prader-Willi; Genética Clinica ; Modelos de Diagnoéstico

Clinico.



Abstract

Ferreira dos Santos, Leonardo Cordeiro; Paiva, Carmen Licia An-
tao (advisor). A Quantitative Clinical Diagnostic Model for
the Prader-Willi Syndrome. Rio de Janeiro, 2015. 91p. Disser-
tacao de Mestrado — Departamento de Genética e Biologia Mo-
lecular, Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.

The Prader-Willi Syndrome (PWS) is a rare genetic disorder that affects
the hypothalamic—pituitary—gonadal axis and that presents typically with
neonatal hypotonia, obesity, hypothalamic hypogonadism, small stature,
among other signs and symptoms. The syndrome results from the lack of
paternal expression of the 15q11—ql3 region and the definitive diagnosis
is made by molecular testing, though the execution of which, in Brazil, is
hampered by the scarce supply of genetic and molecular diagnostic services
and by the difficulty in identifying the PWS phenotype clinically. Even
though clinical criteria for SPW have been proposed in the literature,
they were based on consensus of specialists and perform unsatisfactorily
in prediction tasks. There are no clinical criteria for SPW developed by the
use of quantitative techniques. This study bridges this gap by developing
clinical diagnostic criteria for SPW by optimizing the AUC of the ROC
curve of a linear combination of multiple clinical variables in a sample
of 70 participants. The proposed model displayed sensitivity of 87% and
specificity of 93% and superior predictive performance when compared
to the current alternatives, and can be easily employed at the bedside
by generalist physicians. In the quantitative model, six clinical variables
— hypotonia, poor sucking, hypogonadism, global developmental delay,
behavioral problems and typical facies — made up for more than 77.5%
of the total points used in the clinical model, highlighting their importance
to the clinical suspicion of PWS.

Keywords
Prader-Willi Syndrome ; Medical Genetics ; Clinical Diagnostic Models.
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1
Introducao

Cunhado ha aproximadamente 20 anos, o termo “medicina baseada em
evidéncias” preconiza a combinagao da habilidade clinica individual do médico
com as mais recentes evidéncias cientificas externas disponiveis |1]. O desen-
volvimento de testes e modelos de diagnoéstico precisos ¢ parte fundamental
dessa empreitada |2].

Com efeito, modelos de diagnoéstico clinico sao rotineiramente ensinados
e aplicados na pratica médica para auxiliar no diagnéstico de intimeras
doengas como, por exemplo, febre reumatica |3|, endocardite infecciosa |4,
tromboembolismo pulmonar [5|, tromboembolismo venoso profundo |6], artrite
reumatoide | 7], além de servir como fatores determinantes para decidir a ordem
em que pacientes receberao transplantes de figado [8-10)].

Apesar de avangos recentes no desenvolvimento de processos eficientes
de diagnostico de doengas genéticas raras 11| e na utilizagao de programas de
diagnostico molecular em larga escala |12] em alguns paises, essas tecnologias
ainda demorarao a ser implementadas satisfatoriamente na pratica meédica |13].
Modelos de diagnoéstico clinico podem ser alternativas custo e tempo-eficientes
para suprir essa demanda.

A Sindrome de Prader-Willi (SPW) é uma doenga genética rara, com
apresentacoes tipicas de obesidade, hipotonia neonatal, hipogonadismo e hi-
popigmentacao, dentre outras, sendo as duas primeiras as caracteristicas mais
marcantes na progressao natural da doenga |14].

A sindrome é causada pela auséncia de expressao génica na regiao
15q11-ql3 de origem paterna e o diagnodstico definitivo é obtido por meio de
anéalise citogenética e/ou molecular. O diagnostico molecular da SPW envolve
procedimentos relativamente simples, mas a realizacao dos exames moleculares
no Brasil pode ser dificultada por, pelo menos, dois fatores.

Em primeiro lugar, o aumento significativo do ntmero de distirbios
genéticos conhecidos praticamente impossibilita a escolha precisa da regiao

do genoma a ser estudada quando nao ha indicagoes clinicas claras [15]. Essa



Capitulo 1. Introducao 15

limitacao é exacerbada pelo fato de que muitas caracteristicas fenotipicas sao
comuns a diversos distirbios genéticos diferentes |16]. Em segundo lugar, a
oferta de servigos de diagnostico genético no Brasil ainda estd muito aquém
da demanda. Os centros de anélise genética concentram-se, primariamente,
na regiao Sul-Sudeste e sao escassos no Nordeste do pais. Ademais, nao ha
registros de clinicas ou laboratorios voltados para diagnostico genético nos
estados do AM, AP, RO, RR e TO [17].

Conclui-se, por conseguinte, que a definicao de critérios clinicos precisos
podem desempenhar papel fundamental na escolha do exame genético mais
apropriado, o que também agiliza a movimentacao de amostras na deficiente
rede de diagnostico genético brasileira.

Corroborando o estudo de Whittington et al. [18|, que concluiu que os
critérios clinicos de diagnostico da SPW propostos por Holm et al. |19] e
Gunay-Aygun et al. |20] ndo produzem previsoes satisfatorias para a indicagao
da realizacao, ou nao, do diagnoéstico genético, resultados anteriores obtidos em
amostra brasileira apontam que pacientes suspeitos de SPW por esses critérios
tém a sindrome confirmada por diagnostico molecular em pouco menos de 30%
dos casos |21]. Justifica-se, assim, a realizagao de estudos mais detalhados sobre
a aplicabilidade dos critérios atuais e a elaboracao de critérios alternativos

adaptados a realidade brasileira.

1.1
Objetivo

Os objetivos deste trabalho sdo: (1) analisar criticamente a eficacia dos
critérios de Holm et al. [19] e Gunay-Aygun et al. [20] na indicagao clinica para
investigagao molecular da Sindrome de Prader-Willi e (2) investigar, desenvol-
ver e propor um modelo de diagnéstico clinico alternativo que apresente maior

sensibilidade e especificidade na amostra brasileira.

1.2
Organizacao

Este trabalho contém seis capitulos. O capitulo 2 apresenta uma revisao
bibliografica sobre os aspectos clinicos e genéticos da SPW e sobre técnicas
de desenvolvimento de modelos de diagnoéstico clinico, com destaque para as
metodologias que utilizem a curva ROC (Receiver Operating Characteristic).
A metodologia de pesquisa é assunto do capitulo 3. Os resultados encontrados
sao apresentados no capitulo 4 e discutidos no capitulo 5. O capitulo 6 conclui
o trabalho.



2
Revisao da Literatura

2.1
Sindrome de Prader-Willi

2.1.1
Relato Inicial de Prader, Labhart e Willi

A Sindrome de Prader-Willi (SPW) foi descrita formalmente pelos mé-
dicos suigos Andrea Prader, Alexis Labhart e Heinrich Willi em 1956 [22].
Em apenas sete paragrafos, Prader, Labhart e Willi sintetizaram os principais
sinais e sintomas da doenca e apontaram as implicagoes patofisiologicas da
sindrome com precisao e abrangéncia. A descricao inicial da doenca foi tao
bem-sucedida que por cerca de 30 anos poucos detalhes significativos foram
adicionados a ela |23, Apéndice A|.

No artigo seminal de Prader, Labhart e Willi, a sindrome foi caracterizada
pela apresentacao classica de baixa estatura, acromicria, obesidade, oligofrenia
e hipotonia neonatal extrema em todos os nove pacientes da amostra. Os auto-
res também relataram criptorquidismo nos cinco pacientes do sexo masculino.

A hipotonia neonatal extrema foi associada aos problemas de alimentacao
na infancia tipicamente observados nos portadores da sindrome e que sao
causados, principalmente, pela mé-sucgao, letargia e adinamia dos neonatos.
Os marcos de desenvolvimento infantil — levantar a cabeca, sentar sem apoio,
andar — foram observados com atraso significativo em comparagao com as
criangas normais e também foram relacionados com a hipotonia, que melhora
com o passar dos meses. A hiporreflexia neonatal também se normaliza com
o inicio da infancia, assim como os problemas de alimentacao, que dao lugar
ao quadro de obesidade a partir dos dois anos de idade. Um paciente de 17
anos — o mais velho da amostra — ja havia desenvolvido diabetes mellitus do
tipo 1T (DMII). Esta evolugao foi confirmada em estudos posteriores e, hoje, a
incidéncia de DMII é considerada uma das comorbidades mais graves da SPW
|24].
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Ainda, baseando-se em analises de raspados vaginais das pacientes do
sexo feminino, Prader, Labhart e Willi foram capazes de hipotetizar correta-
mente, sabe-se hoje, que se tratava de um problema de disfun¢ao hipotalamica
e nao gonadal. Os autores também especularam, acertadamente, que nao se
tratava de doenca de etiologia primariamente hereditaria, i.e., de heranga Men-
deliana.

Finalmente, os autores concluem o artigo apresentando alguns possiveis
diagnosticos diferenciais para a SPW tanto para a fase neonatal (amiotonia
congénita de Oppenheim®), quanto para a infancia e adolescéncia (Sindrome de
Frohlich, Sindrome de Laurence-Moon-Biedl-Bardet e deficiéncia do horménio

do crescimento).

2.1.2
Visao Clinica Atual da Sindrome de Prader-Willi

Epidemiologia

Dados epidemiologicos sobre a SPW sao escassos e, de certa forma,
pouco confidveis, uma vez que a maioria dos levantamentos utilizou critérios
clinicos para estabelecer o diagnostico, sem a realizagao de testes moleculares
definitivos. Estimativas da prevaléncia da SPW na populagao oscilam entre
1:52000 a 1:10000, enquanto que as poucas estimativas de incidéncia em
recém-natos variam entre 1:29000 e 1:16000 [24-29|. Nao ha estudos sobre
a prevaléncia da SPW no Brasil.

Acredita-se que nao haja diferencas de incidéncia entre géneros, apesar da
incidéncia observada empiricamente tender para uma predominancia da SPW
no sexo masculino. Tal fato nao é considerado significativo clinicamente por
alguns autores, uma vez que, em todas as idades, a suspeicao clinica da SPW
em pacientes do sexo masculino é mais provavel, devido a maior facilidade de
se identificar alguns sinais tipicos da SPW em meninos, e.g., hipogonadismo
na infancia e baixa estatura com obesidade na fase adulta |23, 28|.

A grande maioria dos relatos da SPW apresenta apenas pacientes bran-
cos. A escassez de relatos de pacientes pertencentes a outros grupos étnicos fez
com que se questionasse se haveria diferengas na incidéncia em grupos étnicos
distintos ou se a sindrome seria sub-diagnosticada em determinados grupos,

! Atualmente essa doenga nao é reconhecida no OMIM (Online Mendelian Inheritance

in Man), uma base da dados online de doengas genéticas. O epdnimo, portanto, tornou-se
obsoleto.
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como os negros [30]. Atualmente, no entanto, acredita-se que a incidéncia da

SPW seja semelhante em todas as etnias |14].

Historia Natural

A descrigao inicial de Prader, Labhart e Willi caracterizou a SPW como
um quadro inicial de hipotonia neonatal severa, seguido por uma sindrome mar-
cada por obesidade, baixa estatura, criptorquidismo e retardamento mental.
A medida em que os relatos clinicos se acumularam, outros sinais e sintomas
foram adicionados ao fendtipo global da SPW, destacando-se os distturbios psi-
quiatricos e de comportamento, distturbios do sono, anormalidades na regulagao
termostatica e na percep¢ao da dor |14, 18, 31, 32|.

Historicamente, a SPW tem sido descrita como uma doenca caracterizada
por uma historia natural com dois estigios fenotipicos distintos, o primeiro
correspondente aos 12 primeiros meses de vida, aproximadamente, e o segundo
a partir do segundo ano de vida [33]. Essa divisao era feita, principalmente,
devido & aparente mudanca repentina na fase nutricional dos pacientes com
SPW, que passavam de uma fase marcada por problemas graves de alimentagao
a uma fase posterior pontuada por hiperfagia com obesidade. Um estudo
longitudinal recente, no entanto, aventou a possibilidade de que a evolugao
dos sinais e sintomas da SPW possa ser mais gradual e complexa do que se
imaginara. Miller et al. [34| identificaram um total de sete fases nutricionais,

apresentadas na tabela 2.1.

Tabela 2.1: Fases nutricionais da SPW — Miller et al. |34]

Fase Idades Caracteristicas clinicas

0 Pré-natal Movimentos fetais reduzidos e pesos ao
nascer menores

la 0 — 9 meses Hipotonia com dificuldade de alimentacao
e apetite diminuido

1b 9 — 25 meses Melhora do apetite e alimentacao com
crescimento normalizado

2a, 2 — 4.5 anos Ganho de peso sem aumento de apetite ou
de ingestao caldrica

2b 4.5 — 8 anos Aumento do apetite e ingestao calérica
com saciedade

3 8 anos a fase adulta Hiperfagia, sem saciedade

4 Fase adulta Apetite deixa de ser insaciavel

Na fase 0, intrauterina, os movimentos fetais sao reduzidos e o peso
ao nascer é relativamente baixo mas dentro da faixa de normalidade, assim

como o comprimento e o IMC |23, Capitulo 5]. Os recém-nascidos com
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SPW geralmente nascem a termo, ou com poucas semanas de diferenca, e
nao costumam haver complica¢oes durante o parto [35], com excegao da
realizacao de partos cesarianos em decorréncia da apresentacao inadequada
do nascituro [36]. Recentemente, foram encontradas evidéncias de restri¢ao de
crescimento intrauterino na maioria dos portadores de SPW em uma amostra
de 160 pacientes [29]. O hipogonadismo pode ser observado apos o parto,
especialmente nos recém-natos do sexo masculino com criptorquidismo. O
reconhecimento do hipogonadismo nas meninas tende a ocorrer durante a
adolescéncia.

A fase 1 é subdivida em duas subfases. O recém-nascido apresenta hi-
potonia central severa e auséncia de obesidade em toda a fase 1. Na subfase
la, que se inicia no nascimento e segue até os nove meses de idade (mediana),
os recém-natos sofrem graves problemas de alimentagao, principalmente em
funcao da ma-succao e do apetite diminuido. Os bebés também apresentam
arreflexia, com os reflexos de Moro e de retirada geralmente abolidos, sonolén-
cia e letargia |14, 35, 37|. Os problemas de alimentacao resultam dificuldade
de ganho de peso, o que requer, em muitos casos, alimentacao por gavagem e
utilizacao de bicos de mamadeira especiais durante meses. Durante o segundo
ano de vida, periodo que corresponde a subfase 1b, o lactente ganha peso
normalmente.

A fase 1 também é marcada pela apresentagao dos primeiros sinais e
sintomas relacionados ao atraso global do desenvolvimento tipico da SPW.
Nao é incomum as criangas com SPW demorarem mais do que dois anos para
andar; alguns andam com quatro anos. Os problemas no devolvimento da fala
sao ainda mais graves. Os infantes com SPW apresentam vocabulario limitado
e defeitos significativos na articulagao das palavras |32].

A partir do terceiro ano de vida, aproximadamente, o ganho de peso
se acelera, uma caracteristica global da fase 2, primeiramente sem mudancas
no apetite ou na ingestao calorica (subfase 2a), corroborando os resultados
apresentados em [33|, que sugeriram que a obesidade pode surgir antes do
aumento de interesse por comida e que outros mecanismos patofisiologicos que
nao sejam relacionados com o controle do apetitie pode ser importantes na
evolucao dos sintomas da SPW. Posteriormente, na subfase 2b, o ganho de peso
acelerado é acompanhado de um aumento no apetite e no interesse por comida.
E nessa subfase que se nota os primeiros indicios de retardamento mental, que
se manifesta como dificuldades de aprendizado no momento em que as criangas
com SPW atingem a idade escolar. Da mesma forma, também ¢é nessa fase

que se comeca a identificar os tragos dismorficos comuns na SPW: didmetro
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bifrontal estreito, labio superior afinado, acromicria e hipopigmentagao |38-
40.

A hiperfagia é a marca fundamental da fase 3, acompanhada pela mani-
festacao de comportamentos obsessivos na busca por comida e pela insaciedade.
Tipicamente, a qualidade da alimentacao é secundaria a quantidade ingerida e
nao sao raros os relatos de adolescentes se alimentando com ragoes de animais,
objetos nao-comestiveis, e.g., pedras, e restos de lixo |14, 31, 35|. A pratica
de pequenos delitos para a obten¢ao de comida também é observada. A obe-
sidade na SPW ¢é central em ambos os géneros e com teor de gordura visceral
relativamente menor do que o observado em individuos saudaveis.

O hipogonadismo e hipoplasia genital sao mais facilmente identificados na
fase 3, e sao acompanhados por desenvolvimento incompleto das caracteristicas
sexuais primarias e secundarias. Nos meninos, os achados de pénis pequeno,
bolsa escrotal hipopléasica e criptorquidismo bilateral sao frequentes, enquanto
que nas meninas é comum observar hipoplasia dos labios menores e clitoris,
amenorréia ou oligorréia |41]. Infertilidade é a norma em ambos os géneros,
apesar de haver raros relatos de pacientes com SPW do sexo feminino que
engravidaram [42, 43|. Nao ha relatos de fertilidade de pacientes do sexo
masculino.

Como o hipogonadismo, a baixa estatura também é comumente obser-
vada e considerada clinicamente relevante na fase 3. A deficiéncia de hormoénio
do crescimento fez parte da primeira descricao da SPW e desde o relato ini-
cial de Prader, Labhart e Willi sabe-se que a origem dessa anormalidade ¢é
hipotalamica.

Também é na fase 3 que os pacientes com SPW comegam a apresentar
problemas sérios de comportamento e de personalidade. Comportamentos in-
dicativos de transtorno obsessivo-compulsivo nao sao raros, com incidéncia e
gravidade comparaveis aos dos pacientes sabidamente sofredores desse distur-
bio psiquidtrico. Sintomas tipicos incluem uma preocupagao demasiada com
ordem, arrumagao e simetria, além da compulsao por comida [44].

A fase adulta esta incluida tanto na fase 3 quanto na fase 4. Alguns
adultos progridem para a fase 4, na qual nao mais manifestam um apetite
descontrolado associado a incapacidade de se sentir saciado.

Sinnema et al. |45 realizaram um dos poucos estudos que analisou um
grupo de pacientes com SPW com idade acima dos 50 anos. Dentre as resulta-
dos encontrados, os autores identificaram as principais queixas de satude desses
pacientes — doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, problemas dermatologi-

cos e ortopédicos — e observaram que, em rela¢ao ao grupo de controle (adultos
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com SPW com idade entre 18 e 49 anos), o nivel de dependéncia de terceiros
para a realizagao de atividades corriqueiras ¢ significativamente maior. Os au-
tores concluem que o declinio funcional do grupo com idade acima de 50 anos

sugere que os pacientes com SPW sofram de envelhecimento precoce.

Fisiopatologia

Os mecanismos fisiopatologicos da SPW ainda nao estao totalmente es-
clarecidos. Enquanto a baixa estatura e o hipogonadismo podem ser atribuidos
diretamente & insuficiéncia hipotalamica, cuja origem é desconhecida, ainda
nao se conhece os mecanismos que resultam os demais sinais e sintomas clas-
sicos da sindrome, como a hipotonia neonatal severa, de origem central, a
hiperfagia descontrolada e o retardamento mental |14, 31, 32, 41|.

A primeira substancia suspeita de exercer papel determinante no desen-
volvimento do quadro de hiperfagia extrema apresentado pelos pacientes com
SPW foi a grelina, um hormonio peptidico produzido principalmente no esto-
mago |46|. Descoberta em 1999, a grelina foi informalmente denominada o
“hormdnio da fome” e formalmente descrita como um secretagogo do hormonio
do crescimento com propriedades orexigénicas, i.e., que estimulam o apetite.
Surpreendentemente, o mecanismo regulador da secrecao de GH pela grelina in-
depende de mecanismo hipotalamico, que ocorre por meio do horménio GHRH
|47].

Apo6s a descoberta da grelina, especulou-se que esse hormoénio pudesse
estar relacionado com a hiperfagia na SPW, uma vez que alguns estudos des-
cobriram que a concentracao dela em pacientes com SPW é significativamente
elevada quando comparada a controles normais e a controles obesos, tanto em
adultos (aumento de trés a cinco vezes) |46, 48| quanto em criangas (aumento
de trés a quatro vezes) [49]. Intervengoes que diminuissem a concentracao plas-
mética da grelina chegaram a ser sugeridas, dentre elas a realizacao de cirurgias
bariatricas |46].

Recentemente, todavia, descobriu-se que os niveis plasméaticos da grelina
em pacientes com SPW estao mais relacionados com a fase nutricional em que
eles se encontram do que com quaisquer outros fatores e que os niveis de grelina
em criancas com SPW apresentam-se elevados muito antes do aparecimento
da hiperfagia, particularmente na fase de méa-alimentacao (fase la) |50].

Assim, atualmente, a hipotese metabolica para a hiperfagia na SPW
perdeu forca e nao hé associagoes consistentes entre anormalidades metabdlicas
e a hiperfagia na SPW |41, 50].
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Entretanto, avangos significativos foram dados na busca por uma causa
neurologica para a hiperfagia na SPW. Apesar de portadores da SPW nao
apresentarem anormalidades anatopatolégicas no cérebro e medula espinhal
|35], resultados recentes obtidos por meio de exames de ressonancia magnética
funcional (fMRI) evidenciam que individuos com SPW apresentam diferen-
tes padroes de atividade cerebral em resposta a estimulos alimenticios quando
comparados com grupos de controle. O grupo de portadores de SPW exibiu au-
mentos significativos na resposta a estimulos alimenticios visuais pés-prandiais
em diversas regioes limbicas e paralimbicas, diretamente associadas a saciedade
e ao sistema de recompensa dopaminérgico |51, 52|. Ademais, pacientes com
SPW apresentaram hipoativacao pés-prandial de regioes de controle inibitorio
— cortex pré-frontal dorsolateral e cortex orbito-frontal |53].

Essas evidéncias corroboram resultados experimentais anteriores que
indicaram que a estimulacao ou destruicao de certos centros hipotalamicos
de animais podem produzir hipotonia, hiperfagia, obesidade, hipogonadismo,
distarbios de crescimento e hipotermia [35| e de evidéncias recentes de que o
hipotalamo exerce papel importante na regulacao da homeostase energética e
na regulagao da fome |54|. Tais diferencas nos circuitos neuronais dos pacientes
com SPW talvez sejam explicadas por evidéncias de que certas regioes do
cérebro desses pacientes apresentam anormalidades de desenvolvimento |55].
Apesar de as amostras terem sido pequenas nesses estudos de fMRI, esses
resultados sugerem a existéncia de uma desregulacao nos circuitos neuronais
responsaveis pelo controle da fome e saciedade em pacientes com SPW,

possivelmente uma conseqiiéncia de defeitos no desenvolvimento cerebral.

Complicagoes

As principais complicagoes da SPW sao aquelas relacionadas a obesidade.
A sindrome obesidade-hipoventilacao alveolar foi apontada como possivel
complicagao da SPW [35]. Cerca de 25% dos pacientes sofrem de diabetes
mellitus do tipo II (DMII), com idade média de apresentagao igual a 20
anos. Suspeita-se que a hipotonia esteja relacionada com uma histéria de
infecgoes respiratorias recorrentes e escoliose severa em 50% e 15% dos casos
na infancia, respectivamente. Relata-se ainda uma alta incidéncia de fraturas
(29%), ulceragdes nos membros inferiores (22% em adultos) e distirbios do
sono (20%) |24].

Estima-se que a taxa de mortalidade dos portadores de SPW seja de

cerca de 3% por ano em todas as idades e de 7% por ano ap6s os 30 anos de
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idade [28]. As causas de morte aparentam ser distintas em diferentes faixas
etarias.

A hipotonia severa com hipoventilagao é causa de morte comum em lac-
tentes e doencas respiratorias agudas com morte stubita afetam particularmente
criangas pequenas. Gastroenterite também foi relatada como causa de morte
nessa faixa etéria [56].

Relatos iniciais indicavam que a causa de morte mais comum em adultos
com SPW era o cor pulmonale, provavelmente em decorréncia da obesidade
morbida dos pacientes |57|. Complicagoes vasculares da DMII foram a causa de
6bito de um paciente aos 28 anos |35|. Da mesma forma, outras complicagoes
relacionadas a obesidade sao causas freqiientes de morte em adultos. Ha relatos

de 6bito por distensao gastrica e choque e outros eventos cardiovasculares [56].

Diagnéstico Diferencial

O dianostico diferencial da SPW é complexo por dois motivos principais.
Primeiramente, os sinais e sintomas da SPW sao pouco especificos, sendo
compartilhados por diversas doengas, muitas delas genéticas e raras. Em
segundo lugar, a historia natural da doenga exige um atento acompanhamento
clinico do paciente com o objetivo de se excluir doencas & medida que o fenétipo
da SPW se revele [14]. O diagnostico diferencial da SPW é, portanto, extenso
e abrange doencas de etiologias diversas.

Na primeira fase da doencga, especialmente os primeiros 12 meses, o sinal
predominante é a hipotonia neonatal. O diagnostico diferencial de hipotonia
neonatal é amplo e inclui desde sepse neonatal, malformagoes neurologicas
congénitas, depressao do sistema nervoso central, injuria anodxica, hemorra-
gias intracranianas e hipotonia congénita benigna até diversas neuropatias e
miopatias |23, Capitulo 2].

Dentre as diversas doengas neuromusculares que se apresentam comu-
mente com hipotonia neonatal, destaca-se a distrofia muscular de Steinert, a
amiotrofia muscular espinhal tipo I e a doenca de Charcot—Marie-Tooth. Es-
tudos eletromiograficos e de velocidade de condugao do impulso nervoso, além
de biopsias do tecido muscular sao fundamentais para excluir doengas neu-
romusculares do diagnostico diferencial, uma vez que esses estudos produzem
resultados comprovadamente negativos na SPW. Outras doencas genéticas que
também fazem parte do diagnoéstico diferencial da hipotonia neonatal severa
incluem a sindrome de Zellweger, doenca de Pompe, e doenga do X fragil [41].

A obesidade, sinal mais marcante da segunda fase da SPW, é um achado



Capitulo 2. Revisao da Literatura 24

comum em pacientes que sofrem de algum tipo de retardamento mental, mesmo
quando a obesidade nao esté relacionada diretamente com a etiologia da do-
enga, uma vez que a obesidade tende a ser conseqiiéncia do curso natural dessas
doencas, que geralmente se associam & inatividade, mé-alimentagao e falta de
estimulos externos. As doencas genéticas freqiientemente associadas com um
quadro de obesidade e retardamento mental sao: sindrome de Laurence-Moon-
Biedl-Bardet, sindrome de Alstrom, sindrome de Borjeson—Forssman—Lehman,
sindrome de Cohen, sindrome de Frohlich, sindrome de Down, sindrome de An-
gelman, osteodistrofia hereditaria de Albright, doenca do X fragil, dele¢oes na
regiao 16pl1.2, dissomia uniparental materna do cromossomo 14, e doencas
relacionadas com o gene MECP2 |35, 41, 58, 59|.

2.1.3
Etiologia

A Sindrome de Prader-Willi é causada pela auséncia de expressao génica
na regiao 15qll-ql3 de origem paterna. Juntamente com a Sindrome de
Angelman, foi a primeira doenca humana relacionada, principalmente, com
os conceitos de epigenética e imprinting genémico |60].

O imprinting gendmico é definido como a marcagao diferencial dos alelos
durante a gametogénese de acordo com o género do progenitor, resultando
na expressao génica diferenciada de genes paternos e maternos durante o
desenvolvimento. O imprinting é um processo epigenético, caracterizado por
trés etapas: marcacao do DNA nos gametas, manutencao da marcagao no
embriao e nos tecidos do organismo adulto, e posterior reprogramacgao das
marcagoes no inicio da gametogénese [61|. Teoricamente, apesar de todos
0s mecanismos epignéticos de regulacao da expressao génica descritos em
mamiferos poderem atuar no processo de imprinting, o mecanismo de metilagao
de ilhas CpG é o mais compreendido e estudado |62, 63]. O processo de
imprinting exerce um papel fundamental no desenvolvimento e a expressao
de genes “imprintados” varia com o tecido e estagio de desenvolvimento [64].

A etiologia genética e molecular é complexa e requer um entendimento
prévio da regiao 15q11-q13, representada esquematicamente na figura 2.1.

A regiao 15ql1-q13 contém aproximadamente oito milhoes de pares de
bases e é dividida em quatro regides: (1) uma regiao proximal sem imprinting,
situada entre os pontos de quebra PQ1l e PQ2 e que contém quatro genes
de expressao biparental (NIPA1, NIPA2, CYFIP1, TUBGCP5); (2) a regiao
da SPW, contendo cinco genes codificantes de proteinas de expressao paterna

(MKRNS3, MAGEL2, NDN e SNURF-SNRPN), um gene sem introns que é
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Figura 2.1: Ideograma do cromossomo 15
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expresso bialelicamente nos testiculos e paternamente no cerébro (C150rf2)
e um aglomerado de cinco genes codificantes de snoRNAs (HBII-436, HBII-
18, HBII-}38, HBII-85 e HBII-52, atualmente conhecidos por SNORD107,
SNORD64, SNORD109A, SNORD116, SNORD115, respectivamente); (3) uma
regidao associada com a Sindrome de Angelman (AS) contendo dois genes
de expressao preferencialmente materna (UBESA, ATP10A) sem implicagoes
conhecidas para a SPW e (4) uma regiao distal sem imprinting contendo
trés genes que codificam receptores do acido gama-aminobutirico (GABA)
(GABRB3, GABRAS5, GABRG3) e os genes OCA2, associado com o albinismo
do tipo II, e HERC?2 |65].

O gene SNURF-SNRPN ¢é um gene bicistronico que codifica a proteina
SmN, que participa em eventos de splicing alternativo no cerébro, e a proteina
SNURF, de funcao desconhecida. Na extremidade 5° do gene SNURF-SNRPN
encontra-se uma ilha CpG que abrange o promotor, o exon 1 e o intron 1. Essa é a
regiao que apresenta padrao de metilagao diferenciado, de acordo com a origem

do alelo: no alelo de origem materna a regiao encontra-se metilada, enquanto
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que no de origem paterna nao ha metilagao. O centro de imprinting da regiao
sobrepoe-se ao promotor e ao exon 1 do gene. O gene SNURF-SNRPN abriga
ainda seis genes que codificam snoRNAs, que sao regulados pela expressao do
SNURF-SNRPN e estao envolvidos no processamento de RNA |41].

Assim, teoricamente, os genes que poderiam estar envolvidos na pato-
génese da SPW sao aqueles de expressao unicamente paterna, uma vez que
os demais sao expressos nos respectivos alelos maternos. Os genes candidatos
sao: MKRN3, MAGEL2, NDN, SNURF-SNRPN e os genes relacionados com
a expressao dos snoRNAs. Os trés primeiros genes estao envolvidos no de-
senvolvimento e funcionamento cerebral, particularmente os genes MAGEL2
e NDN que sao expressos em diversas estruturas cerebrais, especialmente no
hipotalamo |65].

Atualmente, trés mecanismos genéticos e moleculares sao apontados
como as principais causas da auséncia de expressao génica da regiao associada
a SPW [59]. Estima-se que 70% a 75% dos casos sejam causados por delegoes
de novo na regiao 15ql11-q13 do alelo de origem paterna [39, 66, 67| e que
cerca de 25% a 30% dos casos ocorram devido a ocorréncia de dissomia
uniparental materna (DUPm) do cromossomo 15 |60|. Defeitos no centro de
imprinting sdo responsaveis por até 1% dos casos [68-70|. Mutagoes na regiao
do centro de imprinting herdadas Mendelianamente também causam a doenga
|71]. Mais recentemente, translocagoes balanceadas com ponto de quebra no
locus SNURF-SNRPN |72] e delegoes nos genes que codificam um grupo de
small nucleolar RNAs (snoRNAs) conhecidos como SNORD116 também foram
reconhecidas como possiveis causas da SPW [73].

Resultados de estudos de microarrays realizados com DNA obtido de
pacientes com diagnostico molecular de SPW estabelecido, confirmaram que
a expressao génica dos genes da regiao 15q11-ql3 encontra-se completamente
abolida. Nao houve diferenca de expressao génica dos genes expressos biale-
licamente entre os pacientes com dissomia uniparental materna e controles
saudaveis, embora foi constatado um aumento significativo na expressao de
genes expressos maternalmente entre os grupos com DUP materna e controles.
Esses resultados sugerem que as diferencas observadas na expressao dos genes
suspeitos podem contribuir para o fen6tipo observado clinicamente [74].

Ademais, individuos com SPW apresentaram um nivel de expressao
génica elevado em genes localizados em outras regidoes do genoma, quando
comparados ao grupo de controle. Particularmente, a expressao génica dos
genes HCRT (orexina), POMC' (proopiomelanocortina), OXTR (receptor de

ocitocina), MC2R (receptor de melanocortina) e dos genes relacionados com
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os receptores de serotonina 3A, 1B e 2B encontrava-se significativamente
aumentada. Todos esses genes estao envolvidos com a regulacao da fome e
da alimentagao [75].

Existem diferencas clinicas entre as diferentes etiologias da SPW. Pa-
cientes com dele¢oes cromossémicas tendem a apresentar hipopigmentacao e
sensibilidade maior a luz solar |39|. Essas diferencas foram confirmadas em
estudos posteriores que compararam os pacientes com dele¢oes e os com DUP
materna, tendo sido notado, adicionalmente, que a idade materna a gestacao
dos pacientes com DUP era mais elevada |25, 76, 77|. Os pacientes com DUP
materna apresentam um grau mais brando de dermatotilomania, freqiiéncia
menor de problemas de comportamento, assim como uma habilidade menor
com quebra-cabegas e um limiar de dor mais proximo da normalidade. As
caracteristicas faciais também sao mais incomuns [78|.

A extensao da dele¢ao na regiao 15q11-q13 também acarreta diferengas
na apresentacao clinica da SPW. Foram identificados dois tipos de delegao
mais comuns nessa regiao: a dele¢ao do tipo I, caracterizada pela perda dos
elementos distais ao ponto de quebra 1 (PQl na figura 2.1), proximo ao
centromero, e a delegdo do tipo II, no ponto de quebra 2 (PQ2). A delegao
do tipo I resulta perda adicional de aproximadamente 500kb de DNA |79, 80].

Diferencas clinicas significativas foram verificadas entre os pacientes com
os dois tipos de delegcao e DUP materna em diversos testes psicologicos. Pa-
cientes com delegao do tipo I apresentaram resultados piores em escalas de
comportamento adaptativo, assim como certos comportamentos obsessivos-
compulsivos foram mais evidentes nesse grupo, em comparagao aos pacientes
com DUP materna. As avaliagbes das habilidades verbais e mateméaticas nos
pacientes com delecao do tipo I também foram inferiores as dos demais pa-
cientes. Os autores especularam que a expressao reduzida do gene NIPAI,
expresso tipicamente no cérebro de camundongos, pode produzir efeito dele-
tério nos pacientes com dele¢ao do tipo I [80|. A correlagao entre o expressao
dos genes contidos na regiao entre os pontos de quebra PQ1 e PQ2 — NIPA1,
NIPA2, CYFIP1, TUBGCPS — e os valores obtidos pelos pacientes com de-
lecao do tipo I em escalas psicolégicas e comportamentais padronizadas foi
positiva, indicando uma contribuicao direta desses genes para o fenotipo. A

maior correlagao observada foi a relativa ao gene NIPA2 [81].
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2.1.4
Diagnéstico

Até a confirmacao da etiologia da SPW, e o posterior desenvolvimento
de técnicas moleculares especificas para a detecgao dos defeitos genéticos
associados com a sindrome, o diagnostico da doenca era eminentemente clinico
|22, 35, 37, 38, 57, 82|.

Em 1993, o primeiro critério clinico de diagnéstico para a SPW com
ampla utilizacao na literatura foi proposto por um consenso entre sete médicos
norte-americanos [19]. O critério clinico definido por Holm e colaboradores,
doravante chamado, simplesmente, de critério de Holm, é composto por trés
categorias de sinais e sintomas clinicos: critérios maiores, menores e auxiliares.
A tabela 2.2 apresenta os sinais e sintomas que constituem o critério de Holm.
Os critérios auxiliares, apesar de aumentarem a confianca no diagnoéstico,
segundo os autores, nao sao utilizados na construcao do score diagnostico.

O score diagnoéstico é construido por meio da verificagao da presenca dos
critérios maiores e menores em pacientes suspeitos de portatem a SPW. A
presenca de cada um dos critérios maiores soma 1.0 ponto ao score, enquanto
que a de um menor adiciona 0.5 ponto. Contemplando a natureza bifasica da
SPW a avaliacao do score final obtido varia de acordo com a idade do paciente.
Nas criangas com até trés anos de idade, o diagnodstico é feito se o score final
for maior do que 5.0 pontos, sendo que 4.0 desses devem advir de critérios
maiores. Para os pacientes com mais do que trés anos de idade, é necessario
um total de 8.0 pontos, dos quais 5.0 oriundos dos critérios maiores.

Com o aumento da disponibilidade da testagem molecular, diagnostica-
mente definitiva, Gunay-Aygun e colaboradores [20| propuseram uma altera-
¢ao no escopo de aplicacao do critério clinico de Holm, assim como sugeriram
alteracoes no proprio critério. Argumentando que a identificacao clinica de
pacientes suspeitos de SPW ¢é desafiadora devido a falta de especificidade de
alguns sinais e sintomas da sindrome e a evolugao desses ao longo da histoéria
natural da doenga, os autores avangaram a idéia de se utilizar o critério clinico
para determinar a indicacao de realizacao do teste molecular, assumindo a fun-
¢ao de um teste de rastreamento. Gunay-Aygun et al. |20| empregaram uma
amostra com 90 pacientes com resultado molecular positivo para SPW, dos
quais 68 tinham dele¢oes na regiao 15ql11-q13, 21 possuiam dissomia unipa-
rental materna e um paciente apresentava, presumivelmente, defeitos no centro
de imprinting. O critério de indicagao de realizagao do teste molecular para a
SPW esté ilustrado na tabela 2.3
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Tabela 2.2: Critério de diagnostico clinico de Holm et al. |19

Critérios Maiores

Hipotonia neonatal e infantil

Problemas de alimentagao na infancia

Ganho de peso excessivo

Hipogonadismo

Atraso no desenvolvimento

Hiperfagia

Fécies tipica

Anormalidades moleculares na regiao 15q11-q13

Critérios menores

Movimentos fetais diminuidos
Problemas de comportamento
Apnéia do sono

Baixa estatura
Hipopigmentagao

Acromicria

Mao estreitas

Miopia / esotropia

Saliva viscosa

Defeitos na articulacao da fala
Dermatilomania

Critérios auxiliares

Limiar de dor aumentado

Reflexo emético diminuido

Instabilidade ou alteragoes no controle térmico
Escoliose ou cifose

Adrenarca precoce

Osteoporose

Habilidade incomum com quebra-cabecas
Exames neuromusculares normais

29
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Tabela 2.3: Critério de diagnoéstico clinico de Gunay-Aygun et al. |20|

Idade da avaliagao Caracteristicas suficientes para a indicagdo de
teste molecular

0 a 2 anos 1) Hipotonia com mé& sucgao

2 a 6 anos 1) Hipotonia com historico de mé sucgao
2) Atraso global no desenvolvimento

6 a 12 anos 1) Historico de hipotonia com mé sucgao
2) Atraso global no desenvolvimento
3) Hiperfagia / obsessdo por comida

Acima de 13 anos 1) Deficiéncia cognitiva; leve retardo mental
2) Hiperfagia / obsessdo por comida
3) Hipogonadismo hipotalamico e/ou proble-
mas de comportamento

Assim como no critério de Holm, a analise clinica dos pacientes suspeitos
de SPW no critério de Gunay-Aygun et al. [20|, doravante chamado de critério
de Gunay, é diferente de acordo a idade deles. Os autores sugeriram a testagem
molecular para todas criancas com idade entre 0 e 2 anos que apresentem
hipotonia com maé-sucgao. Nas criancas de 2 a 6 anos, o teste molecular
estaria indicado se, além da hipotonia com histérico de mé-sucgao, os pacientes
também apresentassem atraso global no desenvolvimento. Na faixa de 6 a 12
anos, a presenca de hipotonia com ma-succ¢ao, atraso global no desenvolvimento
e hiperfagia com obsessao por comida definiria a recomendagao do teste.
Para os pacientes com mais de 13 anos, a indicacao do teste é feita se
apresentarem retardo mental ou sinais de deficiéncia cognitiva, hiperfagia com
obsessao por comida e hipogonadismo hipotalamico e/ou problemas tipicos de
comportamento, incluindo tragos obsessivos-compulsivos.

O diagnéstico molecular da SPW pode ser realizado por diversas técnicas
e ensaios (83, 84|. A abordagem que apresenta a maior sensibilidade diagnostica
(99%), sendo capaz de identificar as trés causas principais da SPW — delegdes,
DUP materna e defeitos de imprinting — envolve a analise dos padroes de
metilagdo da regiao 15q11-ql3. A estratégia mais comum envolve a digestao
do DNA do cromossomo de origem paterna com uma endonuclease de restricao,
posterior tentativa de ampliagao do éxon 1 do gene SNRPN e comparagao dos
amplicons resultantes |85, 86|. Por exemplo, em individuos com delegbes na
regiao 15q11-q13 que incluam o gene SNRPN nao ha amplificagao da regiao por
PCR com os primers especificos resultando auséncia de banda na electroforese.

A figura 2.2 ilustra o algoritmo completo utilizado no diagnostico etiol6-
gico da SPW (adaptado de [41, 84]).
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Figura 2.2: Algoritmo do diagnéstico molecular da SPW
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A anélise de metilagao é o primeiro passo do algoritmo. Um resultado
negativo, caracterizado pela auséncia de dele¢oes no gene SNRPN-SNURF,
DUP materna ou defeitos no CI, praticamente exclui o diagnéstico de SPW.
Por outro lado, um resultado anormal fecha a diagnéstico de SPW sem, no
entanto, identificar a classe molecular. A utilizacao de técnicas citogenéticas
como FISH (fluorescence in situ hybridization) ou CGH (comparative genomic
hybridization) permite identificar delegbes na regiao 15q11-q13, confirmando,
ou nao, essa possibilidade.

No caso de auséncia de delegoes, o proximo passo envolve distinguir
entre DUP materna e defeitos no centro de imprinting por meio da analise
de microssatélites, que requer tanto amostras de DNA do paciente quanto de
amostras dos respectivos progenitores. Se a analise de microssatélites revelar
uma heranca biparental, excluindo, portanto, o diagnéstico de DUP materna,
presume-se que a etiologia da SPW seja a presenca de erros de imprinting.

Para identificar a origem dos erros de imprinting realiza-se o sequencia-
mento da regiao do CI, com o objetivo de se investigar a presenca de delecoes
nessa regiao. Caso nao sejam encontradas evidéncias de delegoes, pressupoe-se
que os defeitos de imprinting tenham sido causados por mecanismos epige-
néticos. A distincdo entre essas as duas causas de defeitos de imprinting é
altamente relevante pois dele¢oes nessa regiao sao herdadas Mendelianamente
com uma probabilidade de 50% [69, 87|, enquanto que o risco de recorréncia
de alteragoes epigenéticas é minimo.

Recentemente, relatos de pacientes com quadros clinicos tipicos de SPW
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mas com resultado negativo no teste de metilacao e com dele¢oes no gene
SNORD116 sugerem fortemente que o algoritmo de diagnostico da SPW deva
ser modificado. Aconselha-se que seja realizada uma investigagao de mutacoes
ou delec¢oes no locus SNORD116 em todos os pacientes com fendtipo tipico da
SPW com resultado negativo no teste de metilagao |73, 88].

Evidéncias de alteragoes pré-natais especificas em pacientes com SPW
também podem ser empregadas na indicacao de testagem genética de rastre-
amento durante o perfodo pré-natal. A testagem molecular estaria indicada
quando o feto apresentar, a partir do segundo trimestre de gestagao, uma
combinagao de poliidramnio, tamanho reduzido para a idade gestacional e
crescimento intrauterino assimétrico, com resultados normais em exames de
ultrassonografia com Doppler |89].

Ainda, ja foram desenvolvidas técnicas de diagndstico post-mortem da
SPW. Por meio da analise de expressao génica dos genes SNORDI15 e
SNORDI116 em tecidos, cujos transcritos mostraram-se particularmente es-
taveis molecularmente post-mortem, foi possivel excluir o diagnoéstico de SPW
em uma paciente de 56 anos que havia sido diagnosticada com base em critérios

clinicos apenas [90).

2.1.5
Conduta e Tratamento

Nao ha cura para a SPW e a conduta médica visa o tratamento dos sinto-
mas da sindrome, além de oferecer recomendacoes claras aos pais e familiares
objetivando a antecipagao e remediagao das possiveis complicagoes associadas
com a doenga |24, 41|. Defende-se que a abordagem deva ser multidiscipli-
nar, em funcao da complexidade e diversidade das manifestacoes da doenga,
geralmente envolvendo uma equipe composta por médicos, nutricionistas, fisi-
oterapeutas, fonoaudi6logos, enfermeiros e outros profissionais [91].

O diagnoéstico molecular precoce é importante para que se evite o quadro
de obesidade morbida e suas complicagoes [24]. Adicionalmente, é fundamental
que seja exercido um controle restrito sobre a alimentacao e o ambiente
alimentar como estratégia principal de prevencao da instalagao da obesidade
e de complicagoes correlatas, como a DMII |18, 24, 92|. Taticas de controle
utilizadas incluem o trancamento de alimentos em armarios, manutengao de
uma quantidade pequena de alimentos na residéncia, monitoramento continuo
do paciente na presenca de alimentos, reducao das porcoes servidas, contagem
de calorias, inclusao dos pacientes na elaboracao dos cardépios diarios e

oferecimento de alimentos com baixo poder calérico. Um horario rigido de
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refeicOes e consisténcia na aplicacao dessas téticas sao fatores determinantes
de sucesso |93].

O manejo dos demais sintomas da SPW é mais sutil. Com o objetivo de
auxiliar o acompanhamento do desenvolvimento de criangas com SPW até os
trés anos de idade, foram desenvolvidas curvas padronizadas de crescimento
para peso, comprimento, perimetro cefalico, peso por comprimento e IMC
(indice de massa corporal) [94].

Muito embora os relatos de gravidez em pacientes com SPW do sexo
feminino sejam raros [42, 43|, é recomendado que terapias contraceptivas sejam
oferecidas a essas pacientes com vida sexual ativa, ou pelo menos que haja uma
discussao entre os pacientes e respectivos familiares, objetivando-se evitar os
fardos adicionais advindos de uma gravidez nao-planejada.

Alguns cuidados devem ser tomados no manejo de pacientes com SPW
internados. Criangas e lactentes devem ser monitorados continua e cuidado-
samente, especialmente aqueles que apresentarem sintomas de hipoventilacao,
infecgoes do trato respiratorio superior ou gastroenterite. Nos adultos, a ap-
néia do sono deve ser rapidamente reconhecida e tratada. Dores na regiao
epigastrica acompanhadas por vomitos devem ser consideradas como possiveis
sintomas de distensao intestinal aguda, necessitando intervengoes apropriadas
|56].

Diversas opcoes de tratamento estao disponiveis, desde esquemas espe-
ciais de alimentacao nos primeiros anos de vida, pratica de exercicios fisicos,
reeducagao comportamental e alimentar, utilizagao de aparelhos CPAP (con-
tinuous positive airway pressure) na terapia respiratoria e da apnéia do sono,
as intervencoes farmacologicas [95].

O tratamento com clomifeno, um modulador seletivo dos receptores de
estrogénio, em um paciente com SPW do sexo masculino elevou as concentra-
¢oes séricas de LH (hormoénio Luteinizante) e de testosterona e foi capaz de
induzir a espermatogénese, sugerindo um potencial uso dessa substancia no tra-
tamento do hipogonadismo em pacientes do sexo masculino [82|. A prescrigao
de inibidores seletivos de recaptacao de serotonina (SSRI, selective serotonin
reuptake receptors) tem se mostrado eficaz na redugao da compulsividade e
de outros problemas de comportamento apresentados pelos pacientes com a
sindrome |44, 96].

A intervencao farmacolégica mais bem-sucedida no tratamento dos sin-
tomas da SPW, no entanto, é a reposigdo do hormoénio de crescimento (GH,
growth hormone). O tratamento com GH em pacientes com SPW foi aprovado

formalmente nos EUA em 2000 e na Europa em 2001 e ha guidelines interna-
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cionais especificos para a terapia de reposicao de GH em pacientes com SPW
|97].

Um dos primeiros relatos de utilizacao de GH em pacientes com SPW
observou um aumento significativo da taxa de crescimento linear e na concen-
tragao sérica de IGF-1 (insulin-like growth factor 1) |98, 99|. O crescimento
linear obtido com o tratamento nao aparenta elevar a idade Ossea além da
idade cronologica dos pacientes 99| e a estatura dos adolescentes ao final do
tratamento tende a valores médios da populagao em geral |41].

Os beneficios da reposigao de GH nao se limitam aos ganhos de estatura.
Diversos ensaios clinicos relatam efeitos positivos da terapia de reposicao de
GH na composi¢ao corpérea — aumento da massa muscular com redugao do
percentual de gordura — com aumento do nivel de mobilidade e atividade fisica
e reducao dos problemas de comportamento e melhoras da func¢ao respiratoria
[100, 101|. Especula-se que a reposicdo de GH também possa aumentar a
qualidade do sono nesses pacientes [102| e que a interrupgao abrupta do
tratamento em criangas possa agravar os problemas de comportamento [103].

O tnico relato publicado sobre a realizacao de ensaio clinico de terapia
de reposicao de GH no Brasil encontrou resultados semelhantes, com franca
elevagao do IGF-1, reducao de massa adiposa e aumento de massa muscular
magra em sete pacientes com idades entre seis e 14 anos [104].

Recentemente, ensaios clinicos da terapia de reposicao de GH em adultos
com SPW que nao haviam sido tratados com o hormoénio durante a infancia
ou adolescéncia demonstraram beneficios semelhantes, com aumentos da massa
muscular magra, nivel de atividade fisica e concentragoes séricas de IGF-1 e
HDL durante o tratamento. No entanto, esses beneficios desaparecerem apos
12 meses do término do tratamento, indicando a necessidade de um tratamento
continuo com GH [105].

Os efeitos adversos associados a terapia de reposicao de GH mais citados
na literatura sao a piora da escoliose e risco de morte stubita. Ha controvérsias a
respeito desses relatos, especialmente os de morte stibita em pacientes recém-
iniciados na terapia de reposicao de GH, uma vez que eles ja apresentavam
problemas respiratorios relacionados a apnéia do sono e a hipertrofia das
adenoides |41, 95|.

Entende-se, hoje, que, apesar de a terapia de reposicao de GH contribuir
para um ganho significativo de estatura nos pacientes com SPW, os principais
beneficios do tratamento sao os relacionados & melhora na composi¢ao corporal
e ao aumento da capacidade fisica, uma vez que esses contribuem sensivelmente

para o combate & obesidade |92].
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Por esses motivos, o tratamento de reposicao de GH é considerado o
tratamento padrao na SPW e recomenda-se que seja iniciado a partir de todas
as idades |41]. Um consenso internacional preconiza que a reposicao de GH deva
fazer parte de uma abordagem que também contemple reeducacao alimentar
e mudancas no estilo de vida. A principio, o tratamento estaria indicado
para todos os pacientes com confirmacao do diagnéstico de SPW por anéalises
moleculares, inclusive aqueles com retardamento mental, que nao deveria ser
um impedimento para o tratamento. No entanto, pacientes com obesidade
morbida, diabetes mellitus nao-controlada, apnéia do sono severa nao-tratada,

neoplasias e quadros psicoticos nao deveriam receber o tratamento |97].
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2.2
Analise de Curvas ROC

2.2.1
Classificadores binarios

A metodologia da curva de ‘“caracteristica de operacao do receptor”,
ou recetver operating characteristic, doravante simplesmente “curva ROC”; foi
desenvolvida na Segunda Guerra Mundial com o objetivo de aprimorar as
técnicas de detecgao de sinais em radares e sonares [106, Capitulo 1].

A idéia central de um sistema de deteccao de sinais, ou de um sistema
classificador binéario, em geral, é a de identificar corretamente determinado
sinal quando ele estiver presente e ignorar quaisquer outros sinais quando o
sinal estudado estiver ausente. Idealmente, o sistema classificador nao cometera
erros em nenhum dos dois casos. A discussao a seguir baseia-se em explicacgoes e
definigoes semelhantes apresentadas em, dentre outros, [107-113|. Um exemplo
desse conceito aplicado no contexto do desenvolvimento original da curva ROC

encontra-se na tabela 2.4.

Tabela 2.4: Exemplo de um sistema classificador binério

Realidade
Bombardeiro Gansos
Radar Bombardeiro Acerto Alarme falso
Gansos Ataque Acerto

Naturalmente, espera-se que as previsoes de um sistema de deteccao
consigam distinguir corretamente um bombardeiro inimigo de uma revoada
de gansos, quando comparadas a realidade visual objetiva e incontestavel. No
entanto, nenhum sistema de deteccao de sinais é perfeito e, eventualmente,
erros serao cometidos.

Se o sistema anuncia, incorretamente, que um bombardeiro inimigo se
aproxima quando, na realidade, trata-se apenas de um grande bando de
péssaros, o erro é classificado como um alarme falso, ou “falso positivo” (FP).
No entanto, se o sistema acusa a aproximacao de aves em vez que sinalizar
a chegada de um aviao hostil, o erro é classificado como um “falso negativo”
(FN).

Em um dado intervalo de tempo, diversas previsoes sao feitas pelo sistema
de radar. Em uma amostra de T" observacoes os resultados podem ser tabulados
como ilustra a tabela 2.5. Nela, o total de FP ¢ dado pelo nimero b e o de FN
por c. O total de acertos positivos, i.e., “verdadeiros positivos” ou true positives

(TP), ¢ igual a a e o total de acertos negativos, “verdadeiros negativos” ou true
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negatives (TN) é representado por d. O total de eventos positivos (P) é igual
a (a+ c) e o total de negativos (N) ¢ igual a (b+ d).

Tabela 2.5: Resultados de um sistema classificador hipotético

Realidade
Bombardeiro Gansos
Radar Bombardeiro a b a+b
Gansos c d c+d

P=a+c N=b+d T

A tabela 2.5 é chamada de “matriz (2 x 2)”, “matriz de confusao” ou
“tabela de contingéncia”’, e a partir dela é possivel estimar algumas métricas
utilizadas para avaliar o desempenho do sistema de classificagao, algumas das

quais sao apresentadas na tabela 2.6.

Tabela 2.6: Medidas de desempenho de um classificador

Sensibilidade Prob[T' + [D+] = 7%
Especificidade Prob[T — |D—] = b%l
Valor preditivo positivo (VPP)  Prob[D + |T+] = ;4
Valor preditivo negativo (VPN) Prob[D — |T—]| = c-%d
L. (a+d)
Acuréacia m
Prevaléncia amostral %

Essas medidas de desempenho sao utilizadas na avaliacao de testes diag-
nosticos em medicina ha mais de 40 anos [114]. A sensibilidade de um teste é
a habilidade desse teste de identificar corretamente aqueles com a doencga em
questdo, i.e., ¢ igual a probabilidade do resultado do teste ser “positivo” (T+)
quando o paciente realmente estiver doente (D+). Da mesma forma, a especi-
ficidade do teste avalia a capacidade do teste em classificar corretamente como
saudaveis aqueles sem a doenca, i.¢e., € igual a probabilidade do resultado ser
“negativo” (T'—) quando o paciente estiver saudéavel (D—). Os valores prediti-
vos positivo e negativo informam, respectivamente, a probabilidade do paciente
estar doente, dado que o resultado do teste foi positivo, e a probabilidade do
paciente nao estar doente, dado que o resultado foi negativo. A acurécia é a
medida que avalia a capacidade do teste de identificar corretamente tanto os
doentes quanto os saudaveis.

Por exemplo, se 100 pacientes com determinada doenga forem testados
e 65 deles apresentarem um resultado positivo, o teste tem sensibilidade de
65%. Se 100 pacientes sem a doenca forem testados e 95 deles apresentarem
resultado negativo, a especificidade é de 95%. O VPP, nesse caso, sera de 93%
e o VPN igual a 73%. A acuracia do teste ¢ 80% e a prevaléncia amostral de

50%.
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E comum a nocao de que um teste com especificidade muito alta
“inclui” o diagnostico quando o resultado do teste for positivo e um teste
com sensibilidade muito elevada “exclui” o diagnéstico quando o resultado
for negativo. Com efeito, se a especificidade de um teste for igual a 99%, um
resultado positivo poderia indicar que o paciente realmente tem a doenca, uma
vez que a probabilidade de falsos positivos seria de 1%. No entanto, o poder
diagnostico de um teste depende de ambas caracteristicas — sensibilidade e
especificidade — e é possivel que erros diagnosticos sejam cometidos por meio
dessas regras simplificadoras [115].

Enquanto o célculo da sensibilidade e da especificidade nao depende da
prevaléncia da doenca na populacao em geral, i.e., sao atributos inerentes ao
teste, o célculo do VPP e VPN depende da prevaléncia da doenca na amostra,
no entanto, e nem sempre as féormulas da tabela 2.6 podem ser utilizadas. Se
a prevaléncia da doenca na amostra diferir consideravelmente da prevaléncia
da doenga na populacao em geral, os VPP e VPN nao podem ser estimados
pelas formulas apresentadas. Alternativamente, se a prevaléncia da doenca for

conhecida, os VPP e VPN podem ser estimados pela formula de Bayes.

VPP = Prob[D + |T+]

B Prob[T + |D+]Prob[D+| (2-1)
~ Prob[T + |D+]|Prob[D+] + Prob[T + |D—]Prob[D—]

VPN = Prob[D — |T—]

B Prob[T' — | D+|Prob[D+] 9.9
~ Prob[T — |D+]Prob[D+] + Prob[T — | D—]Prob[D—] (2-:2)

A tabela 2.7 ilustra uma matriz (2 X 2) em um contexto clinico. O
“padrao-ouro” é o teste ou procedimento com melhor capacidade de diagnostico
para uma certa doenca. O desempenho de um novo exame diagnostico deve

ser sempre comparado ao do padrao-ouro.

Tabela 2.7: Exemplo clinico de uma matriz 2 x 2

Padrao-ouro
Positivo | Negativo | Total
Positivo TP FP TP+FP
Negativo FN TN FN+TN
Totais TP+FN FP+TN N

Exame
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2.2.2
Construcao e Utilizacao da Curva ROC

Na realidade da pratica médica, poucos testes produzem resultados
binarios — “positivo” ou “negativo”. A maioria resulta uma escala continua de
valores, e.g., valores de glicemia medidos em mg/dL. Cada valor observado é
chamado de score. Para que esses valores possam ser utilizados em um critério
diagnoéstico binério, i.e., uma classificacao de “doente” e “nao-doente”, deve ser
realizada uma dicotomizacao da escala continua originalmente obtida.

Por exemplo, se a glicemia de jejum de um dado paciente for maior do que
126 mg/dL ele é considerado “doente”; i.e., diabético; se a glicemia for menor
do que 126 mg/dL, ele é considerado “nao-doente”. O valor de 126 mg/dL é
chamado de ponto de corte ou limiar de discriminacao.

A curva ROC ¢é uma representacao grafica que ilustra as mudangas do
desempenho de um sistema classificador binario quando o ponto de corte,
ou limiar de discriminacdo, é variado |[107|. Essa anélise ¢ empregada em
aplicagoes na medicina com o objetivo de avaliar o desempenho preditivo de
testes e exames e no desenvolvimento de critérios clinicos de diagnodstico ou
prognostico |116].

A tabela 2.8 ilustra um exemplo de aplicacao desse conceito 2. Um radar
hipotético pode operar em seis niveis de poténcia — de “desligado” a um nivel
méaximo de poténcia (“Nivel 5”) — e cada nivel de poténcia resulta desempenhos

preditivos distintos.

Tabela 2.8: Capacidade de detecgdo de um radar hipotético

Poténcia Percentual Percentual
do radar de avioes detectados de péassaros identificados
corretamente corretamente
Desligado 0 100
Nivel 1 35 93
Nivel 2 60 85
Nivel 3 85 70
Nivel 4 92 30
Nivel 5 100 0

Por exemplo, a operagao do radar no nivel maximo de poténcia identifica
corretamente 100% dos avides inimigos, mas nao consegue distinguir os pés-
saros dos avioes, i.e., nesse nivel de poténcia o sistema de detecgao apresenta
100% de sensibilidade e 0% de especificidade. Analogamente, o radar desligado

nao detecta nenhum aviao e todos os passaros sao classificados corretamente,

2Adaptado de http://ebp.uga.edu/courses/ .


http://ebp.uga.edu/courses/ .
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i.e., o sistema de deteccao estd operando a 0% de sensibilidade e 100% de
especificidade.

A curva ROC associada a esse sistema de classificacao esté representada
na figura 2.3. Tradicionalmente, o eixo das ordenadas corresponde aos valores

de Sensibilidade e o das abscissas aos valores iguais a (1-FEspecificidade).

Figura 2.3: Curva ROC de um radar hipdtético
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Cada ponto de corte definido corresponde a um “ponto de operagao”
na curva ROC. No exemplo da figura 2.3, o ponto de corte “0” representa a
situagao na qual o radar encontra-se desligado e os demais pontos — 1.0 a
5.0 — as diferentes poténcias de utilizacao do radar. Cada ponto de corte é
acompanhado pelos valores das coordenadas no plano XY (Sensibilidade,1—
FEspecificidade).

O método utilizado para a construcao da curva ROC da figura 2.3 é
conhecido como o método empirico, i.e., utiliza os dados do modelo sem as-
sumir quaisquer premissas sobre as distribuigoes de probabilidade das varia-
veis observadas. Contrapondo-se ao método empirico, a utilizacao de métodos
paramétricos de construcao da curva ROC estabelece distribui¢oes de proba-
bilidade a priori para as variaveis observadas em cada uma das populagoes.

Por exemplo, no modelo binormal assume-se que o valor de glicemia de paci-
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entes diabéticos segue uma distribui¢io normal com parametros (up,0%) e a
glicemia de pacientes nao-diabéticos (saudaveis) uma distribui¢do normal com
parametros (g, 0?9). A partir dessas premissas é necessario estimar os momen-
tos dessas distribuicoes com os dados observados para se obter a curva ROC
paramétrica. Apesar do método empirico nao ser relativamente tao sofisticado,
a sua utilizacao na pratica médica é suportada por diversos estudos teoricos e
empiricos |117].

A medida de desempenho mais comumente extraida de uma curva ROC
¢ o valor da area sob a curva (area under the curve), doravante chamada
de AUC [108|. Se a AUC for igual a 1.00, o classificador atinge perfei¢ao
diagnostica, i.e., distingue perfeitamente o grupo de pacientes doentes do de
pacientes saudaveis, atingindo 100% de sensibilidade e 100% de especificidade.
A AUC de um modelo classificador aleatorio, i.e., aquele que classifica um
paciente como doente ou nao-doente aleatoriamente, ¢ igual a 50%. A figura
2.4 apresenta curvas ROC com diferentes areas sob a curva. A curva ROC
“C” apresenta o melhor desempenho e domina as demais em todos os niveis
de especificidade. A linha tracejada a 45° representa a curva ROC do modelo

aleatoério.

Figura 2.4: Exemplos de curvas ROC
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A AUC pode ser também representada, matematicamente, pela expressao
AUC = Prob [h(Dy) > h(D_)], onde h(D.) representa o valor do score de um
paciente positivo e h(D_) o de um negativo, ambos escolhidos aleatoriamente.
Assim, quando maior for a AUC, melhor serd a capacidade do critério de
distinguir os pacientes positivos dos negativos. A maximizacao da AUC é
freqiientemente empregada em estudos que visam desenvolver critérios clinicos

de diagostico ou prognostico [118-125].



3
Metodologia

3.1
Desenho do Estudo

Este projeto de pesquisa é do tipo retrospectivo, observacional, transver-
sal, predominantemente analitico e foi elaborado segundo os padroes vigentes
de ética em pesquisa com seres humanos, conforme o estipulado na Resolugao
466/2012 do Conselho Nacional de Satude. O projeto foi devidamente aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Gaffreé e Guinle
da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (Parecer 515.696). To-
dos os responsaveis pelos pacientes e demais participantes foram informados
dos objetivos deste projeto e assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido voluntariamente, cujo modelo se encontra no Apéndice A.

3.2
Pacientes e Voluntarios

Foram selecionados pacientes atendidos no Hospital Universitario Gaffreé
e Guinle (66 pacientes) e voluntéarios da Escola de Medicina e Cirurgia (EMC)
da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (15 voluntérios), de
acordo com os protocolos de inclusao e exclusao, apresentados a seguir. A
amostra final do trabalho foi composta por resultados previamente publicados
em [21| e por dados adicionais obtidos no periodo de setembro de 2012 a
dezembro de 2014, dos quais os relativos aos novos pacientes foram gentilmente
cedidos por Catielly Rocha e os relativos aos voluntarios da EMC foram obtidos
diretamente com os voluntéarios, com o suporte técnico do Departamento de
Genética e Biologia Molecular da UNIRIO.

Os pacientes que atenderam aos seguintes critérios foram incluidos no

estudo:

i) Idade > 2 anos
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ii ) Indice de massa corporal (IMC) > percentil 50 da curva de IMC publicada
pelo Centers of Disease Control (CDC) |126| para cada idade e género

Foram excluidos da amostra os pacientes que satisfizeram os seguintes

requisitos:
i) Recusa de participagao no estudo pelo proprio ou pelos pais ou guardides

ii) Diagnostico clinico de Sindrome de Down. Esse é o tnico caso em que
a exclusao seré baseada unicamente em diagnostico clinico, em funcao do

fenotipo peculiar apresentado por pacientes dessa sindrome

Foram coletadas informacgoes sobre a presenca, ou auséncia, dos sinais
¢ sintomas da SPW, de acordo com as sugestoes em [19]. O modelo do

questionario utilizado encontra-se no Apéndice B.

3.3
Material e Métodos

Todos os reagentes utilizados foram de grau p.a. e grau “Biologia Mole-

cular” quando necessario.

3.3.1
Diagnéstico Molecular

A realizacao do teste molecular diagnostico da SPW requereu a coleta de
5ml de sangue periférico em tubos com EDTA de todos os participantes.

A andlise de alteragoes no exon 1 do gene SNURF-SNRPN na regiao
15q11—-q13 no cromossomo de origem paterna, por meio da técnica de PCR
(baseada em metilagao do alelo materno), detecta a SPW em aproximadamente
99% dos casos, devido aos padroes do DNA que diferem entre individuos
normais e pacientes portadores da sindrome [83|. A técnica consiste na reagao
em cadeia da polimerase-metilacao especifica, conforme o descrito em [84|. A
figura 3.1, adaptada de [127|, ilustra esquematicamente as etapas do teste de
diagnostico molecular da SPW.

O teste foi realizado em trés etapas: extracao do DNA dos pacientes
e voluntarios, amplificacdio do DNA pela reacao em cadeia de polimerase-
metilagao especifica (PCR-Me) e a realizagao de electroforese em gel de agarose

a 2%, técnica molecular que permite detectar e separar fragmentos especificos
de DNA.



Capitulo 3. Metodologia 45

Figura 3.1: Tlustragao esquemaética do teste de PCR-metilagao especifica
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O DNA de cada participante foi extraido do sangue periférico (5ml
coletados em tubos com EDTA) utilizando o kit de extragao de DNA Tllustra™
(GE Healthcare, Little Chalfont, UK).

Na segunda etapa do processo, foi utilizada a endonuclease de restricao
MerBC 128, 129] que cliva um sitio de restrigdo especifico presente em
cromossomos normais de origem materna mas que nao age no Cromossomo
de origem paterna uma vez que esse nao se encontra em estado metilado.
Foram encubados 200ng de DNA com 1uli da enzima de restricao McrBC
(New England BioLabs, USA), conforme o descrito em [86]. A solucao foi
suplementada com 0,2uL. de GTP, 0,2uL, de BSA e 2uL de tampao NE (50mM
de NaCl, 10mM de Tris-HCI, 10mM de MgCly, 1mM de DTT, pH 7,9) em
banho-maria a 37°C por no minimo 4 horas. Realizou-se, entao, a posterior
amplificacdao do exon-1 do gene SNRPN pela PCR-Me, com 25uL de GoTaq®
Green Master Mix (Promega, Madison, USA), 4ul. do DNA digerido, e 1uL
de cada primer descrito na Tabela 3.1. Os primers sao fragmentos especificos
de DNA que funcionam como pontos de partida para a replicacao do DNA,
efetuadas pelas enzimas DNA-polimerases. Os produtos da amplificagdo de um
segmento de DNA pela reacao em cadeia da DNA-polimerase sao chamados
de amplicons.

Como controle interno da reagao, foi utilizado o par de primers H19 para
amplificacao do gene que expressa um RNAm nao-codificante a partir do alelo
de origem materna, devido & similaridade na composicao da seqiiéncia e no
estado de metilagdo com o gene SNRPN [130|. Tal amplificagao resultou um
amplicon de 420 pb.

O alelo normal paterno do gene SNRPN nao metilado e, portanto, nao
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Tabela 3.1: Seqiiéncia dos primers

Primer Sentido Seqiiéncia

SNRPN Senso 57 -AGGTCATTCCGGTGAGGGAGG-3°
SNRPN Anti-senso 5’-ACCGCAGACACCCGCAATAGG-3’
Hi19p1 Senso 57 -GGCAACATGCGGTCTTCAGAC-3°
H19p2  Anti-senso  5’-TCCGGAGACAGGGCTGAGCA-3’

cortado pela enzima McrBC, foi amplificado com os primers da Tabela 3.1 e
gerou um amplicon de 487 pb.

A termocicladora para PCR (Px2 Thermal Cycler, Milford, USA) foi
programada da seguinte forma: um ciclo de 5 minutos a 94°C para desnaturagao
da fita dupla de DNA, 30 ciclos de 96°C por 40 segundos (desnaturacao),
seguido de 60°C por 60 segundos (hibridacao do primer), 72°C por 30 segundos
(alongamento das cadeias), e um ciclo de 72°C por 7 minutos para a extensao
final das cadeias de DNA.

Finalmente, apos a etapa da PCR-Me, foi realizada a identificacao dos
amplicons por electroforese em gel de agarose a 2% em cuba horizontal. O
tampéao de corrida eletroforética foi o Tris-Acido acético-EDTA. O produto
da eletroforese foi corado com brometo de etidio (30uL de uma solugao de
10mg/ml em 300mL de agua destilada), visualizado ao transiluminador com
luz ultravioleta e fotografado para documentacao.

Ainda de acordo com a Figura 3.1, a interpretagao do resultado do teste
dé-se pela leitura das bandas produzidas na técnica de eletroforese. No caso dos
individuos normais, os resultados da eletroforese mostram uma banda referente
a amplificagao do alelo paterno que nao estava metilado, e que nao sofreu
clivagem pela endonuclease McrBC, e uma banda referente a amplificacao do
gene H19 (controle da PCR-Me). Esses resultados podem ser observados nas
bandas (Lanes) 1, 4, 5 e 6. Por outro lado, qualquer alteragao na regiao do DNA
paterno ocasionara a auséncia de amplificacao deste trecho do DNA pela PCR-
Me e conseqiiénte auséncia de banda visivel na eletroforese, correspondendo
ao resultado encontrado nas bandas 2 e 3 da Figura 3.1. Assim, delegoes
na regiao 15qll-ql3 do cromossomo paterno serao detectadas pela técnica
e definirao o diagnostico de SPW. Analogamente, a técnica também permite
a identificagao de casos de SPW causados por dissomia uniparental materna,
ja que o resultado da eletroforese também sera negativo para a presenca da
referida banda do amplicon.

Essa técnica, no entanto, nao discrimina molecularmente as trés prin-

cipais causas de SPW: delecoes na regiao 15ql1—ql3, dissomia uniparental
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materna do cromossomo 15 e defeitos no centro de imprinting no cromossomo
15.

34
Desenvolvimento do Modelo de Diagnéstico Clinico

No modelo de diagnostico clinico da SPW proposto por Holm et al. |19],
a cada critério maior é atribuido um valor numeérico (peso) de 1.0 e a cada
critério menor, um peso de 0.5. Dessa forma, por exemplo, se um paciente
apresenta dois critérios maiores e um critério menor, seu score calculado é
igual a 2.5 =2 x 1.0+ 1 x 0.5. Para pacientes com idade acima de trés anos,
o diagnostico clinico é confirmado se o valor final computado for maior do que
8.0, sendo 5.0 pontos provenientes de critérios maiores.

Isso em mente, neste trabalho, o desenvolvimento do modelo de diagnos-
tico clinico consistiu na identificacao de pesos alternativos para cada um das
variaveis clinicas, de forma que o resultado preditivo do modelo seja o melhor
possivel em termos da area sob a curva (AUC) da curva ROC do critério ob-
tido, quando comparado a qualquer outra combinacao de pesos. Em outras
palavras, a combinacao de pesos que maximiza o valor da AUC da curva ROC

associada determina o modelo de diagnoéstico clinico 6timo.

3.4.1
Modelo de otimizacao

Para realizar a maximizacao da AUC da curva ROC, optou-se pela
utilizagao de algoritmos de otimizacao global. Existem intimeros algoritmos
de otimizacao global sugeridos na literatura (ver, por exemplo, [131]) e optou-
se pela utilizacao de quatro algoritmos disponiveis no software de computagao
cientifica MATLAB [132]. Os algoritmos empregados foram o de busca direta
(direct search, DS) [133|, algoritmo genético (genetic algorithm, GA) [134],
enxame de particulas (particle swarm, PSO) [135| e arrefecimento simulado
(simulated annealing, SA) |136]. Os parametros utilizados na execugao das
rotinas do MATLAB encontram-se no Apéndice C.

Antes de detalhar a formulagdo matematica empregada no desenvolvi-
mento do modelo foi necessario definir os objetos matematicos utilizados.

Sejam n o nimero de participantes na amostra e m o niimero de variaveis
clinicas utilizadas no modelo de diagnostico. No critério de Holm, por exemplo,
existem 18 sinais clinicos que foram considerados, de fato, embora tenham sido
apresentados 19 variaveis clinicas no trabalho original. No entanto, excluiu-

se a variavel relacionada a presenca de delegoes ou quaisquer anormalidades
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moleculares na regiao 15q11-q13 no cromossomo de origem paterna, incluindo
dissomia materna, uma vez que essa variavel determina perfeitamente a
presenca da doenga, i.e., trata-se exatamente do padrao-ouro utilizado para
o diagnostico da doenga. Além disso, tal critério nao é clinico, per se, mas
laboratorial.

Seja y um vetor coluna de dimensdes (n X 1), onde y; correspondente
ao resultado do exame de diagnostico molecular do participante ¢, para
i€ {l,...,n}. Por exemplo, se y; = 1, o paciente apresentou resultado positivo
(doente) e se y; = 0, o resultado foi negativo e o paciente nao sofre da doenga
(saudéavel).

Seja w um vetor de dimensbes (m x 1), onde w; correspondente ao
peso atribuido ao critério j, com j € {1,...,m}, no modelo de diagnostico
clinico. Assim, no critério de Holm, aos critérios maiores seriam atribuidos
PESOS Winajor = 1 € a0s menores, pesos wWmenor = 0.5.

Seja X uma matriz de dimensoes (n x m), onde cada elemento Xj;
corresponde a presenca (X;; = 1) ou auséncia (X;; = 0) do sinal clinico j
no paciente i. O vetor de scores s, de dimensoes (n x 1) é igual ao produto Xw
e, juntamente com as informagoes contidas em y, é utilizado para a construcao
da curva ROC associada aos pesos w;.

E comum definir tanto a curva ROC quanto a funcdo que retorna a
area sob a curva em funcao do vetor s [137|. Como neste caso a matrix X é
constante em toda a anélise, pode-se definir a funcao AUC de uma forma mais
simplificada. Seja AUC(w) : R™ — [0, 1], a fun¢@o que retorna a AUC sob a
curva ROC determinada pelo critério definido pelo conjunto de pesos w. Por
definicao, a funcao AUC é limitada e, devido ao principio da invariancia da
curva ROC, é homogénea em grau 0, i.e., AUC(kw) = AUC(w),Vk € R. Na
realidade, a funcao AUC é invariante a qualquer transformagdao monotonica
do vetor w, uma vez que a ordenacao dos scores é preservada por essas
transformagoes [106, cap. 1].

Tais propriedades da funcao AUC permitem que se restrinja o espaco de
solugbes de R™ a [0, 1]™ pois sempre sera possivel dividir o vetor 6timo w*
por [(maxwj) + €], e > 0, obtendo-se um novo vetor 6timo w*™* que retorna o
mesmo valor 6timo AUC™ e com w;™ < 1,Vj.

Portanto, o problema de otimizagao a ser resolvido pode ser representado

por:
Max AUC(w)
¢ (3-1)

sujeitoa 0<w; <1,1=1,...,m.
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3.4.2
Comparacao com os modelos atuais

Uma vez resolvido o problema de otimizagao 3-1, pode-se comparar a
solucao encontrada com os modelos de diagnéstico clinico de Holm e Gunay,
calculando-se estatisticas tradicionais como sensibilidade, especificidade, valo-
res preditivos positivo e negativo, dentre outras.

Adicionalmente, pode-se comparar diretamente a AUC do critério 6timo
com a do critério de Holm, permitindo uma avaliacao mais ampla do desem-
penho desses critérios em niveis diferentes de sensibilidade e especificidade.

Com o objetivo de se realizar inferéncias estatisticas sobre a superiori-
dade de um modelo sobre o outro, pode-se estimar intervalos de confianca da
diferenga da AUC dos critérios competidores [118, 119, 121, 138|. Em fun¢ao
do tamanho relativamente pequeno da amostra, a abordagem de bootstrapping,
sugerida no artigo seminal de Efron |139|, foi a empregada para a obtengao
de intervalos de confiancga da distribuicao empirica da diferenca entre as AUC
de dois critérios de diagnostico competidores [140, cap. 13|. Tal abordagem
provou-se eficiente e mais satisfatoria do que os intervalos de confianca para-
métricos |119, 138]. Foram realizados experimentos de simulagao por bootstrap
com 100.000 replicagoes para a obtencao de intervalos de confianga da dife-
renga entre a AUC dos critérios obtidos pelos modelos de otimizagao e a do

critério de Holm.



4
Resultados

4.1
Descrigao da Amostra

A amostra final do estudo consistiu em 81 observacoes, das quais 15

corresponderam aos pacientes com resultado do teste de PCR-Me positivo e

66 aos pacientes com resultado negativo. Das observacoes correspondentes aos

pacientes com resultado negativo, oito foram excluidas da amostra porque esses

pacientes nao apresentaram quaisquer critérios clinicos dos 18 analisados e

nada contribuiriam ao modelo de diagnoéstico clinico, i.e., independentemente

dos pesos 6timos encontrados, o resultado do score do modelo seria sempre

nulo. A tabela 4.1 apresenta algumas caracteristicas da amostra final de 73

observagoes (15 positivos e 58 negativos).

Tabela 4.1: Descri¢ao da amostra

Criteério clinico % Amostra % (+) % (-) S E x?  valor-p
Hipotonia 57,5 93,3 483 0,93 0,52 9,90 0,0017
Problemas de alimentagao 68,5 100,0 60,3 1,00 0,40 8,68 0,0032
Ganho de peso excessivo 56,2 60,0 55,2 0,60 0,45 0,11 0,7370
Hipogonadismo 37,0 66,7 29,3 0,67 0,71 7,14 0,0076
Atraso no desenvolvimento 83,6 100,0 79,3 1,00 0,21 3,71 0,0540
Hiperfagia 80,8 93,3 776 093 0,22 191 0,1673
Fécies tipica 41,1 60,0 36,2 0,60 0,64 2,79 0,0950
Movimentos fetais diminuidos 17,8 26,7 15,5 0,27 0,84 1,01 0,3144
Problemas de comportamento 58,9 86,7 51,7 087 0,48 6,01 0,0142
Apnéia do sono 31,5 40,0 293 040 0,71 0,63 0,4270
Baixa estatura 35,6 60,0 29,3 0,60 0,71 4,90 0,0269
Hipopigmentacao 21,9 33,3 190 0,33 0,81 1,44 0,2305
Maos e pés pequenos 39,7 66,7 32,8 0,67 0,67 5,72 0,0167
Mao estreitas 35,6 60,0 29,3 0,60 0,71 4,90 0,0269
Miopia / esotropia 23,3 26,7 224 0,27 0,78 0,12 0,7283
Saliva viscosa 20,5 33,3 17,2 0,33 0,83 1,89 0,1692
Defeitos na fala 64,4 80,0 60,3 0,80 0,40 2,01 0,1565
Dermatilomania 49,3 73,3 43,1 0,73 0,57 4,36 0,0369

As colunas “% Amostra”, “% (+)” e “% (-)” da tabela 4.1 apresentam

os percentuais de prevaléncia de cada critério clinico em toda a amostra, nos

pacientes positivos e nos pacientes negativos, respectivamente. Alguns crité-
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rios foram relativamente prevalentes em toda a amostra, como o atraso no
desenvolvimento psicomotor e a hiperfagia, enquanto outros foram mais pre-
valentes apenas nos pacientes positivos — hipotonia, problemas na alimentacao,
problemas de comportamento e defeitos na articulacao da fala.

As sensibilidades e especificidades de cada variavel clinica também se
encontram na tabela 4.1, nas colunas “S” e “E”, respectivamente. Os valores de
sensibilidade refletem, naturalmente, os percentuais de prevaléncia dos sinais
clinicos no grupo de pacientes com resultado positivo no teste de PCR-Me.

Finalmente, nas duas tltimas colunas da tabela 4.1, denominadas x? e
valor-p, estao os resultados dos testes qui-quadrado de todas as variaveis
clinicas consideradas no critério de Holm. Os resultados do teste y? da
tabela indicaram que em apenas oito varidveis clinicas foi possivel rejeitar a
hipotese nula de independéncia a 5%: hipotonia, problemas de alimentacao,
hipogonadismo, problemas de comportamento, baixa estatura, acromicria,
maos estreitas e dermatilomania.

A aplicacao dos critérios de Holm e Gunay na amostra gerou os resultados

apresentados na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Desempenho dos critérios de Holm e Gunay

Estatistica Holm Gunay

Sensibilidade 0,733 0,933
Especificidade 0,741 0,517

Com o objetivo de ilustrar a analise da curva ROC, a figura 4.1 apresenta
a curva ROC para o critério de Holm. A linha tracejada corresponde &
envoltéria convexa da curva ROC (ROC convex hull - ROCCH).

Como o critério de Holm é subdividido em duas faixas etarias — menores
e maiores de trés anos de idade — foi necesséario excluir trés observagoes da
amostra para que se fosse possivel desenhar a curva ROC, uma vez que o
ponto de corte do critério de Holm é diferente em cada faixa etaria. Essas trés
observagoes corresponderam aos pacientes com idade entre dois e trés anos de
idade. Dessa forma, essa sub-amostra de 70 participantes foi a utilizada em
todas as andlises apresentadas no restante deste trabalho.

Na curva ROC da figura 4.1, cada ponto de corte equivale a um par
(1 - especificidade, sensibilidade). O valor de corte igual a 8.0, localizado nas
coordenadas (0.22,0.73), corresponde ao critério clinico original de Holm et al.
|19] e que, na amostra, apresentou sensibilidade de 0.73 e especificidade de
0.78 (1-0.22). Anélise similar pode ser feita nos demais pontos de corte, que

vao de 5.5 (0.62,1.00) a 10.5 (0.00,0.13). Por exemplo, o valor de corte 5.5
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Figura 4.1: Curva ROC do critério de Holm
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corresponde ao ponto no qual a sensibilidade do critério é de 100%, i.e., nao
hé falsos-negativos, e a especificidade é de 0.38. Nota-se que o ponto de corte
8.5 possui desempenho superior ao originalmente proposto, uma vez que para

o mesmo valor de sensibilidade (0.73) opera a uma especificidade de 0.82.

4.2
Otimizacao da AUC

A tabela 4.3 apresenta o resultado das otimizacoes da AUC, para cada
algoritmo de otimizagao. Os valores maximos da AUC para cada algoritmo
encontram-se na linha “AUCmax”.

A curva ROC obtida a partir da solucao encontrada pelo algoritmo
de otimizagao DS estd representada na figura 4.2. Os pontos marcados na
figura correspondem aos pontos de operagao pertencentes a envoltéria convexa
da curva ROC. Percebe-se que o ponto cujo valor de corte é igual a 5.45
oferece um desempenho bastante satisfatorio, com sensibilidade igual a 80% e
especificidade de 93%.

A solugao encontrada pelo algoritmo GA encontra-se na figura 4.3. O

ponto correspondente ao valor de corte de 5.51 tem um desempenho semelhante
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Tabela 4.3: Resultados da otimizacao
Critério clinico DS GA PSO SA
AUCmax 0,9055 0,9006 0,9115 0,8909
Hipotonia 0,9159 0,8984 0,9468 0,6320
Problemas de alimentacao 1,0000 0,8702 0,9908 0,9439
Ganho de peso excessivo 0,0691 0,0427 0,0068 0,0012
Hipogonadismo 0,3914 0,4076 0,7752 0,2144
Atraso no desenvolvimento 0,8833 0,8830 0,8334 0,8903
Hiperfagia 0,4904 0,4612 0,0333 0,0025
Fécies tipica 0,0110 0,0175 0,4933 0,0020
Movimentos fetais diminuidos 0,0109 0,0328 0,0026 0,0256
Problemas de comportamento 0,6765 0,9787 0,6552 0,8671
Apnéia do sono 0,0332 10,0322 0,0020 0,0336
Baixa estatura 0,5984 0,8155 0,2811 0,5387
Hipopigmentacao 0,2562 0,2187 0,0652 0,0159
Maos e pés pequenos 0,2417 0,2146 0,1618 0,0808
Mao estreitas 0,6636 0,6938 0,3159 0,2198
Miopia / esotropia 0,4366 10,4909 0,1895 0,1020
Saliva viscosa 0,4248 0,4267 0,1588 0,2277
Defeitos na fala 0,0894 0,0459 0,0050 0,0190
Dermatilomania 0,3374 0,3243 0,1374 0,1408
Figura 4.2: Curva ROC da solugao DS — AUC = 0.9055
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ao ponto de valor de corte 5.45 da figura 4.2, discutido anteriormente, com
sensibilidade igual a 80% e especificidade de 91%.

Apesar de a solucao encontrada pelo algoritmo GA ter produzido o
terceiro maior valor da AUC, esse conjunto de pesos gerou o ponto de operagao
com sensibilidade de 100% com maior valor de especificidade de todos os quatro
algoritmos. Esse ponto corresponde ao valor de corte igual a 4.44, que opera
a 100% de sensibilidade e a 71% de especificidade. Em comparacao, os pontos
que operam a 100% de sensibilidade das demais solucoes operam a 69%, 64%

e 58% de especificidade, respectivamente para os algoritmos DS, PSO e SA.

Figura 4.3: Curva ROC da solugdo GA — AUC = 0.9006
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A figura 4.4 ilustra a curva ROC relativa a solugao do algoritmo SA. Nessa
curva, dois pontos de operagao sao dignos de nota. O primeiro, cujo valor de
corte ¢ igual a 3.50, opera a uma sensibilidade de 93% e a uma especificidade
de 75%, enquanto que o segundo, com valor de corte igual a 3.89, opera a 80%
de sensibilidade e a 89% de especificidade, sendo, portanto, inferior aos pontos

com valores de corte iguais a 5.45 na solugao DS e 5.51 na solugao GA.

Figura 4.4: Curva ROC da solugdo SA — AUC = 0.8909
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A curva ROC de maior area dentre as geradas pelas solugoes dos quatro
algoritmos encontra-se na figura 4.5. A solugao encontrada pelo algoritmo PSO
permite a construcao de um modelo de diagnostico que alcanga elevados valores
de sensibilidade — %87 — e especificidade — %93 — com um ponto de corte igual
a 4.60.
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Figura 4.5: Curva ROC da solugdo PSO — AUC = 0.9115
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4.3
Avaliagao do Modelo de Diagnéstico Clinico

Nesta se¢ao, os resultados obtidos pelos diferentes algoritmos de otimi-
zagao sao analisados a luz do critério de Holm, com destaque aos resultados
obtidos pelo algoritmo PSO.

Sao apresentados também os resultados das simulagoes de bootstrap,
realizadas com o objetivo de se calcular intervalos de confianca para a diferenca
entre as areas sob as curvas ROC produzidas pelos algoritmos e a AUC da curva
ROC do critério de Holm. Em posse desses intervalos de confianca, é possivel
realizar testes de hipotese relativos a superioridade de cada solugao em relagao
ao critério de Holm.

Inicialmente, na figura 4.6, foram comparadas a curva ROC do algoritmo
PSO com a do critério de Holm. Nota-se que todos os pontos de operagao re-
levantes da curva ROC PSO se encontram em posi¢ao dominante em relacao
aos pontos de operacgao do critério de Holm. Por exemplo, a uma sensibilidade
de %100, a curva ROC PSO opera a especificidade de %64, comparados a %38
do critério de Holm, um ganho de %26. Similarmente, a um nivel de sensibi-
lidade de %87, a curva ROC PSO opera a %93 de especificidade, enquanto



Capitulo 4. Resultados o7

a curva ROC do critério de Holm alcanca apenas %62 de especificidade, um
aumento de %31 em um nivel de sensibilidade particularmente significativo.
Analises semelhantes relativas as demais solugoes de otimizagao — DS, GA e

SA — geraram figuras que podem ser encontradas no Apéndice D.

Figura 4.6: Comparacao solucao PSO e Holm
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Os histogramas relativos as distribui¢oes das diferencas entre as areas
sob as curvas ROC do critério de Holm e os critérios derivados das solugoes de
otimizacao encontram-se na figura 4.7.

De uma forma geral, as distribui¢oes apresentam assimetria levemente
positiva, com caudas mais longas no lado positivo. Nao ha indicios visuais
claros de diferengas notaveis entre as distribuigoes das diferentes solugoes de

otimizacao. A tabela 4.4 apresenta algumas estatisticas dessas distribuicoes.

Tabela 4.4: Resultados da simulagao por bootstrap

Algoritmo Média Mediana Moda DP p2.5 p5.0 p25 p75 p95  p97.5

DS 7,68 7,45 6,67 3,68 1,00 206 509 10,00 14,12 1552
GA 7,20 6,97 691 365 079 1,64 4,67 952 13,58 1503
PSO 8,29 8,06 8,24 361 1,94 2,79 576 10,55 14,67 16,06
SA 6,25 6,06 6,42 393 -085 018 352 879 13,09 14,55

A coluna DP corresponde ao desvio-padrao, e as colunas p2.5, p5.0, p25,
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Figura 4.7: Histogramas das diferencas da AUC estimadas pelo método de bootstrap
para cada solugao de otimizacgao
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p75, p95 e p97.5 aos percentis 2.5, 5.0, 25, 75, 95 e 97.5, respectivamente. A
distribuigao das diferencas de AUC produzida pela solugao do algoritmo PSO
apresentou as maiores média (8.29%), mediana (8.06%) e moda (8.24%), assim
como o menor desvio-padrao (3.61%).

Finalmente, foi possivel realizar um teste de hipoteses no qual a hipotese
nula Hy equivale & hipdtese de que a diferenga entre as areas sob as curvas de
uma solucao especifica e a do critério de Holm é igual a zero. De acordo com
os resultados da tabela 4.5, rejeitou-se a hipotese nula com as solugoes geradas
por todos os algoritmos empregados, com maior destaque para a solucao do

algoritmo PSO, que apresentou o menor valor-p (0.0035).

Tabela 4.5: Testes de hipotese dos experimentos de bootstrap

Algoritmo  Valor-p, Hy : difAyyc =0

DS 0,0094
GA 0,0127
PSO 0,0035

SA 0,0445
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4.4
Modelo de Diagnéstico Clinico para a SPW

Com base nos resultados encontrados, propoe-se o critério diagnoéstico
definido pela solugao encontrada pelo algoritmo PSO como alternativa sig-
nificativamente superiora ao critério de Holm para o diagnostico clinico da
Sindrome de Prader-Willi. A figura 4.8 ilustra a diferenca entre as envoltorias
convexas dos dois critérios, confirmando o achado de que o critério PSO do-
mina integralmente o de Holm. A area hachurada equivale a uma diferenca de

aproximadamente 8.5%.

Figura 4.8: ROCCH do modelo proposto e do critério de Holm
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Na tabela 4.6 estao colocados, lado a lado, os diferentes pesos atribuidos
a cada variavel clinica de ambos os critérios, assim como os respectivos pontos

de corte.

Tabela 4.6: Modelo proposto de diagnostico clinico de SPW

Sinais e sintomas da SPW Holm Proposta
Hipotonia 1,0000 0,9556
Problemas de alimentagao 1,0000 1,0000
Ganho de peso excessivo 1,0000  0,0069
Hipogonadismo 1,0000  0,7823
Atraso no desenvolvimento 1,0000  0,8412
Hiperfagia 1,0000  0,0336
Facies tipica 1,0000  0,4978

Movimentos fetais diminuidos 0,5000  0,0026
Problemas de comportamento 0,5000  0,6613

Apnéia do sono 0,5000  0,0020
Baixa estatura 0,5000  0,2837
Hipopigmentagao 0,5000  0,0658
Maos e pés pequenos 0,5000 0,1633
Mao estreitas 0,5000 0,3188
Miopia / esotropia 0,5000 0,1912
Saliva viscosa 0,5000  0,1603
Defeitos na fala 0,5000  0,0051
Dermatilomania 0,5000  0,1387

Ponto de corte 8,0000  4,6000




5
Discussao

5.1
Analise da Amostra

Todos os pacientes com teste de metilacao positivo apresentaram pro-
blemas de alimentagao e atraso no desenvolvimento, enquanto que em apenas
26.7% deles foram relatados movimentos fetais diminuidos e miopia ou eso-
tropia. Nos pacientes negativos, os critérios clinicos mais prevalentes foram os
problemas de alimentacao, atraso no desenvolvimento, hiperfagia e problemas
na articulacao da fala. Ainda, a maior diferenca na prevaléncia dos critérios cli-
nicos entre os dois grupos foi observada nos critérios de hipotonia, problemas
de alimentacao e hipogonadismo, confirmando os primeiros relatos da SPW
|22, 35|. Por sua vez, ganho de peso excessivo e miopia/esotropia foram obser-
vados em, praticamente, a mesma proporc¢ao em ambos os grupos. A aparente
falta de importancia do ganho de peso excessive e obesidade também jé foi
relatada [77].

As varidveis clinicas de maior especificidade foram hipogonadismo, mo-
vimentos fetais diminuidos, apnéia do sono, baixa estatura, hipopigmentagao,
maos estreitas, miopia/esotropia e saliva viscosa. A maioria dos critérios me-
nores de Holm apresentou valores de especificidade maiores do que 0.65 (8
em 11), sugerindo que esse critérios possam ser mais tteis para o diagnostico
clinico da SPW do que se imaginava.

A tabela 5.1 compara as sensibilidades encontradas por Gunay et al. |20]
com as observadas na amostra.

As variagoes mais marcantes entre a amostra deste estudo e a utilizada
para definir o critério de Gunay ocorreram nos critérios maiores “ganho
de peso excessivo” e “hipogonadismo”, e nos critérios menores “movimentos
fetais diminuidos”, “baixa estatura” e “saliva viscosa”. Em todos esses casos,
a sensibilidade desses critérios na amostra de Gunay-Aygun et al. 20| foi

consideravelmente superior a observada na amostra deste estudo. No entanto,
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Tabela 5.1: Comparagao entre a amostra do estudo e a utilizada em Gunay-Aygun
et al. |20]

Critérios maiores Amostra  Gunay-Aygun et al. 20|
Hipotonia 93,3 97,5
Problemas de alimentacao 100,0 95,7
Ganho de peso excessivo 60,0 95,0
Hipogonadismo 66,7 95,6
Atraso no desenvolvimento 100,0 97,8
Hiperfagia 93,3 93,4
Facies tipica 60,0 494
Critérios menores Amostra Gunay-Aygun et al. |20]
Movimentos fetais diminuidos 26,7 89,3
Problemas de comportamento 86,7 82,1
Apnéia do sono 40,0 36,8
Baixa estatura 60,0 86,0
Hipopigmentagao 33,3 47.0
Maos e pés pequenos 66,7 74,7
Mao estreitas 60,0 69,0
Miopia / esotropia 26,7 492
Saliva viscosa 33,3 82,5
Defeitos na articulagao da fala 80,0 93,1
Dermatilomania 73,3 61,3

dentre os critérios cuja sensibilidade variou muito entre as amostras, apenas faz
parte dos critérios maiores empregados no critério de Gunay — “hipogonadismo”
— 0 que pode explicar a alta sensibilidade do critério de Gunay na amostra deste

estudo, apesar das variagoes observadas.

5.2
Avaliagao dos Critérios Clinicos de Holm e Gunay

Corroborando os resultados de [18] e |21], o desempenho de ambos os
critérios clinicos atualmente propostos na literatura para o diagnostico da SPW
foi mediano.

O critério de Gunay (S=0.93, E=0.52), uma simplificagdo do critério
de Holm, apresentou desempenho deveras leniente, com uma taxa de falso
positivos de quase 50%. Esse desempenho ¢ fraco, tendo em vista que se trata
de uma doenca genética de baixissima incidéncia e sem tratamento solidamente
estabelecido, condigoes que desfavorecem critérios de alta sensibilidade em
detrimento da especificidade. Além disso, o exame molecular de diagnostico nao
esta disponivel amplamente no Brasil e, quanto o esta, seu custo é proibitivo

para a maioria da populacgao.
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Jé& o critério de Holm — modificado de forma a excluir a variavel relativa
a presenca de delecoes na regiao 15qll-ql3 ou de outras anormalidades
citogenéticas ou moleculares nessa regiao — apresentou desempenho um pouco
melhor em termos de sensibilidade (0.73) e especificidade (0.74), porém ainda
aquém do desempenho obtido pelo modelo proposto neste trabalho (S=0.87,
E=0.93).

Percebeu-se também que o ponto de corte do critério de Holm para
pacientes acima de 3 anos pode ser alterado para 8.5, pois o desempenho
do critério nesse ponto de operacao foi superior ao do ponto de corte sugerido
originalmente, que é igual a 8.0.

Além dessa mudanga, o critério de Holm pode sofrer outras duas altera-
¢oes. A primeira relaciona-se com a presenca de anormalidades moleculares na
regiao 15ql1-q13. Como o padrao-ouro do diagnéstico da SPW é exatamente
a descoberta de tais alteracgoes, essa variavel perde o sentido. Gunay-Aygun et
al. |20] ja haviam excluido esse quesito.

Em segundo lugar, a restricao de que parte do total de pontos do critério
de Holm deva ser oriunda dos critérios maiores — 4 em um total de 5 para
menores de 3 anos e 5 em um total de 8 para os maiores de trés anos — pode
ser abolida. Tal restricao mostrou-se indcua uma vez que nenhum participante
deixou de ser classificado como positivo por causa dela e diversos participantes
com resultado negativo por nao terem atingido o total minimo ainda assim

cumpriram com a exigéncia.

5.3
Otimizagao da AUC

O algoritmo que alcangou a melhor marca para a area sob a curva
ROC do modelo de diagnoéstico associado foi o algoritmo PSO, com uma
AUCmax igual a 0.9115, seguido pelo algoritmo de busca direta (DS), com uma
AUCmax = 0.9055, pelo algoritmo GA (AUCmax = 0.9006) e pelo algoritmo
SA (AUCmax = 0.8909).

A variacao dos pesos dados a cada critério clinico por cada algoritmo foi
pequena, em geral, com algumas excegoes. Enquanto o algoritmo PSO atribuiu
um peso igual a 0.7752 ao hipogonadismo, os demais algoritmos atribuiram
pesos consideravelmente menores: DS (0.3914), GA (0.4076) e SA (0.2144). O
mesmo ocorreu com o sinal de facies tipica, cujos pesos atribuidos pelos demais
algoritmos foram quase 40 vezes menores do que o atribuido pelo algoritmo
PSO. Ja o peso atribuido pelo PSO a hiperfagia foi significativamente menor

do que os atribuidos pelos algoritmos DS e GA.
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Apesar dessas variagoes, alguns sinais/sintomas receberam pesos altos em
todos os critérios — hipotonia, problemas de alimentacao, atraso no desenvol-
vimento e problemas de comportamento. Por outro lado, alguns parecem nao
ser tao relevantes para o diagnostico clinico da SPW, de acordo com os quatro
algoritmos: ganho de peso excessivo, movimentos fetais diminuidos, apnéia do
sono e defeitos na articulacao da fala.

Fazendo uso da propriedade de invariancia das curvas ROC, é possivel
redefinir os pesos de forma que a soma deles seja igual a um (ou 100%),
permitindo, assim, que se possa analisar os pesos relativos de cada variavel
na composigao final do score. O resultado dessa normalizagao encontra-se na

tabela 5.2.

Tabela 5.2: Resultados da otimizagao normalizados

Algoritmo DS GA PSO SA
AUCmax 0,9055 0,9006 0,9115 0,8909
Hipotonia 12,2 11,4 15,6 12,7
Problemas de alimentacao 13,3 11,1 16,4 19,0
Ganho de peso excessivo 0,9 0,5 0,1 0,0
Hipogonadismo 5,2 5,2 12,8 4,3
Atraso no desenvolvimento 11,7 11,2 13,8 18,0
Hiperfagia 6,5 5,9 0,5 0,1
Facies tipica 0,1 0,2 8,1 0,0

Movimentos fetais diminuidos 0,1 0,4 0,0 0,5
Problemas de comportamento 9,0 12,5 10,8 17,5

Apnéia do sono 0,4 0,4 0,0 0,7
Baixa estatura 7,9 104 4.6 10,9
Hipopigmentacao 3,4 2,8 1,1 0,3
Maos e pés pequenos 3,2 2,7 2,7 1,6
Mao estreitas 8,8 8,8 5,2 4.4
Miopia / esotropia 5,8 6,2 3,1 2.1
Saliva viscosa 5,6 5,4 2,6 4,6
Defeitos na fala 1,2 0,6 0,1 0,4
Dermatilomania 4.5 4,1 2,3 2,8

Conclui-se que apenas seis variaveis — hipotonia, problemas de alimenta-
¢ao, hipogonadismo, atraso no desenvolvimento, problemas de comportamento
e facies tipica — totalizam 77.5% do total de pontos da solugao PSO.

A curva ROC do algoritmo PSO é destacada novamente na figura
5.1. A solugao encontrada pelo algoritmo PSO permite a constru¢ao de um
modelo de diagnostico que alcanca elevados valores de sensibilidade — %87 —
e especificidade — 93% — com um ponto de corte igual a 4.60. Esses valores

indicam que, dos 15 pacientes positivos, 13 foram corretamente identificados,
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i.e., houve apenas dois falsos-negativos, e que, dos 55 pacientes negativos,
51 foram corretamente classificados, i.e., somente quatro pacientes saudéveis

foram falsamente diagnosticados com SPW.

Figura 5.1: Curva ROC da solugao PSO — AUC = 0.9115
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5.4
Desenvolvimento de Modelos Quantitativos para Diagnéstico Clinico

A abordagem de maximizacao da AUC da curva ROC no desenvolvi-
mento de modelos de diagnostico é largamente empregada na literatura, par-
ticularmente em estudos de biomarcadores oncologicos [137, 141, 142| e em
técnicas de diagnosticos radiologicos [143, 144]. Foram sugeridos modelos pa-
ramétricos e que apresentam solugoes analiticas |141, 144|, assim como modelos
livres de premissas a respeito da distribui¢ao da amostra [137, 145|. Uma dis-
cussao mais detalhada sobre a abordagem de maximizagao da AUC da curva
ROC pode ser encontrada em |106, cap. 4.

Nesses trabalhos, os diferentes critérios clinicos ou biomarcadores foram
combinados de forma linear, i.e., o score calculado para cada paciente é uma
combinacao linear dos critérios clinicos. No presente estudo, optou-se também

por uma forma funcional linear para o célculo do score e pela utilizacao de
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uma abordagem estatistica nao-paramétrica, livre de quaisquer premissas sobre
as distribui¢oes das observagoes positivas (individuos portadores da SPW) e
negativas (individuos saudaveis) [106, Capitulo 10]. Naturalmente, essa escolha
permite uma maior flexibilidade na montagem do problema, apesar de exigir a
utilizagao de uma abordagem computacional intensa, uma vez que as solugoes
sao encontradas por métodos numeéricos.

O presente estudo permitiu a reflexao sobre a viabilidade de se desenvol-
ver modelos quantitativos de diagnoéstico clinico, em geral, e para o diagnoéstico
da SPW, em particular.

Primeiramente, demonstrou-se a praticabilidade da utilizacao de algo-
ritmos de otimizagao global na maximizagao da AUC da curva ROC de um
critério de diagnostico, uma abordagem, até entao, inédita na literatura.

O objetivo desses algoritmos é encontrar a solu¢ao global de modelos
complexos — freqiientemente nao-lineares, porém limitados ou sob restri¢oes
— na presenca de miltiplos 6timos locais. A aplicacao desses algoritmos é
ampla, desde a alocagao de recursos financeiros em carteiras de investimento
e o desenho de malhas logisticas eficientes & previsao da estrutura terciaria de
proteinas |146].

Demonstrou-se também que a utilizacao de modelos quantitativos no
desenvolvimento de critérios clinicos de diagnostico nao s6 pode, como deve, ser
inserida no contexto maior da “medicina baseada em evidéncias”. Os avancos
computacionais incessantes permitem que tais ferramentas sejam facilmente
implementados em planilhas eletrénicas ou em aplicativos para smart phones,
podendo ser utilizados a beira do leito por médicos com conhecimentos
clinicos bésicos, agilizando o encaminhamento dos pacientes com resultados
positivos para servigos mais especializados. Naturalmente, a avaliacao do
clinico especializado, seja ele um pediatra ou geneticista, nao deve nunca se
render a tirania dos modelos quantitativos mas sim incorporar tais ferramentas
ponderadamente, como ditam os preceitos fundamentais da medicina baseada
em evidéncias [1, 2|.

Ademais, a simples categorizacao, presente em diversos critérios clinicos
de diagnostico, em “critérios maiores” e “critérios menores” baseada em “con-
sensos de especialistas” deve ser substituida por modelos quantitativos, desen-
volvidos também por esses mesmos especialistas, porém utilizando-se técnicas
quantitativas modernas e sofisticadas. Este estudo preenche esta lacuna ilus-
trando a aplicacao, de forma integrada, de metodologias conhecidas ha décadas
com o objetivo de resolver um problema clinico até o momento sem solugao

satisfatoria.
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5.5
Proposta de um Modelo de Diagnéstico Clinico para a SPW

Finalmente, foi possivel construir um modelo de diagnoéstico clinico de
indicacao de realizagao de testes moleculares em pacientes suspeitos de SPW
com elevada precisao. Confirmando-se os resultados deste estudo em outras
amostras, pode até ser possivel utilizar o modelo proposto para diagnosticar
a doenca, caso o nivel elevado de especificidade seja mantido em amostras de
validagao. Reproduz-se, na tabela 5.3, o modelo proposto para o diagnostico
clinico da SPW.

Tabela 5.3: Modelo proposto de diagnostico clinico da SPW

Sinais e sintomas da SPW Pesos
Hipotonia 0,9556
Problemas de alimentagao 1,0000
Ganho de peso excessivo 0,0069
Hipogonadismo 0,7823
Atraso no desenvolvimento 0,8412
Hiperfagia 0,0336
Fécies tipica 0,4978

Movimentos fetais diminuidos 0,0026
Problemas de comportamento 0,6613

Apnéia do sono 0,0020
Baixa estatura 0,2837
Hipopigmentacao 0,0658
Maos e pés pequenos 0,1633
Mao estreitas 0,3188
Miopia / esotropia 0,1912
Saliva viscosa 0,1603
Defeitos na fala 0,0051
Dermatilomania 0,1387
Ponto de corte 4,6000

5.6
Limitacoes do Estudo

O presente estudo padece de algumas limitagoes que podem diminuir
a capacidade de generalizacao dos resultados encontrados para populagoes
maijores.

Primeiramente, como a avaliagao clinica de cada paciente/participante
nao foi efetuada pelo mesmo médico, é possivel que exista algum nivel de
heterogeneidade na avaliagao da presenca de algum sinal ou sintoma da SPW.

Naturalmente, o desenho ideal de pesquisa imporia a realizacao da avaliacao
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clinica por um tnico clinico, o que reduziria esse viés de pesquisa efetivamente
a zero. No entanto, esse desenho torna-se impraticivel uma vez que, por se
tratar de uma doenca rara, as amostras obtidas fatalmente serao compostas
por pacientes oriundos de outras unidades de satde no Rio de Janeiro e até de
outros estados.

A segunda limitacao do estudo esté relacionada ao tamanho da amostra.
Essa é uma dificuldade que afeta todos os estudos sobre doencas raras em
geral, e a SPW, em particular. Para tentar contornar esse impecilho, pode-se
realizar procedimentos de validacao dos modelos desenvolvidos para se verificar
a consisténcia e robustez dos resultados encontrados |147, Capitulo 17]. Um
desses procedimentos contempla exatamente a realizacao de experimentos de
simulagao por bootstrap discutidos na se¢ao anterior.

A terceira limitacdo do estudo advém do fato de nao ter sido ser feita
distingao entre as trés etiologias mais comuns de SPW: delecao dos tipos I e
IT e dissomia uniparental materna. Teoricamente, é razoavel deduzir que haja
diferencas clinicas entre esses fenotipos uma vez que a perda de expressao
génica difere em magnitude e gravidade nesses trés casos. Com efeito, algumas
dessas diferencas ja foram descritas empiricamente |74, 78, 80, 81|. Assim,
idealmente, desenvolver-se-ia um modelo de diagnoéstico clinico para cada uma
dessas etiologias. No entanto, limitacoes relativas ao tamanho da amostra

impedem a tomada desse curso de agao.



6

Conclusao

Os critérios de Holm e Gunay apresentaram desempenho insatifatorio,

corroborando estudos anteriores.

O ponto de corte 6timo para o critério de Holm pode ser alterado para
8.5, em vez de 8.0.

A exigéncia de que parte dos pontos totais do critério de Holm venha

dos critérios maiores pode ser abolida.

O critério maior de Holm relacionado & presenca de anormalidades

moleculares na regiao 15q11-q13 deve ser eliminado.

E possivel desenvolver modelos quantitativos de diagnostico clinico para a
SPW com propriedades estatisticas superiores aos modelos de diagnostico

clinico atualmente propostos na literatura.

Os algoritmos evolutivos de otimizacao global mostraram-se poderosos
na determinacao dos pesos 6timos das varidveis clinicas utilizadas do

desenvolvimento do modelo clinico de diagnéstico.

Foi proposto um modelo de diagnostico clinico simples e de facil im-
plementagao, capaz de distinguir um paciente portador da SPW de um
outro saudavel em mais de 91% dos casos. O modelo proposto apresentou

uma sensibilidade de 87% e especificidade de 93%.

No modelo proposto, apenas seis variaveis clinicas — hipotonia, problemas
de alimentacao na infancia, hipogonadismo hipotalamico, atraso global
no desenvolvimento, problemas de comportamento e facies tipica — tota-
lizaram mais de 77.5% do total de pontos, indicando a sua importancia

para a suspeicao do diagnostico de SPW.
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Figura A.1: TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, )

responséavel por ,

declaro ter lido a carta de informacao a respeito do projeto de pesquisa:

Desenvolvimento e avaliagdo de modelos quantitativos de diagndéstico
clinico da Sindrome de Prader-Willi.

Assim, autorizo meu filho e/ou minha filha menor de idade a participar deste
estudo e acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informagdes
que li ou que leram para mim, descrevendo o mesmo. Eu discuti com o médico a
minha decisdo de participar deste estudo. Ficaram claros os objetivos e o0s
propositos desta pesquisa, os procedimentos a serem realizados, os desconfortos,
riscos e as garantias de confidencialidade, além de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também, que a minha participacdo é isenta de despesas, exceto 0s
inerentes a locomogdo e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar,
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar 0 meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa
ter adquirido, ou no meu atendimento neste servico.

Assinatura do responsavel legal Data

Assinatura de testemunha Data

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo deste
estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data



B
Modelo da Ficha do Paciente

Figura B.1: Ficha com os dados dos participantes do estudo

PROJETO: Desenvolvimento e avaliagao de modelos quantitativos de diagnéstico
clinico da Sindrome de Prader-Willi.

FICHA DO PACIENTE

Nome do Paciente: Prontuario:
Idade (anos e meses): Peso: Altura:
Data de nascimento: Data da consulta:

Critérios Para Diagnéstico Clinico da SPW

Marcar abaixo os sinais e sintomas apresentados pelo paciente

Hipotonia neonatal com modesta melhora com a idade

Dificuldade de alimentagéo na infancia, com necessidade de algum tipo de
alimentacao especial, € ma evolugéo ponderal

Ganho excessivo de peso na curva de peso-altura apdés 12 meses, mas antes dos
6 anos

Caracteristicas faciais tipicas: olhos amendoados, Iabio superior pouco espesso,
escafocefalia

Hipogonadismo: hipoplasia genital ou maturagéo gonadal retardada, dependendo
da idade

Atraso global do desenvolvimento psicomotor (< 6 anos); retardo mental leve ou
dificuldades de aprendizado (> 6 anos)

Hiperfagia e/ou obsessao por comida

Diminuicdo dos movimentos fetais ou letargia infantil com melhora com a idade

Problemas de comportamento; 5 ou mais destes: furia, acessos de violéncia e
comportamento obsessivo-compulsivo, argumentativo, opositor, inflexivel,
manipulador, possessivo, teimoso, mentiroso, cleptomania.

Disturbios do sono ou apnéia do sono

Baixa estatura até os 15 anos

Hipopigmentacao; pele e cabelos (em relagdo aos familiares)

Maos e pés pequenos para idade

Maos delgadas com borda ulnar reta

Anormalidades oculares (miopia, esotropia)

Saliva viscosa com crostas nos cantos dos labios

Problemas na articulagédo das palavras na fala

Lesdes de pele (dermatotilexomania)
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Parametros iniciais das rotinas de otimizacao

Tabela C.1: Valores dos parametros utilizados no algoritmo DS; “[|” denota o valor
default do MATLAB e eps = 2.2204 x 10716,

Parametro DS
Cache on
CacheSize []
CacheTol []
CompletePoll (]
CompleteSearch (]
Display []
InitialMeshSize 0.01
InitialPenalty (]
MaxFunEvals []
MaxIter []
MaxMeshSize []
MeshAccelerator on
MeshContraction []
MeshExpansion (]
MeshRotate (]
OutputFcns []
PenaltyFactor (]
PlotFcns []
PlotInterval []
PollingOrder (]
PollMethod gpspositivebasis2n
ScaleMesh (]
SearchMethod OGPSPositiveBasis2N
TimeLimit []
TolBind eps
TolCon eps
TolFun eps
TolMesh eps
TolX eps
UseParallel []

Vectorized (]
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Tabela C.2: Valores dos parametros utilizados no algoritmo GA; “||” denota o valor
default do MATLAB e eps = 2.2204 x 10716,
Parametro GA
CreationFcn []
CrossoverFcn [
CrossoverFraction (]
Display (]
DistanceMeasureFcn []
EliteCount (]
FitnessLimit (]
FitnessScalingFcn (]
Generations (]
HybridFcn (]
InitialPenalty (]
InitialPopulation (]
InitialScores (]
MigrationDirection []
MigrationFraction (]
MigrationInterval (]
MutationFcn (]
OutputFcns (]
ParetoFraction (]
PenaltyFactor (]
PlotFcns (]
PlotInterval (]
PopInitRange (]
PopulationSize 100
PopulationType (]
SelectionFcn []
StallGenLimit (]
StallTest (]
StallTimeLimit (]
TimeLimit (]
TolCon eps
TolFun eps
UseParallel (]

Vectorized (]
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Tabela C.3: Valores dos parametros utilizados no algoritmo PSO; “[|” denota o valor

default do MATLAB e eps = 2.2204 x 10716,
Parametro PSO
CreationFcn Opswcreationuniform
Display ’final’
DisplayInterval 1
FunValCheck Joff’
HybridFcn []
InertiaRange [0.1000 1.1000]
InitialSwarm (]
InitialSwarmSpan 2000
MaxIter ’200*numberofvariables’
MaxTime Inf
MinFractionNeighbors 0.2500
Objectivelimit -Inf
OutputFcns []
PlotFcns (]
TolFun 2.2204e-16
SelfAdjustment 1.4900
SocialAdjustment 1.4900
StalllterLimit 20
StallTimeLimit Inf
SwarmSize ’min (100, 10*numberofvariables)’
UseParallel 0

Vectorized Toff?
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Tabela C.4: Valores dos parametros utilizados no algoritmo PSO; “[|” denota o valor
default do MATLAB e eps = 2.2204 x 10716,

Parametro SA
AnnealingFcn (]
TemperatureFcn (]
AcceptanceFcn (]
TolFun eps
StallIterLimit 0
MaxFunEvals (]
TimeLimit (]
MaxIter (]
ObjectiveLimit (]
Display (]
DisplayInterval (]
HybridFcn (]
HybridInterval (]
PlotFcns (]
PlotInterval (]
OutputFcns (]
InitialTemperature []
Reanneallnterval (]

DataType []




D
Comparacao das solucoes de otimizacao com o critério de
Holm

Figura D.1: Comparagao solugao DS e Holm
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Figura D.2: Comparacao solucdo GA e Holm
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