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Resumo

Em muitas situagoes, existe a necessidade de estudar o comportamento de alguma carac-
teristica em uma mesma unidade amostral ao longo do tempo, dose acumulada de algum
nutriente ou medicamento. Na pratica, a estrutura dos dados dessa natureza geralmente
estabelece comportamentos nao lineares nos parametros de interesse, ja que estes carac-
terizam melhor a realidade biologica pesquisada. Essa conjuntura é propicia ao estudo
de remodelacao cardiaca (RC) por sobrecarga pressérica em ratos submetidos a diferen-
tes manobras sequenciais de célcio. Como o comportamento da RC nao estd claramente
estabelecido, o objetivo deste trabalho consiste em fazer um estudo comparativo sobre a
performance de quatro modelos de curvas de crescimento em quatro grupos experimentais,
considerando erros normais # generalizado multivariado. Além disso, a modelagem dos
dados envolve duas estruturas de covariancia: a homocedastica com a presenca de auto-
correlacao lag 1 e a heterocedastica multiplicativa. No contexto metodoldgico, utiliza-se
o procedimento de estimacao por méaxima verossimilhanca com a aplicacao da técnica
de reamostragem bootstrap. Além disso, técnicas de simulagoes sao implementadas para
comprovagao das propriedades metodolégicas aplicadas. Para comparacao entre os mode-
los, utilizam-se alguns avaliadores de qualidade de ajuste. Conclui-se, no presente estudo,
que a estrutura homocedéstica com autocorrelagao lag 1 para os modelos Brody e de Von
Bertalanffy, destacam-se por apresentar excelentes estimativas e boa qualidade de ajuste

da tensao maxima desenvolvida (TD) em funcao dos diferentes niveis de doses de célcio.

Palavras-chave: Remodelacao cardiaca, Curva de crescimento, Estruturas de

covariancia e Maxima verossimilhanca.
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Abstract

Many situations, there is a need to study the behavior of some characteristic in the same
sample unit over time, accumulated dose of some nutrient or medication. In practice,
the structure of data of this nature generally establishes non-linear behaviors in the para-
meters of interest, since these characterize better the biological reality researched. This
situation is favorable to the study of cardiac remodeling (CR) by pressure overload in
rats submitted to different sequential calcium maneuvers. As the behavior of CR is not
clearly established, the objective of this work is to perform a comparative study on the
performance of four models of growth curves in four experimental groups, considering
normalized multivariate 6 standard errors. In addition, the data modeling involves two
covariance structures: the homocedastic with the presence of autocorrelation lag 1 and
the multiplicative heterocedastic. In the methodological context, the procedure of esti-
mation by maximum likelihood is used with the technique of bootstrap resampling. In
addition, simulation techniques are implemented to prove the methodological properties
applied. For the comparison between the models, some adjustment quality evaluators are
used. It is concluded in the present study that the homocedastic structure with lag 1
autocorrelation for the Brody and Von Bertalanffy models stands out for presenting ex-
cellent estimates and good quality of adjustment of the maximum developed stress (TD)

as a function of the different levels of calcium doses.

Keywords: Cardiac remodeling, Growth Models, Covariance structures and Maximum

Likelihood.
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Capitulo 1
Introducao

Na area da saude, as anormalidades cardiacas decorrentes do acimulo de gordura
vem sendo estudadas por meio dos modelos experimentais que induzem obesidade por
dietas. Pesquisas mostram que o desequilibrio energético na obesidade vem acarretando
séria disfuncao cardiaca. Diante dessa afirmacao, estudos experimentais com ratos tém
sido largamente empregados na avaliagao da relagao entre fungao cardiaca e metabolismo
energético na obesidade.

Normalmente, os modelos de crescimentos utilizados na linha de pesquisas de re-
modelagao cardiaca nao avaliam a possivel presenga da variagao heterocedéstica e/ou a au-
tocorrelagao dos dados ao longo do tempo. Nas ciéncias da satide e biologicas, sao poucas
as publicacoes aplicadas a curvas de crescimento, a dados longitudinais que consideram os
pressupostos inerentes a medidas realizadas na mesma unidade experimental. Neste sen-
tido, propoe-se, no presente trabalho, uma nova abordagem para ajuste dos modelos nao
lineares, substituindo o pressuposto de normalidade dos erros por uma distribuicao normal
0 generalizada multivariada. Essa distribuicao inclui casos das distribuicoes normal e de
Laplace, sendo inicialmente utilizada por Goodman and Kotz [1973]. Vale ressaltar que
a escolha dessa distribuicao se deu pelo fato de sua aplicacao ser relevante em diversas
areas de pesquisa e por apresentar resultados robustos nas estimacoes dos parametros.
Além disso, sugere-se uma familia de distribui¢bes nao lineares para modelar as curvas
de crescimento para dados longitudinais (Brody, Gompertz, logistica e Von Bertalanffy),
considerando ainda duas diferentes estruturas de covariancias (estrutura homocedéstica
com a presenca de autocorrelacao lag 1 e estrutura heteroceddstica multiplicativa).

E importante salientar que essa formulagao foi utilizada para incorporar possiveis
dependéncias entre as observacoes no mesmo individuo, pois estruturas de regressao nao
linear fornecem a variacao das médias e dos parametros de dispersao de acordo com as
medidas observadas ao longo do tempo, o que pode conduzir a um rendimento satisfatério

aos modelos caso haja grande variabilidade nos dados.



Introducao 2

O tema abordado ¢ suficientemente capaz de abranger uma ampla gama de
aplicacgoes praticas de diferentes areas de conhecimento, tendo em vista que é de extrema
importancia construir modelos que acomodem bem essa dependéncia entre as observagoes
no individuo e a possivel heterocedasticidade nos dados.

A motivacao do estudo se deu pelo fato de que os modelos de crescimentos utili-
zados em pesquisas de remodelacao cardiaca, existentes na literatura médica, nao levam
em consideracao a presenca dos erros normais generalizados multivariados, considerando
todas as variacoes dos individuos ao longo do tempo.

A partir de dados coletados, o presente estudo discutiu e analisou respostas expe-
rimentais da remodelacao cardiaca quando sao avaliados parametros funcionais mecanicos
em ratos submetidos a diferentes manobras sequenciais de cédlcio. A apresentacao e dis-
cussao da metodologia de andlise estatistica do estudo, foram desenvolvidas com dados
provenientes de um experimento realizado pelo Grupo de Pesquisa em Cardiologia Expe-
rimental da FMB/UNESP-Botucatu. O experimento consiste na remodelac¢ao cardiaca
de ratos Wistar, induzidos a estenose aértica (EAo) supravalvar, que foram submetidos a
manobra de calcio envolvendo varios niveis e diferentes dietas administradas aos animais.
O interesse fundamental pontua-se na hipétese de que os modelos nao lineares, associados
as estruturas probabilisticas e de variabilidade, produzem modelos robustos com respostas
consistentes em relacao a niveis sequenciais crescentes de calcio administrados nos ani-
mais nas diferentes dietas, evidenciando assim um ganho substancial para o pesquisador
na qualidade dos resultados obtidos.

O procedimento de estimacao de maxima verossimilhanga serd utilizado para
realizar a inferéncia dos parametros desses modelos e as propriedades da metodologia
estatistica aplicada sao investigadas por meio de testes de simulacoes. Além disso, critérios
de sele¢ao dos modelos foram utilizados para selecionar o que melhor se ajusta ao conjunto
de dados.

O texto compreende cinco capitulos, estruturados da seguinte forma: No capitulo
1, apresenta-se a justificativa e os objetivos desse trabalho. No capitulo 2, descreve-se
uma breve revisao da literatura. No capitulo 3, apresenta-se a descricao metodolégica da
construcao do plano experimental relativo a linha de pesquisa em remodelagao cardiaca
em ratos e a descricao do método proposto de estimacao de maxima verossimilhanca para
ajuste dos erros normais generalizados multivariados dos quatro modelos de curvas de
crescimento estudados. Adicionalmente, introduzem-se as estruturas de covariancia para
os vetores dos erros, complementando-se com as analises dos residuos e os critérios de
selecao dos modelos. No capitulo 4, destacam-se as aplicagoes da metodologia para dados
reais, no qual foi avaliada a tensdo do desenvolvimento (TD) dos ratos Wistar machos,

apos o recebimento de doses continuas de célcio em duas dietas e os resultados das andlises
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e avaliacao do estudo de simulagao. Por fim, as conclusoes com base nos resultados obtidos
e propostas futuras sao apresentadas no capitulo 5.

Todas as analises e graficos contidos nessa pesquisa foram desenvolvidos no ambi-
ente de programagao computacional R Development Core Team [2009] versao 3.3.1, cuja

versao encontra-se livre e gratuita em www.r-project.org/



Capitulo 5
Conclusao e discussao

Neste trabalho, foram implementados métodos de estimacao nao linear de qua-
tro modelos de crescimento (Brody, Gompertz, Logistico e Von Bertalanffy), com as
estruturas de covariancia homocedastica com autocorrelacao lag 1 e a heterocedastica
multiplicativa, e erros com distribuigao normal 6 generalizada multivariada.

A metodologia proposta foi baseada no procedimento de estimagao por maxima
verossimilhanca com construgao de intervalos de previsao bootstrap nao paramétrico. A
aplicagao buscou, mediante o ajuste desses modelos, descrever todo o comportamento do
ventriculo esquerdo, durante o processo de remodelacao cardiaca.

Durante o processo de desenvolvimento do modelo, muitas dificuldades foram
encontradas, tais como a escolha das condicoes iniciais e de convergéncia que podem ser
atribuidas ao grande nimero de parametros a serem estimados e ao dimensionamento
amostral (pequenas amostras). Além disso, muitos modelos tenderam a subestimar os
valores iniciais e finais da TD.

Os resultados das estruturas dos modelos analisados permitem observar que o mo-
delo homocedastico com autocorrelagao lag 1 foi o mais eficaz no tratamento dos conjuntos
de dados analisados, pois forneceu estimativas e intervalos de confianca bootstrap estatis-
ticamente significante com adequada interpretacao bioldgica dos parametros. Os avaliado-
res da qualidade do ajuste dos modelos decidiram a favor do modelo Von Bertalanfty para
os grupos que passaram pelo procedimento de indugao da estenose adrtica supravalvar
(EAo) e do modelo Brody para os demais grupos analisados.

Os modelos ajustados corroboram com os resultados encontrados para esse expe-
rimento por Campos [2014]. Todavia, hé que se considerar que a metodologia empregada
por este autor e outros que realizam pesquisa de remodelacao cardiaca, ficou limitada
a comparacao dos vetores médios de respostas das sete concentracoes de célcio utiliza-
das, isto é, analises realizadas por meio de técnicas multivariadas de modelos com medi-

das repetidas em grupos independentes, comparadas por meio do teste de comparagoes

o4
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miultiplas de médias de Bonferroni. Embora o procedimento esteja corretamente aplicado,
restringe-se a conclusoes fragmentadas do vetor da resposta da TD.

Ademais, vale ressaltar que desta maneira a metodologia tradicional descuida-
se fortemente da variabilidade residual acumulada a cada nova dose administrada ao
analisar a TD de forma fracionada, sem levar em consideracao a presenca da dependéncia
contida na informacao biolégica ao longo de todo o experimento. Contudo, embora por
procedimentos distintos, ha certa concordancia nos resultados obtidos, destacando-se o
que mostra que as dietas utilizadas nao promovem alteragoes na funcao miocardica e que
todas as alteragoes foram dependentes das manobras de doses de cédlcio administradas.

A implementacao da metodologia estatistica utilizada na presente pesquisa pro-
moveu um indicativo interessante e diferenciado em relagdo ao Campos [2014], no qual
o modelo funcional de resposta da estenose em relacao a dose, independentemente da
dieta utilizada, consiste numa expressao matematica distinta da EAo em confronto com
o controle (SHAM), que leva em consideragao a possivel agressao da indugao da estenose
no animal, refletindo na mudanca da expressao matematica do modelo.

A necessidade de mudanca de modelo torna-se evidente diante da sensivel va-
riagao na velocidade de crescimento (derivada primeira) e pela atenuacao da desaceleracao
mostrada pela derivada segunda da TD em funcao da dose, independente da dieta admi-
nistrada. Ou seja, a mudanca do modelo se deu pelo fato de que no grupo EAo, quanto
mais lento o crescimento da TD, pior a fun¢ao cardiaca do animal, pois, para cada unidade
de variacao requerida pelo modelo Brody, tém-se trés unidades de variagao no modelo de
Von Bertalanffy. Essa situacao torna-se evidente nos dados pela antecipacao da saturacao
de calcio nos animais.

Um fato nao configurado na revisao bibliografica do ajuste dos modelos da re-
modelacao cardiaca é que sob o ponto de vista bioldgico, a introducao de modelos nao
convencionais (nao linearizaveis), destacou-se por captar toda a estrutura longitudinal da
variabilidade da TD, considerando o animal como todo, desde o nivel mais baixo até o
nivel mais elevado da dose de calcio.

Outro ponto importante no modelo homocedastico com autocorrelacao lag 1 sao
os resultados dos dados simulados. No qual, por meio dos critérios de selecao do modelo e
proximidade entre os parametros reais e estimados foi possivel comprovar a performance
eficiente dos modelos implementados.

Um aspecto interessante e motivador para ser utilizado em outras pesquisas,
consiste no uso da distribuicdo normal 6 generalizada multivariada na area da satide
por apresentar o terceiro parametro referente a forma 6, o qual possibilita modelar as
respostas de diversos comportamentos dos conjuntos de dados simétricos com diferentes

formas de achatamento (leptoctrtica, mesocurtica e platicirtica). Assim, considerando
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essa premissa, pode-se destacar a presente metodologia como uma opcao de estrutura de
variabilidade dos dados, pioneira no uso de um parametro a mais, que pode ser utilizado
em quaisquer circunstancias das areas das ciéncias biologicas e da satde para um modelo
que apresente um bom indicativo de resposta para dados com estrutura longitudinal.

Quando considera-se a presenca da heterocedasticidade no tratamento dos dados,
pode-se observar por meio dos intervalos de confianca bootstrap, que muitos parametros
nao foram significantes. Esse fato pode ser explicado, tendo em vista que, a premissa da
natureza bioldgica da amostra sustenta a baixa variabilidade e a autocorrelacao nos dados.
No entanto, este problema também pode ser atribuido a limitagao da teoria assintotica
em estimar um elevado ntimero de parametros proveniente de pequenas amostras.

Mediante a esse cenario, constatou-se que entre todos os modelos avaliados, a
estrutura homocedastica com autocorrelagao lag 1, promoveu um ajuste satisfatério que
foi capaz de captar toda a estrutura longitudinal exigida pela natureza dos dados, o
qual forneceu estimativas consistentes para o entendimento da TD em funcao das doses
administradas.

Por fim, como proposta para futuros trabalhos, pode se adotar outros modelos
de crescimento e utilizar a abordagem bayesiana para realizar comparacoes com presente

estudo, além disso, pode-se considerar outras distribuicoes para os erros desses modelos.
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