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(57) Resumo: Método de diagnéstico baseado em padrdes protedmicos
e/ou gendmicos por vetores de suporte aplicado a espectometria de massa
A presente invencdo refere-se a um método de diagnéstico médico
baseado em padrdes protedmicos e/ou gendmicos, por meio de dados
obtidos em espectros gerados pela espectometria de massa no qual é
possivel classificar os pacientes quanto ao estagio de Infectabilidade.
Adicionalmente, a presente invengcdo também se refere a dois novos
blomarcadores para o diagndstico médico da Doenga de Hodgkin. Baseado
nas analises de SVM localiza-se as janelas de Interesse e posteriormente
recolre-se ao espectro de massa para que ocolfa a localizagédo dos
biomarcadores, de modo que a identificacdo dos ditos biomarcadores
ocolra por meio de um gel 2D ou por meio da espectrometria de massa.
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Método de diagnéstico baseado em padrdes protedmicos e/ou
gendmicos por vetores de suporte aplicado a espectometria
de massa.

Campo da Invengdo

A presente invengdo refere-se a um método de
diagnéstico médico baseado em padrdes protedmicos e/ou
gendémicos, por meio de dados obtidos em espectros gerados
pela gspectometria de massa no qual é possivel classificar
os pacientes quanto ao estagio de infectabilidade.
Adicionalmente, a presente invengdo também se refere a dois
novos biomarcadores para o diagnéstico médico da Doenga de
Hodgkin.
Fundamentos da Invengdo:

Durante os udltimos 40 anos, a possibilidade de
detecgdo do <céancer num estdgio inicial por meio de
biomarcadores permitiu uma imensa transformagao no campo de

diagnéstico médico, além de permitir uma quantificagao na

' progressdo da resposta do individuo ao tratamento.

A busca por um biomarcador ocorre por meio de analises
do proteoma do paciente, entretanto, para distinguir uma
unica patologia, as analises de um, ou de alguns
biomarcadores tem sido sem sucesso até os dias de hoje.
Como exemplo de biomarcador pode-se citar o biomarcador
PSA. Dito biomarcador é um antigeno especifico utilizado no
diagnéstico de céncer de préstata.

Proteoma ¢é definido como proteinas expressas pelo
genoma apresentado, o qual pode variar intensamente com O

tempo, com a doenga ou com o tipo de droga utilizada
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durante o tratamento e as diversas analises protedmicas que
compbdem o quadro de técnicas de estudo do proteoma.

A maior parte das andlises do proteoma, difundida para
biomarcadores ocorre por meio da técnica da analise
bidimensional de um gel de eletroforese (2DE) de alta
resolucdo oriundo das amostras provenientes do material
coletado de pacientes infectados e de amostras provenientes
do material coletado de pacientes saudaveis. Entretanto,
embora esta técnica em apre¢o, juntamente com técnicas
complementares, tenha contribuido para o desenvolvimento do
campo gendmico, ainda existem muitas limita¢des no estado
da arte de modo a prever a capacidade codante de um genoma,
e do protedmico, a fim de evidenciar a presenga e a
localizagdo protéica na célula, identificar marcadores de
doencas e alvos de medicamentos. A rotina técnica 2DE n&o é
adequada para atuar como um diagnédéstico médico, uma vez que
a métodologia de andlise é um processo demorado, laborioso,
restrito somente a observacdo de proteinas em uma
determinada faixa de pH a qual wvaria de 3.5-11.5,
desnaturadas e com peso molecular variando de 7-200 kDa.
Além do mais, mesmo para rastrear os biomarcadores, os géis
2D teriam que ser aplicados a um numero grande de amostras,
de modo a gerar altissimos custos para este tipo de
pesquisa. Uma das vantagens do gel 2D, é que dependendo das
condigdes de fracionamento e da espécie Dbioldbgica
investigada, esta técnica permite a separag¢do de diversas
proteinas por espectrometria de massa. Uma vez localizada
qual proteina estd diferencialmente expressa, esta pode ser

cortada do gel de eletroforese, digerida com tripsina de
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modo que o resultado desta digestao triptica resulte em um
padrdao de massés; ou impressdao digital molecular desta, a
fim de permitir a sua identificag¢do por meio de um
espectrometro de massas preferencialmente, por meio da
técnica de 1Ionizagdo por desorgdo a laser auxiliada por
matriz, do 1inglés, Matrix Assisted Laser Desorption
Ionization (MALDI) devido a sua simplicidade de uso. A
intensidade de certos picos diferencialmente expressos,
correspondente a proteinas diferencialmente expressas podem
caracterizar potenciais marcadores, o0s quais podem ser
utilizados para o diagnéstico antecipado de algumas
infectabilidades.

Na 1literatura, sdo0 descritos diversos métodos para
caracterizacgdo de novos biomarcadores. Alguns dos métodos
descritos tém sido utilizados para distinguir amostras de
cancer de amostras controles “sauddveis” por meio direto
dos dados das analises do proteoma.

Recentemente, tém-se utilizado a técnica SELDI - TOF,
a qual por meio de dados obtidos no espectro de massa,
correlacionados com um algoritmo de computador permite a
identificagdo de proteinas chaves para o diagndéstico de
pacientes com cancer no ovario. Uma outra técnica baseia-se
nas analises de maxima separabilidade, as quais sdo
utilizadas para diagnosticar pacientes com cancer no térax.

Entretanto, a busca por um biomarcador para distinguir
uma unica patologia tem sido sem sucesso até os dias de
hoje. A deplegdo das proteinas pode resultar na perda de
biomarcadores em potencial ou na troca dos SOros

conjugados.
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A doenga de Hodgkin {DH) foi uma espécie de
laboratério em que se desenvolveram importantes inovagdes
conceituais que fazem parte da abordagem diagndstica e
terapéutica atual em todo o campo da oncologia médica.
Desta forma, ela foi utilizada como modelo de estudo na
presente concretizagdo.

A doenga de Hodgkin é caracterizada pela presenga de

linfomas nas células do organismo de um paciente.
Para o diagnéstico <clinico da Doenga de Hodgkin é
necessario que o individuo se submeta a diversos tipos de
exames, de modo que ditos exames permitam determinar o
subtipo especifico entre outras informagdes uteis para se
decidir o tratamento mais adequado para O paciente.

Um método de diagnéstico proposto nas técnicas
relacionadas é descrito na patente US 6.835.927. Na dita
patente é descrita a andlise de picos expressos
diferentemente em um espectro de massa por meio da técnica
do PCA (Principal Component Analysis). Dita técnica é
baseada em uma matriz de correlacdo, de modo a nao ser uma
solucgéao 6tima para casos onde exista wiaa grande
heterogeneidade em andlise, como por exemplo, no caso do
soro humano.

Para localizar os “marcadores” sao sugeridos diversas
abordagens, como por exemplo, o método dos minimos
quadrados e an&lise do principal componente redutor dos
diversos picos para um reduzido grupo de picos. Nestes
espectros de massa podem-se comparar as intensidades dos

picos de maneira a se obter um diagndéstico para o paciente.
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O método dos minimos quadrados, assim como o de redes
neurais, e o0s classificadores classicos da estatistica
baseiam-se na minimizacdo de uma fung¢do de erro. E provado
que para fazer o erro desta fungdo tender a zero, o numero
de casos estudados deve tender ao infinito.

Entretanto, o método descrito na patente US 6.835.927,
ndo deixa evidente a maneira utilizada para classificar um
paciente doente ou um paciente "“saudavel” quando ocorre de
0os picos obtidos nos espectros de massa ndo refletirem o
padrdo esperado. Uma outra desvantagem do método descrito é
a limitada abrangéncia do conjunto de picos. Devido a
grande complexidade e inutmeras variag¢des nos fluidos
bioldégicos, especialmente no soro humano, um diagnéstico
baseado em um numero limitado de picos, desde que néo
propriamente selecionados, ndo reflete de maneira correta o
diagnéstico do paciente, assim como a possibilidade de
estimar a certeza do diagnédstico.

Problemas como estes aqui apresentados envolvendo uma
alta dimensdo necessitam de um numero exponencial de
parametros em relagdo a sua dimensionalidade. Como por
exemplo; em uma fungdo discriminante quadratica possui uma
quantidade de parametros ao quadrado da dimensdo dos dados
quando em uma maguina de classifica¢ao linear. Diversos
algoritmos de aprendizagem de maquinas dependem do
conhecimento a priori (dos métodos estatisticos Bayes) de
uma distribuic¢do de probabilidade, tornando assim um fator
limitante no método. Por outro lado, os modelos de
regressdo baseados no critério MAP maxima probabilidade a

posteriori se baseiam no principio de minimizag¢do de risco
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empirico, ouiseja, procuram minimizar uma fungdao de erro
que é uma aproximacdo discreta do erro verdadeira.

Entretanto, o método descrito na patente US 6.835.927,
ndo deixa evidente a maneira utilizada para classificar um
paciente doente ou um paciente saudavel quando ocorre de oS
picos obtidos nos espectros de massa ndo refletirem o
padrdo esperado. Uma outra desvantagem do método descrito é
a limitada abrangéncia do conjunto de picos. Devido a
grande complexidade e 1inUmeras variag¢des nos fluidos
bioldégicos, especialmente no soro humano, um diagnéstico
baseado em um nUmero limitado de picos ndo reflete de
maneira correta o diagndéstico do paciente.

Um outro método encontrado nas técnicas relacionadas
encontra-se descrito no documento de patente US 6.134.344.
Este documento descreve um método para melhorar a
eficiéncia da andlise, de modo a wutilizar um conjunto
reduzido de vetores e de maneira a mapear os ditos vetores
em um espa¢o de maior dimensdoc durante a fase de
treinamento.

O método de kernels apesar de ser uma solugdo
eficiente para resolugdo de diversos problemas matematicos
como o XOR, suas aplicac¢des em ciéncias da saude ainda nao
s3o profundamente compreendidas e assim, pode-se facilmente
tomar “decis®es viciadas” a partir de um conjunto de dados.
O conjunto de vetores reduzidos naoc € composto por vetores
de suporte, nem vetores utilizados durante o teste.

O método de diagndéstico descrito na presente invengao
permite a realizagcdo de uma redugao do espago de

caracteristicas, de modo a utilizar uma selegao de
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caracteristicas por meio do método de maxima divergéncia
(SVM) . Dito método permite classificar dados nao
linearmente separdveis no espago de caracteristicas.

O método SVM é uma classe de algoritmos, caracterizada
pela utilizacdo de kernel, auséncia de minimo local,
solugcdo esparsa e caracterizada por vetores de suporte
baseado na teoria de minimizagdo de risco estrutural. Em
problemas complexos, modelos que possuem  uma alta
capacidade de “ajuste” ao conjunto de dados de treinamento
poderiam ter “aprendizado viciado” denominado de
overfitting, e perderiam o poder de generalizagado.

0O método SVM supera as metodologias previamente
existentes em diversas areas consagradas COomo:
reconhecimento de imagens, categorizacdao de textos,
reconhecimento de caligrafia, ou de padrdes sonoros e de
problemas os quais dificilmente podem sSer modelados
matematicamente. Recentemente, com a aplicacdao do método
SVM na Bioinformatica, foi possivel analisar dados de
micro-arranjo de cancer de modo a permitir a caracterizagao
do estagio de evolugdo da doenga, desenho de novos
farmacos, classificagdo das proteinas quanto a fungéo,
previsdo dos seus formatos, estrutura e localizacdo
subcelular, interacgdes proteina-proteina e reconhecimento
das proteinas transmembranares entre outras.

Como vantagem, a abordagem do método da presente
invencdo permite avaliar as modificag¢des pods-traducionais,
nas quais o método PCA apresenta falha ou produz resultados
ndo satisfatdérios. Baseado no método SVM 1localiza-se as

janelas de interesse e posteriormente recorre-se ao
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espectro de massa para que ocorra a localizagdo dos

biomarcadores, de modo que a identificag¢do dos ditos
biomarcadores ocorra por meio de um gel 2D ou por meio da
espectrometria de massa.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invencdo apresenta um método de diagnédstico
médico baseado em padrdes protedmicos e/ou gendémicos, por
meio de dados obtidos em espectros gerados pela
espectometria de massa no qual é possivel classificar os
pacientes quanto ao estagio de infectabilidade.

Dito método de diagndéstico permite a realizagdo de uma
redugao do espago, de modo a utilizar uma selegdo de
caracteristicas por meio da analise de maxima divergéncia
(SVM). A analise SVM “navega” sobre o pool de espectros de
massa e com a utilizacdo do método de “cross validation”,
do tipo “leave-one-out”, obtém os trechos do espectro de
maior relevancia e variabilidade, a fim de reduzir assim o
sinal/ruido no processo decisério de diagnéstico, o qual
baseia-se na classificagdo dos soros em positivos,
negativos, falsos positivos e falso negativo.

Adicionalmente, a presente invengdo também se refere a
descoberta de dois novos biomarcadores para o diagnéstico
médico da Doencga de Hodgkin. Baseado nas analises de SVM
localiza-se as Jjanelas de interesse e posteriormente
recorre-se ao espectro de massa para Qque ocorra a
localizagdo dos biomarcadores, de modo que a identificagao
dos ditos biomarcadores ocorra por meio de um gel 2D ou por

meio da espectrometria de massa.
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Assim, um primeiro objetivo da presente invengado é
proporcionar um método de diagnéstico médico, ©0 qual por
meio de dados obtidos em espectros gerados pela
espectometria de massa é possivel classificar os pacientes
quanto ao estdgio de infectabilidade.

Um outro objetivo da presente invengdo se refere a
dois novos biomarcadores para o diagndéstico médico da
Doenca_de Hodgkin.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

A Figura 1 exemplifica um plano sendo utilizado como
superficie deciséria entre duas classes de pontos.

A Figura 2 mostras os resultados de MDA para uma
abertura da janela de navegagao aproximada de 2240 e 4480
Daltons.

A Figura 3 mostra o espectro de massa de picos
expressos em aproximadamente 1327400Da para amostras de
sangue de pacientes controles.

A Figura 4 mostra as analises de MDA para a janela de
estudo de aproximadamente 20 m/z e 10 m/z. Esta regido do
espectro indica o sitio indicativo de potenciais
biomarcadores para diagndstico clinico.

A Figura 5 mostra o espectro de massa para uma regiao
do espectro, no qual observa-se a presen¢a de envelopes
isotépicos expressos diferentemente em aproximadamente 980
e 994 m/z em amostras de sangue de pacientes controles.
DESCRICAO DETALHEADA DA INVENGAO

A presente invengdo mostra a solu¢do para os problemas

existentes no estado da arte na forma de um grafico, no
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qual os biomarcadores e regides de importéncia do espectro
massa podem ser facilmente visualizados.

O método da presente 1invengdo descreve a busca por
biomarcadores, entretanto, dita busca ndo se baseia em
comparar picos do espectro de massa exata, mas a comparagdo
de uma reduzida janela de estudo na qual analisa-se um
perfiil do espectro por vez.

Bgseado na andlise de SVM localiza-se as Jjanelas de
interesse e posteriormente recorre-se ao espectro de massa
para que ocorra a localizagdo dos biomarcadores, de modo
que a identificagdo dos ditos biomarcadores ocorra por meio
de um gel 2D ou por meio da espectrometria de massa.

Na espectrometria de massa busca-se nao apenas um pico
diferencialmente apenas expresso, ©0 qual pode ser um mero
spike ou contaminante, mas busca-se preferencialmente um
pequeno perfil protedmico expresso por meio dos picos do
espectro, que podem ser verificados através de seu envelope
isotépico. Este fato aumenta a certeza de se obter um
biomarcador protéico, de modo a se prescrever diagndsticos
médicos baseados no perfil protedmico, caracterizar e
elaborar kits para imunodiagnédsticos.

Para superar os limites do estado da arte, tendo como
pilar principal a anadlise de SVM, ou o classificador de
maxima margem, a invengdo ¢é capaz de lidar com a
esparsidade, escassez do conjunto de treinamento e assumir
o ndo conhecimento a priori, da quantidade de parametros
necessarios ao modelo.

O método da presente invencdo baseia-se no principio

da minimizacd3o do risco estrutural, um novo principio de
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inducdo derivada da teoria de aprendizagem estatistica
introduzida por Vapnik e Chervonenkis sendo uma evolug¢do da
teoria anterior da minimizagdo do risco empirico (ERM).

Assim, a presente invengdao apresenta um método para
evitar a perda de biomarcadores em potencial, através do
uso da técnica de espectrometria de massa, a qual faz uso
da técnica de ionizagdo por spray de elétrons, de modo a
permit;r uma ionizac¢do na fase liquida para a fase gasosa
de uma maior quantidade de proteinas séricas, de modo a
permitir a andlise por espectrometria de massa.

Adiante, conforme serd demonstrado, sera aplicada a
metodologia de maquinas de vetores de suporte para
classificar uma amostra como de doente ou saudavel, baseado
em todo o perfil protedmico obtido no espectrdmetro de
massas.

A analise SVM utilizada para reduzir a sinal / ruido
ruido também poderd ser aplicada (maxima divergéncia por
vetores de suporte) para otimizar o processo decisério.
Como continuagdo do “filtro” de maxima divergéncia, O0s
dados selecionados como mais importantes também podem
contribuir para um aprimoramento da construgao de uma
superficie controle eliptica que tenta separar novamente
pessoas saudaveis de pessoas doentes. A vantagem desta nova
superficie ¢é que ela é otimizada para a resolugdao de
problemas com mais de uma classe (Controle vs cancer de
prostata, vs pulmdo vs cabega e pescogo).

A invenc¢do serad agora descrita com base em exemplos,

os quais ndo devem ser considerados limitativos da mesma.
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Exemplo 1: Coletas das amostras de sangue

Foram coletadas 30 amostras de sangue de pacientes
saudaveis 30 amosfras de sangue de pacientes infectados com
a Doenga de Hodgkin imediatamente ap6és o diagnédéstico médico
e antes de iniciado o tratamento.

A classificacgdo histolégica das amostras de sangue foi
confirmada por hematologistas, de acordo com O critério da
OoMS (Organizacgao Mundial da Saude/World Health
Organization-WHO).

A presenga do virus Epstein-Barr (EBV) nas células
tumorais foi avaliada por meio da expressao
imunohistoquimica da proteina LMP - 1 (proteina latente de
membrana) com © uso do coquetel monoclonal de anticorpo
Cs1-4.

A avaliacgdo dos pacientes incluiu o histdédrico completo
do paciente, exame fisico, contagens diversas e completas
das amostras de sangue, arquivos bioquimicos, sorologia
para HIV, radiografia do térax, tomografia computadorizada
do tobérax, abdbmen e biopsia da medula éssea.

O soro extraido das amostras de sangue dos paciences
foi armazenado em aliquotas a uma temperatura aproximada de
-80 °C. A demografia tumoral, o desenvolvimento do tumor, e
as demais informag¢des patoldgicas dos pacientes, foram
armazenadas em um banco de dados de computador.

Exemplo 2: Analise do proteoma

Antes de serem iniciadas as analises do proteoma do
paciente, as aliquotas dos soros obtidos a partir de cada
uma das amostras de sangue coletadas dos dois grupos de

pacientes, foram descongeladas a uma temperatura
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preferencial de aproximadamente 25°C e 1levada a agitagado
por meio de um vortex.

A cada uma das aliquotas de soro foi realizada uma
diluicdo de aproximadamente 1:3, preferencialmente em agua
Milli-Q e as ditas aliquotas de soro foram dessalinizadas
preferencialmente em membrana Millipore™ do tipo zip-tip
provida de uma membrana C4 em sua extremidade (290 Concord
Road, Billerica, MA 01821, USA) de acordo com o manual do
fabricante.

A solucgdo da aliquota final, continha cerca de 2ulL de
soro, ou seja, a mistura de proteinas sofreu uma nova
diluicdo, de modo a atingir um volume aproximado de 10nL
por meio da adigcdo da amostra de sangue na solugao
preparada.

Exemplo 3: Obtengdo dos espectros

Todos os espectros de massa foram obtidos por meio de
um espectrémetro de massa o qual combina dois analisadores:
uma fonte ionizadora do tipo spray de elétrons e um
analisador quadrupolo acoplado a um analisador TOF. O TOF &
utilizado por apresentar vantagens como alta resolugao e
proporcionar leituras rapidas com massas acuradas.

Exemplo 4: Ionizagdo por spray de elétrons:

Durante a ionizacdo por spray de elétrons o analito é
adicionado a uma solugdo com eletrdélito em Dbaixa
concentracdo (~0.5%). A adigdo do analito a esta solugao
pode ser realizada de duas maneiras distintas: uma primeira
maneira por meio de um sistema cromatografico de micro ou
nanofluxo e uma segunda maneira, por meio da injeg¢do direta

com o auxilio de uma seringa acoplada a uma bomba de micro
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ou nanofluxo. Na presente concretizagdao o meio de adigao
utilizado do analito a solugdo com o eletrdlito foi a
injegao direta do analito por meio de uma seringa acoplada
a bomba de micro ou nanofluxo.

A solugao analito-solvente é constantemente bombeada
em uma extremidade do capilar, de modo a formar um menisco,
O qual torna-se um “spray eletrolitico”. A solugdac analito-
solven;e percorre por via de um capilar para o interior da
camera de ionizagdo. Uma voltagem a qual varia na faixa de
2,3 a 5 kV ¢é aplicada entre a extremidade do capilar
contida no interior da cémera de ionizagdo e o orificio de
entrada do espectrOmetro. Esta diferenga de potencial faz
a extremidade do capilar tornar-se um dos dipolos do campo
elétrico gerado.

Este campo, pode alcangar até 10® V/m desestabiliza o
menisco formado na extremidade do capilar por concentrar
ions positivos (caso o espectrémetro de massa esteja em
operagao no modo positivo).

Um ga&s cénico é aplicado ao sistema a fim de acelerar
a transigdo do estado fisico do analito para que este possa
ser analisado no espectrdmetro de massa. 0] gas
preferencialmente utilizado foi o gé&s N;, a uma vazao de
aproximadamente 80 1/h e a uma temperatura aproximada de
80°C na fonte. O gas acelera a evaporagdao do solvente das
microgotas provenientes do spray, no qual as proteinas
estdao contidas.

Durante o processo de transigdo do estado liquido para
o0 estado gasoso, as microgotas sofrem uma fissdo de modo a

tornarem-se goticulas altamente ionizadas. A repetigdo do
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processo evaporagdo / fissdo ocorrerd inumeras vezes em
processo simult&neo durante o trajete das microgotas no
percurso compreendido entre a ponta do capilar e o orificio
de entrada do espectrdmetro separado aproximadamente por 2
cm.

Um g4s nobre ¢é utilizado na camera de colisdo do
espectrémetro de massa de modo a favorecer a leitura dos
analitps. Na presente concretizagdo o gas nobre utilizado
foi o argdénio. A calibragdo externa do analisador ¢é
preferencialmente realizada com iodeto de sbédio sob uma
extensdo de massa preferencial no intervalo de 400 a 3000
m/z. Todos os espectros de massa foram obtidos com o
analisador TOF em “V-mode” (TOF kV = 9,1) e voltagem MCP no
quadro de 2,15kV.

Exemplo 5: Resultado da leitura em espectrometro de massa

Cada uma das amostras de soro foi injetada pelo menos
duas vezes no espectrbémetro de massa por meio de uma
seringa, a qual estava acoplada ao dispositivo receptor da
fonte com uma velocidade de escoamento de 1lpL/min durante
cerca de 2 min utilizando-se o mdédulo MCA do analisador
TOF. No intervalo entre uma primeira injeg¢do de amostras de
soro e uma sequnda amostra de soro, todo o sistema deve ser
lavado com uma solug¢do adequada, como por exemplo, uma
solucdo de acetonitrila. Os dados para anédlise foram
coletados no intervalo preferencial do espectro
compreendido entre 400 a 3000 m/z.

Para os dados de espectometria de massa no intervalo
aproximado de 1200 a 2200 m/z, os dados sofreram um

tratamento computacional no programa Masslynx 3. Dito
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programa computacional, aplica um “smooth filter” para
reduzir ruidos. O “smooth filter” foi aplicado em 3 janelas
do canal de modo a se utilizar o método da presente
invengao.

O espectro multi-carga foi entdo convertido em um
espectro de carga simples para o intervalo de 8 kDa a 250
kDa com 0 uso de um algoritmo de entropia maxima, o qual
pertence ao programa computacional Masslynx. Entretanto,
outros programas de desconvolug¢cdo utilizando abordagem
computacional parecida podem ser utlizados, nao sendo
limitado o uso do programa utilizado na presente invengao.

Para esse espectro, foi configurado uma resolugdo
preferencial de 35 Da/canal com um modelo de dano de cerca
de 0,75Da com a metade da larqura da altura, raios de
intensidade minima para a esquerda e direita de
aproximadamente 65%. Os dados de Massa/Intensidade foram
exportados para ©0s arquivos de texto.

Para uma segunda preparagdo no intervalo aproximado de
400 a 1200 m/z, os dados sofreram o mesmo tratamento
computacional utilizado na leitura do espectro no intervalo
aproximado de 1200 a 2200 m/z, ou seja, O programa
computacional, o qual aplica um “smooth filter” para
reduzir ruidos.

A pratica da subtragdo com 0 uso de um polindémio na
ordem de 40 graus e cerca da remogao de 30% sobre a curva
de tolerancia aproximada de 0, 010 foi aplicada para
minimizar os efeitos sonoros.

Os dados de Massa/Intensidade foram exportados para

arquivos de texto no formato ASCII (.txt) com a resolugdo
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dos picos; de maneira a atingir a terceira casa decimal do
Dalton de precisao.

Exemplo 6: Tratamento dos dados obtidos na leitura do
espectro:

Os dados obtidos apdés o tratamento das leituras do
espectro, foram analisados por meio do uso da estratégia
SVM, a qual pode ser descrita conforme abaixo (Vapnik, V.
N, 1995):

Dada um conjunto de treinamento linearmente separavel
no espago de caracteristicas: S = {(xi, Vi), -.- (Xn, ¥n)}
que resulta na equacgdo de um classificador linear W'x + b =
0, onde w é o vetor normal e b um valor atribuido a um
viéis, para uma amostra desconhecida com vetor de entrada
X, este deve ser classificado com +1 se: <w,x> + b >= 1 e
classificado como -1 se: <w,x> + b <= -1.

A Figqura 1, mostra geometricamente, que a margem pode
ser calculada de acordo com o0 desenvolvimento das etapas
abaixo apdés a determinacgcdo do vetor normal:

<w.x1> + b =1 (1.1)

<W.x2> + b -1 (1.2)
Subtraindo 1.1 de 1.2
w<xl — x2> = 2 (1.3)

Projetando o vetor de diferenga sobre o vetor normal w:

———w0<x1—x2>=—%- (1.4)

1
O algoritmo busca o espago de w's e b’s de modo a
encontrar a maxima margem de separaGdo para posicionar um

hiperplano. A melhor abordagem na resolugdo deste problema
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é transforma-lo em um problema convexo, de modo a minimizar

uma fungdo quadratica sob restrigbes de inequagdes. Sendo
assim, dito problema podera ser solucionado, em sua forma
dual, por meio da aplicagdo do tratamento de Lagrange.

i=n

L(w,b,a)=%<w’ ow>—Za,.[y,(< wex, >+b)-1] (1.5)
=1

onde: ‘a; 3 0 sdo as variaveis na sua forma dual, ou
multiplicadores de Lagrange.

A solucgdo deste problema é equivalente a resolugdo da
equagdo acima em sua forma dual (Wolfe), escrita somente

como fungdo das variaveis duais.

=7 1 =
Min L(a) = Z;la,.—i yyea, <xex, > (1.6)

Sujeito a: ¥ i1 yi = 0 e o3 2 0.
O vetor normal é obtido por meio da solucdao este

problema para os valores de o*
w = o' yi %3, for a; > 0. (1.7)

Para obter-se a func¢do discriminante, f(x) = w.x + b o
parametro de inclinagdo, b, precisa ser computado. Isto é

facilmente encontrado aplicando a condig¢do “complementar”

de Karush-Kuhn-Tucker:

a; (yi(<w,x;>+b) -1) = 0. (1.8)
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A condicdo acima, somente é verificada para valores

positivos de ay. Esses multiplicadores estdo associados aos
pontos que definem a posigao do hiperplano, sendo assim
chamados de de vetores de suporte. Desta maneira, se o
parametro de inclinac3o & corretamente computado, tém-se
que para a3 > 0, yi (<w,x3> + b) = 1, de modo a satisfazer
a equacdo de “cocmplementaridade”.

Uma abordagem para dados nao separaveis pode ser por
meio da utilizacdo de “slack variables” () e / ou
aplicacao de fungdes kernel de forma n&o linear (dJ).

Sendo assim o problema de otimizagdo torna-se:

yi((wg(x,)+b21-¢&,, &£=20, i =1, ..., n (1.9)

O modelo permite alguns erros durante o processo de
classificagcdo, de forma que uma nova fungao passa a ser

otimizada e:

minw’,,x;%"w”2 +CZ§, (1.10)
i=l

onde C e uma constante > 0 e esta relacionada com O
compromisso entre o erro empirico e a complexidade do

modelo. A nova formulagao torna-se

n 1 n
LD(a)zZa.'_'z'zazajyiyj¢(xixj) (1.11)

i=1 2,j=1

sujeito a:

0<aq <C,i=1,.n (1.12)
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e também: 7
Yay =0 (1.13)

i=1

Ao se introduzir as “slack-variables”, 1limita-se o
valor dos multiplicadores de Lagrange a um maximo de C
(aq,sC).

Exemplo 7: Preparagdo dos dados de SVM

O- software “ACESO” (navegador sob o conjunto de
espectro), desenvolvido no presente trabalho, foi utilizado
para normalizar a intensidade dos espectros para valores
entre 0 a 1 de tendo com resultado da corrente ionica
maxima, o valor de l; apropriados para aplicagdo do
algoritmo. Adicionalmente, um valor médio para os dados do
espectro é criado baseados nos dados do espectro de massa,
multiplicados para cada amostra.

Para os espectros de peptideos (aproximadamente 400 -
1,200 m/z), o software configurou os dados do espectro de
modo a possuirem cerca de 1 Da de resolugdo integrando os
valores intermediarios. Desta forma, o softawer "“ACESO”
propriamente formado por dados em uma maneira otimizada
para classificar e interagir com a préxima etapa com SVMPP,
para classificar as informagdes baseadas nas aproximagdes
do “leave one out”.

As analises de “leave one out”, foram realizadas para
todas as amostras de soro dos 30 pacientes com a Doénga de
Hodgkin e para os 30 pacientes controles. As analises de
“leave one out” sdo realizadas por meio da exclusdao de um
dado do arquivo para o assunto investigado e os restantes

dos dados sdo utilizados como um gquadro de treinamento.
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O algoritmo da presente invengdo usa pequenas porgdes
dos espectros como conjunto de treinamento, de modo a
buscar as regides onde se obtém uma maior exatidao.

A exatiddo do método ¢é calculada como as fungdes
positivas verdadeiras (TP), negativas verdadeiras (TN}
falsos positivos (FP) e falsos negativos (FN} como mostrado
na equagao:

Exatiddo = (TP + TN) / (TP + TN + FP + FN) .
Exemplo 8: Obten¢do dos biomarcadores

O software “ACESO“ em um segundo momento foi utilizado
para promover a busca por biomarcadores por meio da analise
de um pequeno pré-quadro “janela de estudo”. A janela de
estudo ¢é uma pequena extens3do em m/z cuja abertura é
definida pelo usuario.

Duas analises de “leave one out” distintas foram
realizadas para todas as janelas de estudos de modo a
permanecer contra 59 quadros de assunto treinados na mesma
extensd3o da janela; um primeiro grupo para as amostras de
soro controle e um segundo grupo para as amostras de soro
de pacientes contendo a Doeug¢a de Hodgkin.

A anilise de MDA utilizou a janela para os wvalores
aproximados de 100 m/z, 20 m/z do espectro e valores
aproximados de 10 m/z do espectro para aproximadamente 400
a 1200 m/z de extensdo e de aproximadamente 2,240 e 4,480
para 8 kDa a cerca de 200 kDa de extensao.

A producgao dos dados de MDA é dada pelo arquivo texto
do relatdério para classificar todos as entradas de todas as
janelas de estudo, e um grafico no qual o distanciamento

ordinario para os valores aproximados de 0 a 100 representa
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a porcentagem de “material saudavel” classificado em cada

andlise de “leave one out”.

A abscissa do grafico teve sua extensdo analisada
conforme a extensdao dos dados obtidos no espectro total. Os
dados de cada uma das analises de “leave one out” relativos
a cada um dos grupos analisados foram plotados e conectados
de modo a formar um atalho, o qual é mostrado na abscissa
do grafico.

O grafico dos dados de MDA contém duas linhas
paralelas no eixo x, aonde em um caso ideal, o primeiro
cruzamento no eixo y em 100% e o0 segundo cruzamento no eixo
y em 0%. A linha superior deve representar o grupo das
amostras de sangue dos pacientes controles, de modo a
indicar que cerca de 100% dos pacientes controles foram
classificados com “saudaveis”.

A linha inferior deve representar o grupo das amostras
de sangue dos pacientes com a Doengca de Hodgkin, ou seja,
0sS pacientes “ndo-saudaveis”, de modo a indicar que 0% dos
pacientes deste grupo foram classificados como “saudaveis”.

Entretanto, em uma base de dados atual n&do é esperado
que ocorra este resultado. Pontos de convergéncia maxima
entre as duas retas do grafico, devem aparecer, de forma a
representar a porgdo do espectro aonde a maior parte das
amostras de sangue de pacientes controles e de amostras de
sangue de pacientes infectados com a Doenga de Hodgkin
foram “corretamente” classificados.

Esses “hot spots”, indicam regi®des no grafico aonde a
busca por picos diferencialmente expressos no espectro para

a representagdo de biomarcadores é ideal. Por esta razdo a
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i
técnica de extensdo SVM foi nomeada como Analise de

Divergéngia Maxima (MDA).

-~ 0 algoritmo utilizado para o mecanismo de vetor de
suporte fol capaz de classificar aproximadamente 93% das
amostras de sangue dos pacientes controles e
aproximadamente 88% das amostras dos pacientes com a Doencga
de Hodgkin pela técnica “leave one out” com uma exatidao de
aproximadamente 90%.

Aé amostras de sangue dos pacientes controles foram
classificadas como pertencentes a classe saudavel ou a
classe doente. Os pacientes acometidos pela Doenga de
Hodgkin que foram classificados erroneamente sdao os
pacientes: 4, 5, 16, 20. As amostras de soro identificadas
como 5, 16 e 20 sdo de pacientes HIV+.

As chances de se ter selecionado 4 pacientes, dentre
0s quais 3 ou mais sdo pacientes HIV+ para uma populagdo de
30 amostras de sangue de pacientes, a qual 3j& continha
cerca de 6 pacientes HIV+ é menor que 1%. Este fato indica
que a infecgdo causada pelo HIV proporciona uma alteragdo
na proteina ass.ciada ao espectro de massa para pacientes
infectados com a doenga de Hodgkin.

Dentre o grupo de pacientes com Doenga de Hodgkin, o
paciente 4 além de mostrar um teste negativo de imuno-
histoquimica para o virus EBV, mcstrou que o estdgio de
progressdo da Doenga de Hodgkin era inicial, fato este, que
pode ser explicado pela classificagdo incorreta.

Esta metodologia pode ser estendida para a criagao de
outros modelos como, por exemplo, o diagnéstico multiplo. O

presente método de sistema de diagnéstico baseado na
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técnica SVM poder ser utilizado para diagnosticar

populagdes, as quais contém pacientes com DH e pacientes
com DH + HIV.

Em um segundo intervalo de leitura do espectro 400 a
1200m/z, o algoritmo do mecanismo de vetor de suporte
classificou todas as matérias controles e 0s pacientes com
a Doencga de Hodgkin “corretamente” por meio da técnica de
“1eave_ one out”. Este resultado mostra Que para esse
intervalo do espectro, o0s dados obtidos indicam Qque a
extensdo de aproximadamente 400 a 1200 m/z é a extensdo
mais recomendada na utilizagd3o de classificag¢gdo para a
Doencga de Hodgkin associada a outras patologias do que os
dados de alta massa molecular, relacionadas no estado da
arte.

A Figure 2 mestra os resultado das analises MDA com ©
uso de uma abertura da janela de estudos de aproximadamente
2240 e 4480 Da. As analises para a janela de estudo de
aproximadamente 4480 Da mostra uma importante regido de
divergéncia em torno da zona de aproximadamente 130 kDa.

Em aproximadamente 2240 Da o resultado da analise de
MDA confirma este segmento chave aproximadamente entre os
valores de 131 kDa e 133 kDa de modo a apresentar uma Otima
divergéncia. As andlises de MDA nesta regido para todas as
amostras de soro dos pacientes controles e dos pacientes
com a Doenca de Hodgkin expressam picos diferenciais de
aproximadamente 132, 740Da, 97% de pacientes com a Doenga
de Hodgkin e 97% para o soro das amostras de sangue dos

pacientes-controle, esses picos ndao sSao exXpressos.
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Os pacientes de numero 305 e novamente 16 forma

classificados erroneamente no outro ponto de méxima
divergéncia entre 0s espectros.

Um eficiente caminho para examinar muitos espectros em
busca de biomarcadores é a comparagdo da média de todos os
espectros correspondentes a cada pico, para cada classe.

A média do espectro foi construida pela determinagdo
da média da intensidade de massa de cada pico para cada um
dos qrupos. O espectro de massa para esta regido ¢é
mostrado na Figura 3, a presenga de pico expresso em
aproximadamente 132, 740Da para amostras de sangue de
pacientes controles é diferentemente expresso para amostras
de sangue de pacientes com a Doenga de Hodgkin.

As andlises de MDA para a Jjanela de estudo de
aproximadamente 20 m/z e 10 m/z mostram claramente a
divergéncia do segmento de extensdo de aproximadamente 980
m/z a 1000 m/z com maxima divergéncia aproximada entre 990
m/z - 1000 m/z, conforme mostra a Figura 4. Esta regido do
espectro indica o} sitio indicativo de potenciais
biomarcadores para diagnéstico clinico.

De acordo com a Figura 5, O espectro de massa para a
regido de aproximadamente 980 m/z mostra a presenga de
envelopes isotdpicos eXpressos diferentemente em
aproximadamente 980 e 994 m/z em amostras de sangue de
pacientes controles. Ditos envelopes 1isotépicos ndo sao
expressos no espectro de amostras de pacientes com a Doenga
de Hodgikin.

Pela performance da aproximagado das analises de “leave

one out” somente sob o segmento entre cerca de 990 e 1,000
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Da, aproximadamente 97% dos pacientes acometidos pela
Doencga de Hodgkih foram “corretamente” classificados assim
como aproximadamente 91% das amostras de sangue de
pacientes controles, conforme mostra a Figura 5. As
amostras de sangue de pacientes controles pela
classificagdo errbnea sdo 5 e 299. Uma classificagao
errbnea das amostras de sangue dos pacientes # 9 com a
Doenga de Hodgkin mostrou uma imunohistoquimica negativa
para o virus EBV.

Para promover o estudo das amostras do material
controle 5 e 299, foi realizado o teste de PCR para o virus
EBV, no qual foram confirmados o0s resultados positivos
mostrados para ambas as amostras de soro dos pacientes
controles 5 e 299. Um grande numero de pacientes com a
Doenca de Hodgkin também apresentou uma alta taxa do
anticorpo anti EBV em seus sOros.

A classificacao “nao esperada” dos pacientes 5 e 299,
ocorreu devido a ao fato desses pacientes apresentarem uma
alta taxa de EBV presente em seus soros. O modelo proposto
na presente invengdo foi treinado tomando como base
pacientes com HD, o0s quais também possulam © virus EBV.
Desta forma, a presen¢ga do virus EBV em seus soros foi
detectada, de modo a classificar esses pacientes de uma
maneira errdnea.

A evolugdo das extensas massas espectrométricas tanto
para as amostras de sangue dos pacientes com a Doenga de
Hodgkin gquanto para as amostras de sangue dos pacientes
“saudaveis”, tido como matéria controle, mostram gque o

modelo foi capaz de classificar individuos c¢om maior
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exatidao (400 - 1,200 m/z), do que na faixa de maior massa

molecular.

Nos dados do espectro estendido para aproximadamente
1200-2200 m/z, conforme mostra a Figura 4, um bom indice de
acertos no processo de classificac¢do foi alcan¢ado, mas o
método foi capaz de apontar “hot spots” no espectro. Estes
“hot spots” s&o capazes de separar o0s resultados obtidos
entre o grupo de pacientes controles e o grupo de pacientes
com HD além de discriminar padrdes oriundos do virus HIV e
do virus EBV.

A andlise de MDA pode ser interpretada como um aspecto
de selecdo, e cada aspecto isolado representa um novo
biomarcador para diagnéstico médico. Na presente invencgdo,
cerca de 100% das amostras de matéria controle e das
amostras de pacientes infectados com a Doenga de Hodgkin
foram corretamente classificados na extensao aproximada de
400 - 1200 m/z.

Através do método desenvolvido pela presente invengdo
é possivel o diagnéstico répido do cancer, de modo a
permitir assim um tratamento personalizado.

A invencgdo descrita, assim como 0s aspectos abordados
devem ser considerados como possiveis concretizagdes. Deve,
entretanto ficar claro que a invenc¢do ndo esta limitada a
essas concretizacdes e, aqueles com habilidade na arte irao
perceber que, qualquer caracteristica particular nela
introduzida, deve ser entendida apenas como algo que foi
descrito para facilitar a compreensao. As caracteristicas
limitantes do objeto da invencao estdo relacionadas as

reivindicacdes que fazem parte do presente relatdrio.
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1. Método de diagnédéstico baseado em padrodes
protedmicos e/ou gendémicos por meio da analise de SVM
caracterizado por buscar preferencialmente um pequeno
perfil protebdmico expresso por meio dos picos do espectro
de espectrometria, utilizando a técnica de espectrometria
de massa em diferentes intervalos do espectro.

2. Método de diagnéstico de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado por utilizar a metodologia de maquinas de
vetores de suporte para classificar uma amostra como de
doente ou saudivel, baseado em todo ou em parte do perfil
protedmico obtido no espectrdmetro de massas.

3. Método de diagndéstico de acordo com a reivindicagao
1, caracterizado por os dados da andlise compreendida entre
o intervalo aproximado de 1200 a 2200 m/z e 400 a 1200 m/z,
sofrerem um tratamento computacional no programa Masslynx 3
ou similar.

4. Método de diagnéstico de acordo com a reivindicagao
l, caracterizado por o0s dados das leituras do espectro
serem analisados por meio do uso da estratégia SVM, serve
para obter a maxima margem de separa¢do para posicionar um
hiperplano.

5. Método de diagnéstico de acordo com a reivindicagao
4, caracterizado por a abordagem para dados ndo separaveis
ser por meio da utilizagdo de “slack variables” (§) e / ou
aplicacdo de fung¢des kernel de forma nao linear (J).

6. Método de diagnéstico caracterizado por o0s dados
obtidos na anédlise de SVM serem tratados por meio de um

programa de computador, dito programa utilizado para: (i)
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normalizar a intensidade dos espectros para valores entre 0O
a 1, tendo com resultado da corrente idnica maxima, o valor
de 1; e, (ii) classificar e interagir com a etapa SVMPP,
para classificar as informagdes baseadas nas aproximagdes
do “leave one out”.

7. Método de diagnéstico de acordo com a reivindicagdo
6, caracterizado por para os espectros de peptideos
(aproximadamente 400 - 1,200 m/z), o programa de computador
configurar os dados do espectro de modo a possuirem cerca
de 1 Da de resolugdo integrando os valores intermediarios.

8. Método de obtencgao de biomarcadores para
diagnéstico . por meio de programa de computador,
caracterizado por utilizar andlises de um pequeno pré-
quadro “janela de estudo” de pequena extensdo em m/z cuja
abertura é definida pelo usuario.

9. Método de acordo com a reivindicacgao 8,
caracterizado por a produgdo dos dados ser dado pelo
arquivo texto do relatdério para classificar todos as
entradas de todas as janelas de estudo, e um grafico no
qual o distanciamento ordindrio para os valores aproximados
de 0 a 100 representa a porcentagem de “material saudavel”
classificado em cada analise de “leave one out”.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9,
caracterizado por o grafico conter uma 1linha superior no
eixo x, representa O grupo das amostras de sangue dos
pacientes controles classificados como “saudaveis”, uma
linha inferior no eixo x, representa o0 grupo das amostras
de sangue dos pacientes com a Doenga de Hodgkin, os

pacientes “ndo-saudaveis”.
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11. Método de acordo com a reivindicacao 9,
caracterizado por o) grafico apresentar pontos de
convergéncia maxima entre as duas retas, representa a
porgdao do espectro aonde a maior parte das amostras de
sangue foi “corretamente” classificada, indicando o sitio
de potenciais biomarcadores para diagndéstico clinico.

12. Método de acordo <com a reivindicacao 9,
carac;erizado por a metodologia do programa de computador
ser utilizada ainda para o diagnostico de outras doencas.

13. Biomarcadores caracterizado por serem determinados
através das andlises de SVM, apds localizagdo das janelas
de interesse e posteriormente apdés localizacdo através do
espectro de massa, de modo que a identificacdo dos ditos
biomarcadores ocorra por meio de um gel 2D ou por meio da

espectrometria de massa.
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RESUMO
Método de diagnéstico baseado em padrdes protedmicos e/ou
géhamicos por vetores de suporte aplicado a espectometria
de massa
A presente invencdo refere-se a um método de
diagnéstico médico baseado em padrdes protedmicos e/ou
gendmicos, por meio de dados obtidos em espectros gerados
pela espectometria de massa no qual é possivel classificar
0s pacientes quanto ao estiagio de infectabilidade.
Adicionalmente, a presente invengdo também se refere a dois

novos biomarcadores para o diagndéstico médico da Doenca de

‘Hodgkin. Baseado nas ané&lises de SVM localiza-se as janelas

de interesse e posteriormente recorre-se ao espectro de
massa para que ocorra a localizagd3o dos biomarcadores, de
modo que a identificacdo dos ditos biomarcadores ocorra por

meio de um gel 2D ou por meio da espectrometria de massa.
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