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Resumo. O repertorio do receptor de células T (T'CR) exerce papel central na resposta imuno-
logica, sendo a sua diversidade um indicador relevante do estado do sistema imune. No contexto
da leucemia, alteragdes nesse repertorio podem refletir tanto a progressdo da doenca quanto a res-
posta ao tratamento. A complexidade do repertorio de TCR torna a estimativa de diversidade um
problema essencial, embora computacionalmente desafiador. Medidas tradicionais, como a entropia
de Shannon e os nameros de Hill, capturam aspectos globais da distribui¢do, mas podem apresen-
tar limitagGes diante da variabilidade dos dados imunolégicos. Nesse cenério, métodos baseados
em kernels tém se destacado como alternativas mais robustas. Neste trabalho, aplica-se o teste de
Discrepancia Média Méaxima (MMD), em conjunto com um método de kernel, para comparar as dis-
tribuigoes dos repertorios de TCR de pacientes com leucemia em diferentes estégios do tratamento.
Em contraste com abordagens cléssicas, a metodologia proposta introduz um kernel ponderado por
frequéncia, capaz de capturar recorréncias nas sequéncias e de adaptar a estatistica MMD as par-
ticularidades dos dados imunolégicos. Com base em uma avaliagdo empirica da similaridade entre
sequéncias, verifica-se que a abordagem empregada aprimora a distingdo entre perfis leucémicos e
nédo leucémicos, contribuindo para a identificacdo de padrdes imunologicos associados & progressao
da doenga.

Palavras-chave. Leucemia linfoide aguda, discrepancia média méaxima, repertério do receptor de
células T.

1 Introducao

Estudos recentes mostraram que a caracterizagao da diversidade do repertério imune pode
ser utilizada para monitorar a resposta ao tratamento em pacientes com leucemia linfoide aguda
(LLA) |5, 12]. A quantificacdo dessa diversidade ¢ tradicionalmente realizada por meio de indices,
como a entropia de Shannon [11] e os nimeros de Hill [3], que medem a riqueza e a uniformidade.
No entanto, essas abordagens frequentemente ignoram relagoes estruturais entre sequéncias, o que
pode limitar a interpretacdo biologica dos dados |1}, 4. [7].

A incorporacao de métodos baseados em kernel tem se mostrado promissora na comparagao de
distribuicées de sequéncias biologicas [8]. Em particular, o teste de Discrepancia Média Maxima
(MMD) tem sido aplicado na analise de diferencas entre distribuigoes de dados biologicos [6]. O
MMD permite comparar diretamente distribuigoes de repertérios imunes projetando as sequéncias
em um espago de Hilbert e calculando uma medida de distancia entre elas.

Neste estudo, explora-se a aplicagado da MMD para quantificar a diversidade do repertorio do
receptor de células T em pacientes com LLA. Para isso, é empregada uma combinagao de kernels
modificados, integrando o kernel de espectro 8] com um kernel gaussiano adaptado por frequéncia,
com o objetivo de aprimorar a precisao na classificacao dos estados leucémicos dos pacientes.
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2 Sequéncias Biolégicas

Inicialmente, apresentam-se alguns aspectos biologicos relevantes para o estudo. Conforme
discutido na introducao, os indices de diversidade convencionais consideram apenas a frequéncia
das sequéncias, o que pode limitar a interpretacao bioldgica. Para obter uma estimativa mais
realista da diversidade, torna-se essencial definir uma medida de similaridade — como a proposta
em [8] — que v4 além da simples contagem de ocorréncias, permitindo capturar relagoes estruturais
entre as sequéncias.

Definigao 2.1. A sequéncia de nucleotideos do DNA € uma sequéncia de caracteres definida
em um alfabeto Ay = {A,C,G,T}. As letras A,C,G e T, representam os nucleotideos, respecti-
vamente, adenina, citosina, guanina e timina.

Definigao 2.2. A frequéncia da sequéncia bioldgica s; num repertdrio R é

i = o(si)
' Numero total de sequéncias’

com o(s;) := nimero de ocorréncias de s; em R.

A doenga residual minima (MRD) refere-se a presenga de células leucémicas remanescentes em
niveis indetectéaveis por avaliagao morfologica convencional da medula éssea. Sua anélise é essencial
para monitorar a resposta ao tratamento e prever o risco de recaida.

2.1 Quantificagcao das Sequéncias Biologicas

Definigao 2.3. Um k-mer € uma subsequéncia de comprimento k contida em uma sequéncia
bioldgica.

Definigao 2.4. Dado k > 1, o espectro k de uma sequéncia bioldgica s é o conjunto de todos os
k—mers de comprimento k que ela contém. O conjunto é denotado por oi(s).

Definigao 2.5. Para cada k-mer o € ¥, a coordenada indexada por o (ou seja, ¢o(s)) serd
o numero de vezes em que o ocorre em uma sequéncia s. Isso fornece o mapa de caracteristicas
k
do espectro k, &, : S — R :
Di(s) = (Pa(8))acar

com ¢q : S = R, ¢o(s) = nimero de ocorréncias de o em z, A o alfabeto de tamanho |A| =1 e
AfF = Ax - x A.
—_—

k—vezes

Definigao 2.6. O kernel do espectro k para duas sequéncias s1 e so é dado pelo produto interno
no espaco de caracteristicas:

K (s1,52) == (Pr(s1), Pr(s2))- (2)

Neste estudo, busca-se um kernel que apresente maior capacidade de generalizagao, seja com-
putacionalmente eficiente e possua maior suavidade — especialmente em razao da natureza dis-
cretizada da teoria empregada. Conforme discutido em [2], o kernel na Defini¢ao apresenta
limitagOes significativas: nao generaliza bem para dados nao vistos e falha em capturar similari-
dades parciais. Em particular, duas sequéncias com pequenas variagoes podem ser biologicamente
muito semelhantes, mas esse kernel tradicional as considera completamente distintas. Para superar
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essa limitagao, adota-se o kernel modificado proposto em [2], que aprimora a capacidade de detec-
¢ao de semelhancas estruturais e oferece maior flexibilidade na modelagem dos dados. O kernel
modificado é dado por

I?k;(51,82) _ <¢k(81)a¢)k(52)> . exp(—'y) + A exp (_ H‘I)k(sl)Q_a?k(SZ)H ) 7

(3)

com \,v,0 > 0.

A seguir, definem-se os elementos basicos da teoria necessarios & aplicacao e & avaliacdo da
MMD.

Definigao 2.7. Sejam S; o conjunto de sequéncias biologicas da amostra i e S 0 conjunto
de todas as sequéncias biologicas na base de dados, ou seja, a uniao dos S;.

Proposigao 2.1. Seja

0;(sr)
n(B) = 3 20, @
K2
s-EB
para todo B C S;, com 0; o niumero de ocorréncias da sequéncia s, € S; e N; = Zig 0;(s1) o

nimero total de sequéncias em S;. A tripla (S;, (S:),n:;) € um espago de medida.

Proposicao 2.2. Sejam (S;, p(Si),n:) um espago de medida, f uma fungdo mensurdvel, x uma
varidvel aleatdria com distribui¢ao dada por n; e si1,...,s, observagoes independentes com distri-
buicao dada por n;. A estimativa empirica de f €

B/ (@) = 3 D £(55) - oi(s) o)

com N; o numero total de sequéncias em S;.

3 MMD para Sequéncias Biolégicas

A seguir, estabelece-se a base tedrica do teste estatistico empregado. O estatistico do teste
proposto por Gretton et al. |6] é definido como o maior valor absoluto da diferenca entre as expec-
tativas de fungoes pertencentes a bola unitaria de um espago de Hilbert reproduzivel (RKHS). Essa
formulacao permite quantificar discrepancias entre distribui¢oes de forma robusta, sem a necessi-
dade de suposi¢oes paramétricas. Além disso, pela Proposigao 2.11 de [9], que se fundamenta no
Teorema de Mercer, sabe-se que existe um mapeamento ¢ para um espago de Hilbert reproduzivel
ampliado H, no qual o kernel transformado K} pode ser interpretado como um produto interno
nesse espago, ou seja,

(@(2),®(2")) = Ki(,2").

Essa propriedade permite reformular o teste estatistico no arcabouco de kernels, o que permite
uma analise eficiente da discrepancia entre distribuigoes.

No que se segue, H serd o RKHS adotado. Sem perda de generalidade, assume-se que F ¢é o
conjunto de fungoes contidas na bola unitéaria de H.

Definigao 3.1. Sejam F wma classe de fungoes f : S — R, n1 e ny medidas de probabilidade, e 01
e 09 varidveis aleatorias com distribuicoes p1 e py dadas por m1 e 12, respectivamente. Considere
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amostras i.i.d. S; = {s1,...,8m} €S2 = {31,...,3n}, com distribuicoes p1 e pa, respectivamente.
A MMD?Z ¢ definida para este caso através da equacdo

1 T ~
MMD2[}', S1, S2] :m Zzol(si)ol(sj) - Ki(si,85)
i=1 j#i

+ m >3 0a(si)0a(4) - Ki(36,35) (6)

i=1 j#i
2 & .
— a7 2 2 0u(50)02(45) - Ki(si. 3)),
i=1 j=1

em que N e M representam os numeros de sequéncias totais considerando ocorréncias, respectiva-
mente, e 0(+) € a fun¢ao que conta o nimero de ocorréncias.

O estatistico MMD permite testar se duas distribui¢oes p; e ps s@o distintas. Conforme o
Teorema 5 do artigo [6], o MMD é zero se, e somente se, p; = pa, ou seja, quando as distribuigdes
sao idénticas. O estatistico definido em @ serd utilizado como base para o teste de hipotese,
possibilitando avaliar se as sequéncias do paciente diferem de forma estatisticamente significativa.

No contexto deste estudo, p; e po representam as distribuicoes das sequéncias biologicas de um
paciente em diferentes momentos: antes e depois do tratamento. Portanto, um valor elevado de
MMD indica que a distribui¢ao sofreu alteragao, sugerindo uma redugdo na presenga de células
leucémicas. Com efeito, um MMD significativo indica uma mudanca na diversidade celular, asso-
ciada a menor probabilidade de persisténcia da leucemia. Por outro lado, a auséncia de diferenga
significativa sera interpretada como indicativo de alta probabilidade de que o paciente permanega
leucémico apds o tratamento.

Para determinar a significancia do MMD, utiliza-se o Teorema[3.1] cujos detalhes estao apresen-
tados na Se¢ao 5.5.2 do livro [10]. Especificamente, sejam 1, xo, ... observagoes com distribui¢ao
dada por p, e seja K um kernel simétrico. Definem-se (y, (; e {3 como

CO = Eac,;c’K(xa 37,)’ (7&)
Ci(xi) = Ba K (4, 2) — Co, (7b)
Co(wi, x5) = K(z,25) — Gi(xi) — Ci(w5) — Co- (7c)

Assim, (; corresponde & projec¢ao de primeira ordem (isto é, & contribui¢ao de cada amostra). Esse
termo mede quanto a esperanca de K varia quando condicionada a ;. Ja (5 representa a projegao
de segunda ordem (isto é, a interacdo entre pares de amostras). O seguinte teorema estabelece o
comportamento assintotico do estatistico que estamos considerando.

Teorema 3.1. Seja K um kernel simétrico e considere o estatistico Uy, definido como

1

Seja ainda
0 = E[K (s, 55)], (9)

a esperanca da funcao de kernel sob a distribui¢ao conjunta das amostras. Suponha que E[K?] < oo
e que a decomposicdo de Hoeffding do estimador U, satisfaz (4 =0 e (2 > 0. Entdo

(U, — ) & M =Dy

. (10)
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em que Y € uma varidvel aleatdria da forma
Y:Z)\z(ﬁl -1), (11)
1=1

com x3,,...X3, varidveis independentes e \; os autovalores associados & decomposicdo espectral
do kernel K.

Com essa fundamentagio, modifica-se o Teorema 12 do artigo [6] para estabelecer a distribui-
¢ao nula do teste de hipotese baseado no MMD, o que permite avaliar se houve uma alteragao
significativa na diversidade celular e, consequentemente, inferir a probabilidade de persisténcia da
leucemia.

Teorema 3.2. Seja [N(k.(si,sj) o kernel entre o mapa de caracteristicas do qual a imersao média
de pi,, tem sido subtraida,

[?k(sh Sj) :<¢(31) - Mﬁ1’¢(8j) - MU1>H

, . . (12)
=Ki(si,55) — Egi Ki,(s:,87) — Eg: K1, (S1, 55) + Eg: o Ki. (57,5,

com S’ sendo uma cdpia independente de S| dada por p1. Suponha quet =m+n, lim m/t — p;

m,n— 00
e lim n/t — py:=(1—p1) para 0 < p; < 1 fizo. Entdo, sobre a hipdtese nula Hy, MM D?
m,n— oo
converge em distribuicao a
tMMDZ[F,S1, o] Y pIRY [(Pfl/zal — 0y )% — (P1P2)_1} ; (13)

=1

com r = posto(A), A;; = I?k(si,sj), a; ~ N(0,1) e by ~ N(0,1) sendo sequéncias finitas de

varidvets aleatorias gaussianas independentes, e 0s \; sao os autovalores normalizados de K.

4 Resultados e Discussao

Nesta secao, apresentam-se os resultados obtidos a partir da aplicacao da teoria desenvolvida
nas secoes anteriores, o processo de obtencao dos dados conduzido pelo grupo de pesquisa do
Centro Infantil Boldrini e uma analise preliminar dos estatisticos gerados.

A preparacao e selecdo das sequéncias biologicas de cada paciente foram realizadas conforme
descrito na secdo de métodos de |5]. O estudo inclui amostras de células da medula Ossea de
76 pacientes com leucemia linfoide aguda B-derivada, analisadas no Centro Infantil Boldrini, em
Campinas, Sao Paulo. Para a analise da MRD e a avaliagao da frequéncia clonotipica de cada
paciente, utilizam-se amostras pareadas coletadas no Dia 0 e no Dia 35 do tratamento.

Todas as amostras do Dia 0 sdo classificadas como leucémicas e apresentam um alto indice
de linfoblastos, o que possibilita a identificacao das sequéncias de nucleotideos associadas a esses
clono6tipos. As amostras do Dia 35, por sua vez, sao empregadas na estimativa da MRD, além de
fornecerem informagoes sobre a abundancia das sequéncias clonotipicas ao longo do tratamento.

A fim de testar a hipotese de que a distribuicao das sequéncias permaneceu inalterada ou sofreu
mudancas significativas durante o tratamento, aplica-se o estatistico MMD), definido na equagao
@, com nivel de significincia de 0.01, as sequéncias de cada paciente nos dois instantes de coleta,
desconsiderando as sequéncias leucémicas do Dia 35. Esse procedimento resulta em um valor de
MMD por paciente, totalizando 76 observagoes. Além disso, avalia-se a relagdo entre os valores de
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k =3, A =1000, 0 = 0.001, y = 14.489

MRD = 0.0001
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Figura 1: Probabilidade de permanéncia da leucemia apés o tratamento, agrupada conforme o
estado leucémico determinado pela MRD. Fonte: Produzido pelos autores.

probabilidade calculados a partir da MMD e da MRD, o que permite a classificagao dos pacientes
de acordo com seu estado leucémico no Dia 35, além de possibilitar, futuramente, a determinagao
de um limiar 6timo para essa discriminagao, sem a necessidade do uso da MRD.

Utiliza-se a otimizac¢do bayesiana para selecionar os valores 6timos dos parametros (), 0,7, «)
que maximizam a correlagdo de Spearman entre os valores de MRD e os p-valores obtidos pela
MMD em todos os conjuntos de sequéncias dos pacientes. No contexto da leucemia, pacientes
com MRD < 0.0001 sao considerados em remissao, enquanto aqueles com MRD > 0.0001 ainda
apresentam sinais da doenga.

A Figura [I] revela divergéncias entre as classificagoes obtidas pela MRD e os valores de pro-
babilidade calculados a partir da MMD. Alguns pacientes classificados como néao leucémicos pela
MRD apresentam probabilidade de 1 de recaida segundo a MMD, enquanto outros, classificados
como leucémicos, apresentam probabilidade proxima de 0.5 de ainda estarem doentes.

Ao utilizar a MRD como referéncia tanto para a classificagao dos pacientes quanto para a de-
terminagao dos parametros 6timos da MMD), observam-se 8 pacientes incorretamente classificados,
dos quais apenas 6 representariam um possivel risco clinico.

5 Conclusao e Consideragoes Finais

Com o auxilio do estatistico MMD, proposto em [6], e do kernel baseado em k-mers apresentado
em 8] e [2], foi possivel extrair informagoes quantitativas das sequéncias biologicas analisadas. Essa
abordagem permitiu manipular os dados de forma mais eficiente, facilitando sua interpretacao e
aplicacao. Em particular, os resultados do teste de hipotese forneceram estimativas da probabili-
dade de permanéncia da leucemia nos pacientes ao longo do tratamento.

Apesar dos avancos alcancados, observa-se que as probabilidades inferidas a partir do MMD nao
correspondem exatamente aos valores clinicos esperados, havendo casos em que a estimativa diverge
do diagnostico real. Para aprimorar a precisao do modelo, serao necessarios novos experimentos,
incluindo a analise da influéncia dos parametros k, A, o e -y sobre o desempenho do método. Ainda
assim, os resultados obtidos até o momento indicam que a abordagem proposta constitui uma boa
aproximacao inicial, abrindo caminho para futuras melhorias e validagoes.
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