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Abstract. Metabolite characterization through High Resolution Mass
Spectrometry has been widely used nowadays. This technique uses the
fragmentation profile of some ion to identify it, however, the identification
process to mass fragmentation spectra needs to be compared to the literature
and database specific for mass spectrometry, prolonging the time required to
identify substances. Molecular Networking is a computational tool, which
makes possible to compare many mass fragmentation spectra among them and
to databases simultaneously, reducing the time for analysing of the mass
fragmentation spectra and speeding up the metabolites identification process.

Resumo. A caracterizagdo de metabdlitos através da Espectrometria de
Massas de alta resolugdo tem sido a principal técnica utilizada atualmente.
Esta técnica utiliza-se do perfil de fragmentag¢do de um ion para identifica-lo,
contudo o processo de identificagdo dos espectros de fragmentagdo necessita
de comparagdo com bancos de dados especificos para espectrometria de
massas e literatura cientifica, prolongando o tempo de identificagcio da
substancia. O Molecular Networking é uma ferramenta computacional que
possibilita a comparagdo de varios espectros de fragmentagdo entre si e com
bancos de dados simultaneamente, reduzindo o tempo andlise dos espectros de
fragmentagdo, agilizando o processo de identificagdo de metabdlitos.

1. Introducao
1.1. A Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas (EM), ¢ uma técnica que se baseia na analise de ions
em fase gasosa, mensurando seus valores de razado massa/carga (m/z). Ela apresenta
vantagens como alta sensibilidade e praticidade, combinadas a possibilidade de se
confirmar a identidade dos componentes presentes em amostras bioldgicas de baixas
concentracoes [Bouslimani, 2014].

Para a geracdo dos ions ¢ necessaria uma fonte de ionizagdo no espectrometro de
massas sendo a responsavel pela dessorcdo/ioniza¢do dos analitos. Uma das fontes de
ioniza¢do mais conhecida e amplamente utilizada € a fonte do tipo Electrospray (ESI do
inglés, Electrospray lonization). A ionizagao por Electrospray ¢ uma técnica branda de
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geragao de ion que ocorre em pressao atmosférica, na qual uma solugdo com os analitos
passam através de um capilar carregado com um alto potencial elétrico, na ordem de kV
(quilo-volts) [Bhardwaj e Hanley 2014]. A vantagem desta técnica de ionizacdo ¢
obtencdo de espectros de fragmentacdo (EM/EM) que apresentam além da razdo
massa/carga do ion precursor os sinais relativos aos ions-fragmentos (ions gerados no
processo de fragmentacdo) [Jarmusch e Cooks 2014].

Neste trabalho de revisdo pretende-se expor de modo tedrico o processo de
obtencdo do Molecular Networking, partindo do tratamento de dados iniciais
provenientes das analises de EM/EM até a obtencdo da rede de correlagdo e
interpretacdo dos dados de fragmentagdo para a caracterizacdo dos metabolitos
analisados. Deste modo ¢ possivel evidenciar a contribuicdo que esta ferramenta
computacional desempenha no processo de identificacdo de substancias, por agilizar o
tempo de tratamento dos dados.

1.2 A Identificacdo de metabdlitos por Espectrometria de Massas

A confirmagdo da identidade quimica de metabdlitos via Espectrometria de
Massas pode ser obtida como auxilio de experimentos de fragmentagdo uma vez que o
perfil de fragmentag@o de cada molécula ¢ um fator intrinseco de sua estrutura quimica.
Este tipo de andlise ¢ importante em estudos de caracterizacdo de metabdlitos, pois além
de ser utilizado como uma forma de identificar a molécula, o perfil de fragmentacao
baseado nos ions fragmentos garante a caracterizacdo mais precisa das substancias de
interesse [Ernst et al. 2014].

Alguns ions-fragmentos podem trazer informacdes importantes a respeito das
classes a que a substancia investigada pertence, bem como outras informagdes que
auxiliam no processo de elucidagdo estrutural de metabolitos em estudos de produtos
naturais [Caprioti et al. 2012].

Além do perfil de fragmentagdo, o valor de massa exata dos fons ¢ Util no
processo de desreplicacdo de uma amostra complexa, e estd ligado a massa
monoisotopica dos elementos presentes no ion, sendo um pardmetro usado na
caracterizacdo de metabodlitos. Algumas vezes os processos de medigdes podem
apresentar erros, em espectrometria de massas o erro de massa pode ser calculado pela
equagdo (1) a seguir:

(Massa Monoisot. teor) — (Massa Monoisot.obs) 1
x 1000000 (1)

Erro m) =
(ppm) Massa Monoisot.teor

onde o valor de erro (ppm) € dado pela razdo da diferenca das massas monoisotdpicas,
tedrica e observada nos espectros nos espectros de EM/EM, dividido pelo valor da
massa monoisotopica tedrica e este resultado multiplicado por 1.000.000.

Por esta razdo dados obtidos em alta resolugdo sdo amplamente utilizados nos estudos
de prospeccdo pois restringem um determinado valor de razdo massa/carga a uma
pequena quantidade de possiveis substancias, o que facilita e agiliza no processo de
caracterizacdo, porém muitas vezes a identidade s6 pode ser confirmada com o auxilio
de analises de EM/EM [Lei, Huhman e Sumner 2011], [Saito e Matsuda 2010].
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O processo natural de interpretacdo de dados de espectrometria de massas
basicamente ¢ feito de forma humanizada, pois a comparagao dos dados experimentais
com a literatura e/ou bancos de dados ¢ realizada manualmente espectro a espectro e
muitas vezes torna-se exaustiva e pouco rentavel. Além disso, o processo de
comparacao dos dados de EM/EM pelo processo humano estd sujeito a erros nao
controlados e imprevistos. O processo humano de andlise e comparacao dos dados
muitas vezes ndo ¢ minucioso e preciso, dificultando na descoberta de novas moléculas
ou identificacdo do perfil quimico de amostra [Yang 2013].

Nesse contexto o Molecular Networking (MN) ¢ uma potente ferramenta
computacional desenvolvida pelo professor Dr. Peter Dorrestein da UCSD
(Universidade da California em San Diego) e colaboradores para aplicagao em dados de
Espectrometria de Massas, e tem como objetivo comparar o perfil de fragmentacdo dos
espectros de EM/EM para os ions precursores e agrupa-los de acordo com sua
semelhanca de fragmentagdo, agilizando o processo de identificacdo e caracterizagdo
metabdlica [Yang 2013].

2. Metodologia
2.1. Conversao dos dados de EM e obten¢io do Molecular Networking

Os dados de EM de alta resolugdo, para serem visualizados no MN devem seguir
o esquema de conversdo representado na figura 1.

Dadosde | | Convers3odos
EM/EM dados )
(arquivo.d) | . (arquivo.mzXML) |

Upload do arquivos
.L_D via FileZilla para o GNPS

Bruker DataAnalysis 4.2 % F_Ll

o

Processamento dos . N
Ajuste dos parametros

dadosna de correlacdo dos EM/EM
plataforma GNPS

Visualizacdo da rede através
do Cystoscape 2.8.3.

14019
(“_;’ 24001 .
44 026

£8.027
-24 029

foer
<
.-xolsz_g

-28.032
-20W01 1

o |

-26.06

Figura 1: Organograma de conversao dos dados de EM/EM de alta resolucéo e
obtencdo do Molecular Networking.
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Inicialmente os dados de EM/EM sao gerados num formato de extensao D
quando obtidos em equipamento Bruker. Para a visualizacdo dos dados e espectros de
massas ¢ utilizado o software DataAnalysis 4.2 onde ¢ possivel aplicar ajustes a
visualizagao grafica dos dados de EM ou EM/EM bem como manipular os espectros. Os
dados de EM para serem visualizados no Molecular Networking devem apresentar um
outro formato de extensdo, diferente do formato D. Neste caso os dados devem ser
convertidos para o formato mzXML no proprio software DataAnalysis.

O MN para ser gerado precisa ser processado numa plataforma
(https://gnps.ucsd.edu/ProteoS AFe/static/gnps-splash.jsp) de livre acesso denominada
GNPS (do inglés The Global Natural Product Social Molecular Networking) onde um
algoritmo especifico ira agrupar os dados, compara-los entre si de acordo com suas
similaridades e ainda compara-los com dados de EM/EM de compostos depositados em
outros bancos de dados também especificos para espectrometria de massas.

Para que os dados, apds convertidos, no formato mzXML sejam processados na
plataforma ¢ necessario realizar o envio destes até o servidor do GNPS. Assim, utiliza-
se o FileZilla, um aplicativo de cddigo aberto para o envio dos arquivos até o servidor
para que os dados de EM/EM sejam processados utilizando o algoritmo da plataforma
do GNPS.

Uma vez presente na plataforma do GNPS, alguns ajustes devem ser realizados
para que os dados possam ser processados, como por exemplo o grau de similaridade
dos agrupamentos, a intensidade dos sinais comparados e a quantidade de sinais comuns
entre os espectros. Neste caso um dos principais fatores a serem considerados ¢ o valor
do cosseno de correlacdo que varia de 0 a 1, onde espectros totalmente similares
apresentam um cosseno igual a 1 e espectros totalmente diferentes um cosseno igual a 0
[Yang 2013].

Ap0s os arquivos serem processados, uma rede de dados correlacionados entre si
por linhas é observada e os espectros de massas, cada um, convertidos em nodes que
estdo ligados por tais linhas. Esta rede s6 pode ser visualizada no software Cytoscape,
sendo a versaov2.8.3 uma das mais usadas. No Cytoscape ¢ possivel separar as amostras
por coloragdes atribuindo a uma determinada amostra analisada uma coloragdo, com
isso facilitando a identificacdo da origem de cada metabdlito observado na rede de
acordo com a amostra de origem. E possivel ainda organizar o layout de visualizagdo do
MN selecionando regides de maior interesse em caixas ou destacando-as com o uso de
coloracdes ou linhas para diferencia-las ao longo de toda a rede [Watrous et al. 2012].

3. Discussao

O processo de identificacdo de metabolitos atualmente vem utilizando diversas
técnicas, como por exemplo andlises em ressonancia magnética nuclear (RMN),
infravermelho (IV), mas principalmente técnicas hifenadas como a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM) e outras
técnicas combinada [El-Elimat 2013]. O denominador comum destas estratégias ¢ a
tentativa de se aproveitar o fato de que, estruturalmente, moléculas semelhantes

compartilham caracteristicas fisicas semelhantes, tais como perfil de UV-vis, o tempo


https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp

s e’
T ==l @E®W INSTITUTO FEDERAL

Bl rarand
SEMAMA DE TECNOLOGIA DA INFORMAGAD

2018 SETIF — V Semana de Tecnologia da Informagdo — ISSN 2526-1924 — Instituto Federal do Parana (IFPR)

de retencdo cromatografica, a massa molecular, o perfil quimico de fragmentagdo, os
deslocamentos quimicos de RMN ou ainda propriedades biologicas [Nielsen 2011].

No entanto, mesmo quando varias caracteristicas sdo experimentalmente
verificadas, a elucidagdo estrutural completa de uma substancia necessita de um longo
periodo de tempo, muitas vezes sendo a principal dificuldade encontrada na
caracterizacao de metabolitos e, em muitos casos, impossibilitando a caracterizacdo de
moléculas devido a complexidade observada ou a grande quantidade de dados a serem
avaliados [Yang 2013].

Assim, estratégias para facilitar o processo de identificagdo precisam ser
desenvolvidas e aplicadas nos estudos de investigagdo metabolica, para auxiliar na
caracterizacao de substancias presentes em amostras complexas de forma reprodutiva e
rapida.

Neste contexto, o sistema de alinhamento e comparagdo de dados - Molecular
Networking ¢ uma poderosa ferramenta que auxilia no processo de identificacdo
metabolica de amostras com alto grau de complexidade, como por exemplo extratos de
produtos naturais, diminuindo o tempo gasto na interpretagdo e tratamento de dados
[Nguyen 2013].

Além disso, ao inserir arquivos na plataforma do GNPS, os dados de EM/EM
sao comparados com dados de EM depositados em diversos bancos de dados como
MassBank [Horai 2010], Metlin [Smith 2005] e HMDB [Wishart 2013]. Deste modo,
além de correlacionar espectros de massas de acordo com suas semelhangas, facilitando
no processo de identificagdo ou elucidacdo de metabolitos, o0 MN exclui o processo
humano de comparagdo de dados experimentais com bancos de dados, pois o ele
consegue simultaneamente agrupar e comparar dados de fragmentacdo da amostra com
os bancos de dados.

Estes agrupamentos podem ser visualizados em uma rede (figura 2), de modo
que os compostos que exibem espectros de fragmentagdo semelhante fiquem agrupados
em clusters. Estes clusters sdo formados por um conjunto de nodes, que sdo os circulos
observados no MN. Cada circulo ¢ atribuido a um dado valor de m/z para um ion e a
comunicagdo entre os nodes € em relacdo as suas semelhancas observadas nos espectros
de fragmentacdo destes ions.

A correlagdo entre os nodes € baseada na similaridade no perfil de fragmentagao
entre os espectros. Isso se deve ao fato de que cada espectro de fragmentacdo ¢
convertido em um vetor unitdrio no espago dimensional. Os vetores, aos pares, sdo
comparados através do produto vetorial entre eles, que por definigdo inclui o cosseno do
angulo dos vetores. Se o valor do cosseno for ajustado para um valor igual a 1 poucas
correlacdes serdo observadas pois os clusteres formados serdo aqueles entre compostos
iguais que foram encontrados a partir da comparacdo entre amostra e os bancos de
dados. Ao diminuir o valor do cosseno, um maior nimero de correlacdes sera observado
devido a permissividade de correlagdo estar em torno de uma menor similaridade, o que
possibilita uma rede mais complexa. Assim o cosseno do produto vetorial € o valor que
define quao seletiva seré essa correlagdo. Muitas vezes um MN eficiente € o que mostra
varias correlagdes entre nodes de compostos conhecidos e desconhecidos, pois além das
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correlagdes estabelecidas, a diferenca de massa exata entre os nodes auxilia no processo
de identificagdo metabolica [ Yang 2013].

A comunicagdo entre os nodes no MN ¢ visualizada na forma de linhas,
evidenciando quais ions estdo correlacionados entre si. Além disso, com o auxilio das
linhas ¢ observado a diferenca de massa entre os nodes, sugerindo assim 0s possiveis
grupamentos (CH», CH3, O entre outros) que diferem estruturalmente os ions
correlacionados. Se a diferenca entre dois nodes ligados ¢ por exemplo de 28,123 u, este
valor ¢ sugestivel para uma diferenca estrutural entre os ions atribuida a unidade -
CH>CH:»- que esta ligada a uma das estruturas causando o acréscimo de massa de 28,
123 u. Como a tnica diferenga estrutural entre os ions ¢ devido a este acréscimo, logo o

perfil de fragmentagdo sera semelhante, justificando a comunicagdo entre os nodes
[Nguyen 2013].
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Figura 2: Alinhamento e correlacdo dos dados de EM/EM (A) para diferentes
valores de cosseno e representacdo do MN e seus clusteres (B) e comparacao
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Com isso, metabdlitos estruturalmente semelhantes, com padrdes de
fragmentacao semelhantes, sdo agrupados e considerados familias moleculares, as quais
tendem a se agrupar dentro de um cluster na rede molecular [Nguyen 2013]. Esses
modelos permitem a exploracdo visual simultanea de moléculas idénticas, analogos,
e/ou familias de moléculas, dentro de um conjunto de dados unico ou multiplo e de
composto por diversas fontes biologicas [Yang 2013].
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Esta nova abordagem comparativa dos dados de EM/EM pode agilizar o
processo de prospeccdo metabdlica presente em uma amostra complexa. Extratos
vegetais, fungicos ou amostras com alto grau de complexidade apresentam diversos
metabolitos e a avaliagao de todos os espectros de EM/EM dos metabolitos presentes
torna-se um processo longo e inviavel. Com isso, utilizando o MN ¢ possivel avaliar de
uma forma abrangente a diversidade de substancias presentes nestas amostras, ¢ ainda
compara-la com outras amostras a0 mesmo tempo. Quanto maior o nimero de amostras
presente na rede, maior sao as possibilidades de correlagdes observaveis no MN, além
disso substancias com o perfil de fragmenta¢ao conhecido podem ser inseridos nesta
rede auxiliando o processo de desreplicagdo metabolica.

Para os extratos obtidos a partir de fontes onde meios de cultivo sdo utilizados, ¢
possivel selecionar na rede quais sao os ions atribuidos ao meio de cultura e discrimina-
los dos demais ions, utilizando um sistema de coloracao dos nodes. Além disso, para
MN criado com diferentes amostras, ¢ possivel utilizar o mesmo sistema de coloracao
para identificar a origem de cada metabdlito visualizado na rede de acordo com sua
amostra, facilitando a identificagdo e analise dos ions observados para cada amostra.

4. Conclusao

Comparado aos métodos tradicionais de trabalho, os quais dependem da analise
comparativa e individual dos dados de EM/EM frente a literatura e bancos de dados
especificos para a Espectrometria de Massas, o Molecular Networking ¢ uma importante
ferramenta no processo de identificagdo e caracterizagdo metabolica. Desta forma o
processo de caracterizagao/elucidacdo de substancias em sistemas complexos (extratos
de plantas, fungos, bactérias) ocorre de forma mais rdpida e abrangente, sendo
atualmente uma das mais eficientes ferramentas computacionais dos estudos
metabolomicos.
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