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MOLECULAR NETWORKS: AN ANALYSIS ON ANNOTATIONS AND DISCOVERY OF NEW ASSETS. To speed up the
discovery of bioactive natural products (NP), chemists have sought advanced approaches in analytical and computational chemistry
in attempt to organize and extract information from large data sets. In this sense, the molecular networks (MN) successfully organized
enormous sets of mass spectrometry (MS) data together with samples metadata information in an intuitive visualization in the spectral

similarity networks format. GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking), a free online platform for storing and
processing MS" data, is a leading application of spectral matching with public databases aimed at the dereplication and discovery of
new bioactive products through molecular networks. In this review, we address the concept of GNPS spectral similarity networks,
as well as their complementary computational tools, benefits and limitations applied in NP studies associated with dereplication,
chemical ecology, functional genetics and determination of biosynthetic pathways.
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INTRODUCAO

A busca por procedimentos dgeis e eficientes para descoberta
de novos produtos naturais bioativos impulsionou, no final dos anos
de 90, o avango das tecnologias analiticas em separagdo e aquisicio
espectral.' O desenvolvimento de ferramentas computacionais, como
as técnicas de elucidag¢do de estrutura assistida por computador
(CASE - do inglés Computer Assisted Structure Elucidation),
permitiu também acelerar a identificacdo de compostos por meio de
comparagdes individuais entre espectros adquiridos e repositorios
espectrais de compostos.”

Embora essa comparagdo individual entre espectros tenha
contribuido para anotacgio e desreplicagdo de muitas substancias, o
procedimento continua sendo laborioso, demandando longos periodos
de curagem e verificagdo dos dados.>* Se consideramos as abordagens
modernas aplicadas aos produtos naturais, como metaboldémica>®
ou a biologia de sistemas, a situacdo fica ainda mais complexa e
impraticdvel. Plantas, microrganismos (terrestres e marinhos) e
bactérias podem expressar, dependendo das condi¢des ambientais e
genéticas, centenas ou até milhares de compostos, tornando a tarefa
de identificar/anotar compostos por meio das estratégias tradicionais
em PN um desafio humanamente invidvel.!’

A quimica de produtos naturais voltada as ciéncias dmicas, ou
ao entendimento de eventos multifatoriais, tem buscado na analise
estatistica, bioinformdtica e na quimiometria formas alternativas de
organizar, armazenar, mapear e analisar conjuntos complexos de dados,
com rapidez e confiabilidade.® Anélise por redes moleculares (do inglés
Molecular Networking) surge neste contexto como uma ferramenta de
organizacdo e visualiza¢do de grandes conjuntos de dados.”'> A partir
de dados espectrais, a rede molecular facilita a identificagdo de padrdes
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(similaridades e diferencas espectrais) entre conjuntos amostrais.
Isso permite reconhecer classes metabdlicas, substituintes e fun¢des
orgénicas em estruturas complexas de produtos naturais.'>?

A incorporacio de bibliotecas de compostos (espectrais) nas redes
moleculares tém auxiliado a anotacéo de compostos conhecidos por
comparacdo direta (dado adquirido e as bibliotecas) mas também tem
fornecido subsidios para anotagdo de moléculas desconhecidas.’® O
aumento em nimero e quantidade de dados presentes em repositérios
espectrais, como por exemplo o PubChem,” METLIN,* NIST,*!
GOLM,* BMRB,*® Super Natural II*> e a NuBBE;* também
tem ajudado no desenvolvimento de abordagens computacionais
complementares as redes moleculares.

A Global Natural Products Social Networking® (GNPS) é
uma plataforma online e de livre acesso para o cdlculo de redes
moleculares a partir de dados de espectrometria de massas.® Essa
plataforma, inicialmente desenvolvida para estudos prote6micos,*
foi, a principio, adaptada para andlise metabdlica de organismos
marinhos e atualmente € utilizada por toda comunidade de PN.3
Sua eficiéncia em organizar e resumir grandes conjuntos de dados de
espectrometria de massas (EM) levaram a expansio de seu prot6tipo
de aplicacdo em linha de comando para uma abordagem de aplicacéo
web, com uma interface simples e amigavel a ndo programadores. A
infraestrutura computacional do Mass spectrometry Virtual Interactive
Environment (MassIVE), um repositério de dados comunitério, parte
do consércio global ProteomeXchange, foi utilizado como suporte
para criacdo do GNPS, o que transformou esta plataforma em uma
rede internacional de tratamento e visualizagdo de grandes conjuntos
de dados.!*¥7 E importante destacar que plataformas como o GNPS
podem ser de grande utilidade para a anotagdo espectral, o que nao
necessariamente significa identificagéo estrutural.*

O objetivo deste trabalho € descrever como as redes moleculares,
a partir da plataforma GNPS, tem impactado no desenvolvimento
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da quimica de produtos naturais do século XXI. Esta revisdo traz
informagdes sobre a criagdo das redes moleculares e uso das diferentes
ferramentas associadas, como também exemplos interdisciplinares
de aplicac@o em produtos naturais.

CONCEITOS QUE ENVOLVEM AS REDES
MOLECULARES

O conceito de redes pode ser aplicado a qualquer campo académico
interdisciplinar no estudo de dados complexos. Seu primeiro relato €
descrito por Leonhard Euler em 1736 no caso matematico das Sete
Pontes de Konigsberg.*® As redes moleculares por sua vez visam,
através de uma estratégia computacional, ajudar a visualizacdo e
interpretagdo de dados espectrais complexos. Utilizando de fatores
correlacionais, como por exemplo o grau de similaridade entre
espectros, € possivel gerar redes moleculares que, em tltima anélise,
podem ajudar na determinagdo de classes metabdlicas, fungdes
orginicas, propriedades bioldgicas e quimiotaxondmicas.®!!

A plataforma GNPS? € voltada a andlise de grandes conjuntos de
dados (a partir de fons fragmento) em experimentos de espectrometria
de massas. Esses dados podem ser gerados a partir de aquisi¢do
dependente de dados (DDA), onde os experimentos de EM" sdo
realizados pelo isolamento prévio de fon(s) ou, pela aquisi¢do
independente de dados (DIA), em que os espectros de EM" sdo
adquiridos sem isolamento prévios dos fons precursores. Diversas
fontes de ionizagdo podem ser utilizadas para a criagdo das redes
moleculares, como ESI, APCI, MALDI e EI, bem como diversas
fontes fragmentacdo, como collision induced dissociation (CID),
Higher-energy collisional dissociation (HCD) e Electron-transfer
dissociation (ETD). Contudo, as informacdes da EM de uma
substancia podem variar significativamente dependendo da técnica de
ionizacao* ou da forma de ativac@o colisional,** o que impossibilita
o uso de diferentes protocolos/instrumentacdo para andlise de um
conjunto de amostras.

O conjunto de algoritmos do GNPS organiza cada espectro
adquirido (por exemplo em CLAE-EM e EM") e os classifica a
partir de um valor similaridade, que nesse caso € calculado pelo
valor de cosseno entre espectros presentes na(s) amostra(s) ou entre
a(s) amostra(s) e o(s) espectro(s) de referéncia presentes nos bancos
de dados. Dessa forma, sdo gerados agrupamentos espectrais com
base em um valor pré-estabelecido de cosseno (valor que varia de
0 a 1 - sendo que 1 indica 100% similaridade ou identidade e O,
totalmente diferentes). Se o pareamento entre dois espectros possuir
uma similaridade de cosseno maior ou igual ao valor limite pré-
estabelecido pelo usudrio, uma conexido ou um arco entre os dois
espectros € estabelecido.>!°
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Como cada substancia pode ser constituida por um conjunto de
espectros (em experimentos CLAE-EM e EM" podem ocorrer vérias
fragmentacOes de uma mesma substancia devido a largura do sinal
cromatografico) € necessdria uma etapa de agrupamento de fons de
uma mesma substincia, também chamado de espectro consenso.
Esse espectro € representado por um nodo (todos os espectros de
uma mesma substancia ficam armazenados neste nodo) enquanto
0s arcos que os conectam representam os valores de similaridade
entre os nodos.'

Finalmente, os nodos da rede sdo anotados utilizando diferentes
bibliotecas de compostos, com 0s mesmos critérios de pareamento
espectral, nimero minimo de picos compartilhados (no espectro de
massas) e a maximizagdo da similaridade do cosseno, considerando
a diferenca das massas entre os fons precursores.*!*!2

A Figura 1 representa o processo de construcdo das redes
moleculares a partir de dados de CLAE-EM e EM". Sao extraidos dos
sinais (cromatograficos) os espectros de EM" comparados, formando
0s espectros consenso e a rede molecular a partir de um valor pré-
estabelecido de similaridade de cosseno.

A plataforma também oferece armazenamento e andlise de dados
brutos (cromatogramas completos em formatos publicos mzML e
mzXML) através do repositério de dados MassIVE, possibilitando o
compartilhamento com toda a comunidade.® Apds a geragdo dos nodos
e arcos, estes sdo representados como uma rede, Figura 1, permitindo
que a informacdo quimica seja interpretada de forma intuitiva,
associando compostos andlogos, e suas respectivas particularidades
quimicas (diferencas de massas associadas aos arcos) sejam agrupadas
em uma representagao condensada.

A Figura 2 representa a estrutura da plataforma de redes molecu-
lares (GNPS), considerando desde o carregamento dos dados, armaze-
namento, rede social e comunitdria da plataforma como as ferramentas
de andlise. Como a plataforma estd constantemente disponibilizando
novas ferramentas, os usudrios sdo aconselhados a verificar o férum
oficial da comunidade para eventuais ddvidas (https://groups.google.
com/forum/#!forum/molecular_networking_bug_reports).

REDES MOLECULARES - MODO CLASSICO GNPS (CMN)

A rede molecular cldssica, conhecida como Classic Molecular
Networking no GNPS, foi a primeira ferramenta desenvolvida
na plataforma dispensando a necessidade de estdgios de pré-
processamento (avancado) como a quantificagdo dos features. Neste
modo ¢ possivel carregar dados de CLAE ou CLUE-EM e EM" e
MALDI-EM em modo DDA *1043

A criagdo das redes moleculares comega pelo processo de remogao
de ruidos dos espectros de fragmentagdo (EM"), com a selecio dos
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Figura 1. Formagdo de uma rede molecular a partir da inser¢do dos dados de EM", comparagdo dos espectros de massas para a gerac¢do do espectro de con-

senso e formagdo de agrupamento por similaridade (clusters)
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Figura 2. Representagdo esquemdtica da estrutura da plataforma GNPS. A plataforma conta com duas bases de dados, que armazenam dados brutos experi-

mentais e dados de referéncia. Além das bases de dados existe um componente analitico, que estd em constante expansdo, com a adigdo de novos modulos e

um componente social, onde os usudrios podem trocar informagoes, depositar e analisar dados

N picos mais intensos (pardmetro definido pelo usudrio) em janelas
de +/- 50 unidades de m/z ao longo do espectro. Em seguida, para a
criacdo dos espectros consenso (espectros pertencentes a um Uinico
sinal cromatogrifico), o GNPS oferece o algoritmo MSCluster,* o
qual € possivel ajustar a tolerincia de massa para agrupamento de
espectros referentes ao fon precursor e aos fons produto (valor padrio
de 1.0 Da). Esses valores dependem da performance do instrumento
de massas (alta ou baixa resolu¢ao). Assim, equipamentos calibrados
com maior poder de resolucdo utilizam tolerancias menores que
1.0 Da, como por exemplo instrumentos com analisadores do tipo
Time of Flight (ToF) ou Orbitrap.

A vantagem desta abordagem é que ela requer um nimero
menor de etapas de pré-processamento de dados, pode ser utilizada
em pequenos e grandes conjuntos de amostras e ndo necessita de
um protocolo de quantificagdo para as andlises experimentais. A
desvantagem € que o algoritmo MSCluster ndo leva em consideragado
o tempo de retengdo dos sinais, o que pode levar ao agrupamento
de isomeros e isébaros que possuem algum nivel de similaridade
espectral. Ele também nao € indicado para a criacdo de redes que
buscam identificar flutuacdes na quantidade e na covariancia dos
compostos da rede.*54¢

Uma das primeiras publicagdes em produtos naturais utilizando
de redes moleculares foi desenvolvido por Watrous e colaboradores, ?
trabalhando com entendimento de interagdes de coldnias de bactérias.
O potencial da técnica foi explorado para deteccdo, visualizacdo e
classificagdo quimica dos compostos.

Dentre as possiveis aplicagcdes em produtos naturais do modo
classico destacam-se a anotagdo de compostos com eficiéncia
e rapidez, estudos de quimiotaxonomia e descoberta de novas
substincias.'®*7# Como as redes moleculares formam agrupamentos
por similaridade espectral, muitas substincias de uma mesma classe
metabdlica (perfil de fragmentac@o similar) podem ser arranjadas
dentro de um mesmo agrupamento. Isso € bastante vantajoso quando
se analisa grandes conjuntos amostrais (>15 amostras), pois a rede
permite uma avaliagdo simultinea de todos os espectros da rede.

E possivel ainda utilizar o banco de dados para aumentar anotacio
de vdrias classes metabdlicas, priorizando compostos inéditos que

possuem similaridade espectral com compostos conhecidos. Esse
procedimento € chamado de identificacdo de desconhecidos por
compostos conhecidos, uma estratégia titil e rapida para a descoberta
de novos produtos naturais. Se os compostos conhecidos de interesse
possuem informacdes sobre alguma atividade bioldgica, essa
priorizacdo pode carregar novas informagdes bioldgicas a um dado
organismo. O trabalho pioneiro de Yang e colaboradores'" utilizando
de redes moleculares para o estudo de microrganismos marinhos
e terrestres, desreplicou mais 58 moléculas bioativas a partir de
andlogos dos bancos de dados, abrindo espaco para o crescimento
dessa estratégia.

REDES MOLECULARES - MODO FEATURE BASED
MOLECULAR NETWORKING GNPS (FBMN)

Para contornar os problemas causados pelo uso do algoritmo
MSCluster e, também considerar a flutuagdo e quantificagio
metabdlica, o GNPS disponibilizou um médulo de andlise chamado
de Feature-Based Molecular Networking (FBMN).® O FBMN requer
experimentos quantitativos (quantidade relativa) e uma etapa de pré-
processamento de dados espectrais de modo que espectros de massas
sejam convertidos a um feature. Nessa abordagem € necessario que as
andlises experimentais sejam realizadas por técnicas acopladas, como
por exemplo, CLAE-EM e EM", uma vez que o tempo de retengao serd
associado aos espectros (feature € um conjunto de caracteristicas que
alia diferentes fontes de dados, por exemplo, sinais cromatograficos
e espectrometria de massas).

Existem diversas ferramentas que realizam os pré-processamen-
tos de dados espectrais como MZmine,’"*> OpenMS,> MS-DIAL,>*
MetaboScape, XCMS,* Progenesis QI ou mzTab-M?% entre outras.*®
Contudo, MZmine"’ € a mais divulgada e utilizada pela comuni-
dade de espectrometria de massas. Em geral, o pré-processamento
necessdrio para a geragdo de features passa por nove etapas antes
de ser carregada no FBMN.* O Esquema | mostra, em detalhes,
as etapas e os parametros (sugeridos) pelo forum da comunidade
de redes moleculares, para o pré-processamento de dados de EM"
no MZmine.
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1 - Importacdo dos Dados Brutos
Raw data methods—Raw data import

2a — Deteccdo dos espectros de EM!
Raw data methods—feature detection—Mass detection

aSet Filters—*MS Level—1
aCentroid—PNoise Level>"1E3 - 1E7

2b — Deteccdo dos espectros de EM?
Raw data methods—feature detection—Mass detection
aSet Filters—PMS Level—2
aCentroid—PNoise Level»"1E2 - 1E6

AY4
J\.

- /)
4 3 — Construcio do Cromatograma de EM' I
Raw data methods—feature detection—~ADP Chromatogram builder

aSet Filters—PMS Level—1
aMin group Size in number of scans—"2 —7
aGroup intensity threshold—"3E3 - 3E7
aMin highest intensity—"3E3 - 3E7
am/z tolerance —HR *5 — 20ppm; LR 0.5 — 1.0 m/z

o /
/ 4 — Deconvolucdo Espectral dos Cromatogramas \
Feature list methods—Feature detection—Chromatogram deconvolution
aAlgorithm—2Baseline cut-off—"Min peak height— "3E3 - 3E7
bPeak duration range— "0.01 - 0.05; *1,0 - 3.0 min
bBaseline level— "E3 - 1E7
2m/z center calculation—~MEDIAN

am/z range for MS2 scan pairing (Da)—"0.01 — 0.05
\ aRT range for MS2 scan pairing (min)—"0.02 — 0.05 /
- ™

— Agrupamen Isé
Feature list methods—Isotopes—Isotopic peaks grouper
am/z tolerance—HR 5 — 20ppm; LR 0.5 — 2.0 Da
aRT tolerance— "0.1 — 0.5
aMaximum charge— "2 — 5
N 2Representative Isotope—Most intense 4
e 6 Alinhamento ™~
aFeature list methods—Alignment—Join aligner
am/z tolerance— HR "5 — 20ppm; LR 0.5 — 1.0 m/z
aWeight for m/z— "50 — 75%
3Retention time tolerance—0.01 — 0.1 min
\_ aWeight for RT— "25 — 50% %
e ™

Feature list methods—Filtering—Feature list rows filter
aMinimum peaks in a row— "1 -3
aMinimum peaks in an isotope pattern— "1 — 3
\_ aKeep only peaks with MS2 scan (GNPS)—Sim J
a ™

Feature list methods—Gap filling—Peak finder
antensity tolerance— “10%
am/z tolerance— HR "5 — 20ppm; LR 0.5 — 1.0 m/z
\_ aRetention time tolerance— "0.01 — 0.1 min J
'd N\

#9 — Exportagdo dos Dados
Feature list methods—Export/Import—Export/Submit to GNPS-FBMN
aFilters rows—Only with MS2

o’

Esquema 1. Pré-processamento de dados realizados no pacote Mzmine 2 para
a geracdo de redes moleculares (FBMN). “ representa a janela principal e ®
secunddria. "os pardmetros aqui sugeridos ndo sdo absolutos, dependem do
tipo de amostra, equipamentos e métodos; HR — alta resolugdo; LR — baixa
resolugdo; * deve selecionar um arquivo no formato desejado

A primeira etapa consiste na importa¢do dos dados brutos de
CLAE-EM e EM" (ou técnicas cromatograficas similares como
CLUE-EM e EM") e sua conversdo em formato mzXML; o segundo
estagio corresponde a detecgdo e filtragem de {ons presentes nos dados
brutos. Nesse processamento define-se os limites de intensidade dos
fons em EM! e EM" visando excluir a maior quantidade possivel de
sinais de ruido.>*! Na sequéncia, sdo reconstruidos os cromatogramas
de fons extraidos a partir de dados adquiridos, isto &, os fons extraidos
anteriormente sdo rearranjados sequencialmente dando origem
a um novo cromatograma.’® O quarto estidgio compreende-se a
deconvolugdo dos cromatogramas. Esse processamento € importante
para reconhecer e separar os isébaros que possuem tempos de retencio
diferentes e também promover a associacio dos fons precursores com
seus respectivos fons produto.’! Agrupar os fons que participam de
um mesmo perfil isotépico em um tnico feature € a etapa seguinte,
isétopos podem ser interpretados como substancias diferentes, por
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isso € necessario reconhecé-los e agrupad-los sob um tunico feature.
No sexto estagio ocorre o alinhamento dos features de cada amostra
em uma Unica lista, nesta etapa € possivel reconhecer as amostras que
apresentam os mesmos features.> O sétimo consiste em executar uma
filtracdo na lista de dados que visa excluir os features provenientes
de ruidos e interferentes. O oitavo estdgio consiste em uma reanalise
dos dados (Gap Filling), e tem o propdsito de reestabelecer features
de interesse que foram excluidos ou ndo selecionados por conta dos
valores dos pardmetros utilizados. Entretanto, deve-se ter atencéo
com os parametros aplicados para ndo recuperar sinais que nio sio
verdadeiros.”**! Por fim os dados sdo exportados em dois arquivos,
um arquivo no formato csv, contendo as intensidades dos espectros
de EM! (com seus respectivos nimeros de scans, possibilitando
gerar maior interacdo e adi¢des de novas informacdes aos features),
e um no formato mgf, contendo todas as informagdes dos espectros
de EM". Uma vez finalizado, esses arquivos podem ser submetidos
ao fluxo de trabalho do FBMN.30:51.57:58

E possivel ainda incluir uma tabela de metadados® tanto no modo
CMN quanto no FBMN.

REDES MOLECULARES - ANALISE POR CG-IE-EM

Redes moleculares a partir de dados de CG-IE-EM € uma opg¢ao
recente na plataforma GNPS. Como os dados de massas oriundos de
experimentos em IE ndo apresentam pré-selecio de ions precursores
(formato de aquisicio denominado de DIA) certas consideragdes sdo
necessdrias. Diversos conjuntos de dados podem ser combinados,
entretanto € exigido um mesmo protocolo de andlise, como o
programa de temperatura, coluna, modo de injecdo e energia de
ionizag@o 31060

A plataforma do GNPS disponibiliza duas sessdes para iniciar
o trabalho de andlise de dados CG-IE-EM. Na primeira € oferecido
ao usudrio a possibilidade de realizacdo de um pré-processamento
utilizando o MS-Hub, que além da deconvolugio dos cromatogramas,
tipico de experimentos realizados em modo DDA, promove uma
deconvolugdo espectral por meio de uma transformacao rapida de
Fourier, multiplicagdo e transformagao inversa de Fourier para cada
fon, seguida por uma fatoracdo de matriz ndo supervisionada.®
Todo processo € realizado de forma automadtica e dispensando
qualquer expertise em estatistica e/ou bioinformadtica. Entretanto
para garantir a eficiéncia do processo, € crucial que no minimo 10
amostras sejam utilizadas. A falta de informagdo pode levar a uma
deconvolugio instavel, gerando espectros de baixa qualidade.®* E
possivel utilizar outras opgdes de deconvolugdo como MZMine2/
ADAP, 83161 MS-Dial* ou XCMS,> as quais ndo exigem um nimero
minimo de amostras.

Transcorrida a etapa de pré-processamento, € gerado um arquivo
mgf contendo os espectros alinhados, deconvoluidos e com os
tempos de retengdo, bem como uma tabela contendo as dreas de
pico detectados. Utilizando o MS-Hub, o arquivo € automaticamente
introduzido no fluxo de trabalho do GNPS para comparacio com a
biblioteca espectral e, para construcdo da rede molecular, nao exigindo
etapas de download e upload no sistema. O usudrio deve somente
selecionar o link: Search Spectral Library and Molecular Network,
disponivel apds a deconvolucio dos espectros. O usudrio também
pode realizar seu download e utiliza-lo para explorar os resultados
empregando diversas outras ferramentas ou bibliotecas,” por exemplo
MetExpert,”> NIST 2017% e Wiley.

Tendo o usudrio optado por utilizar o MS-Hub, o fluxo de trabalho
para busca nas bibliotecas e criagdo da rede molecular serd exibido
automaticamente exigindo a definicdo de tolerancia de massa para
agrupamento dos espectros dos fons produtos, o nimero minimo
de fons produto e o valor minimo de cosseno. Opgdes avancadas
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estdo disponiveis, como da inclusdo dos valores de referéncias de
hidrocarbonetos para célculo do indice de retengio (Kovats).*

COMO UTILIZAR A PLATAFORMA GNPS E A
FERRAMENTA DE VISUALIZACAO CYTOSCAPE

Para acessar a documentagdo e as ferramentas do GNPS ¢é
necessdrio incialmente fazer um cadastro através do website
https://gnps.ucsd.edu. Para a constru¢io da rede molecular, as
andlises e processamentos devem ser realizados de acordo com as
recomendagdes da plataforma. Os dados devem incialmente ser
convertidos em formatos do tipo mzXML, mzML, ou mgf — pacotes
como MSConvert, do grupo de ferramentas ProteoWizard realiza
tais conversdes, além da funcionalidade de conversio online usando
o recurso arrastar e soltar disponivel na plataforma GNPS, Figura 3.
Existem duas opg¢des para o carregamento dos dados na plataforma
(upload): se os dados ndo ultrapassarem 20 MB, o upload pode ser
realizado diretamente pelo site utilizando a fungdo Drag and Drop;
para arquivos maiores que 20 MB, protocolos de transferéncia do
tipo FTP (File Transfer Protocol) sao recomendados. O pacote livre
WinSCP € indicado pela plataforma, onde o usudrio acessa o servidor
PreoteoSAFe —hospeda o GNPS e o MassIVE — e transfere os dados
para a plataforma (outras ferramentas podem ser utilizadas como
CoreFTP e CoffeeCup Free FTP).?

Uma vez convertidos e carregados, segue-se para etapa de
configuracdo de pardmetros para a criagcido da rede molecular (para
mais informag¢des segue o link da documentacdo: https://ccms-ucsd.
github.io/GNPSDocumentation/). De acordo com a particularidade
do estudo, como o instrumento, técnica e poder de resolucdo, serdo
necessdrias alteragdes nos pardmetros. O GNPS oferece campos de
instrugdo para cada um deles.*!°

Naio é recomendado o processamento simultdneo de dados obtidos
em diferentes modos de ionizagdo, porém o recurso Merge Network
Polarity possibilita mesclar duas redes moleculares criadas em modos
diferentes de ionizacdo. Esse recurso pode ser utilizado tanto em redes
criadas no CMN quanto no FBMN.

Embora a plataforma GNPS fornega a possibilidade de avaliagido
por ferramentas web browser, o uso de pacotes standalone faz-se
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necessdrio em casos de avaliacdo de redes em modo off-line e para
conjuntos amostrais que necessitem maior poder de processamento.
O Cytoscape® é um destes programas (recomendado) de aplicagéo
livre, feito pela comunidade cientifica para a visualizagdo de
grandes conjuntos de dados no formato de redes. Nele € possivel
realizar uma navegacgio dindmica de gréaficos, bem como utilizar de
ferramentas de edicéo de rétulos, cores e formatos (os nodos sido
frequentemente associados a massa do fon precursor). Os arcos da
rede frequentemente correspondem diferenca de massa entre dois
fons precursores ou o grau de similaridade entre eles.

A opgao por web browser possibilita a rapida filtragem de tabelas
do tipo html com ligagdes dindmicas a bancos de dados espectrais,
visualizacdo de familias moleculares (componentes conectados a
rede), visualiza¢do dos espectros de fragmentagdo, comparagdo
de espectros, geragdo de histogramas, além do gerenciamento e
compartilhamento simplificado pelos web links. A possibilidade
de gerenciar as tarefas, repetir as andlises (clonar os parametros) e
compartilhar com colaboradores tem motivado a ampla adogéo da
ferramenta pela comunidade cientifica.>!

BIBLIOTECAS ESPECTRAIS E AS REDES
MOLECULARES

Um dos grandes desafios no processo anotagao/identificacdo em
quimica de produtos naturais € a caréncia de banco de dados publicos
de espectros de massas sequencial (EM").®> Na tentativa de contornar
esse obstdculo, muitos laboratérios acabam criando suas préprias
bibliotecas (in house), que em sua maioria ndo sdo compartilhdveis
e/ou sdo incompativeis com outras bibliotecas. Nesse sentido, 0 GNPS
tem se empenhado na constru¢@o de uma biblioteca de produtos naturais
comunitdria, em que cada pesquisador pode acessar os espectros de
referéncia gratuitamente, mas também depositar os seus proprios
em um formato padronizado.*'%%> Além disso, o GNPS disponibiliza
informacdes de importantes bibliotecas de compostos como LDB
Lichen Database, MIADB Spectral Library,'>%¢” Sumner Spectral
Library,®® CASMI Spectral Library,®*% MassBank (Japan (http://
massbank.jp),” EU Mass Bank (https://massbank.eu/MassBank/)”' e
North America Mass Bank (http:/mona.fiehnlab.ucdavis.edu/ ).
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Figura 3. llustragdo do uso da ferramenta GNPS. Sdo necessdrios 6 etapas entre a inser¢do e interpretagdo dos resultados. CMN — redes moleculares no modo

cldssico; FBMN — feature-based molecular networking; CG — redes moleculares para dados de CG
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A forma mais comum de utilizagdo da biblioteca € através da
comparacio automadtica dos espectros consenso das redes CMN, !
FBMN? ou CG-IE-EM,® contra os espectros da biblioteca espectral
GNPS.? Durante o fluxo de trabalho na plataforma o usuério pode
selecionar as bibliotecas definindo o valor minimo de cosseno
(similaridade) e o nimero minimo de fons fragmento comuns
(entre o dado adquirido e o banco de espectros).!®3*% Também &
possivel realizar a reandlise de um espectro especifico empregando
a ferramenta MASST, ela realiza uma nova busca na biblioteca
espectral e permite alteragdo nos parametros de busca de forma
individual.”

Com Library Search é possivel fazer buscas e comparagdes
espectrais a partir de um dnico ou um conjunto espectros frente a
biblioteca espectral. O usudrio deve previamente converter seus
dados para um formato compativel (mzXML ou mzML) antes de
carregd-los na plataforma. Em seguida, seleciona-se os arquivos,
define-se a tolerancia de massa em relagdo ao fon precursor e aos
ions produto, o nimero minimo de fons produto e o valor minimo de
cosseno.? A principal diferenca desse recurso daqueles que geram uma
rede molecular € que nfo ha alinhamento de espectros de consenso,
ou seja, os espectros adquiridos de uma mesma substancia serdo
considerados tnicos.

Outra opcdo € o Molecular Explorer, ferramenta que permite o
contato entre pesquisadores que possuem dados em comum. Utilizando
do conceito de “dados vivos”, o usudrio pode buscar substincias
presentes em suas amostras, que foram relatadas para outros conjuntos
de dados piiblicos.*!? Por se tratar de um repositério piblico e
colaborativo, também € possivel acessar, explorar e realizar download
de todos os espectros depositados na biblioteca espectral do GNPS.?

Além das buscas ¢ possivel contribuir com o banco comunitario
de substincia do GNPS. Todas as contribuicdes sdo revisadas e
categorizadas baseadas na qualidade dos espectros e na confiabilidade
das anotagdes.>” O GNPS classifica as contribui¢des utilizando trés
niveis de qualidade: (i) Gold (ouro) caracterizados por espectros
de substancias puras de origem sintética ou isolada de produtos
naturais com caracterizag@o estrutural completa, (if) Silver (prata)
os espectros sdo suportados por uma publicagdo e o (iii) Bronze
(bronze), refere-se a caracterizagdo incompleta ou ndo suportada
por publicacdo. Os niveis ouro e prata, s6 podem ser atribuidos
por membros autorizados da comunidade, mesmo se tratando de
espectros de substincias que preenchem os requisitos. A comunidade
faz o depdsito na categoria bronze e, apds revisio, eles podem ser
promovidos aos niveis superiores. Os formatos aceitos para dep6sito
sdo mzXML, mzML e mgf.?

FERRAMENTAS INTEGRADAS AS REDES
MOLECULARES

As redes moleculares criaram uma forma estruturada de extrair
e organizar dados de EM" contribuindo para a solucdo de muitos
desafios em produtos naturais.” No entanto, a anotagdo em larga
escala de matrizes complexas continua sendo um obstaculo para a
descoberta de novas entidades quimicas bioativas. A taxa de anotacio
média, em estudos de redes moleculares pelo GNPS era de 1-2%
em 2012, data de sua primeira publicagdo, saltando para 5-6% em
nossos dias.'**

Os metabdlitos ndo anotados, também chamados de “matéria
escura — alusfdo a matéria desconhecida no cosmo”, representa o
maior desafio para a quimica de produtos naturais, bioinformatica e
das ferramentas computacionais.'®” Na sec@o a seguir sao mostradas
ferramentas complementares as redes moleculares e ao processo de
anotacdo: Network Annotation Promotion (NAP),”* MS2LDA,®7
MolNetEnhancer’®e Qemistree.”
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Networking Annotation Propagation (NAP)

O NAP € baseado no algoritmo de fragmentagdo do MetFrag®
e de ligacdo do MetFusion.? Ele utiliza a rede molecular para
melhorar a precis@o das previsdes in silico por meio da propagagdo
de anotacdes estruturais ampliando as probabilidades de anotar
corretamente as substincias, mesmo sem uma correspondéncia
com as bibliotecas espectrais. Isso € realizado através da criacdo
de uma lista de candidatos que sdo reclassificados usando a
topologia da rede molecular e similaridade estrutural, melhorando
assim significativamente a classificacdo das anotacdes in silico.™
Apresentando uma interface de facil aplicagdo, além do fato de estar
integrado a plataforma GNPS, o pacote NAP™ pode ser utilizado
logo apds a construg¢do das redes moelculares.!® O NAP pode
ser utilizado acessando o link https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/
static/gnps-theoretical.jsp, inserindo o JobID (identificador do
processamento de uma rede, i.e., quando se cria uma rede no GNPS
¢é gerado um ID) definindo alguns critérios para anélise, como por
exemplo, o valor minimo de cosseno, modo de aquisicéo e a precisdo
de massa em ppm. Finalizado o processamento, os resultados podem
ser explorados na prépria plataforma ou exportado para o software
Cytoscape.® NAP vem sendo empregado em diversos estudos na
drea de produto naturais, em que podemos destacar: avaliacdo
da diversidade quimica de espécies do género Alnus,® no estudo
multi-omics para avaliar o potencial de cianobactérias marinhas
filamentosas tropicais®® e para anotagdo in silico dos marcadores
de trés espécies do género Zanthoxylum.*

MS2LDA

Inspirado na modelagem de texto por Latent Dirichlet Allocation
(LDA),* MS2LDA € uma ferramenta que decompde dados de
fragmentagdo molecular e identifica padrdes de fragmentagio
de massas. Fragmentos co-ocorrentes e/ou perdas neutras que
representam subestruturas moleculares relevantes (p. ex., hexose
ou a perda de um grupo carboxila) potencialmente indicativos de
familias estruturais, denominados Mass2Motifs, sdo estruturalmente
caracterizados e utilizados para anotar moléculas para as quais nio
existem espectros de referéncia.’s"”

A ferramenta MS2LDA estd integrada a plataforma GNPS e pode
ser selecionada através da opg¢do Analyze with MS2LDA na pédgina
resultados, disponivel no final do processamento da rede molecular.
Uma vez que o processamento seja finalizado € possivel explorar
os resultados tanto na plataforma ou exportando para o software
Cytoscape® ou na pagina do MS2LDA.76"

Assim como as bibliotecas comunitdrias nas quais o usudrio
pode depositar/anotar uma substdncia com base no seu espectro,
o MS2LDA oferece um servi¢co de anotagdo de motifs. Essa
funcionalidade € uma das grandes inovagdes da aplicag¢do, uma vez
que facilita e acelera a anotag@o de substancias a partir dos motifs
identificados (fragmentos).

Recentemente um trabalho utilizando redes moleculares e
MS2LDA foi capaz de indicar a presenca de novos ésteres de
diterpenos em espécies do género Euphorbia com atividade inibitéria
contra o virus Chikungunya.*®

MolNetEnhancer

A fim de integrar algumas ferramentas complementares
disponiveis no GNPS as redes moleculares foi desenvolvido
a ferramenta MolNetEnhancer.”® Esta aplicagdo proporciona
a combinag¢do de uma rede molecular com ferramentas in
silico como o NAP™ e o MS2LDA’ e também automatiza a
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classificagdo quimica da ferramenta ClassyFire.* Isso permite a
visualizagdo de classes e subclasses quimicas presente nos clusters,
incrementando as informagdes estruturais.” Na se¢do das ferramentas
avancadas, subse¢do ferramentas experimentais, pode- se utilizar o
MolNetEnhancer inserindo os JobsIDs das redes moleculares, NAP
e MS2LDA. Ao término do processamento € possivel exporta-los
para o Cytoscape.®

Uma das primeiras aplicacdes do MolNetEnhancer foi no
estudo metabolomico de superfoods. Os autores observaram que os
superfoods tiveram uma maior taxa de anotacao de compostos quando
comparados aos nao superfoods.®

Qemistree

O Qemistree” é uma ferramenta que combina as redes
moleculares do tipo FBMN™ com as ferramentas in silico, SIRTUS®
e CSI:FingerID,* e constréi uma drvore quimica com base nas
impressdes digitais moleculares. Isso permite avaliacdes ecoldgicas
de dados quimicos em relagio as sequéncias de DNA geradas para
arvores taxondmicas (disponiveis) de espécies, géneros e familias.”
Para simplificar sua aplicacio, o fluxo de trabalho do Qemistree
pode ser acessado diretamente da pdgina de resultados da rede
molecular processada através da opcao: Visualize with Qemistree.
Automaticamente o fluxo de trabalho serd carregado requisitando
apenas um arquivo mgf, contendo as informacdes dos espectros
gerados para a plataforma do SIRIUS através do pacote MZmine
2 (Esquema 1), sele¢do do tipo de analisador e modo de ionizacéo
dos experimentos. Uma vez que o processamento seja finalizado,
as arvores quimicas sdo visualizadas e exploradas através das
ferramentas iTOL® e QIIME2.”!

APLICACAO DE REDES MOLECULARES A QUIMICA DE
PRODUTOS NATURAIS

Um levantamento realizado na Web of Science (IS1), empregando
como palavras-chave, “molecular networking” e “natural products”
apontou que 711 trabalhos foram publicados em periddicos
internacionais especializados entre 2013 e 2021 (01 de janeiro de
2013 220 marco de 2021), como mostrado na Figura 4. Uma inspec¢io
detalhada dos resultados confirmou a aplica¢io de redes moleculares
em estudos de desreplicacdo, priorizacdo de extratos e fragdes,
exploragdo de interagdes ecoldgicas, caracterizagio de genes e vias
biossintéticas. A versatilidade das redes moleculares, frequentemente
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Figura 4. Levantamento de artigos cientificos publicados entre 2013 e 2021
pela Web of Science utilizando como palavras-chave: Molecular Networking
e Natural Products
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associada a metaboldmica e aos produtos naturais, reflete o crescente
nimero e qualidade das publicagdes.

Contudo, o surgimento de novas ferramentas exige um periodo de
adaptagdo. At€ o momento, a capacidade média de anotagao do GNPS
ndo ultrapassou 20% dos fons totais para um estudo. Por outro lado, a
anotagdo com base em reagdes de fragmentagdo de um fon,* presente
em um nodo, pode levar a novas estruturas ou permitir o isolamento
guiado para a completa caracteriza¢do de novos produtos naturais.*’

Estudos bioguiados e priorizacao de fracdes e extratos para
anotacio e isolamento de novos quimiotipos bioativos

Estudos de desreplicacdo e descoberta de novos agentes bioativos
a partir de matrizes bioldgicas complexas (produtos naturais) sio
os tipos de estudos mais aplicados em redes moleculares. Naman e
colaboradores® analisaram 10 cianobactérias do género Symploca
sp. na busca por substancias citotoxicas. As fra¢des analisadas pelas
redes moleculares e a biblioteca do GNPS levou a identificacdo de
um peptideo inédito com agdo citotoxica.

Palicourea sessilis (Familia Rubiaceae) foi analisada por redes
moleculares, com a utilizacdo do Dictionary of Natural Products
combinado a ferramenta de fragmentag@o in silico DNP-ISDB. Os
autores identificaram e, posteriormente, confirmaram por isolamento,
oito alcaloides monoterpenicos, sendo trés inéditos com moderada
atividade anticolinesterdsica.”®

Olivon e colaboradores® utilizaram as redes moleculares em
combinag¢do com dados de bioatividade contra o virus Chikungunya
e sua relagdo de sinalizagdo Wnt (regulador de eventos embriondrios)
sob um conjunto taxondmico de 107 espécies de Euphorbiaceae (Nova
Caledonian). 292 extratos (ativos e inativos) foram gerados, entre
extratos de folhas, cascas, galhos, plantas e frutos inteiros. O estudo
levou a priorizagdo e posteriormente ao isolamento e elucidagio de
quatro ésteres de 12-desoxiforbol (dois inéditos) com atividade contra
o virus Chikungunya.

O estudo bioguiado com Angelica keiskei (Apiaceae) e redes
moleculares levou a descoberta de chalconas com propriedades
antimicrobianas contra Staphylococcus aureus. Os resultados da
rede foram analisados por ferramentas quimiométricas, indicando
o agrupamento das chalconas como responsdvel pela acdo
antimicrobiana dos extratos e fragdes. Foram isolados andlogos como
o xanthoangelol K, cuja atividade antimicrobiana foi pela primeira
vez reportada.”

Hou e colaboradores,’ utilizando dados de CLAE-EM e
EM", redes moleculares e dados de RMN de 'H, identificaram
ciclohexadepsipeptideos bioativos (crysogeamindas A —G) de
Penicillium chrysogenun.

Redes moleculares combinadas a bancos de dados in house foram
utilizadas para estudos de cascas de Geissospermum laeve (Familia
Apocynaceae). Trés novos alcaloides ind6licos monoterpenicos
foram encontrados. O estudo ainda realizou ensaios antiparasitdrios
e citotéxicos para as substancias isoladas.’

A estratégia metabolomica baseada em espectrometria de
massas e redes moleculares também foi recentemente utilizada
para caracterizar compostos com atividade larvicida contra Aedes
aegypti. Utilizando o MetaboAnalyst, redes moleculares e ensaios
bioldgicos para os extratos da espécie Annona crassiflora foram
isolados e caracterizados diversas acetogenias ativas contra as larvas
do mosquito Aedes aegypti (principal responsdvel pela transmissao
de dengue e outras arboviroses no Brasil).*

Redes moleculares tém sido aplicadas também para a caracte-
rizagdo de compostos anticancer” e antibiofilme®® de organismos
marinhos. Contudo, o grande potencial dessa estratégia pode ser
verificado pelo trabalho de Floros e colaboradores® analisando cerca
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de 1000 microrganismos marinhos, dos quais mais de 70% néo ha-
viam sido taxonomicamente caracterizados. Os autores avaliaram o
espago quimico de produtos naturais marinhos priorizando extratos
na auséncia de informacdes gendmicas ou de atividade bioldgica.
Agrupamentos especificos para algumas cepas levaram ao isolamento
e elucidagéo de duas substincias novas, os 4cidos maridricos A e B.*”

Uma derivagdo mais recente das redes moleculares, denominada
bioactive molecular network, foi desenvolvida por Nothias e
colaboradores para acelerar a priorizacdo e isolamento de substincias
em estudos bioguiados.!® O valor de bioatividade dos extratos
(independente do teste de bioatividade) € associado as quantificagdes
dos fons detectados nos experimentos de EM (EM!') nas redes
moleculares. Apés identificar as correlagdes significativas, os dados
sdo visualizados através da rede, indicando os nodos bioativos,
facilitando assim seu processo de desreplicagdo. Contudo, €
importante ressaltar que a intensidade dos fons detectados pode nao
refletir a realidade da concentracdo, uma vez que essa intensidade
estd diretamente relacionada a afinidade protonica ou a capacidade
de coordenagdo. !

Interacgées quimicas, ecoldgicas e variacao metaboélica

Existem diversos estudos em redes moleculares relacionados a
ecologia quimica, incluindo rela¢des de comensalismo, mutualismo
e simbiose, para as interagdes positivas, como também rela¢des de
predagio, parasitismo e antibiose.*!*? Entre as diferentes ferramentas
Omicas utilizadas para compreens@o destes fendmenos,'® as redes
moleculares ganharam destaque para eventos de sinalizagdo ou
defesa quimica.

Caraballo-Rodriguez,'™ observou a expressdo diferenciada
de metabdlitos produzidos por endofitos (actinobactérias e
fungos) de Lychnophora ericoides (Asteraceae) sob diferentes
formas de tratamento. Culturas isoladas e co-cultivos mostraram
que actinobactérias afetaram negativamente o crescimento e
desenvolvimento dos fungos. A rede molecular indicou algumas
classes e andlogos responsaveis pelo processo de inibi¢ao dos fungos.

Vallet ef al.'® notaram biotransformagdes de surfactinas
em experimentos de co-cultivo entre Bacillus subtilis e o fungo
Paraconiothyrium variabile (end6fito de Cephalotaxus harringtonia
- Taxaceae). Andlogos presentes nos agrupamentos das surfactinas
apontaram uma diferenca de massa de 18 Da, indicando uma perda
de agua entre os nodos do cluster. Esse estudo sugere uma interagio
interespecifica, onde a perda de 4gua das surfactinas produzidas pela
bactéria aumenta toxicidade e resisténcia contra os fungos.

Em um estudo brasileiro com espécies de Palitoa, que habitam
o mesmo ambiente dos corais, foi observado um efeito ambiental na
quimica das espécies estudadas.!%

Redes moleculares foram usadas para avaliagdo quimica de
recifes de corais distribuidos em diferentes locais do planeta. Os
autores apontaram diferencas de massas para grupos putativos como
H,, CH,, COCH,, dependendo da origem do tdxon.!”” Dessa forma, a
rede molecular foi capaz de ajudar a anotar de modo simplificado a
variag@o metabdlica que ocorre nesses holobiontes, mostrando como
o ambiente afeta diretamente a produgdo metabdlica.

Um estudo metabolémico utilizando redes moleculares,
possibilitou a identificacdo dos metabdlitos responsdveis pela
resisténcia em sojas contaminadas pelo fungo causador da ferrugem
asidtica. O estudo mostra o potencial da estratégia para o controle de
pragas.'® Finalmente, um estudo utilizando de redes moleculares para
caracterizacdo de bileverdina, serviu de partida para a identificagio
de um complexo metabdlito-proteina de cor azul, que sob a pele
amarela das ris, confere um tom esverdeado utilizado em processos
de camuflagem em folhas.'®”
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Genomica funcional, estudos de biossintese via redes
moleculares

A associag@o da rede molecular com estudos genéticos e
biossintese também tem ganhado destaque na drea de produtos
naturais. A andlise de trés espécies de cianobactérias marinhas Moorea
producens 3L, Moorea producens JHB, e Moorea bouillonii PNG
levou a descoberta de trés novas substincias pertencentes a uma nova
classe, chamadas de columbamidas A, B e C. As cianobactérias foram
submetidas as andlises gendmicas comparando as informagdes obtidas
com as andlises metabolomica através das redes moleculares.'!°

Uma abordagem similar foi descrita por Maansson et al.,'!!
a partir de estudos gendmicos combinado as redes moleculares
para andlise de metabdlitos bioativos de treze bactérias marinhas
Gram-negativas. As andlises de pan-plots e core-plots apontaram
que apenas 2% das caracteristicas foram compartilhadas entre
todas as linhagens, enquanto 30% foram especificas a uma tnica
linhagem. A rede molecular apontou um agrupamento caracteristico
das substancias conhecidas e guiou a descoberta de dois novos
andlogos de tiomarinol.

Parkinson e colaboradores''? também utilizaram a metabolomica,
redes moleculares e gendmica para a descoberta de novos produtos
naturais. Dois peptideos ndo ribossomais produzidos por espécies da
actinobactéria do género Streptomyces e possiveis andlogos estavam
agrupados em um mesmo cluster, os quais foram posteriormente
caracterizados pelas vias biossintéticas.

O fungo Aspergillus nidulans foi estudado utilizando aminodcidos
marcados com isétopos estdveis (SILAAs) e redes moleculares para
caracterizagao de suas vias biossintéticas. O cultivo possibilitou
a determinacdo da via da nudalina A e seus andlogos, bem como
a anotacdo de fungisporina, ainda ndo reportada para a espécie.!!®

Outro exemplo importante, nesse contexto, ocorreu pela aplicagido
de protedmica top-down, redes moleculares e marcagdo isotpica para
a caracterizacdo da via biossintetica de um peptideo ndo-ribossomal
raro.'™

A Tabela 1 mostra outros estudos ndo relatados até aqui
empregando redes moleculares em conjunto com as ferramentas
complementares em produtos naturais.

CONCLUSOES

A abordagem por redes moleculares estd entre os grandes avangos
das ferramentas computacionais aplicada a quimica de produtos
naturais do século XXI. A visualizagdo de forma estruturada e
intuitiva de grandes conjuntos amostrais facilita a compreensao de
eventos multifatoriais encontrados em ecologia quimica, biossintese,
quimiotaxonomia, e principalmente na desreplicacdo e na descoberta
de entidades quimicas bioativas. Contudo, como em qualquer
abordagem, seu uso indiscriminado e ndo supervisionado pode
levar a erros de anotagdo. Portanto, recomenda-se uma curagem dos
compostos de interesse usando uma abordagem de double-check.

O aspecto comunitdrio das redes moleculares, como a troca de
informacdes entre autores e dados experimentais, € outra importante
conquista para o campo dos produtos naturais. A expansao das bases
de dados experimentais a partir de esfor¢os individuais — geracéo
de colecdes espectrais de alta qualidade — podem ser agrupadas e
disponibilizadas, aumentando o grau de confiabilidade das anotagdes
em matrizes biolégicas complexas. Os avangos nos protocolos e
métodos de deteccdo ortogonais (tais como RMN, DAD, ELSD e
CAD) sdo fatores necessdrios para uma completa caracterizagdo
dos compostos presentes nas redes. Nesse sentido, € importante
ressaltar que a principal funcionalidade das redes moleculares €
organizacdo e visualizacdo intuitiva de grandes conjuntos de dados,
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Tabela 1. Trabalhos utilizando redes moleculares para estudos em produtos naturais
Fonte Natural Tipo de Estudo Relevancia Ferramentas Computacionais Ref.

Abelhas e col6nias

Ecologia Quimica

A importancia dos flavonoides

CMN/PCA/OPLS-DA

Silva-Junior''®

microbianas para sobrevivéncia de abelhas
Actinobactérias EC9IOg1a Qulmlc~a © Hal(')genagao nz.Ltural dfi . CMN Lee''
Biotransformagio flavonoides por actinobactérias
Estudo da variagdo dos
Bactérias Marinhas Bioatividade parametros fi N crescnmel/lt'o FBMN Conde-Martinez'"”
para a produgao de metabdlitos
bioativos
Analgésico e anti-inflamatério
Barata do Mar Bioatividade de derivados do dcido Z-9- CG-EM Yue!!®
hexadecendico
Diferenciacdo do metabolismo
Corais Ecologia e Ambiental de dois zoantérios coletados ao CMN Costa-Lotufo!®
longo da costa brasileira
Esponja marinha Caracterizagao Quinoides azuis zwitteridnicos CMN Bonneau'"”
Fungo fitopatogénico Biossintese Elumdagao da rota blOSll’l't ctica CMN Zhu'®
de dibenzoespirocetais
Fungos Biotransformagio Oxidagdes do. ancis B e C de FBMN Xie®
galatos de epigalocatequinas
. . Produgdo metabdlica da .
Fungos de formigas Ecologia . - .. CMN Boya'
interagdo de fungos e bactérias
Plantas Bioatividade alcaloides 3-aminospirostanos CMN Gazolla¥
anotados por redes moleculares
Elucidag@o e priorizacdo de
Plantas Desreplicacio e bioatividade  alcaloides quinolinicos com CMN Gaudry'*
atividade tripanocida
Plantas Anotagdo Estudo d? fragn}entggao de CMN Pilon’
flavonoides glicosilados
Plantas Biossintese Elucidagao (.ia rota .m,etgbohca FBMN Chacon'?
de alcaloides eritrinicos
Sapos Ecologia Quimica Primero relato de fluorescéncia CMN Taboada®

em Sapos

e que o processo de anotagdo e principalmente de identificag¢do de
compostos € dependente de estratégias complementares, que podem
ser através metodologias de desreplicacdo ou por meio de isolamento
e caracterizacdo utilizando de técnicas cldssicas em PN.

Como perspectiva, a abordagem pode incorporar outras
funcionalidades como dados quimiométricos, gendmicos e/ou
farmacolégicos de modo a gerar uma plataforma multifuncional para
a pesquisa em produtos naturais.
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