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GUIDE FOR CHROMATOGRAPHY COUPLED TO MASS SPECTROMETRY DATA PROCESSING. In this work, a discussed and
step-wise tutorial for LC-MS and GC-MS data processing using the open-access software MZMine2 is presented and discussed. The

rationale behind each step was demonstrated to enable the readers to go through their own data and process it accordingly. The main

lesson to be learned is that each parameter must be chosen in light of the raw data and no guidelines should suggest a predetermined
value. Still, it is worth mentioning that ideal values for each parameter do not exist, and that the user might end up investing too
much time futilely optimizing values. Our suggestion is to process your data in light of the raw data (and the study design) following
the preview figure result and the resulting feature list generated in each processing step, interpret your data, and go back to process

it again to tune the detection of important features.
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INTRODUCAO

A espectrometria de massas (MS) € uma das ferramentas de
deteccdo e produgdo de informagdes estruturais mais utilizada em
quimica organica e de produtos naturais (PN). Juntamente com a
ressonancia magnética nuclear (RMN), forma um grupo importante
de técnicas instrumentais para identificagdo estrutural inequivoca de
moléculas.! No contexto da relevincia das andlises por MS, deve-se
incluir as técnicas acopladas que utilizam a cromatografia como forma
de separacdo dos compostos: cromatografia em fase gasosa acoplada
aMS (GC-MS, do inglés gas chromatography-mass spectrometry) e
cromatografia em fase liquida acoplada a MS (LC-MS, do inglés liquid
chromatography-mass spectrometry). Dentre as diversas vantagens e
abrangéncia desses sistemas de separacdo e detec¢do, destacam-se,
principalmente, as reducdes de efeitos de matriz (p. ex. supressdo
idnica) e a separacdo de compostos is6baros.> Abrangéncia de
métodos, se refere a possibilidade de separar compostos de diferentes
caracteristicas fisico-quimicas usando colunas cromatogréficas com
fases estaciondrias diversas,’ como apolares, polares, de troca idnica e
mecanismos mistos. Adicionalmente, € possivel analisar os compostos
separados pela cromatografia usando diferentes formas de ionizagao
(p. ex. ionizagdo por elétrons na GC-MS e ionizagdo por electrospray
nos modos positivo e/ou negativo na LC-MS),* diferentes modos de
aquisic@o de dados (p. ex. aquisicio dependente de dados — DDA e
independente de dados — DIA em espectrometros de massas hibridos)®
e com medida de massas em baixa ou alta resolugdo.

Dados de cromatografia acoplada a MS de amostras complexas,
como as de origem natural, geralmente apresentam cromatogramas
também complexos com sobreposi¢do de sinais cromatograficos.
O processo de desconvolucdo pode auxiliar na separacdo dos

*e-mail: ricardo_mborges @ufrj.br

mesmos. Desconvolug¢do se refere ao processo de resolucio de sinais
sobrepostos em seus constituintes inicos ou features; esse termo serd
usado para se referir a uma informagdo produzida pela combinagio
de um dado de MS e um dado da dimensdo cromatogrifica. Deve-
se reconhecer que € crescente o uso dessas ferramentas em estudos
envolvendo PN e metaboldomica em suas diversas vertentes.!®3
Hoje, diversos grupos de pesquisa no mundo que atuam na drea
de PN usam a LC-MS e/ou GC-MS em seus estudos, inclusive
para protocolos de desreplicagdo®® de extratos brutos e fragdes
enriquecidas em determinadas classes de compostos. No entanto,
percebe-se que muitos pesquisadores ainda deixam de processar
(e analisar em profundidade) os dados de suas préprias amostras,
trabalhando até com arquivos impressos de espectros obtidos de
sinais cromatograficos escolhidos manualmente. Portanto, € clara a
necessidade de uma discussdo maior e divulgagdo de metodologias
de processamento de dados em detalhe e de forma pratica.

O objetivo deste trabalho € explicitar as etapas envolvidas e
fornecer referéncias para ajudar os grupos de pesquisa nacionais,
principalmente os alunos de graduag@o e pds-graduagao, a escolherem
os melhores parametros para processar seus dados de LC-MS e
GC-MS. Para isso, o software MZMine2’® serd usado como ferramenta
de processamento de dados pelos seguintes motivos: (1) ele € um
programa gratuito e de cédigo aberto; (2) permite a visualizagio
prévia dos resultados a cada etapa do processamento; (3) permite a
inclusdo de novos scripts com métodos variados para processamento
com diferentes objetivos; (4) € uma das ferramentas mais utilizadas
mundialmente (junto com 0 XCMS'® e MS-Dial'!). Nao serd excluida
a possibilidade de os usudrios escolherem outras ferramentas de
preferéncia, desde que a escolha dos parametros seja feita de forma
racional.
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Tabela 1. Dados e origem dos dados do repositério Metabolomics Workbench utilizados nesta demonstracdo

LC-MS
Tipo de amostra Origem (c6digo) Referéncia/DOI Comentérios
Planta ST000240 (Material Suplementar 2.A) 10.21228/M8FKS5P ACE Excel 2 C18-PFP (100 x 2,1mm, 2um).
Coral PR0O00747 (ST001163)'S (Material Suplementar 2.B) ~ 10.21228/M8469M ACE Excel 2 C18-PFP (100 x 2,1mm, 2um)
Microrganismo ST001199 (Material Suplementar 2.C) 10.21228/M8CD73 Acquity CSH Phenyl Hexyl (1,7 uM, 1,0 x 100 mm)
Urina humana ST001122 (Material Suplementar 2.D) 10.21228/M8GDO6N Waters Acquity BEH Amide (150 x 2,1mm, 1,7um)
Plasma humano ST000601 (Material Suplementar 2.E) 10.21228/M8FC7C Agilent Zorbax RRHD SB-C18 (100 x 2,1mm, 1,8um)
GC-MS
Tipo de amostra Origem (c6digo) Referéncia/DOI Comentdrios
Planta ST001056'¢ (Material Suplementar 2.F) 10.21228/M81M4X TG-5MS
Inseto ST000025'7 (Material Suplementar 2.G) 10.21228/M85P4V Restek Rtx-5Sil MS (30 x 0,25mm, 0,25um)

*A discussio sera feita com foco em cada etapa do processamento utilizando os dados, mas nio dando sequéncia completa ao processamento de cada dado.

PARTE EXPERIMENTAL

O software MZMine2 pode ser obtido gratuitamente em seu
site oficial (http://mzmine.github.io/, data de acesso 26/07/2021),
através da aba download. Para este guia, foi utilizada a versdo 2.53.
Para utilizar o software, € necessdria a instalacdo prévia do Java SE
runtime (JRE) versdo 1,7 ou posterior. Nao € necessdrio instalar
o MZMine2 em seu computador, basta descompactd-lo apds seu
download e executar o arquivo referente ao seu sistema operacional
(p. ex. Microsoft Windows, Mac OS X ou Linux).

Para demonstrar cada etapa do processamento, foram utilizados
dados de GC-MS e LC-MS obtidos no repositério aberto
Metabolomics Workbench (https://www.metabolomicsworkbench.
org/). Foram selecionados grupos de dados de diferentes naturezas,
incluindo de origem humana, como plasma e urina, insetos,
organismos marinhos, microrganismos e plantas (Tabela 1). Este
trabalho € um exemplo da importancia de repositérios de dados
publicos, tais como o Metabolomics Workbench'? que tém papel
importante nos principios de FAIR.'* Com objetivo de expandir o
uso de dados coletados em repositérios, um tutorial mostrando as
etapas para download de dados para os repositérios Metabolomics
Workbench e MassIVE foi montado (Material Suplementar 1).

Os dados de LC-MS utilizados foram previamente convertidos
ao formato .mzXML com o software MSConvert'* antes de serem
submetidos ao processamento de dados. Os dados de GC-MS
utilizados foram obtidos no formato .cdf, produzidos pelo software
nativo do préprio equipamento de aquisi¢do. Esses arquivos .mzXML
e .cdf foram entdo importados para o software MZMine?2. Este aceita
como dados de entrada os formatos .NetCDF, .mzXML, .mzData,
.mzXML, dentre outros formatos, tais como Thermo RAW files, Waters
RAW folders, Agilent CSV files e Compressed files. Os parametros
utilizados em cada etapa dos processamentos para essa demonstracio
sdo dispostos em cada momento de uso na discussdo deste trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os autores declaram que os resultados apresentados neste trabalho
ndo implicam em nenhum juizo de valor sobre as informacdes
quimicas geradas em cada projeto ou as interpretacdes bioldgicas
resultantes dos dados quimicos. Nosso objetivo se limita a criar
um guia comentado em lingua portuguesa para tornar a etapa de
processamento de dados mais acessivel e disseminada entre todos
os usudrios das ferramentas de LC-MS e GC-MS.

Etapas do processamento

O objetivo deste trabalho € a discussdo dos pardmetros a
serem utilizados em diferentes etapas de processamento de dados

de LC-MS e GC-MS. Logo, nio serd descrito um procedimento
para processamento completo de um estudo. Aqui, alguns projetos
disponiveis em repositério online foram selecionados e processados
por alunos em estdgio inicial de treinamento na drea de metabolomica.
Informacdes sobre esses processamentos estdo descritas no material
suplementar.

Serdo discutidos os efeitos de diferentes parametros em cada
etapa do processamento para os diferentes projetos escolhidos no
repositério online (Quadro 1): (1) Detecgdo e listagem dos sinais de
MS; (2) Construcao dos cromatogramas de fons extraidos dos sinais
detectados; (3) Desconvolugdo dos cromatogramas de fons extraidos;
(4) Desconvolugdo de espectros de MS (especifico para GC-MS); (5)
Reconhecimento do perfil isotdpico; (6) Alinhamento de features
entre amostras; e (7) Aplicagdo de filtros.

Quadro 1. Etapas do procedimento de processamento de dados de GC-MS
e LC-MS usando o software MZMine2

Etapas para GC-MS

Etapas para LC-MS

Importacdo de dados
Listagem de sinais de m/z*

Construcdo de EICs
(dados de MS1 apenas)

Desconvolugao cromatogréfica
Desconvolugao espectral **

Alinhamento entre amostras

Aplicagdo de filtros****

Importacdo de dados
Listagem de sinais de m/z*

Construcdo de EICs
(dados de MS1 apenas)

Desconvolugao cromatogréfica
Agrupamento de perfil isotdpico***

Alinhamento entre amostras

Aplicac@o de filtros****

*incluir MS e MS/MS (apenas quando hd dados de MS/MS). **etapa es-
pecifica para GC-MS com ionizagdo por elétrons. *** etapa dependente da
resolucdo usada no espectrometro de massas. ****etapa opcional.

Detecgdo e listagem dos sinais de MS (etapa comum para LC-MS
e GC-MS)

[MZMine2l Menu: Raw data methods >> Feature Detection >> Mass
detection] (Figura 1S)

Nessa etapa, o objetivo € indicar ao software quais sinais em MS1
(dados adquiridos em modo de varredura total de fons) devem ser
considerados para as préximas etapas. E importante definir um limite
méximo permitido para o nivel de ruido instrumental (parAmetro Noise
level). Em geral, cada tipo de equipamento/analisador de massas
apresenta um nivel diferente de ruido. Por exemplo, em analisadores
de massas do tipo Orbitrap o valor geralmente utilizado para o ruido é
10° (entrada no software como 1ES5). Enquanto que para analisadores
do tipo TOF esse valor é de 10° (1E3). Porém, esses valores podem
variar de acordo com a amostra a ser analisada, pardmetros de
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aquisi¢do de dados e fabricantes dos equipamentos. Sugere-se a
andlise dos dados brutos das amostras para esse tipo de avaliacgio.

O procedimento indicado para essa etapa de detecgdo e listagem
dos sinais de MS é: (1) avaliar diferentes regides da linha de base
(incluindo o periodo do cromatograma relativo ao volume morto da
andlise cromatografica) e anotar os valores de m/z e intensidades dos
sinais; (2) avaliar diferentes sinais cromatograficos de intensidade
baixa e anotar os valores de m/z e intensidades para comparar com
os sinais anotados anteriormente; e (3) definir e informar um valor
seguro, que nao se sobreponha a intensidade de sinais referentes a
metabolitos (Figura 1).

Uma sugestio para essa etapa seria utilizar valores mais baixos
e incluir algum ruido nesse momento para considerar flutuacdes da
linha de base, uma vez que outras etapas do processamento poderdo
excluir sinais indesejdveis. A escolha do valor usado para filtrar o
ruido deve sempre ser feita utilizando a ferramenta Show preview,
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observando, quais sinais estdo sendo excluidos. Na Figura 1, é
demonstrada a sele¢do de pontos da linha de base em diferentes
tempos de retengdo para visualizacdo das intensidades dos sinais
no espectro de MS (Figura 1; setas vermelhas) e a selecdo de sinais
cromatograficos relativamente pequenos para visualizagdo das
intensidades minimas a serem consideradas como sinais (Figura 1;
setas azuis). Deve-se desconsiderar os sinais de MS constantes ao
longo da linha de base como responsdveis por sinais cromatograficos.
Vale também mencionar que dificilmente haverd um valor perfeito
para listar e desconvoluir com sucesso todos os sinais detectados
pelo instrumento, mas esse processo sé serd reprodutivel com
um processamento computacional devidamente documentado. E
necessdrio informar também a janela de tempo de retengao (Retention
time) e nivel de MS (MS level, com o Browser em Mass detector) do
qual a listagem ser4 feita.

Como resultado dessa etapa de listagem dos sinais feita para
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Figura 1. Procedimento para andlise dos dados brutos (TIC — total ion current chromatogram) e obtengdo dos parametros fundamentais para o processamento
(Dado: ST000025, GC-MS). A: Espectro de MS obtido de um ponto de linha de base (6,23 min); B: Espectro de MS obtido de outro ponto de linha de base
(7,08 min); C: Espectro de MS obtido de um sinal cromatogrdfico de baixa intensidade (6,10 min); D: Espectro de MS obtido de um sinal cromatogrdfico de
alta intensidade (6,36 min); E: Informagoes a serem observadas e coletadas para dar sequéncia ao processamento
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cada scan do(s) arquivo(s) importado(s), serdo criadas varidveis
(listas de massas; Mass list) ainda na janela raw data files para cada
scan. Essa informacdo pode ser conferida abrindo cada uma dessas
listas do Mass list, ou visualmente, abrindo uma figura com os dados
coloridos conforme estdo ou nao listados (Figura 2). Observem na
Figura 2 que, mesmo nos espectros de MS de pontos da linha de
base, aparecem alguns sinais marcados em vermelho. Em se tratando
de dados adquiridos por experimento de DDA na espectrometria de
massas sequencial (fandem MS ou MS/MS), por exemplo, esses irdo
incluir espectros de fragmentag@o que também devem ter seus sinais
listados da mesma forma que foi feito para MS acima. Também &
possivel (e indicado) a visualizagdo para os espectros de MS/MS
para sele¢@o do Noise level. A intensidade desses sinais € geralmente
duas ordens de magnitude menor que o MS1. Nesse caso, deve-se
selecionar a op¢do MS level como sendo 2 em Set filters.

Construgdo dos cromatogramas de ions extraidos (etapa comum
para LC-MS e GC-MS)

[MZMine2| Menu: Raw data methods >> Feature Detection >> ADAP
chromatogram builder] (Figura 2S)

Nessa etapa, aqueles dados listados nas Mass list sdo usados
para a criagdo do cromatograma de fon extraido (EIC — extracted
ion chromatogram) para cada sinal listado. Uma série de parametros
sdo utilizados para determinar valores de m/z que sdo detectados
continuamente e o que pode ser aceito como um sinal cromatografico.
O script Automated Data Analysis Pipeline (ADAP)'® é o método
mais indicado e ele atua com base nos parametros: (1) nome da lista
de massas definida pela etapa anterior (Mass list name); (2) nimero
de pontos/scan que podem ser usados para caracterizar um sinal

10071D_4x_Batch_9_C.mzXML#130216 @3.17 MS1 ¢ +, base peak: 413.2685 miz (2.8E5)
2,565 Sean definiton: Ful
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cromatografico (Min group size in # of scans); (3) intensidade minima
que um ponto deve ter para ser considerado como parte de um sinal
cromatografico (Group intensity threshold); (4) intensidade minima
da altura mdxima de um sinal cromatogrifico para que esse seja
considerado (Min highest intensity) e; (5) tolerancia maxima permitida
para que valores de m/z de diferentes scans possam ser alinhados em
um feature (m/z tolerance no MZmine2). Geralmente aqui € utilizado
o valor do erro experimental em massa do equipamento usado para a
aquisicao dos dados. Por exemplo, m/z tolerance de 0,02-0,005 (m/z)
para dados de alta resoluc@o/exatiddo (Orbitraps e TOFs).! Quando o
parametro ppm em m/z tolerance estiver 0,0, ele serd desconsiderado,
e vice-versa. Por outro lado, para dados adquiridos em instrumentos
de baixa resolucdo/exatiddo (comum em GC-MS com analisadores
de massas quadrupolo ou armadilha de fons), uma varia¢@o unitaria
(ou nominal) pode ser admitida nesse parametro (atenco a situagdes
em que a exportacdo dos dados foi feita de modo a reportar valores
unitdrios apenas, p. ex. o dado ST000025).

Observem que ndo hd uma etapa de exclusio de ruido de linha
de base (background subtraction). Isso € justificavel, pois a definicdo
dos sinais cromatograficos feita pelo script ADAP tende a ser
bem sucedida, ja que, idealmente, ruido ndo tem formato de sinal
cromatografico.?” De forma mais clara, essa etapa vai considerar um
EIC vilido quando ele tiver, pelo menos, um certo niimero de pontos
para formar um sinal cromatografico (Min group size in # of scans)
acima do valor informado para Group intensity threshold e produzindo
um sinal com valor maximo acima do Min highest intensity também
informado pelo usudrio.

A escolha dos parametros nessa etapa de construcdo dos
cromatogramas nao pode ser acompanhada usando a visualizacio
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Figura 2. Demonstragdo da visualizagdo dos sinais nos espectros de MS em cada scan (Dado: STO00601, LC-MS). Os sinais marcados em vermelho sdo aqueles

listados em Mass lists. Os sinais nos espectros de MS ndo marcados em vermelho (em azul) foram excluidos pelo Noise level (neste caso, estabelecido como sendo
6E4). A: Espectro de MS obtido de um ponto de linha de base (0,89 min); B: Espectro de MS obtido de outro ponto de linha de base (6,80 min); C: Espectro de
MS obtido de um sinal cromatogrdfico de baixa intensidade (3,17 min); D: Espectro de MS obtido de um sinal cromatogrdfico de alta intensidade (5,15 min)
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prévia (ndo existe a ferramenta Show preview), mas € indicado que
sejam avaliados diretamente a partir dos cromatogramas de fons totais
(TIC) obtidos dos dados brutos. O procedimento indicado é: (1) abrir
os TIC para os dados brutos importados (fung¢io oferecida com o uso
do ‘botdo direito’ do mouse sobre cada raw file), incluindo as amostras
branco (que compdem parte dos dados de controle de qualidade;
sempre indicado) utilizando a ferramenta Show TIC no MZMine2
com os parametros desejados; (2) selecionar sinais cromatograficos
de tamanhos variados para anotag@o dos pardmetros requeridos pelo
método ADAP Chromatogram builder no MZMine?2 (Figura 1).

E esperado que experimentos de aquisi¢io de dados no MS que
produzam mais pontos (scans) por sinal cromatografico acabem
por permitir uma defini¢do de sinal mais bem sucedida. Para isso,
o conceito de tempo do ciclo de varredura (scan cycle time) deve
ser bem compreendido pelo analista/operador do instrumento.
Por exemplo, deve-se considerar que experimentos que envolvam
aquisicdo de dados em modo positivo e negativo alternadamente (fast
switch) na ionizag¢do por electrospray em LC-MS podem resultar
em um scan cycle time elevado e limitar a capacidade do script
ADAP chromatogram builder ja que cada sinal cromatografico serd
definido por menos pontos. Existird uma chance maior do ruido ser
erroneamente definido como uma feature. Da mesma forma, € notavel
que na maioria dos experimentos adquiridos com um analisador de
alta velocidade de transmissdo (p.ex.: quadrupolo simples), o scan
cycle time € mais curto do que aqueles experimentos adquiridos em
analisadores de mais baixa velocidade de transmissdo (p.ex.: por
transformada de Fourier e ressonancia ciclotronica de fons). Logo
os sinais cromatograficos em GC-MS sdo normalmente construidos
por mais de 10 pontos (Figura 3).

Como resultado dessa etapa, observa-se a construgio de uma série
de EICs para cada dado em processamento em listas de features e
essas varidveis serdo expostas na janela Feature list ao lado direito
da janela principal do MZMine2. A partir desse ponto, quando um
feature possuir dados de MS/MS associados, esses estardo presentes
em cada feature. Porém, as proximas etapas sdo feitas apenas com os
EICs produzidos utilizando apenas dados de MS em nivel 1 (MS level
1), ou de fons precursores. E muito importante que o usuario entenda
que € possivel acompanhar cada etapa de processamento visualizando
cada sinal cromatogréfico e espectro de MS/MS associado, inclusive
monitorando aqueles sinais de maior interesse.

Desconvolugdo dos cromatogramas de ions extraidos (etapa co-
mum para LC-MS e GC-MS)

[MZMine2| Menu: Feature list methods >> Feature Detection >>
Chromatogram deconvolution] (Figura 3S)
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Em diversas ocasides, nos EICs produzidos pela etapa anterior,
serdo observados mais do que 1 sinal cromatogréfico por feature
(Figura 4). Isso € resultado da ocorréncia de sinais de m/z de mesmo
valor (dentro do m/z threshold) em diferentes tempos de retencao e,
em muitos casos, sdo isdbaros detectados em tempos de retengio
diferentes. E necessdrio separar esses features distintos para que
se possa analisd-los a luz da expectativa de que cada feature deve
caracterizar apenas um componente de uma amostra. E sabido que
na ionizagdo por electrospray na LC-MS um tdnico componente
pode ser detectado em diferentes formas, caracterizando diferentes
features, como no caso dos adutos [M+H]*, [M+Na]*, [M+K]",
dentre muitos outros.?! A esse procedimento, de separacdo de dois
ou mais sinais cromatograficos em features tnicos, di-se o nome de
desconvolugdo cromatogréfica (Chromatogram deconvolution). Ela
é aplicada diretamente nas listas de features produzida pela etapa
anterior, ou seja, nos EICs.

Entre os métodos disponiveis para a desconvolucdo dos sinais
cromatograficos, os disponiveis no MZMine?2 sdo: (1) Baseline cut-
off; (2) Noise amplitude; (3) Savitzky-Golay; (4) Local minimum
search; (5) Wavelets (XCMS); e (6) Wavelets (ADAP).

Os métodos Baseline cut-off e Noise amplitude sio mais
simples e indicados para um pequeno conjunto de dados com sinais
cromatograficos bem definidos. De forma geral, ambos requerem
apenas altura minima (Min peak height), a largura minima de um sinal
cromatografico (Min peak duration) e o nivel do ruido, que € o que
diferencia os dois métodos. Baseline cut-off considera apenas o nivel
da linha de base (Baseline level) e por isso € indicado para dados que
apresentem baixo valor de ruido e linha de base continua. J4 o Noise
amplitute considera a amplitude/variacéo do ruido, e portanto, € mais
indicado para dados com varia¢des do nivel do ruido durante uma
mesma andlise cromatografica e entre os cromatogramas. A partir dos
valores escolhidos para esses parametros, os sinais cromatograficos
que aparecem acima do nivel de ruido serdo integrados.

Os pardmetros a serem informados s@o: altura minima de um
sinal cromatografico (Min peak height), largura minima de um sinal
cromatografico (Min peak duration) e a intensidade minima aceitdvel
para a segunda derivada (Derivative threshold level).

O método Local minumum search é mais indicado para casos
onde hd a relacdo sinal/ruido alta e com sinais cromatograficos bem
definidos. E um método ideal para analises-alvo (ou quando h sinais
limpos, intensos e com linha de base minima). Ele busca por pontos
mais baixos entre dois sinais cromatograficos para tragar os limites
de integragdo respeitando pardmetros de intensidade e duragdo dos
sinais. Um cromatograma com intensidade alta de ruido ou sinais
cromatograficos muito serrilhados podem representar uma limitagdo,
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Figura 3. Diferenca do niimero de pontos que compéem um sinal cromatogrdfico entre uma andlise feita em GC-MS (A) (dado: ST000025) e em LC-MS usando
uma coluna cromatogrdfica de interagdo hidrofilica-HILIC (B) (dado: STO00601). Esse pardmetro, assim como todos os outros, devem ser escolhidos a luz dos

dados brutos de cada estudo, incluindo diferentes amostras dentro do estudo
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Figura 4. Demonstracdo da necessidade de desconvolucdo de sinais cromatogrdficos (Dado: ST001122, LC-MS). Idealmente cada feature deverd compor um

dado de MS e um dado de tempo de retengdo apenas. A: Lista de features obtida logo apds a etapa de Chormatogram builder; B: Exemplos de EICs de dois

m/z diferentes que precisam ser desconvoluidos para fornecer apenas um sinal cromatogrdfico para cada m/z

ja que esse método ird reconhecer sinais em demasia e dividi-los em
muitos features diferentes. Os parametros a serem otimizados séo: (1)
limite minimo para pontos detectados para serem considerados um
sinal cromatografico em porcentagem (Chromatographic threshold),
(2) periodo de tempo minimo considerado para a detec¢do de um
ponto minimo local que caracteriza a separacdo minima entre dois
sinais cromatograficos para se buscar por um ‘vale’ (Search minimum
in RT range (min); parametro sensivel em situa¢des onde hd sinais
“serrilhados”); (3) intensidade minima de um sinal cromatografico
em relacdo ao ponto mais alto do cromatograma (Minimum
relative height); (4) intensidade absoluta minima para que um sinal
cromatografico seja considerado (Minimum absolute height); (5)
razdo minima entre o ponto mais alto de um sinal cromatografico e os
pontos adjacentes (Min ratio of peak top/edge; parametro sensivel em
situagdes onde hd sinais “serrilhados”); (6) limite inferior de duracéo
de um sinal cromatogréfico (Peak duration range).

O método Wavelets (XCMS) necessita que o usudrio do MZMine2
instale um programa paralelo gratuito, chamado de R, com um
conjunto de fung¢des que estdo disponiveis no sitio http://bioconductor.
org/biocLite.R. Como se trata de um método bastante similar ao mais
moderno Wavelets (ADAP), que serd priorizado em seguida, ndo serd
detalhado aqui, mas pode ser encontrado em uma referéncia para os
leitores interessados.?

O método Wavelets (ADAP)*¢ promove a detec¢do de sinais
cromatogréficos dentre os EICs usando a ferramenta transformada
wavelet continua (CWT)? que tem se mostrado util em diversos
segmentos de pesquisas que envolvem detec¢do de sinais nédo
estaciondrios, como €, aproximadamente, 0 caso para cromatogramas.
Os coeficientes wavelet sdo calculados em diferentes escalas e

localizagdes (parametros esses informados pelos usudrios) e a
determinacdo de localizag@o e fronteiras dos sinais cromatograficos
sdo estabelecidos. Nao cabe aqui discutir em detalhes o uso de
CWT na detecgdo de sinais, mas algumas referéncias podem ser
indicadas para o leitor mais interessado.'*??? De forma mais
clara, quanto maiores os coeficientes wavelet, maior a confian¢a no
sinal cromatogréfico detectado. Os pardmetros a serem otimizados
sdo: (1) limite minimo para razdo sinal-ruido (S/N Threshold); (2)
método para estimativa de ruido (S/N estimator); (3) limite inferior
de intensidade para um sinal cromatografico (min feature height);
(4) razdo entre o maior coeficiente wavelet e a area sob a curva de
cada sinal cromatogrifico que € usado para excluir sinais menos
consistentes, ja que a tendéncia é de que sinais com dreas muito
grandes produzam coeficientes maiores (normalizando os coeficientes
wavelet pelas dreas; coefficient/area threshold); (5) variagdo aceitdvel
para largura dos sinais cromatograficos (Peak duration range); (6)
variacdo limite de escalas wavelet a serem utilizadas na construcéo das
matrizes dos coeficientes expressos em tempo de retenco em minutos
que serdo aplicadas ao cromatograma e que devem ser escolhidos
conforme as larguras dos sinais cromatograficos observados no
cromatograma (RT wavelet range) (Figura 5). Na Figura 5 observa-
se uma situagdo de escolha do pardmetro mais critico nessa etapa,
0 RT wavelet range. O objetivo dessa etapa € tentar separar sinais
cromatogréficos produzidos por constituintes isébaros, mas deve-se
visualizar todas as situagdes que possam ser criticas para integrar o
sinal por completo (Figura 5; caso negativo em A e positivo em B
e D) ou ndo dividir um sinal no meio (Figura 5 C). Infelizmente, a
otimizagd@o dos pardmetros para um conjunto de sinais pode levar a
impossibilidade de integracdo completa de um sinal cromatografico
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(Figura 5; seta vermelha em B) e isso deve ser considerado a luz dos
resultados esperados para o planejamento do estudo.

A escolha do método mais indicado, dentre todos os apresentados
anteriormente, para a desconvolucdo de sinais cromatograficos
dependera dos dados adquiridos e o usudrio podera testar os diferentes
métodos e avaliar os resultados usando a ferramenta Show preview.
Espera-se que as discussdes apresentadas aqui referentes aos pros
e contras de cada método possam ajudar o usudrio a definir qual o
melhor método para aplicar ao seu conjunto de dados.

Quando had dados de MS/MS adquiridos no experimento, é
importante marcar as opgdes que pareiam os espectros de MS/MS
com os features que serdo desconvoluidos, segundo pardmetros de
desvios de valores de m/z e tempo de retengdo (Opgio scan pairing).

Desconvolugdo de espectros de MS (etapa especifica para GC-MS)
[MZMine2| Menu: Feature list methods >> Spectral deconvolution >>
Hierarchical Clustering | Multivariate Curve Resolution] (Figura 4S)

Em andlises por LC-MS € muito comum a aquisi¢do de
dados de MS/MS utilizando o experimento DDA. Nesse modo,
espectros de MS/MS sdo adquiridos apds uma etapa de selecio
de um fon precursor usando uma janela pequena de isolamento do
fon, e consequentemente, cada espectro de fons produtos pode ser
relacionado diretamente com seu {on precursor. J4 para GC-MS, onde
¢ muito comum o uso da fonte de ionizagdo por elétrons (Electron
lonization), as fragmentagdes ocorrem na fonte, ou seja, sem uma
etapa prévia de sele¢do dos fons. Consequentemente, cada scan
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(espectro) detectado apresenta todos os fons precursores juntamente
com fons produtos. Ou seja, esses espectros de massas obtidos por
GC-MS podem conter mistura de fons fragmentos de diferentes
metabdlitos. Nesse caso, € necessdrio que se adicione uma etapa de
processamento para separacdo dos fons dos espectros de fragmentagio
para cada componente da mistura, a desconvolugdo de espectros de
MS (Spectral deconvolution).

Dentre os métodos disponiveis, estdo: (1) Hierarchical Clustering
e (2) Multivariate Curve Resolution. Esse tltimo serd especificado
aqui e € o método de preferéncia dos autores deste guia. Uma de
suas vantagens € possuir menos pardmetros a serem informados
pelo usudrio.

Dentre os parametros requeridos pelo método Multivariate Curve
Resolution estdo: (1) largura para janela de desconvolucdo em minutos
(Deconvolution window width (min)); (2) tolerancia em minutos para
tempo de retenc@o (Retention time tolerance (min)); (3) nimero minimo
de sinais que, serd quase sempre igual a 1 (Minimum Number of Peaks);
(4) ajuste do tempo de retengdo do sinal desconvoluido (Adjust Apex
Ret Times) (Figura 6). E importante destacar que o processamento &
realizado nas listas de features dos EIC brutos e dos EIC desconvoluidos
e, por isso, eles devem ser escolhidos nas op¢des Chromatograms e
Peaks, como Specific feature lists. Nesse método de desconvolucéo, o
cromatograma € dividido em se¢des de intervalos de tempo (clusters),
0 que ird permitir maior eficiéncia computacional para os célculos.
Um método multivariado divide cada cluster em diferentes grupos
conforme o perfil de sinais nos espectros de MS resultando em espectros
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Figura 5. Demonstragdo da visualizagdo dos sinais cromatogrdficos para o procedimento de desconvolu¢do cromatogrdfica utilizando o método Wavelets
(ADAP) (Dado: ST001163, LC-MS). Observa-se aqui 4 situagades diferentes: (1) para o intervalo entre 0,60-2,60 minutos (A e B) e com escolha por parametros
0,01 (A) e 0,05 (B) para o parametro RT wavelet range; (2) para o intervalo entre 0,45-0,80 minutos (C e D) e com escolha por parametros 0,01 (C) e 0,05 (D)

para o parametro RT wavelet range. A: Show preview com parametro RT wavelet range em 0,01 evidenciando uma divisao correta dos sinais em 0,8-1 min (seta

azul) e uma integragdo incompleta do sinal em 2,4 min (seta vermelha); B: Show preview com pardmetro RT wavelet range em 0,05 evidenciando a integragdo

satisfatoria do sinal 2,4 min (seta azul) e a ndo integragdo do ‘ombro’ em 0,8 min (seta vermelha); C: Show preview com pardmetro RT wavelet range em 0,01
evidenciando divisdo indevida de um sinal mais intenso (seta vermelha); D: Show preview com parametro RT wavelet range em 0,05 evidenciando a integragdo

satisfatéria do sinal 0,6 min. E sempre importante avaliar diferentes chromatograms em diferentes Feature Lists
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Figura 6. Demonstragdo do procedimento de desconvolugdo espectral usando o método Multivariate Curve Resolution (Dado: ST001056, GC-MS). O ta-
manho dos clusters foram definidos pelo pardmetro Deconvolution Window Width (min) para englobar 2-3 sinais cromatogrdficos. Observem que os clusters

sdo identificados e diferenciados por cores na janela marcada em vermelho. Na janela marcada em azul, observa-se o resultado previsto da desconvolugdo a

partir da aplicagdo dos valores informados para os demais parametros. A: Show preview com pardametro Retention time tolerance (min) de 0,1 evidenciando

uma distingdo correta do sinal em 28,86 min, mas incorreta dos sinais presentes entre 33,18 e 33,32 min (B). C: Show preview com pardmetro Retention time

tolerance (min) de 0,05 evidenciando uma distingdo correta dos sinais presentes entre 33,18 e 33,32 min (C) e também do sinal em 28,86 min (D). E sempre

importante avaliar diferentes clusters em diferentes Feature Lists

de fragmentagdo puros, quando bem sucedido. Entdo, um balanco
entre os parametros Deconvolution window width (min) e Retention
time tolerance (min) deve ser explorado utilizando o Show preview
observando as janelas mais criticas (ou de interesse) no cromatograma.
De forma prética, o objetivo € observar a desconvoluggo de dois ou mais
sinais cromatograficos com cores diferentes na janela inferior do Show
preview (Figura 6 C). Na janela superior do Show preview € mostrado
o resultado da divisdo dos clusters no cromatograma selecionado.
Essa janela deve ser explorada com a ferramenta zoom e analisada em
conjunto com os cromatogramas dos dados brutos. O sugerido aqui €
encontrar um valor de Deconvolution window width (min) que envolva 2
ou 3 sinais cromatograficos para a determinacao dos clusters e um valor
de Retention time tolerance (min) conforme a largura minima dos sinais
cromatograficos, Valores altos desse tiltimo levardo ao mau desempenho
do processo de desconvolugio espectral. Um desafio claro em muitas

andlises serd integrar por completo um sinal cromatografico muito
intenso (Figura 6; A e D) usando os mesmos parametros escolhidos para
a separacdo de dois sinais parcialmente sobrepostos (Figura 6; B e C).
Observem que em um primeiro momento, o usudrio pode ser levado a
escolher pardmetros para integrar um sinal muito intenso (Figura 6 A)
com parametros que ndo iriam separar outros sinais cromatograficos
(Figura 6 B). A indicagdo € sempre verificar pela visualizagdo dos
features quando modificar algum pardmetro.

Reconhecimento de perfil isotopico
[MZMine2| Menu: Feature list methods >> Isotopes >> Isotope peak
grouper] (Figura 5S)

Até o momento, todos os features detectados e desconvoluidos
foram construidos dentro de um valor limite referente ao m/z
tolerance (em ADAP Chromatogram builder) através do qual se faz
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um alinhamento dos valores de m/z entre os diferentes scans para
constituir um feature listado como EIC. Sendo esse m/z tolerance
sempre menor do que 1,0, é esperado que os sinais que compdem
um perfil isotépico estejam separados em features diferentes. O perfil
isotopico € o nome que se dd ao conjunto de sinais de MS com suas
intensidades relativas que englobam o fon molecular (ou as moléculas
protonadas/desprotonadas em ESI) e os fons referentes aos seus
is6topos mais pesados.? Em geral, observa-se um perfil do tipo ‘A’,
‘A+1°, ‘A+2° (p. ex.: '*C,H,(NO,, *C'"*C4H,NO,, *C,"*C,H,,NO,)
conforme a diferenca de massa e contribui¢do de cada isétopo,
principalmente em referéncia a abundancia relativa de *C e *C.
Sabendo que uma substancia certamente produzird um perfil isotépico
(desde que o instrumento utilizado produza resolug@o suficiente para
tal distingdo (Figura 7), € necessdrio que se combine os diferentes
features que compdem um perfil isotdpico e esse procedimento €
denominado agrupamento de sinais isétopicos (Isotope peak grouper).

Esse procedimento € realizado utilizando os parimetros (1)
tolerAncia maxima de desvio de valor de m/z (m/z tolerance), (2)
tolerancia maxima permitida de desvio de valor de tempo de retengao
(Retention time tolerance) e (3) maior quantidade de cargas permitidas
(Maximum charge). Trata-se de um procedimento simples e mais
similar a um alinhamento de features dentro de cada dado e deve-se
usar os valores anotados analisando os dados brutos. De forma pratica,
esse procedimento combina EIC features que tenham comportamento
cromatografico similares e forma um pseudo-espectro de MS com
os sinais dos mesmos.

Alinhamento de features entre amostras (etapa comum para
LC-MS e GC-MS)

[MZMine2l Menu: Feature list methods >> Alignment >> ADAP
Aligner (GC); Join aligner (LC) ou RANSAC aligner (LC)]
(Figura 6S)

[MZMine2| Menu: Feature list methods >> Alignment >> ADAP
Aligner (GC)] (Figura 7S)

Quim. Nova

Finalmente, apds processamentos dos sinais cromatogréaficos
e obtenc¢do de espectros de MS consenso para cada feature
desconvoluido, pode-se seguir com o alinhamento das diferentes listas
de features de cada dados (na maioria dos casos, de cada amostra).

E muito importante, inclusive como um procedimento de controle
de qualidade dos dados, incluir amostras de branco de extracio nesse
alinhamento para que seja possivel apontar sinais de contaminagdes
comuns. Outras amostras de controle de qualidade também sao
importantes, mas essas podem variar conforme o planejamento do
estudo proposto. Como resultado, € produzido uma lista de features
alinhados, com seus dados de MS combinados e a intensidade de cada

feature integrado listada para cada dado (ou amostra). Um resultado

positivo desse processo todo € a integracdo e célculo das dreas sob
a curva de cada sinal cromatografico devidamente desconvoluido.
Esse dado podera ser utilizado em estudos de quantificacio absoluta
ou quantificacio relativa, por exemplo.

Duas opg¢des podem ser utilizadas para o alinhamento dos features
em dados de LC-MS: (1) Join aligner,’ que utiliza similaridade entre
os tempos de retencdo e os valores de m/z que definem cada feature;
e (2) RANSAC aligner,® que € uma adaptagio do Join aligner que
inclui a possibilidade de alinhamento de features cujos desvios
fogem de um comportamento linear. Esse dltimo € uma opg¢do menos
preferida pelos autores deste guia uma vez que ndo € uma ferramenta
deterministica e apresenta diversos pardmetros para serem definidos.

O método Join aligner apresenta poucos parametros para serem
definidos, sendo eles principalmente relacionados a tolerancia de m/z
(m/z tolerance) e de tempo de retencdo (Retention time tolerance),
juntamente com a informacio dos pesos utilizados para esses dois
parametros (Weight for m/z e Weight for RT). Nesse caso, dados de
MS de alta resoluc@o sdo mais bem alinhados pelos dados de m/z,
sendo configurados com um peso maior, enquanto dados adquiridos
em equipamentos de baixa resolu¢do pode ser alinhados com um peso
maior para o tempo de reten¢do. Entretanto, hd casos onde o Join
aligner ndo funciona bem por requerer desvios lineares apenas, daf

Feature list: GCMS_131221ajcsa05_1.cdf EIC_ADAP DesconvCromat_LocalMinSearch
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Figura 7. Demonstracdo da necessidade de se aplicar o método Isotopic peak grouper para combinar os EIC produzidos a partir de sinais de MS que compdem

um tinico petfil isotopico. Dado: ST000025 (GC-MS)
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a indicagio do RANSAC.® E indicado, por final, reanalisar os dados
a luz dos resultados de anotaciio de substincias (etapa posterior
que ndo € alvo deste trabalho) verificando features de interesse e,
principalmente, essa etapa de alinhamento.

Especificamente para dados de GC-MS, o método de escolha
é 0 ADAP Aligner.”3' Esse método requer a construgio prévia dos
espectros de fragmentacdo desconvoluidos, pois também utiliza
um resultado de célculos de similaridade entre esses espectros de
fragmentacdo, além da similaridade entre os valores de tempo de
retencdo. O usudrio deve informar um limite minimo para um score
de similaridade e o peso a ser dado a esse parametro. Também
é necessario informar: (1) uma fracdo minima das amostras que
contenham um feature (Min confidence); (2) um limite de tolerancia
para tempo de retengdo (Retention time tolerance); (3 e 4) Score
threshold e Score weight, que ja foram mencionados; (5) o método
a ser usado para medir a similaridade entre os tempos de retengcdo
(Retention time similarity). Diferente do Join aligner, esse método
usa tanto os espectros de MS desconvoluidos quanto os tempos de
retengdo para produzir um pardmetro de similaridade em cada amostra
e, depois, alinha esses features.

A aplicacdo do Gap filling nessa etapa do processamento ¢
opcional e indicada quando hd, apds alinhamento, features ausentes da
lista. Brevemente, o script Gap filling (que significa “preenchimento
de lacunas”) permite recuperar dados de intensidade de features,
que por algum motivo (p. ex.: na etapa de alinhamento), ndo foram
detectados. Se por um lado, essa etapa pode corrigir possiveis erros,
por outro, pode incluir features incorretos ou irrelevantes. Ndo hd
uma regra e o usudrio deve tentar aplicar o que for possivel a luz de
seus dados. Particularmente para grandes conjuntos de dados, essa
ferramenta pode auxiliar em futuras analises estatisticas multivariadas
onde os algoritmos ndo funcionam perfeitamente quando uma
quantidade muito grande de valores zero estdo presentes. Ao usar
o Gap filling, esses valores nulos de intensidade (zero) resultantes
do alinhamento podem ser preenchidos com valores de intensidade
baixos, perto do sinal ruido, substituindo esses valores nulos.

Filtros (etapa opcional, porém comum para LC-MS e GC-MS)
[MZMine2l Menu: Feature list methods >> Filtering]

Nessa ultima (e opcional) etapa do processamento, o objetivo
¢ filtrar aqueles features que ndo serdo usados na interpretagdo dos
dados, por qualquer que seja o motivo. Para isso, alguns filtros estdo
disponiveis, mas a aplicacdo de cada um deles vai depender dos
objetivos e planejamentos de cada estudo. Por esse motivo, serdo
listados aqui alguns casos mais comuns.

Em estudos que envolvam uma série de amostras de controle de
qualidade, € comum observar a aplicagio de um filtro de controle de
qualidade (QC filter) no qual, por exemplo, apenas serdo mantidos
aqueles features que estejam presentes nas amostras combinadas do
controle de qualidade. Essas podem ser (1) uma amostra combinada
formada por aliquotas de todas as amostras do estudo (QC pool Geral)
ou (2) amostras combinadas por grupos formadas por aliquotas de
amostras de cada grupo estudado (QC pool Grupo). Esse tltimo € o
mais indicado quando quantidade de amostra disponivel ndo ¢ uma
limitagdo. Um filtro de prevaléncia (prevalence filter) é usado para
excluir aqueles features que ndo sao consistentes em todas as réplicas
analisadas em um estudo, ou qualquer quantidade relativa dessas
réplicas. Por exemplo, o usudrio pode manter apenas aqueles features
que aparecem em, pelo menos, 70 % das réplicas.

Em outros casos, o usudrio pode usar um filtro que seja baseado
em formato de sinais cromatograficos (peak shape filter). Um exemplo
disso ocorre no procedimento descrito para identificar features de
adutos, onde € necessdrio observar, inclusive, a semelhanga dos sinais
cromatograficos para afirmar que determinados features sejam, de
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fato, das mesmas substincias, mas em formas de adutos diferentes.?!

Um filtro baseado nos resultados estatisticos (statistically based
filter) é pouco comum de ser encontrado na literatura. Nesse, o
usudrio exclui aqueles features que ndo obtiveram representatividade
nos célculos de estatistica exploratério nao-alvo (p. ex.: andlise de
componentes principais (PCA) ou analise discriminante por minimos
quadrados parciais (PLS-DA)), o que resulta em uma matriz de dados
mais préxima de uma situagdo estatisticamente mais relevante em
relacdo a diferenca entre nimero de amostras e nimero de varidveis/
features. Assim, o usudrio repetiria a dltima etapa do estudo, mas
considerando apenas aqueles features mais importantes para a
projecdo (variables important in projection-VIP, no caso do PLS-DA)
dos célculos exploratérios. De qualquer forma, € sempre importante
que o usudrio retorne ao dado bruto para verificacéio de feature que se
mostrou de interesse, por qualquer que seja o motivo, para se certificar
de que se trata realmente de um sinal cromatografico.

Finalmente, ¢ vélido indicar que os usudrios produzam, em
paralelo com todas essas etapas discutidas, um arquivo de automagao
da sequéncia de processamento (Batch mode), que pode ser salvo no
formato .xml. Com esse arquivo, outros usudrios podem processar
automaticamente os dados utilizando os mesmos pardmetros pré-
selecionados. Incluir essa etapa como rotina durante o processamento
e disponibilizar esse arquivo juntamente com os dados brutos
garantem reprodutibilidade e parte do que € indicado dentro dos
principios de FAIR science.?

Validac¢io do guia com dados de repositorio

De forma a validar a aplicag@o deste trabalho como um guia
realmente 1til, 3 alunos em estagios de Inicia¢do Cientifica e Mestrado
foram convidados para processar alguns dados obtidos do repositdrio
Metabolomics Workbench (Tabela 1). Foram utilizados apenas os
dados brutos com as informacdes contidas no Metadata de cada
estudo para processar os dados. Nenhum juizo sobre a qualidade dos
dados ou de interpretagdo bioldgica foi considerado.

A divida mais comum encontrada pelos alunos nos diferentes
conjuntos de dados foi sobre como escolher corretamente o valor de
Noise level logo na etapa inicial do processamento. Em alguns casos
(mais evidente em ST001056), diferentes amostras apresentavam
diferentes intensidades para linha de base. A sugestdo € que o usudrio
entenda cada etapa do processamento como sendo um filtro e que
talvez seja uma boa ideia aumentar o grau de restri¢éio nos valores de
cada parametro progressivamente a cada etapa. Dessa forma, € mais
seguro escolher valores mais baixos de Noise level nessa primeira etapa
de Mass detection esperando que a proxima etapa de Chromatogram
builder exclua aqueles sinais que ndo formam um perfil de sinais nos
EICs (voltar na descri¢do do método ADAP Chromatogram builder).

Uma grande vantagem do MZMine?2 relatada pelos alunos,
em relagdo a outros softwares disponiveis para processamento de
dados de cromatografia-espectrometria de massas, € a facilidade de
acompanhar cada etapa do processamento de dados com os modos de
visualizagdo. Assim que um lista de features € produzida, o usudrio
pode abri-la e visualizar as informacdes de tempo de retengéo, m/z,
area sob a curva, intensidade dos EICs e o formato dos EICs. E ainda
possivel produzir uma visualizagdo da integragio de cada feature em
meio ao cromatograma TIC inteiro (Figura 8). Dessa forma, cada
etapa do processamento pode ser validada conforme os objetivos
tragados no estudo.

Comentarios gerais e de integracio do MZMine2 com outras
ferramentas

Certamente, o avanco que o0 GNPS (The Global Natural Product
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Figura 8. Demonstragdo do processo de verificacdo das integragdes obtidas com a aplicagdo de cada método a partir da lista de features. A: uma lista de
features qualquer; B e C: caminho a partir do uso do atalho para visualizagdo (Show) dos features sobrepostos nos EICs (usar o comando XIC (dialog)). D: um
exemplo de um cromatograma de TIC obtido com a visualizagdo das integragdes obtidas. Essa etapa deve ser seguida para a visualiza¢do de todas as etapas
do processamento para acompanhamento do que estd sendo integrado e o que estd sendo excluido da lista de features

Social Molecular Networking)*3* trouxe para a drea de PN pode ser
apontado como um dos responsaveis pelo maior interesse no uso de
ferramentas de processamento de dados de LC-MS, mas essa néo € a
sua tnica aplicagdo. Alids, a possibilidade de organizar todos os dados
de um estudo em uma tabela de sinais integrados com suas dreas ou
intensidades traz vantagens ¢bvias de visualizagao.

Considerando o resultado do processamento obtido, tabela de
integragao dos features junto com um arquivo tnico com os dados de
MS/MS (em formato .mgf), pode-se utilizar esses dados em andlises
posteriores com maior seguranga, excluir features de amostras branco
e/ou aberrantes, priorizar features consistentes com as amostras de
controle de qualidade, identificar sinais em compara¢do com uma
amostra externa de padrdes auténticos, etc. E o fato dos features
estarem indexados sequencialmente de forma organizada, traz outras
vantagens ja que essa identificacio de cada feature serd mantida em
diferentes plataformas utilizadas (p. ex.: GNPS, MetaboAnalyst*
e Sirius*37). Em uma aplica¢do muito comum em PN, os usudrios
podem estar interessados em realizar andlises multivariadas a um
estudo de desreplicagdo utilizando redes moleculares. Usando os
arquivos resultantes do processamento dos dados desconvoluidos
e alinhados (e filtrados quando for oportuno), o usudrio garante a
indexacdo dos features nas diferentes plataformas, como foi mostrado
por Resende er al.’® em que os features apontados como VIP foram

anotados nas redes moleculares para tentativa de identificagdo
dos marcadores quimicos. Nesse contexto, vale a pena mencionar
ainda a possibilidade de anotagdo e reconhecimento de diferentes
features detectados para um mesmo metabdlito na forma de adutos
ou fragmentos gerados in-source com a utilizacdo do Ion Identity
Molecular Networking.?! O reconhecimento desses features pode
contribuir para evitar interpretacdo erronea dos dados. Essa ferramenta
pode ser aplicada no processamento dos dados no MZmine2 e a
visualizagdo das anotagdes pode ser conferida nas redes moleculares,
onde todos os features de um mesmo metabdlito serdo conectados
em uma mesma familia molecular.

Independentemente deste trabalho, que pode ser utilizado como
um tutorial comentado, € indicado que se faca uso dos tutoriais
oficiais de cada software e, no caso do MZMine2, usar a op¢éo Help
disponivel em cada etapa e método de processamento. O MZMine2
também mostra uma explicacdo mais simplificada de cada pardmetro
quando o cursor € posicionado sobre ele.

CONCLUSOES

Com este trabalho, estdo resumidas as informagdes mais
importantes para auxiliar grupos de pesquisa no Brasil, assim como
outros paises de lingua nativa portuguesa, (desde alunos de iniciagao
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cientifica até pesquisadores mais experientes) a processar seus dados
de LC-MS e GC-MS utilizando o0 MZMine2, uma ferramenta de
acesso gratuito e codigo aberto. Este trabalho em lingua portuguesa
serd ttil e dard suporte a intimeros estudos envolvendo a quimica de
produtos naturais, a metabolomica e as ciéncias da vida de modo geral.
Finalmente, como uma ultima etapa de validacdo deste trabalho
como um guia prético, alunos em nivel de iniciacdo cientifica e
mestrado pouco experientes nos tépicos discutidos processaram os
dados obtidos em repositdrio online com o sucesso esperado.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As etapas completas dos processamentos de alguns dos conjuntos
de dados da Tabela 1 estdo expostas como Material Suplementar
para acompanhamento (Material Suplementar 2), assim como um
rapido tutorial para download de dados do ambiente MassIVE e do
MetabolomicsWorkbench (Material Suplementar 1). Os seguintes
conjuntos de dados estdo apresentados: ST000240 (LC-MS);
ST001163 (LC-MS); ST001199 (LC-MS); ST001122 (LC-MS/MS);
e ST001056 (GC-MS). Esse material com figuras usando o MZMine?2
estd disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo
PDF, com acesso livre.
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