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palavras-chave

resumo

Fosfatidiletanolamina, foto-oxidac¢é@o, terapia fotodindmica, Escherichia coli,
porfirina tricatiénica, eletrospray, espectrometria de massa tandem.

A foto-oxidacdo é um dos processos utilizados em diversas areas com
destaque para a terapia fotodinamica. Além de ser aplicada no tratamento de
alguns tipos de cancro, a terapia fotodindmica pode ainda ser utilizada na
inativacdo de bactérias com a vantagem de ndo criacdo de resisténcia por
parte das mesmas, ao contrario do tratamento com antibiéticos. Os estudos
realizados até ao momento tém tido como objetivos principais encontrar um
fotossensibilizador eficaz ou verificar se as bactérias adquirem resisténcia a
esta terapia. No entanto, pouco se sabe ainda sobre o efeito a nivel molecular
provocado pela foto-inativacéo de bactérias, ou seja, qual o efeito nos lipidos,
proteinas e DNA bacteriano. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
da fotossensibilizacdo em fosfolipidos bacterianos. Para tal, foram realizados
estudos de foto-inativagdo de Escherichia coli e avaliado o seu impacto nos
fosfolipidos desta bactéria Gram negativa. Por outro lado, realizaram-se testes
de fotossensibilizacdo com padrbes de fosfatidiletanolamina (PE), uma vez que
esta é a classe de fosfolipidos mais abundante nas membranas da E. coli. Os
padrbes utilizados foram o 2-oleoil-1-palmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
(POPE) e 2-linoleoil-1-palmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PLPE), de modo
a compreender o tipo de oxidagdo que a fotossensibilizacdo provoca. Nos
testes com os padrbes foram utilizadas como fotossensibilizadores uma
porfirina tri-catiénica 5,10,15-tris(1-methylpyridinium-4-yl)-20-
(pentafluorophenyl) porphyrin tri-iodide (Tri-Py*-Me-PF) e uma porfirina tetra
cationica 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl) porphyrine tetra-iodide
(Tetra-Py*-Me). No entanto, nos testes com a estirpe bacteriana s6 se utilizou
a porfirina tricationica Tri-Py’-Me-PF, uma vez que esta mostrou ser mais
eficaz que a porfirina tetracationica Tetra-Py’-Me. A espetrometria de massa
de ionizacéo de eletrospray (ESI-MS) e espetrometria de massa tandem (ESI-
MS/MS) permitiram identificar os derivados hidroperéxidos como o principal
produto de oxidacdo formado. A andlise por ESI-MS e ESI-MS/MS das
fosfatidiletanolaminas da E. coli permitiu identificar dois hidroperéxidos (m/z
746.5 e 774.4) como principais produtos de oxidagdo. A quantidade relativa
dos acidos gordos insaturados decresceu em comparacdo com as células de
E. coli irradiadas sem fotossensibilizador, o que indica que houve oxidacio
lipidica. Este trabalho mostra que os fosfolipidos da membrana da E. coli séo
um dos alvos da foto-oxidacdo induzida pela porfirina Tri-Py'-Me-PF. A
diminuicdo da quantidade relativa dos &cidos gordos insaturados e a
peroxidacdo dos fosfolipidos podem estar na origem dos danos causados nas
membranas bacterianas pela terapia fotodinamica.
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Photo-oxidation is one of the procedures used to promote oxidation, which is
used in photodynamic therapy. In addition to being applied in the treatment of
some types of cancer, photodynamic therapy may also be used in bacterial
inactivation, given that this therapy does not allow bacteria to develop
resistance, unlike the treatment with antibiotics. The studies conducted so far
aimed to find an effective photosensitizer or determine whether bacteria can
create resistance to this type of treatment. However, little is known about the
effect at the molecular level, namely, what is the effect on lipids, proteins and
bacterial DNA. This study aimed to evaluate the effect of photosensitization in
bacterial phospholipids. To fulfill our goals studies were carried out to evaluate
the impact of on bacterial phospholipids during photo inactivation of
Escherichia coli. On the other hand, photosensitization tests were conducted
with standards of phosphatidylethanolamine (PE), since this is the most
abundant phospholipid in E. coli membranes. The standards used were 2-
oleoil-1-palmitoyl-sn-glycero-3-phosphorylethanolamine (POPE) and 2-linoleoil-
1-palmitoyl-sn-glycero-3-phosphorylethanolamine (PLPE). As photosensitizers,
in standard tests, were used a tricationic porphyrin 5,10,15-tris(1-
methylpyridinium-4-yl)-20-(pentafluorophenyl) porphyrin tri-iodide (Tri-Py*-Me-
PF) and a tetracationic porphyrin 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)
porphyrine tetra-iodide (Tetra-Py’-Me). However the test with the bacteria was
carried out with the tricationic porphyrin Tri-Py'-Me-PF, since it was more
effective than the tetracationic porphyrin Tetra-Py’-Me. The electrospray
ionization mass spectrometry (ESI-MS) and the tandem mass spectrometry
(ESI-MSMS) have identified the hydroperoxides derived as the main oxidation
product. The analysis by ESI-MS and ESI-MSMS of
phosphatidylethanolamines (PE) of E. coli has identified two oxidation products
derived from hydroperoxides (m/z 746.5 and 774.4). The relative amount of
unsaturated fatty acids decreased compared to E. coli cells irradiated without
photosensitizer, which indicates that occurred oxidation. This study shows that
the phospholipids of the membrane of E. coli are one of the targets of photo-
oxidation induced by porphyrin Tri-Py*-Me-PF. The decrease in the relative
amount of unsaturated fatty acids and peroxidation of phospholipids can be one
of the causes of the damage caused to the bacterial membranes by
photodynamic therapy.
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assistida por matriz

MS - espetrometria de massa

MS/MS - espetrometria de massa tandem
PA - &cido fosfatidico

PAPE - 1-palmitoil-2-araquidonoil-sn-
-glicero-3-fosfatidiletanolamina

PBS - tampéo fosfato-salino

PC - fosfatidilcolina

PDPE - 2-docohexaenoil-sn-glicero-3-
-fosfatidiletanolamina

PE - fosfatidiletanolamina

PG - fosfatidilglicerol

P1 - fosfatidilinositol

PLPE - 1-palmitoil-2-linoleoil-sn-glicero-
-3-fosfatidiletanolamina

POPE - 2-oleoil-1-palmitoil-sn-glicero-3-

-fosfoetanolamina

viii

PS - fosfatidilserina

PUFA - acido gordo polinsaturado
Q-TOF - quadrupolo-tempo de voo

ROS - espécies reativas de oxigénio
RP-HPLC - cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa

TOF - tempo de voo

Tetra-Py*-Me - 5,10,15,20-tetrakis(1-
methylpyridinium-4-yl) porphyrine tetra-
iodide

Tri-Py*-Me-PF - 5,10,15-tris(1-
methylpyridinium-4-yl)-20-
-(pentafluorophenyl) porphyrin tri-iodide
TSB - caldo de soja triptica

UFC - unidade formadora de col6nias

UV - ultravioleta
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1. Fosfolipidos e a sua estrutura

Os fosfolipidos sdo os principais constituintes de todas as membranas celulares,
criando uma barreira semipermeavel a agua e solutos, bem como uma interface de
comunicacdo entre células (1-6). Para além disso, sdo biomoléculas com a capacidade de
mediar importantes funcbes regulatorias nas células, gracas a possibilidade de serem
convertidas em mensageiros lipidicos. A passagem de fosfolipidos do folheto interno da
membrana celular para o folheto externo esta associada a mecanismos de reconhecimento
pelos fagocitos de células apoptoticas (3). Alguns fosfolipidos tém ainda a capacidade de
servir como ancora a algumas glicoproteinas, quando presentes no folheto externo da
membrana plasmatica (5).

Os lipidos mais abundantes das células sdo os glicerofosfolipidos. Os
glicerofosfolipidos sdo compostos por uma molécula de glicerol, ao qual se ligam dois
acidos gordos nas posicdes sn-1 e sn-2 e um grupo fosfato na posicdo sn-3. Ao grupo
fosfato podem ligar-se diferentes grupos polares dando origem a diversas classes de
fosfolipidos, com estruturas e fungdes bioldgicas distintas. O grupo fosfato pode assim
estar ligado a uma colina, uma etanolamina, um glicerol, uma serina ou um inositol, dando
origem as classes fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol (PG),
fosfatidilserina (PS) e fosfatidilinositol (PI) respetivamente, ou ainda ao acido fosfatidico
caso néo se ligue nenhum grupo carbonado ao grupo fosfato (1, 2, 5-9). A estrutura geral
dos glicerofosfolipidos e os diferentes grupos polares que podem ligar-se ao grupo fosfato
estdo representados na Figura 1. A ligacdo entre o glicerol, na posicao sn-1, e cido gordo
pode ocorrer por uma ligacdo éster, denominando-se por fosfatidil; por uma ligagéo éter-
alquilica, denominando-se plasmanil ou ainda por uma ligagdo éter-vinilica que se designa
por plasmenil, conforme se pode verificar na Figura 2 (10, 11).

Os acidos gordos presentes na maioria das células, sdo &cidos carboxilicos que
possuem uma cadeia hidrocarbonada linear que varia entre 14 e 22 atomos de carbono e
podem ser saturados ou insaturados, podendo apresentar até 6 ligacdes duplas. Geralmente,
os &cidos gordos ligados na posicdo sn-1 sdo saturados, e na posi¢do sn-2 ligam-se 0s
insaturados (1, 2, 4-6). Os &cidos gordos presentes nos fosfolipidos das membranas
bacterianas raramente sdo polinsaturados, sendo por norma ramificados e/ou hidroxilados,

podendo ainda conter anéis de ciclopropano (4, 6).
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A presenca de acidos gordos insaturados nos fosfolipidos que compdem as
membranas celulares, predominantemente na conformacéo cis, é responsavel pelo aumento
da fluidez da membrana celular, comparativamente com as membranas compostas apenas

por fosfolipidos com acidos gordos saturados (2, 6).
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Figura 1 - Estrutura geral dos glicerofosfolipidos aos quais se encontram ligados os acidos gordos
esterificados nas posi¢des sn-1 (R1) e na posicao sn-2 (R2). PA - Acido fosfatidico, PC - Fosfatidilcolina, PG
- Fosfatidilglicerol, PE - Fosfatidiletanolamina, Pl - Fosfatidilinositol, PS - Fosfatidilserina.
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Figura 2 - Subclasses dos glicerofosfolilipos consoante o tipo de ligacdo do &cido gordo na posicéo sn-1. (A)
fosfatidil, (B) plasmanil e (C) plasmenil. R; e R, representam os acidos gordos esterificados no glicerol e 0 X
representa o grupo polar.
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1.1. Oxidacéo de fosfolipidos

Os fosfolipidos sdo moléculas suscetiveis de sofrer oxidagdo, originando um vasto
numero de espécies estruturalmente diferentes que podem apresentar diferentes atividades
biolégicas (12-14). A oxidacdo dos fosfolipidos pode resultar de reacGes quimicas
radicalares e enzimaéticas (13), e esta também associada a processos fisiopatoldgicos
resultantes de doencas associadas a idade ou doencas cronicas, aterosclerose, inflamacéo,
apoptose e resposta imune (13-17). Os fosfolipidos oxidados tém sido associados ao stresse
oxidativo (16) e a doenga de Alzheimer (18), entre outras doencas. A oxidagdo de
fosfolipidos pode ocorrer através da via enzimatica, por exemplo pela acdo das
lipoxigenases, ciclo-oxigenases e citocromo P450 (19), ou entdo por via radicalar através
de espécies reativas de oxigénio (ROS) (19, 20). Os ROS podem resultar de uma agdo
enzimatica, por exemplo a mieloperoxidase (19) ou ainda de fatores externos, como a
radiacdo ultravioleta (UV) e poluicdo do ar (Figura 3) (12). O principal alvo de oxidacéo
num fosfolipido é a cadeia de &cido gordo insaturada (16, 21). Das reacGes de oxidacdo de
fosfolipidos resultam uma grande diversidade de compostos que podem ser classificados
de acordo com o tipo de modificagdes resultantes: (i) produtos de cadeia longa, nos quais o
esqueleto do fosfolipido foi preservado; (ii) produtos de cadeia curta, provenientes da
quebra dos acidos gordos devido a clivagens oxidativas; (iii) adutos, resultantes da reacéo
entre os produtos de oxidacdo dos fosfolipidos com grupos carbonilo e grupos amino de
biomoléculas que se encontrem na vizinhanga, tais como péptidos, proteinas e
fosfatidiletanolaminas (16, 21-25).

Os fosfolipidos oxidados podem desempenhar: (i) acdes biologicas pro-
inflamatorias tais como a agregacdo plaquetaria, adesdo de mondcitos ou ainda a
sinalizacdo inflamatoria, (ii) acGes bioldgicas anti-inflamatdrias (26-32). A presenca de
fosfolipidos oxidados nas membranas celulares pode provocar um desequilibrio na
permeabilidade da bicamada fosfolipidica devido a alteracdo da fluidez desta e ao
empacotamento dos fosfolipidos (33-36). Estas alteracdes podem ter impacto na
integridade da membrana induzindo a apoptose (13, 37). Os avancos realizados na area do
conhecimento das vias de sinalizacdo e das implicacBes que os fosfolipidos oxidados
provocam a nivel patolégico podem vir a desempenhar um papel importante no

desenvolvimento de novos métodos de diagndstico e de novas estratégias terapéuticas (38).
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Figura 3 - Diferentes mecanismos para a oxidacdo lipidica. Cyt ¢* - citocromo C, 12/15LOX — familia das
lipoxigenases, MPO — mielperoxidase, NOS — 6xido nitro sintase, XO — xantine oxidase, NOX — NADPH
oxidase, ROS — espécies reativas de oxigénio, RNS — espécies reativas de azoto (adaptado de (12)).

1.1.1. Oxidacéo de fosfatidiletanolaminas

Das diferentes classes de glicerofosfolipidos, a fosfatidiletanolamina (PE) e a
fosfatidilcolina (PC) s@o os mais abundantes nas membranas celulares eucarioticas (3, 39).
No entanto, nas bactérias Gram negativo [Gram (-)] a PE é a mais abundante nas
membranas celulares (40), sendo que na E. coli a PE apresenta cerca de 75% do total de
fosfolipidos (41). Existem inumeros estudos sobre a oxidacdo de PCs utilizando a

espetrometria de massa. O mesmo ndo acontece em relacéo ao estudo das PEs.
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Gugiu e colaboradores (2006) identificaram produtos de cadeia curta de
fosfatidiletanolaminas presentes na retina utilizando a mieloperoxidase, radiacdo
ultravioleta e ainda oxidacao na presenca de cobre (Cu Il). Neste estudo foram utilizados
como  fosfolipidos de partida o  1-palmitoil-2-docohexaenoil-sn-glicero-3-
fosfatidiletanolamina (PDPE), 1-palmitoil-2-araquidonoil-sn-glicero-3-
fosfatidiletanolamina (PAPE) e 2-linoleoil-1-palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
(PLPE). Apds oxidacdo, os autores identificaram diversos produtos de oxidacdo de cadeia
curta com terminal carboxilico e aldeido, tendo verificado que nas condicdes utilizadas na
PDPE os produtos predominantes eram em C4, na PAPE eram em C5 e na PLPE eram em
C9. Gugiu et al. (2006) observaram ainda que existe uma maior diversidade de produtos
resultantes da oxidacdo da PLPE em comparagdo com os produtos obtidos da oxidacédo da
PAPE e da PDPE. Esta observacao tem particular importancia uma vez que a PLPE néo é
dos fosfolipidos com mais insaturacbes no acido gordo ligado a sn-2 nem dos mais
abundantes na membrana da retina (42).

Domingues et al. (2009) aplicou a espectrometria de massa acoplada a
cromatografia liquida (LC-MS) na detecdo de produtos de oxidacdo da
fosfatidiletanolamina, escolhendo a PLPE como fosfolipido de partida e usando a reagéo
de Fenton como via de oxidagdo. Neste trabalho foram identificados produtos de oxidagéo
de cadeia longa, que resultaram da inser¢do de entre um a quatro &tomos de oxigénio no
acido gordo sn-2, podendo estes estar na forma de grupo ceto, ceto-hidroxi, hidroxi, poli-
hidroxi, peroxi e hidro-peroxi. Atraves dos resultados obtidos por cromatografia liquida-
espetrometria de massa tandem (LC-MS/MS), foi possivel determinar os carbonos C9, C12
e C13 como as posi¢Oes predominantemente substituidas nos produtos de oxidacdo de
cadeia longa. No entanto, foram também encontrados produtos de oxidacdo de cadeia
curta, nomeadamente com acidos gordos curtos com terminal na forma de grupos aldeidos,
hidroxi-aldeidos e derivados carboxilicos com 7, 8, 9, 11 e 12 carbonos, sendo que o
produto de cadeia curta com uma maior abundancia relativa é o que tem 9 carbonos (39).

Uma vez que a PE apresenta um grupo amina livre (Figura 1), pode reagir com
compostos com um grupo carbonilo terminal, por exemplo aldeidos, dando origem a bases
de Schiff ou aductos de Michael Existem ja varios artigos que descrevem a formacéo
destas estruturas, como. Bacot e colaboradores (2007) que descreveram a formacdo de
aductos de Michael-PE, fazendo reagir com as PE diferentes moléculas da familia dos
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hidroxi-alcenais, resultantes da degradagdo de hidroperoxidos de acidos gordos, como por
exemplo 4-hidroxi-2(E)-nonenal. Este grupo de investigacdo conseguiu entdo identificar a
formacédo de aductos Michael-PE, em plaquetas de sangue humano e na retina de ratos
diabéticos, utilizando a cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa (GS-
MS). Os dados obtidos levaram Bacot e colaboradores a afirmar que estes aductos podem
ser usados como marcadores especificos em estados fisiopatologicos associados ao stresse
oxidativo (22).

O estudo das alteracGes estruturais dos fosfolipidos induzidas por foto-oxidacao
estd ainda a dar os seus primeiros passos, existindo alguns trabalhos de foto-oxidacéo de
cardiolipinas (CL) (43, 44). Neste contexto, a foto-oxidacdo das PEs surge agora como um
novo tema na area da investigacdo. E crucial estudar e compreender as modificacdes
estruturais e respetivas implicagdes bioquimicas da foto-oxidacdo de PEs uma vez que a
sua compreensdo permitird a utilizacdo deste processo em novas terapias clinicas. A foto-

oxidacdo é ja usada na terapia fotodinamica uma vez que leva a inativacdo de bactérias.

2. Terapia fotodinamica

A primeira abordagem fotoquimioterapéutica na medicina foi usada por Albert von
Jesionek e Hermann Tappeiner em 1903 no tratamento de lesbes malignas da pele de
pacientes (45). Atualmente, a terapia fotodinamica tem sido utilizada com sucesso no
tratamento de tumores localizados, tais como o cancro da pele, cancro esofagico e cancro
da bexiga (45). Esta terapia requer a utilizacdo de: (i) radiacdo, normalmente luz visivel ou
laser dirigida através de fibra Optica; (ii) oxigénio molecular; (iii) um fotossensibilizador
ndo toxico, administrado na corrente sanguinea, por via tépica ou diretamente no 6rgéo, o
qual é capaz de absorver e transferir a energia da luz para o oxigénio molecular,
produzindo espécies reativas de oxigénio (46). Estas especies sdo capazes de alterar
irreversivelmente alguns constituintes vitais das células, resultando num dano letal da
celula alvo (47, 48).

Para além de ser utilizada no tratamento de alguns tipos de cancro, a terapia
fotodinamica também é eficaz na inativacdo de bactérias, virus, enddsporos bacterianos e
protozoarios (47, 49-52). Porém, com a excecdo da hematoporfirina e do acido
aminolevulinico usados no tratamento do acne, de infecfes superficiais por papilomavirus

e de leishmaniose cutanea, atualmente a terapia fotodindmica ndo é usada na clinica para
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tratar infecOes. A terapia fotodinamica, em alguns paises, tem sido utilizada na desinfecdo
de sangue ou produtos sanguineos (47, 53, 54), estando atualmente autorizado o uso de
azul de metileno e de psoraleno como fotossensibilizadores para a inativacdo de bactérias
(55).

2.1. Terapia fotodinamica bacteriana

A terapia fotodindmica bacteriana tem recebido especial atengdo nos ultimos
tempos (45) devido ao aparecimento de bactérias resistentes aos antibidticos. Esta
resisténcia resulta em grande parte da prescri¢do inadequada de antibidticos por parte dos
clinicos e também a interrupcdo antecipada da terapia por parte dos pacientes (56). Como
na terapia fotodindmica os principais alvos sdo a membrana citoplasmatica e a parede
celular, o fotossensibilizador ndo precisa de penetrar nas células. Estando adsorvidos a
superficie, estes sdo ativados pela luz e induzem a destruicdo no interior das células alvo.
Né&o sdo, por isso, desenvolvidos mecanismos de resisténcia que envolvem a diminuicdo de
absorcdo do fotossensibilizador. Por outro lado, a terapia fotodindmica € um processo
multialvo o que dificulta o desenvolvimento de resisténcias. De facto, os estudos realizados
até agora com vista a avaliar o potencial desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias a
terapia fotodindmica ndo mostraram desenvolvimento de resisténcia (57-59).

A terapia fotodindmica pode ser usada para inativar bactérias de importancia clinica
e também bactérias patogénicas que crescem no meio ambiente, por exemplo, no

tratamento de aguas residuais (45, 48-50, 60).

2.1.1. Fotossensibilizadores

Um fotossensibilizador € um composto de origem natural ou sintética (45), capaz
de receber energia e usa-la para excitar o oxigénio molecular, produzindo ROS (45, 48).
Para um composto ser considerado um fotossensibilizador deve apresentar algumas
propriedades, tais como: (i) elevado coeficiente de absorcdo na regido do espectro
correspondente a fonte de radiacdo, (ii) elevada capacidade de producdo de ROS e (iii)
elevada foto-estabilidade (48, 61). Os fotossensibilizadores mais usados na terapia

fotodinamica pertencem a diferentes familias de compostos, tais como corantes organicos
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(por exemplo azul de metileno e eosina), macrociclos tetrapirrolicos (por exemplo
porfirinas e ftalocianinas) e psolarenos (45).

As porfirinas e 0s seus analogos tém sido os compostos mais utilizados em
fotoquimioterapia e com melhores resultados (45). A eficiéncia das porfirinas na foto-
inativacdo de microrganismos depende de varios fatores, nomeadamente da presencga ou
auséncia de carga, da distribuicdo de carga na molécula (49) e das caracteristicas dos
grupos substituintes periféricos (45). A estrutura base da porfirina é essencialmente
hidrofébica, no entanto os substituintes periféricos podem ser usados para adicionar cargas
a molécula, podendo assim controlar a solubilidade na &gua e a afinidade para as células-
alvo (Figura 4) (48). As porfirinas podem desempenhar o seu papel tanto no interior como
no exterior das bactérias (59, 62). Idealmente devem ser de natureza anfipatica de maneira
a que se difundam pela bicamada lipidica da membrana bacteriana sem a necessidade de
um transporte ativo (45, 50). Varios estudos tém mostrado que as porfirinas cationicas (61,
63), em especial as tetra- e tri-cationicas sdo as mais eficazes na foto-inativacdo de
microrganismos (49, 50, 56, 60).
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Figura 4 - Estrutura quimica béasica de fenotiazina (l), porfirinas (Il), e ftalocianina (Ill) e os
fotossensibilizadores tipicos substituintes periféricos (R) conferindo um caracter catidnico ao
fotossensibilizador (adaptado de (64)).
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2.1.2. Mecanismos de acdo da terapia fotodinamica

Os fotossensibilizadores sdo geralmente moléculas que absorvem energia quando
irradiadas, podendo passar para um estado excitado singuleto. Dependendo da sua estrutura
molecular e do ambiente, a molécula pode perder a sua energia através de processos fisicos
ou eletrénicos, voltando assim para o estado fundamental, ou pode sofrer uma transicdo
para o estado excitado tripleto, o qual pode também perder a sua energia por processos
fisicos ou eletronicos e regressar ao estado fundamental. Quando o fotossensibilizador se
encontra no estado excitado tripleto, pode reagir por uma ou por duas vias conhecidas
como mecanismo tipo | e mecanismo tipo Il (47, 65).

O mecanismo tipo | envolve uma reacdo de captacdo ou abstracdo de um atomo de
hidrogénio ou a transferéncia de eletrdes entre um fotossensibilizador no estado excitado
tripleto e um substrato, produzindo radicais livres, 0s quais podem reagir com 0 0xigénio e
originar ROS, como por exemplo o anido superdxido, radical hidroxilo ou ainda o perdxido
de hidrogénio (48, 56). O mecanismo tipo Il envolve a formacdo do oxigénio singuleto
através de um processo de transferéncia de energia durante uma colisdo entre o
fotossensibilizador no estado excitado tripleto e o oxigénio molecular (Figura 5) (48, 56,
59, 62, 66).

11
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Figura 5 — Esquema representativo dos mecanismos tipo | e tipo Il. Depois da luz excitar o

fotossensibilizador no estado fundamental (*FS), este passa ao estado excitado singuleto (*FS*), o qual pode
regressar ao estado fundamental ou pode passar para o estado excitado tripleto (}(FS*). Por sua vez, o *FS*
pode regressar ao estado fundamental, ou entdo reagir com um substrato e/ou oxigénio molecular (°0,). Se o
*FS* reagir com um substrato pode originar radicais livres que podem reagir com o oxigénio e produzir
radicais livres, o qual se denomina por mecanismo tipo I. Se o *FS* reagir com o >0,, origina o oxigénio
singuleto (*O,) o qual se denomina por mecanismo tipo 1. (adaptado de (56))

N&o existe um consenso no que diz respeito a0 mecanismo mais importante na
inativacdo de bactérias, mas é geralmente aceite que ambos 0s mecanismos Ssao
importantes (46, 47, 65). A maior parte dos estudos indica que o mecanismo tipo Il € o

mais importante na inativacdo das bactérias por porfirinas (47, 56, 67).

2.1.3. Alvos de acdo da terapia fotodinamica

A foto-inativacdo das bactérias pode estar associada a (i) danos na membrana
citoplasmatica e parede celular, permitindo o vazamento do contetdo celular, alteracao de
enzimas e de sistemas de transporte, e (ii) danos a nivel do DNA (59, 65, 67).

Os radicais livres e 0 oxigénio singuleto provocam oxidacdo nos fosfolipidos,
péptidos e esterdis, 0s quais sd0 componentes importantes na estrutura da parede e da
membrana bacteriana (47). Provocam também alguns danos a nivel do DNA, os quais

podem ser reparados pelos sistemas de reparacdo de DNA bacteriano. No entanto, a

12
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bactéria Deinococcus radiodurans é conhecida por possuir um sistema de reparacdo de
DNA muito eficiente e é facilmente inativada, o que sugere que as bactérias sdo inativadas
principalmente devido a danos causados na membrana celular, ainda que também ocorram

alguns danos ao nivel do DNA bacteriano (68).

2.1.4. Foto-inativacao de bactérias

Os fotossensibilizadores anidnicos e neutros inativam eficientemente bactérias
Gram positivo [Gram (+)] ndo inativando, no entanto, bactérias Gram negativo [Gram (-)].
Isto deve-se ao facto das bactérias Gram (+) e das bactérias Gram (-) diferirem na
constituicdo da parede celular (Figura 6). As bactérias Gram (+) possuem uma parede
externa composta essencialmente por peptidoglicano, cerca de 40-80 nm, e pouca
quantidade de lipidos e proteinas, o que ndo representa uma barreira a permeabilidade uma
vez que é relativamente poroso (69). Deste modo, os fotossensibilizadores conseguem
atravessar a parede celular e chegarem a membrana citoplasmatica, local onde provocam
mais danos. Em relacdo as bactérias Gram (-), estas possuem uma parede celular muito
mais fina, composta por uma camada fina de peptidoglicano, e por uma membrana externa
assimétrica, composta por lipopolissacarideos fortemente carregados negativamente,
lipoproteinas, fosfolipidos e proteinas com funcdo de porinas (69). Esta membrana externa
atua como uma barreira de permeabilidade muito eficaz, impedindo que o
fotossensibilizador se difunda e atinja a membrana citoplasmatica. A eficiéncia da terapia
fotodindmica nas bactérias Gram (-) com fotossensibilizadores neutros pode ser, contudo,
melhorada através da adi¢do de compostos (por exemplo &cido etilenodiaminotetra-acético
- EDTA) que alteram a estrutura da membrana externa, aumentando a sua permeabilidade,
0 que facilita a penetragdo do fotossensibilizador (69).

Os fotossensibilizadores cationicos, ao contrdrio dos neutros, inativam
eficientemente os dois tipos de bactérias, Gram (+) e Gram (-). Os fotossensibilizadores
cationicos alteram a permeabilidade da membrana externa das bactérias Gram (-) atingindo
a membrana citoplasmaética (64, 70, 71).
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Figura 6 - Representacéo esquematica da parede celular e da membrana citoplasmatica nas bactérias Gram (-)
e nas bactérias Gram (+) (adaptado de (69)).

3. Métodos utilizados na analise de fosfolipidos

Para compreender o efeito da fotossensibilizacdo na parede celular e na membrana
citoplasmatica da E. coli, € importante fazer uma analise dos fosfolipidos, uma vez que
estes sdo 0s principais constituintes da parede celular e da membrana citoplasmatica e séo
suscetiveis a sofrerem oxidagao.

A andlise dos fosfolipidos requer alguns passos prévios, tais como a extracdo dos
fosfolipidos, separacdo e consequente analise. Este processo denomina-se por lipidomica
que pode ser definida como o estudo da estrutura, funcédo e interacdes entre lipidos e outras
moléculas, e ainda o estudo das alterac@es lipidicas devido, por exemplo, a reaccGes de
oxidacdo. Existem diferentes técnicas para a analise de lipidos, no entanto estas devem ser
escolhidas tendo em conta o tipo de molécula que se pretende analisar, assim como o tipo
de analise e informacdo que se quer obter. Para a analise de lipidos, estes sdo inicialmente
extraidos recorrendo a processos de extraccdo liquido-liquido, tirando partido da sua

solubilidade em solventes organicos. Os métodos de extracdo de lipidos mais utilizados s&o
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0 método de Folch (72) e o método de Bligh and Dyer (73). Para separacao de lipidos, a
cromatografia em camada fina (TLC) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
sdo as técnicas mais utilizadas. No que diz respeito a identificacdo de especies moleculares

de lipidos, a técnica mais utilizada é a espectrometria de massa (MS) (10).

3.1. Tecnicas cromatograficas

A cromatografia € um método de separacdo fisica que permite a separacdo de
componentes de uma amostra (74). A amostra é colocada numa fase estacionéria, pode ser
solida ou liquida, pela qual se faz passar uma fase movel, pode ser um liquido ou um gas,
separando assim 0s componentes da amostra com base nas diferentes propriedades fisicas e
quimicas (11). Os componentes de uma amostra sdo separados quando estes interagem de
forma diferente com a fase movel e a fase estacionaria, o que origina diferentes migracdes
que sdo posteriormente detetadas (74). O conhecimento das caracteristicas dos diferentes
compostos da amostra que se pretende separar, permite manipular as propriedades da fase
estacionéria e da fase mével de maneira a que se obtenha uma boa separagdo dos diferentes
componentes (74). Um sistema cromatografico consiste em quatro componentes: (i)
dispositivo para introducdo da amostra, (ii) fase estacionaria, (iii) fase movel e (iv) detetor
(74). As diferentes técnicas cromatogréaficas existentes diferem na forma dos componentes
e na sua importancia relativa (74).

A cromatografia em camada fina (TLC) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) sdo as técnicas cromatograficas mais utilizadas aplicadas no estudo de
fosfolipidos. A TLC foi o primeiro método cromatografico usado e ainda é utilizado muito
frequentemente, mas € o HPLC o mais popular para a separacdo das diferentes classes de
fosfolipidos (11).

3.1.1. Cromatografia em camada fina

A cromatografia em camada fina (TLC) é um método simples utilizado na analise,
separacdo ou identificacdo de componentes presentes numa mistura, o qual pode ser
realizado sem a utilizacdo de equipamento sofisticado e caro. No entanto, os resultados
obtidos por HPLC sdo mais precisos que os resultados obtidos por TLC. A TLC é uma

técnica de adsor¢do na qual é utilizada uma fase movel (eluente) e uma fase estacionaria. A
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amostra é adicionada com a ajuda de uma seringa a fase estacionaria, pela qual é feita
passar a fase movel, a qual vai arrastar os componentes menos adsorvidos separando-0s
dos componentes mais adsorvidos. Estas diferencas de afinidade por parte dos diferentes
componentes da amostra estdo associadas a polaridade. Por sua vez, a polaridade vai
influenciar a distancia percorrida pelos diferentes componentes da amostra, de acordo com
a sua composicao e caracteristicas (11, 40, 75, 76).

Existem dois tipos de TLC: (i) TLC de fase normal e (i) TLC de fase reversa. Na
TLC fase normal, a fase estacionaria é polar e a fase movel menos polar, o que origina uma
maior adsor¢do por parte dos componentes polares da amostra a fase estacionaria,
permitindo assim que 0s componentes apolares sejam eluidos em primeiro lugar. Na TLC
de fase reversa, a fase estacionaria é apolar e a fase movel polar, permitindo que o0s
componentes polares da amostra sejam eluidos em primeiro lugar uma vez que 0s
componentes apolares se encontram adsorvidos na fase estacionéria (11, 40, 75, 76).

De modo a permitir a identificacdo visual da localizacdo dos diferentes
componentes da amostra separados na placa de TLC é necessario recorrer a técnicas de
revelacdo. Existem diferentes técnicas de revelagdo, tais como a revelacdo com vapores de
iodo, ninidrina ou primulina. Tanto na revelagdo com vapores de iodo quer por ninidrina, a
sua visualizacdo pode ser feita a olho nd, enquanto que na revelagdo por primulina s6 se
consegue visualizar os resultados por fluorescéncia, uma vez que a primulina é
fluorescente. A ninidrina reage com aminas primarias ou secundarias, sendo por isso
utlizada na revelacdo de proteinas, peptideos e aminoacidos por causa do terminal amina,
ou ainda na revelacao de fosfolipidos que contenham grupo amina primario ou secundario,
como por exemplo a fosfatidiletanolamina e a fosfatidilserina. A revelagdo de lipidos €
feita de uma forma néo especifica por spray de primulina, um corante ndo destrutivo que se
liga ndo covalentemente aos lipidos e é capaz de se aguentar durante alguns dias,
permitindo uma analise posterior (11, 40, 75-77). White e colaboradores (77) utilizaram
em 1997 um método de quantificacdo de fosfolipidos utilizando TLC e primulina para a
sua revelacdo, no qual utilizaram o sistema de microscopia de super-resolucdo STORM (do
inglés Stochastic Optical Reconstruction Microscopy), o qual permite quantificar os lipidos
com base em curvas padrdo. A sensibilidade deste método de quantificacdo esta na gama

de concentragdo picomolar e ndo € necessario a utilizacdo de corantes destrutivos (77).
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Apesar de ndo ser uma técnica automatizada, existem algumas vantagens na
utilizacdo da TLC que a mantém como uma das técnicas cromatograficas mais utilizadas
na atualidade. Em comparagdo com outras técnicas cromatograficos, a TLC é uma técnica
na qual se gasta menor quantidade de solventes, e 0 material necessario para realizar a TLC
é barato, 0 que torna esta técnica mais econémica. Outra vantagem € ndo se observarem
contribuigfes de componentes analisados anteriormente como pode vir a verificar-se no
HPLC, uma vez que as placas de TLC sao utilizadas apenas uma vez.

No entanto, a TLC também apresenta desvantagens, por exemplo uma menor
reprodutibilidade, uma vez que a temperatura e a humidade influenciam a separacdo dos
componentes e apresenta menor sensibilidade e baixa resolugdo em comparacdo com o
HPLC ou cromatografia gasosa (GC) (11). Esta técnica pode ainda alterar a estrutura dos
compostos, nhomeadamente fosfolipidos, por oxidacdo ou hidrélise uma vez que estes se

encontram expostos a atmosfera (78, 79).

3.1.2. Cromatografia Liquida de Alta Performance

A cromatografia liquida de alta performance (HPLC) surgiu nos anos 60 devido aos
avancos obtidos na década anterior na cromatografia gasosa, nomeadamente a
possibilidade de colocar a fase mdvel sobre pressdo e controlar a taxa de fluxo, o que
permitiu implementa-los na cromatografia em coluna que se realizava naquela época (80).
Atualmente, o HPLC é muito utilizado na separagdo de classes de lipidos, mas foi
Jungalwala et al. (1975) o primeiro a utilizar a HPLC na separagdo de fosfolipidos (81).

Os sistemas de HPLC sdo constituidos por quatro componentes principais: (i) uma
bomba, (ii) um injetor, (iii) uma coluna e (iv) um detetor (Figura 7) (74). Os resultados

obtidos s&o analisados por um computador.

17



Estudo da foto-oxidacdo de fosfatidiletanolaminas

Sistema de HPLC
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Figura 7 - Componentes principais de um sistema de HPLC sdo a bomba, o injetor, a coluna de HPLC e o
detetor. Os dados sdo tratados por computador, o qual se encontra ligado ao sistema HPLC. (Adaptado de
http://www.chemistry.nmsu.edu/Instrumentation/Waters_ HPLC_MS_TitlePg.html)

A separacdo dos diferentes compostos de uma amostra utilizando a técnica HPLC
ocorre devido a diferente interagdo que estes compostos apresentam com a fase movel e a
fase estacionaria, o que origina diferentes tempos de retencdo (74). Em relacdo a fase
estacionéria, podemos optar por um sistema HPLC de fase normal ou de fase reversa (RP-
HPLC) (11, 74).

Na HPLC de fase normal, a fase estacionaria é polar e a fase movel menos polar
(11, 82). Este é um dos métodos utilizado na separacdo de fosfolipidos, onde normalmente
se utiliza uma coluna de silica que pode variar no comprimento e no didmetro interno,
sendo que as colunas com maior comprimento oferecem uma maior resolucdo. Os
fosfolipidos sdo separados consoante a polaridade do grupo cabega, sendo que 0sS
fosfolipidos apolares sdo eluidos antes dos polares (11).

Na RP-HPLC a fase movel € mais polar que a fase estacionéria (11, 74, 82). A RP-
HPLC é normalmente usada para separar diferentes fosfolipidos de uma mesma classe, ou
seja, que possuam diferentes comprimentos e diferentes insaturagfes nos acidos gordos que
os constituem (11, 82). Os fosfolipidos compostos por acidos gordos mais curtos
apresentam maior tempo de retencdo. Contudo, devido a grande variedade de
comprimentos e insaturagdes dos &cidos gordos, a RP-HPLC é mais demorada e apresenta
uma menor resolucdo (11). No entanto, se utilizarmos colunas octadecilsilano (C18) ou
octilsilano (C8) consegue-se separar fosfolipidos oxidados dos fosfolipidos ndo oxidados,
uma vez que os fosfolipidos oxidados sdo mais polares que os fosfolipidos ndo oxidados
(82).
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Em relacdo a fase movel, nem sempre se consegue obter uma boa separacdo de
analitos utilizando apenas um solvente como eluente, pelo que se utiliza frequentemente
uma mistura de solventes (74). No entanto, quando os analitos da amostra possuem
grandes diferencas de polaridades, uma mistura de solventes pode ainda ndo conseguir uma
separacdo adequada de todos os analitos. De modo a contornar este problema, faz-se variar
de uma forma controlada a composi¢do da fase movel ao longo da andlise (74). Os
processos de separacdo em que o composto da fase mdvel se mantem constante sdo
denominados por eluicdo isocréatica, enquanto que aqueles cuja composi¢do da fase mével
varia de forma controlada durante a separacdo sdo denominados por gradiente de eluicéo
(74). O gradiente de eluicdo é o mais utilizado para a separacdo de fosfolipidos, uma vez
que estes possuem uma ampla gama de polaridades. Nestes casos, comeca-se por utilizar

um solvente pouco polar e termina-se com uma mistura de solventes muito polar (11).

O detetor deve ser escolhido tendo em conta as caracteristicas dos analitos e o tipo
de analise que se pretende realizar (74). Em HPLC podem ser utilizados detetores de
ultravioleta (UV), fluorescéncia, eletroquimicos, condutividade e indice de refracdo (RI)
(74). O detetor UV possui uma elevada sensibilidade, e pode ser utilizado no estudo de
fosfolipidos, uma vez que estes absorvem na regido UV entre 190 e 210 nm devido as
ligacOes duplas C=C e aos grupos carbonilo. Deste modo, os fosfolipidos saturados podem
ndo ser detetados, pelo que se opta por derivatizar a amostra. Outra desvantagem deste
detetor é o facto de ndo se poder utilizar o cloroféormio, acetona e éter etilico na fase
movel, uma vez que estes solventes sdo absorvidos na regido do UV (11). O detetor de
fluorescéncia também possui uma elevada sensibilidade na dete¢do de fosfolipidos, mas
raramente € utilizado em HPLC porque os fosfolipidos ndo contém fluoréforos e por isso
precisam de ser derivatizados, para se poderem observar (11). O detetor de indice de
refracdo requer uma eluicdo isocratica, que, como ja foi referido anteriormente, ndo € a
mais adequada para a separacgao de fosfolipidos. Apresenta ainda uma baixa sensibilidade e
reprodutibilidade por ser muito sensivel a pequenas variagbes de temperatura, pressao,
fluxo e de solventes. Deste modo, ndo é o detetor mais eficaz no estudo de fosfolipidos
(12).

Por ultimo, a HPLC pode ser acoplado a um espectrometro de massa. O
espectrometro de massa acoplado a HPLC possui, geralmente, uma fonte de electrospray
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(ESI), uma vez que a mistura de solventes aquosos e organicos resultantes do HPLC é
facilmente pulverizada na fonte de ionizacdo do ESI-MS. A vantagem da utilizacdo de um
espectrometro de massa como detetor € permitir a diferenciacdo de analitos com tempos de
retencdo semelhantes. Pode ainda permitir a identificacdo e/ou quantificacdo de analitos
que sdo parcialmente separados ou até mesmo o0s que nao sao separados por HPLC (74).

3.2. Espectrometria de Massa

A espectrometria de massa comecou a ser desenvolvida por J. J. Thomson e 0 seu
aluno F. W. Aston nos principios do século XX, sendo hoje uma das técnicas mais
sensiveis na caracterizacdo estrutural de inimeras biomoléculas, tais como lipidos e
proteinas (83, 84).

Um espectrébmetro de massa € constituido por 3 componentes: (i) uma fonte de
ionizacgdo, (ii) os analisadores e (iii) o detetor (Figura 8) (10, 85, 86). A amostra é
introduzida na fonte de ionizacdo, na qual ocorre a ionizacdo das moléculas da amostra,
que em seguida sdo conduzidas até ao analisador onde sdo separadas segundo a razdo
massa/carga (m/z), e posteriormente detectadas no detector (85, 87, 88). Os resultados
aparecem sobre a forma de um espectro, no qual o valor m/z dos ides aparece no eixo das
abcissas e a abundancia relativa (apresentada sob a forma de intesidade relativa) no eixo
das ordenadas, depois de uma normalizacdo na qual se apresenta como 100% o &0 mais
abundante (10, 87, 88). Os dados obtidos por espectrometria de massa estédo directamente

dependentes do método de introducdo da amostra e do método de ionizacdo utilizados (10).

.For.1tecle H Analisador
ionizacdo

Sistema de
vacuo

» Detetor |- Computador

Figura 8 - Os componentes principais de um espectrometro de massa sdo a fonte de ionizagdo, analisador e
detetor. Os sinais emitidos pelo detetor sdo depois enviados para um computador o qual gera os espectros de
massa. (adaptado de (86)).

Os primeiros espectrometros de massa permitiam apenas obter espectros de
varrimento, sendo a analise Util apenas para uma gama restrita de compostos,

nomeadamente compostos de baixo peso molecular e volateis. Por outro lado, devido a
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energia transferida, ocorria a fragmentacdo do ido molecular na fonte. Perante esta
limitacdo, mais tarde surgiram as técnicas de ionizacdo suave, as quais ja permitiam a
analise de compostos de maior peso molecular, de compostos ndo volateis e ainda a analise
de misturas (84). Como técnicas de ionizacdo suave temos 0 bombardeamento por &tomos
rapidos (FAB), ionizacdo por electrospray (ESI) e ionizagdo por dessor¢do por laser
assistida por matriz (MALDI). Sendo estas técnicas de ionizacdo suave, apenas promovem
a protonacdo, desprotonacdo de espécies ou a formacdo de aductos, o que limita em muito
a caracterizacao estrutural dos compostos, uma vez que apenas da informagéao sobre o peso
molecular dos compostos. De modo a colmatar esta lacuna, surgiu a espectrometria de
massa tandem, a qual se veio a revelar essencial na andlise estrutural de uma grande
variedade de compostos bioldgicos tais como proteinas, péptidos, acidos nucleicos (84) e
fosfolipidos (10).

As técnicas de ionizacdo mais utilizadas hoje em dia para a analise de compostos
ndo volateis e compostos de elevado peso molecular sdo o ESI e o MALDI (89). O
MALDI é muito utilizado no estudo da protedbmica mas é pouco utilizado na anéalise de
fosfolipidos com vista a obtencdo de informacdes estruturais. Isto deve-se ao facto de
existir uma grande afinidade lipidica para ides de sodio e potassio, 0 que origina ides e
aductos de cada espécie molecular, tornando dificil a interpretacdo de espectros de uma
Unica classe de fosfolipidos (10). Por este motivo, neste trabalho € feito apenas uma breve
referéncia ao ESI, uma vez que é o método de ionizacdo mais utilizado na analise de

fosfolipidos, e o qual sera utilizado no parte experimental deste trabalho.

3.2.1. lonizacao por Eletrospray (ESI)

A década de 1980 foi particularmente importante no desenvolvimento da
espectrometria de massa, uma vez que foi nesta década que John Fenn apresentou a
ionizagéo por eletrospray (ESI) e Koichi Tanaka desenvolveu a ionizagdo por dessor¢ao
por laser assistida por matriz (MALDI) como fontes de ionizacdo suave de um
espectrometro de massa, 0 que em 2002 lhes valeu o prémio Nobel da Quimica (86). A
ionizagdo por eletrospray tem vindo a ser utilizada na analise de uma série de compostos,
nomeadamente proteinas e péptidos, aglcares, drogas e fosfolipidos (87). Moléculas com
diferentes grupos funcionais e diferentes pesos moleculares, podem ionizar de difentes

maneiras. As moléculas pequenas tém tendéncia a originar ides monoprotonados ([M+H]")
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ou monodesprotonados ([M-H]"), enquanto que as moléculas de maior peso molecular (>
2000 Da) tém tendéncia a originar i6es multiprotonados ou multidesprotonados (83). Esta
carateristica € uma vantagem na analise de moléculas de elevado peso molecular, uma vez
que os valores m/z serdo mais baixos e podem ser detetados mesmo em espectrometros de
massa com limites de detecdo m/z baixos (74).

A ionizagéo por eletrospray (Figura 9) ocorre em diferentes fases que incluem: (i)
formacdo de um spray com gotas carregadas a partir da solucdo que contém o analito e (ii)
vaporizacdo do solvente de forma a obter os iGes na fase gasosa (88). A solucdo que
contém o analito é introduzida num capilar, no qual é aplicada uma voltagem elevada. A
voltagem pode ser negativa ou positiva, consoante o tipo de analise pretendida (ESI em
modo positivo ou ESI em modo negativo) (74), a qual vai gerar um gradiente de campo
elétrico necessario para produzir a separacdo das cargas a superficie do liquido, o que
resulta na projecao do liquido para fora da extremidade do capilar, a qual é designada por
cone de Taylor (85). A formacdo de gotas carregadas resulta da combinacdo da elevada
voltagem aplicada a extremidade do capilar e do fluxo coaxial de um gas nebulizador
(azoto). Este gas nebulizador faz com que o solvente seja evaporado, o que favorece a
formacéo dos iGes na fase gasosa, 0s quais sdo posteriormente analisados no analisador em
funcdo da sua m/z (74). A um espectrometro podem ser acoplados diferentes analisadores,
como por exemplo analisadores do tipo magnético, quadrupolo, tempo de voo ou trapa de
iGes (87).
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Figura 9 - Processo de ionizagdo por eletrospray. Formacao de uma nuvem composta por goticulas contendo
moléculas de solvente e ifes do analito resultante da alta voltagem aplicada na extremidade do capilar. O
fluxo coaxial de um gas nebulizador provoca a evaporacdo das moléculas de solvente, favorecendo a
formacéo dos iBes na fase gasosa, 0s quais sdo analisados no analisador de massa (adaptado de (83)).

A passagem dos ides que se formam na fonte de ionizacdo, a qual se encontra a

pressao atmosférica, para o analisador que se encontra sob vacuo é efetuada através de uma

série de cAmaras com gradiente de pressdo e gradiente de potencial. E este gradiente de

potencial que quando aplicado as lentes vai direcionar o feixe de iGes para o analisador

(87).
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3.2.2. Espectrometria de massa tandem (MS/MS)

A espetrometria de massa tandem surgiu da necessidade de colmatar a falta de
informacdo estrutural sobre os compostos. Inicialmente tinha por base o acoplamento de
dois ou mais analisadores, com o objetivo de obter uma informacdo estrutural dos
compostos a analisar (87, 88). Na analise por espectrometria de massa tandem, €
selecionado o ido percursor no primeiro analisador (Q1), o qual vai sofrer fragmentagéo
por colisdo com um gas inerte na célula de colisdes (Q2), e posteriormente sdo analisados
os fragmentos produzidos em Q2 no segundo analisador (Q3), tal como se pode observar
na Figura 10 (10, 83, 86). Esta analise devera ser denominada por MS/MS. Aquando das
colisBes entre 0 ido percursor e 0s atomos do gas inerte, parte da energia translacional do
180 percursor pode ser convertida em energia interna, provocando um estado de excitacdo
nos ides, 0s quais sdo entdo decompostos em fragmentos por um processo denominado
Dissociacdo Induzida por Coliséo (CID) (10, 83, 84, 86).

Fonte

eletrospray Colis&o com Detetor
Seringa gasno Q2

—_ A%EW nw-m--oo--'-mﬁ

Figura 10 - Espectrometro de massa triplo quadrupolo. Q1 e Q3 estdo a operar como analisadores e Q2 como
célula de colisdes. Durante este processo, o0 ido percursor € selecionado em Q1 o qual passa para a célula de
colisdes (Q2). O ido percursor é entdo fragmentado por dissociacdo induzida por colisdo (CID) e os
fragmentos sdo depois analisados por m/z em Q3 (adaptado de (10)).

Os equipamentos mais utilizados hoje em dia e que permitem efetuar uma analise
por espectrometria de massa tandem incluem analisadores hibridos quadrupolo-tempo de
voo (Q-TOF), analisadores triplo quadrupolo e analisador de trapa de ides (83). Os
analisadores de trapa de ides surgiram mais recentemente e possibilitam realizar a analise
MS/MS com apenas um analisador. Isto verifica-se porque o analisador de trapa de ides
tem capacidade de reter os ides selecionados na trapa, fazé-los colidir com um gas de
maneira a provocar a sua dissociacdo, tudo na mesma camara, para posteriormente
proceder a sua detecdo. Para além disso, ainda é possivel manter qualquer um dos ides
fragmento na trapa e repetir novamente o processo de colisdo para provocar nova
dissociacéo deste novo ido percursor. Esta analise devera ser denominada por MS/MS/MS

(MS?). Ou seja, os ides fragmentos resultantes do ido percursor podem ser sequencialmente
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fragmentados e entdo podemos obter espectros de MS", os quais permitem obter uma
informacdo sequencial dos fragmentos (86, 88).

A utilizacdo da espectrometria de massa tandem permite obter uma informacéo
estrutural mais detalhada dos compostos que se pretendem analisar, através da analise dos
i0es fragmento formados a partir do ido percursor previamente selecionado no primeiro
analisador. Por este motivo, a analise MS/MS pode ser utilizada na elucidacéo estrutural de
amostras desconhecidas (87).

A espectrometria de massa € hoje em dia uma técnica fundamental para a analise de
lipidos e fosfolipidos de diversos tipos de células e tecidos, e também para a identificagcdo
das modificacdes de lipidos, nomeadamente por oxidag&o.

Antes dos avancos da espetrometria de massa era comum recorrer ao TLC para
separar e identificar as diferentes classes dos fosfolipidos recorrendo a técnicas de detecédo
relativamente inespecificas, nomeadamente a visualizacdo do fésforo por reagentes de
pulverizacdo. Porém, era necessario recorrer a hidrélise do grupo acilo dos acidos gordos
presentes no fosfolipido e posterior derivatizacdo de maneira a poder ser analisado por
cromatografia gasosa ou mais tarde por cromatografia gasosa combinada com
espectrometria de massa (GC-MS). No entanto, a analise por GC ou GC-MS tem a
desvantagem de destruir a estrutura do fosfolipido, tornando dificil a anélise de fragdes de
membranas altamente purificadas e comprometendo assim o estudo de detalhes estruturais
dos fosfolipidos (78). Com o aparecimento das técnicas de ionizacdo suave, é possivel
analisar diretamente o fosfolipido como molécula intacta, preservando assim a informagao
inerente a sua estrutura quimica (78). Uma outra vantagem destas técnicas de ionizacao € o
facto de se poderem acoplar com outras técnicas, por exemplo HPLC, permitindo assim
separar os diferentes tipos de fosfolipidos e identifica-los logo de seguida (20, 78). Deste
modo, a espectrometria de massa, nomeadamente as técnicas de ioniza¢do suave, € a
técnica de eleicdo na analise de fosfolipidos (20, 78, 90) uma vez que combina
sensibilidade, especificidade, seletividade e velocidade na obtengdo de resultados (10). A
especrometia de massa combinada com técnicas cromatograficas, TLC e HPLC, é hoje em

dia muito utilizada na andlise do pefil de lipidos em diversos contextos bioldgicos.

25



Estudo da foto-oxidacdo de fosfatidiletanolaminas

4. Objetivo da dissertagdo

O objetivo desta dissertacdo foi avaliar o efeito da terapia fotodinamica nos
fosfolipidos da Escherichia coli, de maneira a perceber se a terapia fotodindmica afecta a
camada lipidica da parede bacteriana e quais as alteracGes estruturais que este tipo de
fotossensibilazacdo provoca nos fosfolipidos da membrana bacteriana, usando uma
abordagem lipidomica. Para melhor compreender o tipo de oxidacdo que a terapia
fotodinamica provoca, estudou-se paralelamente a foto-oxidacdo de POPE e PLPE como
padrdes de fosfatidiletanolamina, utilizando espectrometria de massa uma vez que esta é a

classe de fosfolipidos mais abundante na E. coli.
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1. Reagentes

Os padrGes de fosfolipidos PG, CL e 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidiletanolamina (POPE) foram adquiridos na Avanti® Polar Lipids, Inc. (Alabaster,
AL, USA). O cloroférmio e o metanol, ambos de qualidade indicada para analise em HPLC,
foram adquiridos na Fischer Scientific Ltd. (Leicestershire, UK). O péroxido de hidrogénio
(H20,) (30%, m/v), a trietilamina e as placas TLC silica gel 60 (20 x 20 cm) com zona de
concentracdo foram adquiridas na Merck (Darmstadt, Alemanha). Também foi usada agua
Milli-Q (Synergy®, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA).

2. Bactéria e as condicOes de crescimento

Uma coldnia de E. coli ATCC® 25922™ (VA, USA) foi inoculada em TSB (tryptic
soy broth) (Merck) e incubada durante a noite em condicGes aerdbias a 37°C. Uma aliquota
de 100 pL de cultura foi transferida para um novo meio TSB e incubada nas mesmas
condigOes até atingir a fase estacionaria de crecimento (densidade otica a 600 nm ~1.6),
correspondente a ~10° unidades formadoras de colénias (CFU) ml™. As células foram
colhidas por centrifugacio (13000 x g, 10 min, 4°C) (Avanti® J-25, Beckman Coulter, Inc.,
Brea, CA, USA), lavadas trés vezes com solucdo tampéo fosfato-salino (PBS: 8 g NaCl, 0,2
g KCI, 1,44 g NaHPO, por litro e com pH 7,4) e ressuspendidas em PBS de forma a
atingir uma concentracdo final de 108 UFC mlI™.

3. Fotossensibilizador

Como fotossensibilizadores foram usadas as porfirinas 5,10,15-tris(1-
methylpyridinium-4-y1)-20-(pentafluorophenyl) porphyrin tri-iodide (Tri-Py*-Me-PF) e
5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl) porphyrine tetra-iodide (Tetra-Py"-Me),
preparadas de acordo com a literatura (91). A pureza das porfirinas foi confirmada por
TLC e por espetrometria de ressonancia magnética nuclear de protdo. As solugdes-mée
foram preparadas em sulfoxido de dimetilo (concentracdo 500 pM) e sonicadas a

temperatura ambiente durante 30 minutos antes de usar.
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Figura 11 - Estrutura da porfirina 5,10,15-tris(1-methylpyridinium-4-yl)-20-(pentafluorophenyl) porphyrin
tri-iodide (Tri-Py"-Me-PF) (A) e da porfirina 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl) porphyrine tetra-
iodide (Tetra-Py"-Me) (B).

4. Condicdes de irradiacao na foto-oxidagao

As células ressuspendidas em PBS (49,5 mL num copo de vidro de 600 mL
esterilizado) foram adicionados 500 pL de Tri-Py*-Me-PF a 500 uM (concentragdo final
5,0 uM). Foi preparado um controlo nas mesmas condi¢cdes mas sem porfirina. A amostra e
o controlo foram incubados no escuro durante 10 min, sob agitag&o (100 rpm) a 25°C, com
0 objetivo de promover a ligagdo da porfirina as células. Em seguida a amostra e o controlo
foram irradiados com agitagdo 100 rpm, durante 90 min (dose de luz total 21,6 J cm™),
com luz branca artificial (radiacdo PAR, 380-700 nm, 13 OSRAM com 21 lampadas com
18 W cada) com uma radiancia de 4 mW cm™ medida com um radiémetro LI-250 (Li-Cor
Inc., Lincoln, NE, USA). Apos irradiacdo, as células foram centrifugadas (10 min, 13000 x
g, 4°C), lavadas trés vezes com agua Milli-Q a 4°C, e o precipitado foi mantido em gelo até
a extracdo dos lipidos.

Para 0 ensaio com o padrdo POPE, foi preparada uma amostra com 250 g de
padrdo POPE num copo de vidro de 50 mL esterilizado, ao qual foram adicionados 1980
pL de tampdo hidrogenocarbotato de amoénia (5 mM, pH 7,4) e 20 pL do
fotossensibilizador Tri-Py"-Me-PF (POPE amostra). No controlo, a solugdo da porfirina foi
substituida pelo tampéao hidrogenocarbonato de amoénia (POPE controlo). Este foi sujeito
as mesmas condicBes de irradiacdo descritas para POPE amostra. Apos a irradiagdo, as

solucdes foram mantidas no gelo até & extracdo dos lipidos.
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5. Extracdo lipidica

Os lipidos totais da bactéria foram extraidos seguindo o método Bligh and Dyer
(92) modificado. As células bacterianas, obtidas por centrifugacdo, foram ressuspendidas
em 2 mL de agua Milli-Q, transferidas para tubos de centrifuga de vidro PIREX®, aos quais
foram adicionados 7,5 mL de cloroférmio:metanol (2:1, v/v). A mistura foi bem
homogeneizada por uma inversdo vigorosa dos tubos, e incubou-se em gelo durante 210
min. As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm durante 10 min, (Mixtasel, JP Selecta
S.A., Barcelona, Espanha) a temperatura ambiente, de modo a separar a fase aquosa, que se
situa em cima, da fase organica, que se situa em baixo. Depois de recolher para um tubo
novo a fase organica, na qual se encontram os lipidos, a extracdo foi repetida mais duas
vezes. Os extratos foram secos numa corrente de azoto, dissolvidos em 300 pL de
cloroférmio e armazenados a -20°C em frascos de vidro escuros de 2 mL.

A extracdo dos fosfolipidos do ensaio com o padrdo POPE foi realizada também em
tubos de vidro PIREX®, ao qual se adicionaram os 2 mL da solucdo irradiada e uma
mistura de cloroférmio:metanol:dgua Milli-Q (8:4:1 v/v/v). A mistura foi bem
homogeneizada no vortex, em seguida foi centrifugada a temperatura ambiente durante 10
min a 2000 rpm e recolheu-se a fase organica para um tubo novo. Depois de secos numa
corrente de azoto, os extratos foram ressuspendidos em 300 pL de cloroférmio e

armazenados a -20°C em frascos de vidro escuros de 2 mL.

6. Quantificacdo de fosfolipidos pelo ensaio de fosfato

A quantificagdo de fosfolipidos no extrato total e nas manchas separadas por TLC
foi realizada de acordo com Bartlett e Lewis (93). Adicionou-se acido perclorico
concentrado (0,5 mL, 70% m/v) as amostras em tubos de vidro lavados previamente em
acido, e a mistura foi incubada durante 60 min a 180°C num bloco de aquecimento (Block
Heater SBH200D/3, Stuart®, Bibby Scientific Ltd., Stone, UK). Apés a incubacéo foram
adicionados 3,3 mL de agua Milli-Q, 0,5 mL molibdato de aménio (2,5%) e 0,5 mL &cido
ascorbico (10%). A mistura foi bem homogeneizada num vortex apds cada adicdo, e
incubou-se durante 10 min a 100°C num banho de agua (Precisterm, JP Selecta S.A.).
Preparam-se padrdes de fosfato com concentracfes entre 0,1 e 2 g a partir da solugdo-mée
de NaH,PO,.2H,0 (100 pg mL™ de fosfato), os quais foram submetidos a0 mesmo

tratamento que as amostras. A absorvancia dos padrées e das amostras foi medida a
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temperatura ambiente, a 800 nm, num espetrofotdometro de UV-Vis de microplacas
(Multiskan GO, Thermo Scientific, Hudson, NH, USA). A quantidade de fosforo presente
em cada amostra foi calculada por regressao linear resultante do grafico que relaciona a
quantidade de fosforo presente nos padrdes (eixo do X) e de absorvancia obtidos a partir de
duplicados de vérias concentracdes (eixo do Y). A quantidade de fosfolipido foi
diretamente calculada multiplicando a quantidade de fosforo por 25. A percentagem de
cada classe de fosfolipidos refere-se ao teor total de fésforo presente nos fosfolipidos
recuperados a partir de TLC, e foi calculada comparando a quantidade de fésforo em cada
mancha com a quantidade total de fosforo da amostra, dando, assim, a abundéncia relativa

de cada classe de fosfolipido.

7. Separacgdo das classes de fosfolipidos por cromatografia de camada fina
(TLC)

Os fosfolipidos do extrato total de lipidos foram separados por TLC usando placas
de silica gel. Antes da separacdo, as placas foram lavadas com uma mistura de
cloroformio:metanol (1:1,v/v), deixadas a secar na hote e em seguida foram a estufa
durante 15 min a 100°C. Depois de arrefecerem, 20 pL da solucdo de fosfolipidos em
cloroférmio (com uma concentracéo de 150 g de fosfolipidos por 100 puL de cloroférmio)
foram aplicados em diferentes pontos na zona de concentracdo da placa. Em alguns pontos
da placa de TLC também foram uma mistura de padrGes de fosfatidiletanolaminas,
fosfatidilglicerol e cardiolipinas para posterior comparagdo com as bandas das amostras.
Depois de secar as placas na corrente de azoto, estas foram colocadas numa camara
cromatografica contendo como eluente uma mistura de
cloroformio:etanol:agua:trietilamina (30:35:7:35, v/v/viv). Apés a eluicdo, as placas foram
deixadas na hote para que o eluente evaporasse. Para revelar as manchas dos fosfolipidos,
pulverizou-se as placas com uma solucdo de primulina (50 pg/100 mL de acetona:agua,
80:20, v/v) e deixou-se secar na hotte. Em seguida, as manchas foram visualizadas com luz
UV (A = 254 nm) (Camag, Berlin, Germany) (94). Por comparagdo com as manchas dos
padrdes de fosfolipidos também adicionados nas placas, foi possivel identificar as manchas
de fosfolipidos das amostras, as quais foram raspadas das placas para tubos de vidro. As

diferentes classes de fosfolipidos foram quantificadas pelo ensaio de fosforo acima
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descrito, ou foram extraidos da silica com uma solucdo de cloroférmio:metanol (2:1) e

posteriormente analisados por espetrometria de massa.

8. Quantificacdo de hidroperoxidos lipidicos pelo ensaio de FOX2

O ensaio FOX2 (ferrous oxidation-xylenol orange) foi realizado de acordo com
Wolff (95). Os hidroperoxidos lipidicos foram quantificados nos dos extratos lipidicos
totais dos controlos e das amostras da E. coli (apds irradiacdo). Para este ensaio foram
adicionadas aliquotas (50 pL) de extrato lipidico total do controlo e da amostra ao reagente
de FOX2 (950 pL) em microtubos, homogeneizou-se num vortex e deixou-se a reagir no
escuro, durante 30 min a temperatura ambiente. Foram feitos padrGes de H,O, com
concentracOes entre 0s 0 e 4 mM (H,O, 1 mM, reagente de FOX2 e agua). Apds a
incubacdo, a absorvancia das amostras foi lida a 560 nm contra os padrdes de H,O,.

O reagente de FOX2 (100 mL) foi preparado da seguinte maneira: 250 puM
(NH4)2Fe(S0O4).6H,0 (9,8 mg) e 25 mM de H,SO, (139 pL) foram dissolvidos em 5 ml de
agua, misturados com 4 mM de 2,6-di-terc-butil-p-hidroxitolueno (BHT) (88,2 mg), com
100 uM de laranja de xilenol (7,2 mg) e 45 mL de metanol; em seguida foram adicionados

mais 45 mL de metanol e 5 mL de agua.

9. Analise por espetrometria de massa (MS)

A andlise de fosfolipidos foi realizada por espetrometria de massa com ionizagao
por eletrospray (ESI-MS) e analise por espetrometria de massa tandem (MS/MS) no modo
negativo num espetrémetro de massa LXQ linear ion trap (ThermoFischer, Finnigan™,
San Jose, CA, USA). As condicdes da fonte de eletrospray foram as seguintes: voltagem do
electrospray de 4,7 kV; temperatura do capilar de 275°C e fluxo de gas de 25 unidades. A
variagdo de massas permitida foi de 0,5 Da e foi usado um tempo de ativagcdo de 30ms para
as experiéncias de MS/MS. Os espectros de MS e MS/MS foram adquiridos com um
tempo maximo de ionizacdo de 50 ms e 200 ms, respetivamente. A energia de coliséo
utilizada variou entre 17 e 20 (unidades arbitrarias) para as experiéncias de MS/MS. Para a
aquisicdo e visualizacdo dos dados utilizou-se o programa Xcalibur data system (V2.0).
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10. Andlise de &cidos gordos por Cromatografia Gasosa com Detetor de
lonizacdo de Chama (GC-FID)

Os acidos gordos totais foram determinados por GC ap06s transesterificacdo dos
extratos lipidicos bacterianos (aproximadamente 30 pg de fosfolipidos), tendo como base o
trabalho de Aued-Pimentel et al. (96). Os ésteres metilicos foram preparados utilizando
uma solucédo de hidréxido de potéssio (200 pL, 2,0 M) em metanol, ao qual se adicionou
hexano (1 mL) e se homogeneizou muito bem. Em seguida, para formar duas fases de
extracdo adicionou-se uma solucdo saturada de NaCl (2 mL), seguindo-se uma
centrifugacdo a 2000 rpm durante 5 min. Recolheu-se a fase organica para um novo tubo e
secou-se na corrente de azoto. Ao tubo seco adicionou-se hexano (20 pL) para
ressuspender os ésteres metilicos e desta solucéo foram injetados 2 puL no GC.

O cromatografo de gas (Clarus 400, PerkinElmer, Inc., MA, USA) foi equipado
com uma coluna DB-1 com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,15 um
de espessura de filme (J&W Scientific, Agilent Technologies, Folsom, CA, USA) e um
detetor de ionizagdo de chama. O injetor do GC foi programado a 250°C e o detetor a
270°C. A temperatura do forno foi variada em trés rampas: inicialmente ficou 3min a 50°C,
aumentou para 180°C (25°C min™), depois de 6 min voltou a aumentar até 260°C (40°C
min™) no qual se manteve por 3 min, perfazendo um total de 19 min. O gas transportador
era hidrogénio com um caudal de 1,7 mL min™. As concentracdes relativas dos acidos
gordos foram calculadas pelo método da area percentual com normalizacdo adequada,
considerando a soma de todas as areas dos acidos gordos identificados. Para a aquisicdo e

tratamento dos dados utilizou-se o programa TotalChrom Navigator Software.

11. Analise estatistica

A quantificacdo de fosfolipido e a quantificacdo de hidroperdxidos foram realizados
de forma independente, em triplicado (n=3), tanto para o controlo como para a amostra. Os
resultados foram analisados utilizando um método de variancia simples (one-way
ANOVA) com o teste post-hoc Bonferroni (para a quantificacao de fosfolipidos), e o teste t
de Student (para a quantificacdo de hidroperoxidos) e sdo apresentados como médias +
desvio padrdo. A estatistica foi realizada utilizando o PRISM ® GraphPad Software, Inc.

(La Jolla, CA, USA). Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
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Este trabalho teve como objetivo estudar possiveis modificagdes em fosfolipidos da
E. coli resultantes da foto-oxidacdo na presenca de fotossensibilizadores porfirinicos. A
bactéria escolhida foi a E. coli, uma das bactérias Gram (-) mais estudadas, e que apresenta
as PEs como componentes principais das membranas lipidicas. A estirpa E. coli estudada
foi a estirpe ATCC 25922 que foi, recentemente, alvo de varios estudos de terapia
fotodinamica (97). A porfirina Tri-Py"-Me-PF foi reconhecida em estudos anteriores por
ser um fotossensibilizador muito eficiente na foto-inativacdo de fagos (49, 51), bactérias
(61, 91, 98) e esporos bacterianos (52, 60), sendo, por isso, o fotossensibilizador escolhido
para os testes com a E. coli. Nos testes com os padrdes de PE, para além da porfirina Tri-
Py*-Me-PF, foi ainda testada a porfirina Tetra-Py"-Me. Apesar de se ter verificado que é
menos eficaz que a Tri-Py’-Me-PF, também ja foi utilizada com sucesso na foto-inativacéo
de bactérias (98). Estes estudos indicam que os microrganismos ndo sdo afetados pelas
condigcdes de radiacdo na auséncia da porfirina e que a porfirina Tri-Py"-Me-PF néo
apresenta toxicidade na auséncia de luz, logo as alteracdes observadas em microrganismos
resultam da combinacdo da porfirina com a radiacdo. Um estudo recente relata uma
reducéo de cerca 6 log;p UFC mL™ de E. coli ATCC 25922, quando o fotosensibilizador
foi usado a 5 pM ap6s 90 min de irradiacdo de 4mW cm? (21,6 J cm? e uma
concentracdo inicial de bactérias 10® UFC mL*(97). Estas condigdes foram utilizadas neste
trabalho.

1. Estudo do perfil lipidico da E. coli

O perfil lipidico da E. coli foi inicialmente estudado recorrendo a uma abordagem
lipidomica. A andlise e quantificacdo dos fosfolipidos da E. coli foram realizadas apos a
separacdo por TLC das diferentes classes de fosfolipidos presentes nos extratos lipidicos
totais da E. coli no controlo e na amostra. A separacdo cromatografica mostrou trés
manchas diferentes tanto para as células irradiadas na auséncia do fotossensibilizador
(controlo), como para as células irradiadas na presenca do fotossensibilizador (Figura 12A,
linhas 2 e 3 respetivamente). As trés manchas foram identificadas como PEs, PGs e CLs,
tendo sido identificadas por comparacdo com os padrdes de fosfolipidos (PE, PG e CL)
adicionados nas linhas 1 e 4 da Figura 12 e ainda pela analise do extracto obtido de cada

mancha por ESI-MS e MS/MS. A quantidade de fosfolipidos em cada mancha foi
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determinada pelo ensaio de fosfato, sendo que as percentagens relativas de cada classe no
extrato do controlo foram aproximadamente de 53% PE, 40% PG e 7% CL (Figura 12B).
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Figura 12 — (A) Cromatografia de camada fina do extratos lipidicos totais da E. coli. As linhas 1 e 4
correspondem aos padrdes de fosfolipidos puros: fosfatidilglicerol (PG, linha 1), fosfatidiletanolamina (PE,
linha 4) e cardiolipina (CL, as linhas 1 e 4). A linha 2 representa as diferentes fracdes das células irradiadas
na auséncia do fotossensibilizador Tri-Py*-Me-PF (controlo) e a linha 3 representa as diferentes fragdes das
células irradiadas na presenca do fotossensibilizador Tri-Py*-Me-PF (amostra). (B) Percentagem relativa das
diferentes classes de fosfolipidos separados por TLC do controlo e da amostra. As barras de erro representam
0 desvio padrédo de trés experiéncias independentes (p> 0,001). (C) Percentagem relativa dos acidos gordos
mais abundantes na E. coli analisados por GC-FID, Os valores apresentados sdo a média + desvio padrdo, **
p<0,05 e *** p<0,001.

Os resultados da quantificagdo das classes sdo concordantes com os dados

publicados na literatura, em que as PEs s&o a classe mais abundante (70-75%) seguindo-se
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as PGs (20-25%) e por altimo as CLs (5-10%) (41), ainda que pardmetros como a estirpe,
meio de crescimento, temperatura e o tempo de incubacao das bactérias possam influenciar
os resultados. No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre a
abundancia relativa de cada classe de fosfolipidos no extrato do controlo e no extrato da
amostra, apds fotoxidag&o.

A quantificacdo relativa de acidos gordos dos extratos lipidicos totais do controlo e
da amostra apos tratamento fotodindmico foram analisados por GC-FID (Figura 12C).
Através da analise por GC-FID foi possivel identificar os acidos gordos C14:0, C15:0,
C16:0, C16:1, cyC17:0, C17:0, C18:0, C18:1 (C18:1n9 e C18:1n11), cyC19:0, todos estes
ja identificados na literatura (92, 99, 100), e ainda o &cido gordo C18:2. Curiosamente,
apesar do acido linoleico ndo ser considerado um dos principais acidos gordos presentes na
E. coli, este ja foi identificado por GC-MS num extracto de E. coli (101). No entanto, ndo
foi possivel separar os acidos C18:1n11 e o C18:0 através da analise por GC-FID com uma
coluna DB-1, mas sabe-se que estes dois acidos gordos estdo presentes na E. coli e ja
foram detetados por GC-MS (101). Apos a irradiacdo, e por comparagdo com o controlo, €
possivel observar algumas diferencas significativas na quantidade relativa de alguns acidos
gordos. Houve um aumento significativo no teor relativo do C16:0 (p<0,001) e uma
reducdo no teor relativo das espécies mono-insaturadas C16:1, C18:1n9 e no
C18:1n11/C18:0, sendo que as diferencas significativas para a diminuicdo dos acidos
gordos insaturados sdo sO observadas para o0s acidos gordos com 18 carbonos (p<0,05). A
diminuicdo dos acidos gordos monoinsaturados deve-se, provavelmente, a modificacdes
provocadas por oxidacao destes acidos gordos, apos fotossensibilizacdo. O facto dos acidos
gordos insaturados diminuirem, por sofrerem oxidacdo e estes ndo serem quantificados
pelo GC-FID, faz com que a quantidade relativa de alguns dos acidos gordos saturados
aumente, uma vez que estamos a trabalhar com uma quantificacéo relativa.

Para identificar as espécies moleculares de cada classe de fosfolipidos e a sua
composicdo em acidos gordos, extrairam-se da silica as classes de fosfolipidos do extrato
controlo previamente separadas por TLC e os extractos de cada classe de fosfolipido foram
posteriormente analisados por ESI-MS (Figura 13A1, Bl e C1) e ESI-MS/MS (Figura
13A2, B2 e C2).
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Figura 13 - Espectros ESI-MS das PEs, PGs, e CLs da E. coli (A1, B1 e C1 respetivamente). Espetros ESI-
MS/MS do ido [M-H] da espécie molecular mais abundante da PE, PG e CL (A2, B2 e C2 respetivamente).
Todos os espetros de MS/MS séo obtidos dos respetivos ides [M-H] excepto o espetro CL que é de carga
dupla [M-2H]?. As combinacdes de acidos gordos de cada espécie molecular esto identificadas ao lados dos
espetros ESI-MS/MS.

Para cada espécie molecular identificada por ESI-MS, podem corresponder mais
que uma combinacgdo de acidos gordos. Ao analisar os espetros na zona de valores de m/z
entre 200-350, é possivel identificar diferentes combinagfes de acidos gordos para cada
espécie molecular PE. A mesma analise foi feita para as classes PGs. Em relacdo as CL, foi
necessario recorrer ao ESI-MS/MS dos valores m/z de carga dupla uma vez que o limite
minimo do espetro corresponde a dois tercos do valor m/z do ido que queremos fragmentar,
sendo que ndo seria possivel observar os ides m/z entre 200-350 nos espetros de carga
unitaria. A caracterizacdo do contetido em acidos gordos de cada espécie de PE, PG e CL

esta descrito nas tabelas 1-3 respetivamente.
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Tabela 1 - Espécies moleculares maioritarias de fosfatidiletanolaminas identificadas no extrato lipidico da E.
coli. Os ides [M-H] presentes na tabela foram identificados no espectro ESI-MS das fosfatidiletanolaminas.
Recorrendo a espetrometria de massa tandem (ESI-MS/MS), foi possivel identificar quais as espécies de
4cidos gordos que compunham cada um dos ifes identificados no espetro ESI-MS. Os nimeros entre
paréntesis (C:N) indicam o nimero de atomos de carbono (C) e ligacGes duplas (N) nas cadeias laterais de
acidos gordos, e cy indica que o &cido gordo possui uma porcéo ciclica na cadeia carbonada. Os pares de
acidos gordos que possuem * ja foram identificados por Kol, M.A., et al.,2004 (99), e 0s que possuem **
foram identificados por Oursel, D., et al., 2008 (92).

m/z [M-H] Cadeias de acidos gordos
(C:N) Controlo

662.5 (30:0) 14:0/16:0*
688.5 (32:1) 16:0/16:1***; 14:0/18:1
688.5 (32:0 cy) 15:0/cyl17:0**
690.5 (32:0) 16:0/16:0***; 14:0/18:0
702.5 (33:0cy) 16:0/cy17:0***; 14:0/cy19:0; 15:0/18:1
714.6 (34:2) 16:1/18:1***; 16:0/18:2
714.6 (34:0 cylcy) cyl7:0/cyl7:0***
716.5 (34:1) 16:0/18:1***; 16:1/18:0

716.5 (34:0cy)
728.5 (35:1cy)

17:0/cy17:0; 15:0/cy19:0
cyl17:0/18:1; 16:1/cy19:0

730.6 (35:1) 17:0/18:1***; 16:1/19:0

730.6 (35:0 cy) 16:0/cy19:0**; cy17:0/18:0***

742.5 (36:2) 18:1/18:1***; 16:1/20:1; 16:0/20:2

742.5 (36:0 cylcy) cyl7:0/cy19:0**

7445 (36:1) 16:0/20:1; 18:0/18:1*; 16:1/20:0; 14:0/22:1
744.5 (36:0 cy) cy17:0/19:0; 17:0/cy19:0

758.5 (37:1) 16:0/21:1; 18:1/19:0; 17:0/20:1

758.5 (37:0 cy) 18:0/cy19:0; cy17:0/20:0

760.7 (37:0) 18:0/19:0; 16:0/21:0

770.5 (38:2) 18:1/20:1; 16:0/22:2

770.5 (38:1cy) cyl7:0/21:1

770.5 (38:0 cy/cy) cy19:0/cy19:0

772.5(38:1) 16:0/22:1; 18:1/20:0; 18:0/20:1; 17:0/21:1; 16:1/22:0
772.5 (38:0 cy) 19:0/cy19:0; cy17:0/21:0

774.5 (38:0) 19:0/19:0; 16:0/22:0
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Tabela 2 - Espécies moleculares maioritarias de fosfatidilglicerol identificadas no extrato lipidico da E. coli.
Os ibes [M-H] presentes na tabela foram identificados no espectro ESI-MS de fosfatidilglicerol. Recorrendo
a espetrometria de massa tandem (ESI-MS/MS), foi possivel identificar quais as espécies de &cidos gordos
que compunham cada um dos ides identificados no espetro ESI-MS. Os nimeros entre paréntesis (C:N)
indicam o nimero de atomos de carbono (C) e liga¢des duplas (N) nas cadeias laterais de acidos gordos, e cy
indica que o é&cido gordo possui uma porcao ciclica na cadeia carbonada. Os pares de acidos gordos que

possuem ** foram identificados por Oursel, D., et al., 2008 (92).

m/z [M-H] Cadeias de acidos gordos
(C:N) Controlo

691.5 (30:1) 14:1/16:0; 14:0/16:1
693.5 (30:0) 14:0/16:0**
705.6 (31:1) 15:0/16:1**
705.6 (31:0 cy) 14:0/cy17:0
719.5 (32:1) 16:0/16:1**; 14:0/18:1**
719.5 (32:0 cy) 15:0/cyl7:0**
721.5 (32:0) 16:0/16:0**; 14:0/18:0
733.5(33:1) 15:0/18:1
733.5(33:0cy) 16:0/cy17:0**; 14:0/cy19:0
747.5 (34:1) 16:0/18:1**; 18:0/16:1
747.5 (34:0 cy) 17:0/cyl17:0; 15:0/cy19:0
761.5 (35:1) 17:0/18:1
761.5 (35:0 cy) 16:0/cy19:0**; 18:0/cy17:0
773.5(36:2) 18:1/18:1

773.5 (36:0 cy/cy)
787.5 (37:1cy)
801.5 (38:0 cy/cy)

cyl17:0/cy19:0
18:1/cy19:0; cy17:0/20:1
cy19:0/cy19:0
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Tabela 3 - Espécies moleculares maioritarias de cardiolipinas identificadas no extrato lipidico da E. coli. Os
idbes [M-H] presentes na tabela foram identificados no espectro ESI-MS da cardiolipina. Recorrendo a
espetrometria de massa tandem (ESI-MS/MS), foi possivel identificar quais as espécies de acidos gordos que
compunham cada um dos ides identificados no espetro ESI-MS. Os nimeros entre paréntesis (C:N) indicam
0 nimero de &tomos de carbono (C) e ligagBes duplas (N) nas cadeias laterais de &cidos gordos, e cy indica
gue o acido gordo possui uma porgdo ciclica na cadeia carbonada. Os pares de acidos gordos que possuem

*** foram identificados por Hsu, F.F. and J. Turk, 2006 (100).

m/z [M-H]

(C:N)

Cadeias de acidos gordos

Controlo

1363.6 (65:0 cy)
1363.6 (65:0 cy)
1363.6 (65:0 cy)
1375.7 (66:2)
1375.7 (66:2)
1375.7 (66:0 cy/cy)
1375.7 (66:0 cy/cy)
1375.7 (66:0 cy/cy)
1389.6 (67:1 cy)
1389.6 (67:1 cy)
1391.6 (67:1)
1391.6 (67:1)
1391.6 (67:1)
1391.6 (67:0 cy)
1391.6 (67:0 cy)
1391.6 (67:0 cy)
1391.6 (67:0 cy)
1391.6 (67:0 cy)
1391.6 (67:0 cy)
1403.6 (68:2)
1403.6 (68:2)
1403.6 (68:2)
1403.6 (68:1 cy)
1403.6 (68:0 cy/cy)
1403.6 (68:0 cy/cy)
1415.6 (69:2 cy)
1415.6 (69:2 cy)
1431.6 (70:0 cylcy)

14:0/14:0/18:0/cy19:0
14:0/16:0/cy17:0/18:0
14:0/16:0/16:0/cy19:0
14:0/16:0/18:1/18:1
16:0/16:0/16:1/18:1***
14:0/16:0/cy17:0/cy19:0
16:0/16:0/cy17:0/cy17:0***
14:0/14:0/cy19:0/cy19:0***
16:0/16:0/cy17:0/18:1***
14:0/16:0/18:1/cy19:0
16:0/16:1/17:0/18:0
14:0/17:0/18:0/18:1
16:0/16:0/17:0/18:1
14:0/14:0/cy19:0/20:0
14:0/16:0/cy17:0/20:0
14:0/cy17:0/18:0/18:0
14:0/16:0/18:0/cy19:0
14:0/17:0/17:0/cy19:0
16:0/16:0/16:0/cy19:0
16:1/16:1/18:0/18:0
16:0/16:1/18:0/18:1
16:0/16:0/18:1/18:1***
16:0/16:1/cy17:0/19:0
16:0/16:0/cy17:0/cy19:0
16:0/cy17:0/cy17:0/18:0
16:0/cy17:0/18:1/18:1
18:1/16:1/16:0/cy19:0***
16:0/16:0/cy19:0/cy19:0

A composicdo em acidos gordos das espécies moleculares dos fosfolipidos

analisados por ESI-MS/MS (Tabela 1-3) esta de acordo com o perfil de acidos gordos
identificados por GC-FID (Figura 12C). O perfil em &cidos gordos identificados por GC-
FID para a estirpe da E. coli estudada esta de acordo com a literatura (92, 99-101), e

correspondem aos acidos gordos presentes nas espécies moleculares dos fosfolipidos
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identificados, apesar de alguns &cidos gordos identificados por ESI-MS/MS em espécies
moleculares minoritarias, por estarem em pouca quantidade, ndo terem sido detetados no
GC-FID.

A andlise de éacidos gordos por GC-FID (Figura 12C) revela que a maioria dos
acidos gordos sdo saturados (C16:0) e ciclicos (cyC17:0 e cyC19:0). A caracterizacdo das
espécies moleculares da classe das PEs (Tabela 1) mostra algumas espécies moleculares
com uma e até com duas insaturacfes, o que é importante uma vez que é a classe de
fosfolipidos mais abundante na E. coli. Em relagdo a classe das PGs, elas sdo menos
abundantes que as PEs, as espécies moleculares identificadas contém maioritariamente
acidos gordos saturados e ha menos espécies moleculares com acidos gordos insaturados
(Tabela 2). Apesar de as CLs serem compostas por quatro acidos gordos, metade das
espécies moleculares identificadas € composta por acidos gordos ciclicos e saturados
(Tabela 3). A outra metade das espécies moleculares de CLs tem apenas um ou dois acidos

gordos saturados.

2. Estudo da foto-oxidacéo de fosfatidiletanolaminas num sistema modelo

Uma vez que o objetivo deste trabalho era estudar o efeito da foto-oxidacdo no
perfil lipidico da E. coli e as PEs sdo a classe de fosfolipidos mais abundante na membrana
bacteriana desta estirpe, foram utilizados padrfes de PE para compreender melhor o tipo de
oxidacdo que ocorre nos fosfolipidos. Uma vez que apenas os &cidos gordos insaturados
podem sofrer oxidacdo, e pela analise do perfil de acidos gordos da E. coli encontramos
uma grande quantidade de &cidos gordos monoinsaturados e alguns polinsaturados,
utilizamos como modelos para a foto-oxidacdo os padrdes 2-oleoil-1-palmitoil-sn-glicero-
3-fosfoetanolamina (POPE) e 1-palmitoil-2-linoleoil-sn-glicero--3-fosfatidiletanolamina
(PLPE).

H3C\/WWYO H3C\/W/O
0. 0.
(o] o]
Oj\/O\P// NH Oj\/o\p// NH
W HO/ o W HO/ T
HyC F o HaC = Z o

Figura 14 - Estruturas da POPE (A) e PLPE (B).
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A comparacdo dos espectros ESI-MS dos padrfes depois da irradiagcdo na auséncia
e na presenca de ambas as porfirinas utilizadas como fotosensbilizador (Figura 11),
permitiu a identificacdo de novos iGes de valores m/z mais elevados do que os i6es [M-H]
dos padrées de PE ndo modificados, nos espectros de POPE e PLPE oxidados. Estes novos
i0es foram identificados como produtos de oxidacdo de cadeia longa com derivados ceto,
hidroxilo e hidroperoxido. Foram identificados produtos de oxidacdo da POPE com
insercdo entre 1 a 4 oxigénios, e produtos de oxidacdo da PLPE com insercdo entre 1 a 6

oxigénios (Tabela 4).

Tabela 4 - Produtos de oxidacdo observados nos espetros ESI-MS de cada padrdo de PE (POPE e PLPE),
com a identificacdo do tipo de modificacdo e valor m/z correspondente.

Modificagéo m/z [M-H] Cabeca Polar
POPE PLPE
716.4 7144
+14 (+O-2Da) 7305 7285
+16 (+O) 7325 7304

+28 (+0-4Da) 7445 7424
+30 (+20-2Da) 7465 7445

+32 (+20) 7484 746.4

+46 (+30-2Da)  762.3  760.3 o

+48 (+30) 7645 7623 O~ N
/o

+60 (+40-4Da) 7764 7745 HO

+62 (+40-2Da) 7785 7765

+64 (+40) 780.4 7782

+78 (+50-2Da) 792.5

+80 (+50) 794.5

+92 (+60-4Da) 806.2

+94 (+60-2Da) 808.5

+96 (+60) 810.2

Os produtos de oxidacdo a m/z 748.4 e 780.4 observados no espetro ESI-MS da
POPE oxidada e m/z 746.4 e 778.2 observados no espetro ESI-MS da PLPE oxidada s&o 0s
principais produtos de oxidacdo observados durante a fotossensibilizacdo das PEs (Figura
15). Estes produtos foram identificados como hidroperoxidos (aumento de massa de 32 Da
da PE ndo modificada) e di-hidroperdxidos (aumento de massa de 64 Da na PE ndo
modificada) das PEs. Estes resultados estdo de acordo com o que se encontra descrito na

foto-oxidacdo de cardiolipinas na presenca de uma ftalocianina (Pc 4) que identificou
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hidroperoxidos e di-hidroperdxidos de cardiolipina como os principais produtos resultantes

da foto-oxidacéo (43).

Al
POPE
[M-HJ
100, 7164
80
60
] 717.4
404
204 718.4 774.4
0 702.3 ||| 745.7 760.5 L 785.7 813.9
L s B s B B B Bt s B s B
700 720 740 760 780 800 820
m/z
A2 _—
POPE + Tri-Py*-Me-PF
[M-H+20]
100 748.4
80— [M-H+30-2Dal-
- 1
60 [M-H+OF i
] : 749.4 1
40— 1 :
] M-HI- | v 7794
200 7164 ¥ 762.3
L0 N AN AN A A R A
700 720 740 760 780 800 820
m/z
A3 +
POPE + Tetra-Py*Me
v
100 ’
§ [M-H+30-2Da]-
807 [M-H]- |
B 716.4 I [M-II—|+40-4Da]'
60— \ 1
- : : [M-I—I|+4O]'
40— 1 ! '
1
] v v 7794 vy
20 IM-HOF | 265 3 776.4 | 780.4
] LA L)L 792.2 806.4
Ot e e e
700 720 740 760 780 800 820
m/z

Bl
PLPE
[M-H]-
100 714.4
80
60
] 715.4
40
20 716.4
017004 7325 7464 7724 782.4 812.0
L I B I B I B B Y I B |
700 720 740 760 780 800 820
m/z
B2 .
PLPE + Tri-Py*-Me-PF
[M-H+40]-
100+ 778.2
80 [M-H+60-4Da-
3 806.2
60 [M-H+20] !
3] 746.4
407 779.2 E
b . [M-H+30]- |
1 M 809.3
20 . 762.3 |
1 7144 [n;l;gz] ‘760.3 ‘ 780.3 “a M 8113
o= ‘\ . | i i “ pllly ‘M i
L e N O B I N O |
700 720 740 760 780 800 820
m/z
B3
PLPE + Tetra-Py*-Me
[M-H]- e
100 714.4 ’
80 [M-H+60-4Da]:
- 1
60— [l\%-gz‘lo]' ! 809.3
: 7792 !
40 715.4 (M-Hs30] v | 8102
2] 762.3 793.3 806.3
7165 245 4 ‘760.3 ‘ m ‘ 811.2
04 ‘ L [N u‘\ ‘\ \M ‘\ H [l ‘\ M .
L e I s B I Y A B |
700 720 740 760 780 800 820
m/z

Figura 15 - Espetros ESI-MS da POPE (A) e PLPE (B) irradiadas na auséncia de porfirinas (Al e B1), na
presenca da porfirina Tri-Py"-Me-PF (A2 e B2) e na presenca da porfirina Tetra-Py"-Me (A3 e B3).

Curiosamente, neste trabalho ndo foram encontrados produtos de oxidagdo de

cadeia curta formados pela clivagem do acido gordo da posicdo sn-2 depois da foto-

oxidacdo. Este tipo de produtos ja foi detetado em PEs oxidadas pelo método de Fenton

(39, 102), mas também ndo foram encontrados na foto-oxidacdo com radiagdo UV-A de

PEs glicadas e PEs ndo glicadas (103). Por outro lado, foram identificados derivados de

acido fosfatidico com a foto-oxidacdo por radiagdo UV-A (103), e ndo foram encontrados

com a oxidacéo pelo método de Fenton (39, 102), nem neste trabalho.
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Para confirmar as estruturas dos novos produtos que se formaram, 0s novos ifes

identificados nos padrées modificados foram analisados por ESI-MS/MS. Na analise dos

espetros ESI-MS/MS dos ibes [M-H] ndo modificados é possivel identificar os ides

carboxilatos corrrespondentes aos &cidos gordos ndo modificados (R;COO7/R,COOQO),

enquanto que nos espetros dos padrdes modificados apos irradiacdo com as porfirinas €

possivel identificar os ides carboxilato correspondentes aos acidos gordos oxidados

(R’,C0OQ). Os espetros ESI-MS/MS apresentados na Figura 16 mostram como exemplo 0s

espetros de ESI-MS/MS obtidos para os produtos de foto-oxidacdo do padrdo POPE

irradiado com a porfirina Tri-Py"-Me-PF, uma vez que a fragmentacdo é semelhante a dos

produtos de oxidac&o obtidos no caso da irradiacio presente com a porfirina Tetra-Py*-Me.

A fragmentacdo dos i0es dos produtos de oxidacdo da PLPE por inser¢do de um e dois

atomos de oxigenio nao serdo apresentados pois a fragmentacao é semelhante a POPE.
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Figura 16 - Espetros ESI-MS/MS da POPE irradiada na auséncia de porfirina (A) e os espetros ESI-MS/MS
dos produtos derivados ceto, hidroxilo e hidroperdxido (B, C e D respetivamente) formados apds irradiacao
da PE na presenca da porfirina Tri-Py"-Me-PF. Também se encontram representadas as estruturas propostas

para estes

produtos de oxidacéo.
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No espetro ESI-MS/MS da POPE ndo modificada cujo i&o [M-H] tem m/z 716.5
(Figura 16A), é possivel observar os ides correspondentes a perda do acido gordo da
posicdo sn-2 na forma de acido [M-R,COOH] (m/z 434.4) e na forma de ceto [M-
R,=C=0] (m/z 452.3). O ido resultante da perda do acido gordo da posi¢do sn-1 na forma
de ceto [M-R;=C=0]" também se observa a m/z 478.3. Os ibes carboxilatos
correspondentes aos acidos gordos das posi¢Ges sn-1 e sn-2 aparecem a um valor 255.2 e
281.2 respetivamente. Na Figura 16B e C estdo os espetros ESI-MS/MS dos produtos de
oxidagdo da POPE com grupo ceto (m/z 730.5) e grupo hidroxilo (m/z 732.5)
respetivamente. Em ambos os espetros observam-se os ifes resultantes da perda do acido
gordo modificado da posicéo sn-2 sob a forma de acido (m/z 434.3) e na forma de ceto (m/z
452.3), e ainda os fragmentos correspondentes aos ides carboxilatos da posi¢cdo sn-2
modificados a um valor de m/z 295.2 (281 + 14Da) e m/z 297.2 (281+16Da)
respectivamente, o que nos confirma que ocorreu oxidacdo no acido oleico.

O espetro ESI-MS/MS do ido m/z 748.5 (Figura 16D) corresponde ao derivado
hidroperéxido da POPE (+32Da), apresenta o ido fragmento correspondente ao ido
carboxilato com hidroperoxido a um m/z 313.2 (281+32Da) e o fragmento resultante da
perda agua deste mesmo ido, dando origem ao ido m/z 295.2 (281+32-18Da). Um aspeto
curioso observado nos espetros ESI-MS/MS do produto de oxidagdo PE com um derivado
ceto (Figura 16B) e o produto de oxidacdo de PE com um derivado hidroxilo (Figura 16C)
€ que os ides mais abundantes sio os fragmentos modificados R’,COQO" enquanto que o ido
mais abundante do produto derivado do hidroperdxido (Figura 16D) € o ido correspondente
a perda de &gua do &cido gordo modificado R’,COO™-18Da. Estas mesmas alteracdes
foram também verificadas para o padrdo PLPE, e com ambas as porfirinas.

Nos espetros ESI-MS do padrdo POPE e PLPE irradiados com porfirina, observam-
se novos ibes com valores impares e valores de m/z mais elevados que a PE néo
modificada, quando comparados com o0s espetros irradiados sem porfirina. Estes ides
foram propostos como produtos de oxidagdo de PEs com modificagdes na cabega polar,
formado por desaminacdo da cabeca polar da etanolamina com perda do grupo amino,

seguida da formacéo de um terminal aldeido (Figura 15, Figura 17 e Tabela 5).
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Tabela 5 - Produtos de oxidacdo da POPE e PLPE com modificacdes na cabeca polar formadas por
desaminacdo da cabeca polar da etanolamina. A tabela mostra os valores dos iGes m/z, a sua mais provavel
identificacdo quanto as modificacbes nos acidos gordos e na cabeca.

Modificacéo m/z [M-H] Cabeca Polar

POPE  PLPE

+16 (+0) 7315 7295

+32 (+20) 7475 7455 R\/O\P//O

+48 (+30) 7637 7615 \oﬂ

+64 (+40) 7794 7715 Ho i

+80 (+50) 793.3

+96 (+60) 809.3

Estes produtos de oxida¢do modificados na cabeca tém também oxidacdo no acido
gordo como se pode observar nos espetros de ESI-MS/MS apresentados na Figura 17.
ModificacBes na cabeca polar de PEs também ja foram descritas num estudo no qual se
recorreu a0 método de oxidacdo de Fenton em PLPE glicada (102), mas ndao foram

encontradas quando submetidas a irradiacdo UV-A como método foto-oxidacédo (103).
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Figura 17 - Espetros de ESI-MS/MS dos ides [M-H] de m/z 731.5 e 747.4 da POPE oxidada (A e B
respetivamente.

Ao contrario do que aconteceu com outros trabalhos, neste trabalho nédo se
conseguiu identificar os produtos de oxidacdo com modificagfes estruturais apenas na
cabeca polar. As modificagcdes na cabeca polar foram observadas apenas quando o &cido
gordo insaturado também tinha sofrido oxidacéo, e sdo pouco abundantes. Isto sugere que,
provavelmente, a oxidacao das cadeias de acidos gordos, principalmente com a formacéo

de derivados hidroperdxidos, ocorre antes da oxidacéo na cabeca polar.
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Os derivados hidroperdxidos sdo os principais produtos formados durante a foto-
oxidacdo de PEs, os quais ja foram relatados como principais produtos da foto-oxidacéo de
CLs com uma ftalocianina (43). A quantidade de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) gerados
a partir da oxidagdo de PEs apds a irradiacdo com duas porfirinas diferentes, foi avaliada
utilizando o ensaio de FOX2 (Figura 18) com o objetivo de avaliar a eficacia das duas
porfirinas. A quantificagdo foi realizada para ambos os padroes POPE e PLPE e para

ambas as porfirinas, e os resultados foram comparados.

Quantificacao de hidroperoxidos lipidicos

0.8-
: +

S o 3 Tri-Py*-Me-PF
2 06- B Tetra-pPy*-Me
o
®
2
= 047
=
5
8 0.2
(@]
=

0.0

" POPE " PLPE

Figura 18 - Quantificagdo de hidroperoxidos lipidicos nos padrées de POPE e PLPE irradiados com a
porfirina Tri-Py*-Me-PF e com a porfirina Tetra-Py*-Me utilizando o método de FOX2. Os valores
apresentados sdo a média + desvio padrdo, e *** a diferenca significativas (p<0,0001).

A Figura 18 mostra a quantidade de LOOH medido nas amostras irradiadas na
presenca de Tri-Py*-Me-PF (barra branca) e na presenca de Tetra-Py*-Me (barra cinzenta).
As maiores quantidades de LOOH foram obtidas no ensaio realizado com a porfirina Tri-
Py"-Me-PF. Estes resultados estdo de acordo com a literatura, no qual ja tinham
identificado a porfirina Tri- Py*-Me-PF como sendo mais eficaz na inativacéo de bactérias
quando comparada com a porfirina Tetra-Py*-Me (98). Para além disso, também estdo de
acordo com os resultados observados nos espetros ESI-MS dos padroes de PE irradiados
(Figura 15), uma vez que apesar do produto de oxidacdo mais abundante ser o derivado
hidroperdxido, é possivel ver que a abundancia relativa do ido ndo modificado é superior
nos espetros ESI-MS da POPE+Tetra-Py"-Me (Figura 15A3) e PLPE Tetra-Py"-Me
(Figura 15B3), comparando com o %o ndo modificado dos espetros POPE+Tri- Py -Me-PF
(Figura 15A2) e PLPE+Tri- Py*-Me-PF (Figura 15B2).
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3. Estudo do efeito da foto-oxidac¢éo na E. coli

Depois de sabermos que os hidroperoxidos eram o principal produto de oxidagéo da
foto-oxidagcdo com as duas porfirinas testadas, e termos concluido que a porfirina
tricationia Tri-Py"-Me-PF era a mais eficaz, realizamos o estudo da variacdo do perfil
lipidico ap6s a foto-oxidacdo da E. coli ATCC 25922. Depois de separadas as classes de
fosfolipidos por TLC, estas foram analisadas por ESI-MS e comparadas com 0s extratos
irradiados na auséncia de porfirina, na tentativa de observar algumas diferencas.

A comparacao dos espetros de ESI-MS do controlo e da amostra evidencia algumas
alteracdes no perfil lipido das PEs (Figura 19A). No espetro ESI-MS da amostra (Figura
19A2) é possivel observar um aumento na abundancia relativa dos iGes m/z 746.5, 758.5 e
774.5, 0 que sugere que as espécies moleculares de PEs sofreram oxidacdo devido a
fotossensibilizagdo. O produto de oxidacdo com m/z 746.5 foi identificado como um
derivado de hidroperoxido da espécie m/z 714.6 (m/z 714.6 + 32 Da) com as combinacdes
de &cidos gordos 16:1/18:1 e 16:0/18:2. Os produtos de oxidacdo m/z 758.5 (m/z 742.5 +
16 Da) e 774.5 (m/z 742.5 + 32 Da) foram identificados como um derivado hidroxilo e
hidroperoxido da espécie molecular m/z 742.5 respetivamente, com as combinacfes de
acidos gordos 18:1/18:1 e 16:1/20:1. Os produtos de oxidacdo identificados tiveram origem
em espécies moleculares de PEs ndo modificadas com duas insaturacdes (PE 714.6 (34:2) e
PE 742.5 (36:2)), as quais tinham maior probabilidade de sofrerem oxidagdo. No entanto,
ndo foi possivel identificar produtos de oxidacdo da outra espécie molecular de PE nédo
modificada que também contem duas insaturacdes (PE 770.5 (38:2)), embora a sua
formacdo em muito baixa abundancia ndo possa ser excluida. De acordo com a analise por
MS/MS das espécies moleculares de PE da E. coli (Tabela 1), grande parte € composta por
acidos gordos saturados e acidos gordos ciclicos, os quais ndo sdo propensos a sofrer
oxidacdo. Para as outras espécies moleculares que possuem pelo menos um acido gordo
insaturado ndo foi possivel identificar qualquer espécie oxidada, embora possam ser
formados em baixa quantidade e ndo serem detetados por espetrometria de massa.

Na andlise do efeito fotodindmico na classe PG nao foram observados produtos de
oxidagdo (Figura 19B), no entanto, ndo se pode excluir a hipdtese de eles se terem formado
numa baixa abundancia relativa. A analise MS/MS das espécies moleculares das PGs
evidencia uma grande quantidade de acidos gordos saturados e acidos gordos ciclicos o

que justifica o facto de ndo se observarem espécies oxidadas. Em relacdo as CLs (Figura
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19D) verifica-se uma situacdo semelhante, ou seja, ndo foram identificados quaisquer

produtos de oxidacdo, embora a sua formacdo em muito baixa abundancia ndo possa ser

excluida.
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Figura 19 - Comparacéo dos espetros ESI-MS de fosfatidiletanolamina (PE) (A), fosfatidilglicerol (PG) (B) e
cardiolipina (CL) (C e D), extraido a partir de extratos de E. coli irradiados sem fotossensibilizador
(controlo) (A1, B1, C1 e D1, respetivamente) e irradiados na presenca de fotossensibilizador Tri-Py*-Me-PF
(amostra) (A2, B2, C2 e D2, respetivamente).

Os ibes a m/z 774.5 e 746.5 foram identificados na E. coli (Figura 19A2) como

derivados hidroperoxidos de PE. A analise destes ides por ESI-MS/MS permitiu confirmar

esta mesma identificacdo (Figura 20 e Figura 21). No entanto, a anélise por ESI-MS/MS do
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180 m/z 758.5 ndo permitiu confirmar que este ido era um derivado hidroxilo (m/z 742.5 +
16 Da) devido a sobreposicdo da espécie molecular ndo modificada PE m/z 758.5.

O produto de oxidacdo a m/z 774.4 também foi identificado como um derivado de
hidroperoxido da PE m/z 742. No espetro ESI-MS/MS do ido m/z 774.4 (Figura 20A) o
pico mais abundante a m/z 295.3 foi atribuido ao ido carboxilato do acido gordo C18:1 com
um hidroperéxido [RCOO (C18:1) + 20 - H,0] e um ido m/z 281.2 correspondente ao iao
carboxilato do acido gordo C18:1 [RCOO (C18:1)]". Este isomero foi identificado como a
PE (18:1/18:1 + 20) representado na Figura 20B. Um outro isdbmero apresenta o
hidroperoxido ligado no &cido gordo C16:1, confirmado pela presenca do pico m/z 267.2,
atribuido ao ido [RCOO (C16:1) + 20 - H,Q], formado pela perda de agua do ido
carboxilato C16:1 + 20. Este isomero foi identificado como a PE (16:1 + 20/ 20:1)
representado na Figura 20C. Por ultimo, foi identificado um outro isdmero, correspondente
a um derivado di-hidroxilado, com um grupo hidroxilo em cada um dos éacidos gordos
C18:1, confirmado pela presenca do ido de m/z 297.3 atribuido ao ido [RCOO (C18:1) +
O], o qual foi identificado como PE (18:1 + O/18:1 + O) representado na Figura 20D.

As estruturas apresentadas sdo apenas propostas de estruturas para cada molécula,
uma vez que os grupos hidroperoxidos e hidroxilos encontram-se em posi¢des provaveis,

ndo podendo ser excluidas outros locais de liga¢do para estes grupos.
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Figura 20 - Espetro ESI-MS/MS do ido de m/z 774.4 (PE 742 + 20) (A) e estruturas propostas para 0s
derivados de hidroperéxidos de PE 18:1/18:1 + 20 (B), PE 16:1 + 20/20:1 (C) e PE 18:1 + 0/18:1 + O (D).

No espetro ESI-MS/MS do ido m/z 746.5 (Figura 21A), o ido mais abundante a m/z
267.2 foi atribuido ao ido [RCOO (C16:1) + 20 - H,O]’, formado pela perda de agua do
ido carboxilato C16:1 + 20. Também é possivel observar um ido com menor abundancia
relativa a m/z 281.2, o qual corresponde ao ido carboxilato [RCOO (C18:1)]". O ido a m/z
267.2 evidéncia a oxidacgédo do &cido gordo C16:1, permitindo a identificacdo desta espécie
oxidada como PE (16:1 + 20/18:1), representado na Figura 21C. No mesmo espetro ESI-
MS/MS é possivel observar um ido com menor abundancia relativa a m/z 311.3, o qual foi
identificado como ido carboxilato do derivado hidroperoxido do acido gordo C18:2
[RCOO (C18:2) + 20] e um ido m/z 255.2 correspondente ao ido carboxilato do &cido
gordo C16:0 [RCOO (C16:0)]. Estes dois ides confirmam a presenca da PE oxidada
(16:0/18:2 + 20) representada na Figura 21B. Existe ainda a formagdo de um outro
isdmero com o hidroperéxido ligado no acido gordo C18:1, confirmado pela presenca do
ido de m/z 295.3, identificado como ido carboxilato do &cido gordo C18:1 com um
hidroperoxido [RCOO (C18:1) + 20] e um outro ido m/z 253.4 identificado como i&o
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carboxilato do &cido gordo C16:1 [RCOO (C16:1)]". Este isomero foi identificado como a
PE (16:1/18:1 + 20) representado na Figura 21D.
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Figura 21 - Espetro ESI-MS/MS do ido m/z 746.6 (PE 714 + 20) (A) e estruturas propostas para os derivados
de hidroperéxidos PE 16:0/18:2 + 20 (B), PE 16:1 + 20/18:1 (C) and PE 16:1/18:1 + 20 (D).

Os hidroperoxidos sdo um dos produtos primarios resultantes da peroxidacao
lipidica, os quais se podem decompor dando origem aos derivados hidroxilo, o que
justifica as estruturas propostas para as PEs oxidadas identificadas na E. coli apds foto-
oxidagdo (104). J& foram observados derivados hidroperdxidos em CLs depois de sofrerem
foto-oxidacdo na presenca de um fotossensibilizador (43, 44).

A quantificacdo de hidroperdxidos lipidicos de E. coli gerados apds o tratamento
fotodindmico foi realizada pelo ensaio de FOX2 nos extratos lipidicos totais tanto do
controlo como da amostra (Figura 22). Verifica-se um aumento significativo na
concentracdo de hidroperoxidos lipidos na amostra (0,06317 + 0,01167ug OOH / pg de
fosfolipidos), 93,6% superior a concentracdo hidroperdxidos lipidicos encontrados no
controlo (0,004036 + 0.0003248ug OOH / pg de fosfolipidos) (teste t de Student, p <
0,05).
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Quantificacao de hidroperoxidos lipidicos
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Figura 22 - Quantificagdo de hidroperdxidos lipidicos nos extratos lipidos totais de E. coli irradiados durante
90min na auséncia do fotossensibilizador Tri-Py*-Me-PF (controlo) e na presenga do fotossensibilizador Tri-
Py"-Me-PF (amostra) pelo método de FOX2. Os valores apresentados sdo a média + desvio padrdo, e ** a
diferenca significativas para o controlo (0<0,05).

Estes resultados véo de encontro aos resultados do ESI-MS/MS das PEs oxidadas
m/z 714 + 20 e m/z 742+20 (Figura 20 e Figura 21), e de encontro ao ensaio modelo com
os padroes de POPE e PLPE (Figura 16D), confirmando a formacdo de hidroperdxidos

lipidicos ap6s a foto-oxidacdo da E coli.
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Concluséao

Este trabalho teve como objetivo estudar as modificagOes estruturais das PEs
resultantes da foto-oxidacdo na presenca de um fotossensibilizador em sistemas modelo,
utilizando padrdes de PE puros, e uma bactéria Gram negativa. A analise por ESI-MS e
ESI-MS/MS dos padrdes POPE e PLPE ap6s foto-oxidacdo permitiu identificar os
derivados de hidroperdxidos como os produtos de oxidacdo mais abundantes resultantes da
foto-oxidagdo na presenca das porfirinas Tri-Py"-Me-PF e Tetra-Py*-Me. Do teste com 0s
padrdes PE foi ainda possivel verificar que a porfirina Tri-Py"-Me-PF é mais eficaz que a
Tetra-Py"-Me. A E. coli ATCC 25922 na fase estacionaria foi utilizada como modelo
bioldgico e foi sujeita a condi¢des de foto-oxidacdo semelhantes as utilizadas nos estudos
dos fosfolipidos padrdo, mas utilizando como fotossensibilizador apenas a porfirina que
mostrou melhor eficiéncia de oxidacdo, porfirina Tri-Py"-Me-PF. Apos irradiacio
procedeu-se a extracdo dos lipidos totais, verificando-se um aumento de 93,6% na
quantidade de hidroperoxidos nos extratos lipidicos da E. coli irradiados com a porfirina
Tri-Py*-Me-PF, em comparacdo com os extratos lipidicos da E. coli irradiadas sem a
porfirina. A analise por ESI-MS e ESI-MS/MS das PEs da E. coli irradiada com a porfirina
Tri-Py"-Me-PF permitiu identificar dois produtos de oxidacdo (m/z 746.5 e 774.4)
resultantes da insercdo de dois oxigénios nas cadeias de &cidos gordos, grupo
hidroperdxido ou grupo hidroxilo. Os dados do GC-FID confirmam que os acidos gordos
insaturados sofrem oxidagdo e, por isso, diminuindo desta forma a sua abundancia relativa.

Este trabalho permite concluir que a diminuicdo da quantidade relativa dos acidos
gordos insaturados e a peroxidacao lipidica podem estar na origem dos danos letais que as

membranas bacterianas sofrem quando submetidas & terapia fotodindmica.
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