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As modificacbes que ocorrem em fosfolipidos devido ao stress oxidativo tém
um papel muito importante na aterogenese, contribuindo para um aumento de
predisposicdo para acidentes vasculares cerebrais (AVC) e tromboses. O
stress oxidativo esta de igual modo implicado nas complicacBes cronicas da
diabetes mellitus (DM), doengas neurodegenerativas como o Alzheimer e
envelhecimento.

A fosfatidiletanolamina (PE) é um aminofosfolipido essencial em varias
membranas celulares, como as de eritrocitos e mitocdndrias. As PE estao
presentes também em lipoproteinas de baixa densidade (LDL). As
modificacdes estruturais em PE, particularmente aquelas decorrentes do stress
oxidativo, tém sido relacionadas com o aparecimento da ateroesclerose,
contribuindo de forma indirecta para a ocorréncia de eventos tromboticos,
como o AVC ou o enfarte agudo do miocardio (EAM). Varios estudos referem
que as PE, na presenca de altas concentracdes de glicose, reagem com a
mesma, sofrendo um processo de glicosilacdo. Em doentes com DM, o facto
de existir uma maior concentracdo de glicose plasmatica, pode favorecer a
formacado destas etanolaminas glicosiladas. Além disso, pensa-se que as PE
ligadas a glicose ficam mais susceptiveis a oxidacdo do que na sua forma
nativa. A forma oxidada das PE, parece favorecer a agregacdo plaquetar, facto
que pode explicar existéncia de uma taxa mais elevada de aterosclerose
registada em doentes diabéticos e consequentemente de formacdo de
trombos.

Apesar da importancia que estas alteracdes membranares das PE tém in vivo,
poucos estudos tém sido realizados, no intuito de aprofundar este tema. Com
este trabalho pretende-se criar um modelo de sintese entre glicose e
fosfolipido, para obter o produto de reaccdo PE-Glucose. Este produto depois
de obtido serda sujeito a stress oxidativo e a sua modificacdo sera avaliada por
espectrometria de massa. Serdo realizados estudos comparativos com a PE
nao modificada, utilizando as mesmas condi¢des experimentais. Através desta
metodologia pretende-se estabelecer uma comparacdo entre a taxa de
oxidacdo PE glicosilada e PE néo glicosilada e caracterizar os produtos desta
oxidacao.

O estudo destes produtos de oxidagcdo entre glicose e aminofosfolipidos,
poderdo contribuir para a melhor compreensao do aparecimento e progressao
de algumas patologias, nomeadamente a DM. Os novos compostos e
estruturas modificadas que iremos identificar e caracterizar, poder&o no futuro,
servir como marcadores destes mecanismos.



keywords

abstract

Oxidation, phosphatidylethanolamines, glycoxitadion, oxidative stress, mass
spectrometry, electrospray.

The modifications that occur in phospholipids due to oxidative stress have a
very important role in atherogenesis, contributing for an increase of
predisposition for strokes and thrombosis. Oxidative stress is implied in
diabetes mellitus (DM) complications, neurodegenerative disease as Alzheimer
and aging.

The phosphatidyletanolamine (PE) is a cellular membranes essential
phospholipid, present in red blood cells and mitochondrias. The PE are also
present in low density lipoprotein (LDL). The structural modifications in PE,
particularly those from oxidative stress, have been related with atherosclerosis,
contributing in an indirect way for the occurrence of cerebral vascular accidents
or strokes and acute myocardial infarction. Some studies relate that PE, in
presence of high glucose concentrations, reacts with those, suffering a process
called glycation. In diabetic, the high  plasmatic glucose concentration, can
lead to phosphatidyletanolamines glycation. Moreover, when PE is linked to
glucose, it seems to undergo oxidation process easily, that in the native form.
The oxidized PE, seems to lead to platelet aggregation, fact that can explain
high tax of atherosclerosis in diabetic and consequently the thrombus
formation.

Although the importance that these alterations have in PE, few studies have
been carried through, with an intention to deepen this subject. This work is
intended to create a synthesis model between glucose and phospholipid, to get
PE-Glucose product. This product will undergo oxidative stress and its
modification will be evaluated by mass spectrometry. Comparative studies with
the PE not modified will be carried through, using the same experimental
conditions.

The study of these oxidation products from glucose and aminophospholipids,
will contribute for a better understanding of the beginning and progression of
some pathologies, as DM. The new compounds and modified structures that
we will identify and characterize can be used in the future as markers of these
mechanisms.
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10 \ Glicoxidacao: Estudo da oxidagéo de fosfatidilelaminas glicosiladas

1 Introducéo

Diversas patologias cronicas, como a aterosclerdsdetes mellitus (DM) e
insuficiéncia renal cronica (IRC), estdo associadasstress oxidativo, inflamacdo e
eventualmente as reac¢fes de autoimunidadedik 2000; Vlassara and Palace, 2003).
Estudos revelam que o stress oxidativo, podera astociado a glicosilacdo proteica e
lipidica, ou seja, estruturas biologicas glicosasdpoderdo ficar mais susceptiveis ao
processo de stress oxidativo e induzir a oxidagioudras moléculas (Oadt al., 2000;
Ravandiet al., 2000). Vérios estudos tém sido realizados solgkcasilacdo proteica e
mais recentemente sobre a glicosilacdo lipidicais rpeecisamente, entre a glicose e
aminofosfolipidos (Breitling-Utzmanet al., 2001; Ramasamst al., 2005). Alguns destes
estudos estabelecem a ligagdo entre 0 aumentacdeegtisponivel no sangue (como nos
caso da DM) com consequente aumento de compoptditis glicosiladosn vivo (Oak
et al., 2000; Ravandét al., 2000). No entanto sdo ainda poucos o0s estudiizaeas sobre
a oxidacao destes compostos (Ravahéi., 2000).

O stress oxidativo causa danos em importantes t@stsu biolégicas, como
proteinas, hidratos de carbono, lipidos e acidaterns, e podem levar a uma resposta
inflamatodria, eventos trombdéticos, entre outrosafghra and Palace, 2003). Investigacao
recente sugere que aminofosfolipidos glicosilad®s mais susceptiveis a reaccdo de
oxidacdo, estabelecendo uma ligacdo com a progressalgumas doencas cronicas. E
neste contexto que se torna relevante estudar casidicdo de fosfolipidos, mais
concretamente as fosfatidiletanolaminas (PE) eiaval sua influéncia no aumento ou
diminuicdo da taxa de oxidacdo de PE glicosiladasdentificacdo dos produtos de
oxidagdo e a sua caracterizagao por MS/MS podendtoilzuir para a melhor compreensao
do aparecimento e progressdo de algumas patologiaicas. Nesse ambito, sera estudado
o0 produto PE-Glicose, a sua oxidacdo e os proddiessa mesma oxidacdo. A
identificacdo e caracterizacdo destes produtosxaagio formados a partir da glicose e
aminofosfolipidos poderdo servir no futuro, como recadores destes mecanismos
(Kalousoveet al., 2005).

Universidade de Aveiro - 2008



1 Introducéo | 11

1.1 As fosfatidiletanolaminas e a sua importancia

Os glicerofosfolipidos sdo os constituintes pria@mlas membranas celulares e sao
constituidos por uma molécula de glicerol, duassigedde acidos gordos e um alcool
fosforilado (grupo fosfato). Sdo moléculas anfipgdi isto €, a cabeca constituida pelo
grupo fosfato é polar ou hidrofilica e a cauda tirida pelas cadeias de acidos gordos é
apolar ou hidrofébica. Estas caracteristicas fadem fosfolipidos estruturas singulares,
que permitem estabelecer a estrutura organizadaelabranas celulares (Stryer, 1987).

Nas membranas celulares existem diversos tipo®gfelipidos entre os quais as
fosfatidiletanolaminas (PE), fosfatidilserinas,iegbmelinas (que tém esfingosina em vez
de glicerol) e fosfatidilcolinas (PC). As PE pedem ao grupo das cefalinas, em que o
alcool que esterifica o fosfato é a etanolamina.P&em conjunto com as PC séo os
principais constituintes das membranas celularegemal. As PE sdo aminofosfolipidos
importantes nas membranas bioldégicas e encontrampresentes nas membranas
citoplasmaticas nomeadamente dos eritrécitos emdtecdndrias (Breitling-Utzmanuet
al., 2001).

Estes fosfolipidos estdo também presentes em pagesn significativa nas
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Lederer @&@walmann, 2000). No plasma
humano, as PE compdem cerca de 5% a 6% do totasfidipidos (Ravandét al., 2000),
dai a importancia de serem estudadas, visto quegt@mde probabilidade de sofrer
glicosilagéo, na presenca de niveis elevados desgliplasmatica. Assim, as PE tém sido
objecto de estudo em alguns trabalhos de investig&gtre os quais 0 seu comportamento
na presenca de glicose e possivel aumento de sibdagde a oxidacdo (Ravandi al.,
1999; Januszewskt al., 2005; Kalousovat al., 2005).

1.2 Glicosilagéo de proteinas e lipidos

As reaccbes entre um grupo carbonilo e amina, éramorse por toda a natureza.
Manifestam-se através de reacc¢des ndo enzimatckgagao entre o grupo aldeido de um
hidrato de carbono, como a D-glicose, e um grupmaitivre, geralmente de aminoacidos.
A este processo foi dado o nome de reaccadldidard, apos ter sido demonstrado
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acontecein vitro ein vivo. A primeira fase da reaccao € iniciada com a figata amina,
ao grupo carbonilo funcional de um acucar reduzfdopando as glicosaminas. Este
produto intermédio, conhecido como baSehiff, sofre um rearranjo, passando de
aminoenol para aminocetose, formando o prodatoadori. No Esquema 1, esta
representado resumidamente esta reaccdo, tomamdo egemplo a D-Glucose e a
fosfatidiletanolamina (POPE)n vivo, estas alteracdes quimicas, sdo consideradas como
causa da deterioracdo gradual da estrutura e fudagproteinas tecidulares, contribuindo
para a patofisiologia do processo de envelhecimebiversos estudos tém descrito a
formagdo e a acumulacdo de produtsadori, como a fraccdo de hemoglobina
glicosilada (HbA.) e a albumina glicosilada, no sangue e em algemdds (Nakagawet

al., 2005; Higuchiet al., 2006). A acumulacdo de produtos de glicosilacaid
avancados (AGEs - do inglé#dvanced glycation end products) em diabéticos e o
subsequente nivel elevado de glicose disponivel yanias proteinas, sdo o elo de ligacdo
entre a hiperglicémia caracteristica desta doergabtlica e as complicacées que surgem
ao longo do tempo, como a retinopatia e a insufa#renal cronica (Vlassara and Palace,
2003). A (glicosilacdo das proteinas tem sido relsmila com a progressdo das
complicagbes da DM, contribuindo para um agravametd estado de saude e
aumentando a percentagem de mortalidade em paidiateéticos. Apesar da glicosilacédo
proteica ter vindo a ser muito investigada, pouesgio tem sido dada a glicosilacédo
lipidica.

Estudos recentes indicam que aminofosfolipidos, cc@amfosfatidiletanolamina,
podem ser alvo de reaccdesMaillard, tal como as proteinas. Devido a presenca de um
grupo amina livre num aminofosfolipido, torna-sédente que possam ser modificado por
glicosilacdo, tal como se obsernvavivo para as proteinas. Bucaaal. mostraram que a
PE, pode ser glicosilada, através da adicdo dennohecula glicose (Esquema 1), podendo
dar inicio a formacao de reaccdes de glicosilagaogada e consequentemente a producao
de AGEs (Lederer and Baumann, 2000). Como a PHEté imdegrante da lipoproteina de
baixa densidade LDL, a sua glicosilagdo tambémdielm objecto de estudo e chegou-se a
conclusdo que a formacdo de AGEs a partir da gkg@® da LDL ocorre de forma
proporcional a concentracdo de glicose disponivdhsgara and Palace, 2003). Foi
demonstrado também, que a glicosilacédo alteraiadaze bioldgica da LDL através da

modificacdo da sua estrutura. Este efeito pareeeepluz a percentagem de degradacéo da
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LDL pelos fibroblastos, aumentando a deposicao steres de colesterol nas células
aorticas humanas, 0 que ndo acontece comparandaddbh de conformagdo normal
(Ravandiet al., 2000). Esta acumulacdo de esteres de colestersistema venoso vai

levar ao aumento da taxa de formacéo de placa®sdesaerose.
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HO——H H N 0 X
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OH \(L
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Producto Amadori

l
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Esquema 1 Glicosilagao fosfolipidica: reaccdo entre a D-Ghee a fosfatidiletanolamina (POPE 16:0 -
18:1).

In vivo a glicosilacao lipidica pode induzir alteracOesbi@ssintese e movimento
das membranas fosfolipidicas, nas suas propriedéieas, nas actividades de ligacdo a

enzimas e pensa-se que aumenta a sua suscepdibiidastress oxidativo (Ravaratlial .,
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1996; Ravandiet al., 1999). Todas estas alteragbes podem contribura pa
envelhecimento e aparecimento de doenca crénisacteno, a DM e a aterosclerose.
Diversos estudos mostraram que a formacao e acgawlde AGEs é proporcional ao
envelhecimento e severidade das complicacdes n& Qe estas alteracbes promovem a
angiogenese (Oadt al., 2003).

1.3 Glicosilagéao fosfolipidica e Stress Oxidativo

Todos os organismos vivos possuem um ambienteattdar de natureza redutora,
existindo um equilibrio entre as formas oxidada&durida de moléculas como o NADH.
Perturbacdes neste equilibrio redox podem provacaroducdo de peroxidos e radicais
livres que danificam os componentes celulares,uindb proteinas, lipidos e ADN,
alterando a sua funcao biologica (Stryer, 1987).Humanos, o stress oxidativo encontra-
se associado a diversas doencas, como a ater@gsglardoenca de Parkinson e a doenca
de Alzheimer (Nakagawet al., 2005; Higuchkt al., 2006).

Higuchi e colaboradores descobriram que plasma afias concentracbes de
glicose contém uma maior quantidade de lipidosogiiados. Estes lipidos foram
identificados como sendo produtésiadori da fosfatidiletanolamina, que d&o origem a
espécies reactivas de oxigéenio (ROS — do ingk&gtive oxygen species) que por sua vez
provocam a peroxidacao lipidica (Breitling-Utzmasbial., 2001). Alguns estudos sugerem
que as ROS levam a activacdo do factor nucleaNdBkB). O NF-kB € um factor que
esta implicado na transducédo de varios sinaisarelsy entre os quais o da inflamacéo e o
da pro- e anti-apoptose. A activacdo destes soepende da ligacdo dos AGEs ao seu
receptor (RAGE). Ha evidencias que os AGEs estéioleidos num ciclo vicioso de stress
oxidativo, em que ha promocéo de inflamacao, quespa vez gera ROS, aumentando a
producao de AGEs e assim sucessivamente (Ramassamy2005).

Os niveis de AGEs mostraram uma correlacao sigifi@ com o nivel de LDL
oxidada. Estes resultados suportam a hipoteseela guidacao iniciada pelos AGEs tem
muita importancia na oxidagdo lipidica vivo (Lederer and Baumann, 2000). A
acumulacéao de lipidos e lipoproteinas oxidadasvases sanguineos pode evoluir para
lesGes aterosclerdticas e esta € uma das pringpeosupacdes em diabéticos, visto que

estes tém um risco aumentado de ocorréncia deosveasculares oclusivos. E através
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desta modificagdo oxidativa, que o LDL oxidadovivo reduz a sua capacidade de
reconhecimento pelo seu receptor normal de LDLjrdimdo a sua remoc¢ao, promovendo
um aumento dos niveis séricos da LDL e a captagdddd oxidada pelos receptores dos
macrofagos e células do musculo liso vasculareefPand Murphy, 2003; Vlassara and
Palace, 2003). O aumento da endocitose de LDL dei&lapelos macréfagos e parede
vascular, vai transforma-los numa espécie de eapocglulares carregadas de lipidos
(Lederer and Baumann, 2000), dando origem ao estadial da lesdo arteriosclerotica
(Lederer and Baumann, 2000; Januszeweikal., 2005). Estudos na patogenese da
aterosclerose, revelam que a oxidacdo na lipopieotdé baixa densidade (LDL) € um
factor chave na iniciacdo das lesdes ateroesaasdtAlgumas investigagdes sugerem que
a glicoxidacdo ndo enzimatica de apoproteina B andi@ofosfolipidos, pode promover a
oxidacdo de LDL. Usando anticorpos anti-AGE, Bualal, mostraram que a molécula
de LDL glicosilada esta envolvida na susceptibdela oxidacdo (Vlassara and Palace,
2003). Glugliucciet al mostraram que a glicosilagdo da LDL constitui uvergo de
predisposicao para a sua subsequente modificagédatioa e que as fraccbes de LDL e
VLDL de pacientes diabéticos sdo mais susceptéveiddacdo (Ravandi al., 2000).

Jain et al. investigaram a influéncia do aumento da glicosasmltica nos
eritrocitos no processo de oxidacdo. Nos eritrécite diabéticos existe uma correlacdo
entre o nivel de peroxidagdo e o nivel de hemoglglicosilada (HbA) (Breitling-
Utzmannet al., 2001). Os eritrécitos humanos contém uma quahdiadetoria de acidos
gordos insaturados de cadeia longa, que sdo siis@o processo de oxidacdo. Estes
dados indicam que niveis elevados de glicose premoea peroxidacdo lipidica na
membrana de eritrécitos. Assim, foi demonstradobtam que os niveis de HhAestao
significativamente correlacionados com a ligac@tuaosaminas, a fosfatidiletanolamina e
consequentemente aos produdosadori in vivo (Breitling-Utzmanret al., 2001).

Os produtosAmadori parecem ser capazes de produzir ROS, tal comaao an
radical superoxido (£), que por sua vez provoca a peroxidacdo lipidBeeifling-
Utzmannet al., 2001). Estes resultados mostraram que os produt@slori SAo capazes
de produzir peroxidacao lipidica mesmo na ausédeiades metéalicos. O facto dos
produtos Amadori promoverem a peroxidacao lipidea a participacdo de ides metalicos
€ muito importante. No plasma sanguineo, ides deeamferro estdo quase completamente

ligados a proteinas como a ceruplasmin&(Qw a transferrina (8. Com os resultados
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que obtiveram, é perfeitamente justificAvel queesgere que a peroxidacgao lipidica seja
glicose dependente nas membranas de eritrocitogvéat da glicosilacdo de
aminofosfolipidos como a fosfatidiletanolamina (Bneg-Utzmann et al., 2001). Em
condicOes fisiolégicas normais, a totalidade ddatatilserina e uma grande parte da
fosfatidiletanolamina, estdo localizadas na camatiior da bicamada fosfolipidica da
membrana dos eritrécitos humanos (Breitling-Utzmetrah., 2001).

Véarios estudos indicam que a peroxidacdo lipidieantembrana eritrocitaria,
causada pelo aumento de glicose leva a externatizata fosfatidilserina e da
fosfatidiletanolamina e paralelamente a uma elevagd coagulabilidade sanguinea
(Ziesenisst al., 2001). Pode assumir-se que as complica¢gfes diab&omo o aumento
da coagulabilidade do sangue e 0 aumento do rigotbdtico pode ser atribuido em parte
as alteracfes provocadas pela oxidacéo induzidagbebse nas membranas eritrocitarias,
através da formacéo da ligagdo glicose-fosfatatilelaminas e dos compostasadori
(Breitling-Utzmannet al., 2001).

1.4 Oxidagao Radicalar

A oxidacdo lipidica, conhecida como peroxidacaddiga, € um conjunto de
reaccdes que ocorre em cadeia. O inicio destagdesaa-se com a abstraccdo de um
atomo de hidrogénio do grupo metileno reactivo (C-lHeixando um electrdo
desemparelhado no atomo de carbono desse grumizprdo radicais alquilo (R Esta
alteracdo vai promover a reorganizacao das ligagipks adjacentes produzindo outros
radicais alquilo. Na presenca de oxigénio, os easlialquilo reagem e formam radicais
peroxilo (ROO) que por sua vez ao adquirir um atomo de hidraggmoduzem um
hidroperoxido lipidico (ROOH), que ira promover i@gdrreaccdes de oxidacdo. O peroxido
resultante é clivado na presenca de ibes de flemmando mais espécies reactivas como
radicais peroxilo, alcoxilo (R ou epoxiperoxilo (OROY. Estas espécies radicalares
conseguem abstrair atomos de hidrogénio de lipdopagar a peroxidacao lipidica ou
terminar esta reaccdo em cadeia reagindo com pagted DNA, causando danos por

reaccdes cruzadas entre biomoléculas (Spitell®6;20heng and Li, 2007).
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A reaccdo de Fenton é considerada o mecanismolonddeproducédo de radical
hidroxilo (OH), capaz de abstrair atomos de hidrogénio de cadigaacidos gordos
polinsaturadas. No entanto este mecanismo de @ada&@o prescinde da presenca de ides
de ferro (ll). O ferro funciona como um catalisadesta reac¢éo, no entanto ainda esta em
debate a forma como inicia a peroxidacao lipidiglaehg and Li, 2007).

As PE tém na sua constituicdo duas cadeias desagdrdos, que podem ser
insaturadas. E nas cadeias de é&cidos gordos iadaturque se ddo as alteracdes
provocadas pela oxidacdo. Tomando como exemplo séatidiletanolamina PLPE
(18:2,16:0) em que a cadeia insaturada possuiltizes duplas, situadas no carbono 9
e 12. Entre estas ligacdes existe um atomo ded@dio, que por estar entre duas ligagbes
duplas é muito instavel, designando-se por bisalilNa presenca de agentes oxidantes,
este hidrogénio é abstraido, provocando a desloagdigacao dupla, para o carbono 10
ou para o carbono 11, ficando um radical livre rasbono 9 ou no carbono 13,
respectivamente. (Regs al., 2004 (a); Reist al., 2004 (b); Spiteller, 2006; Cheng and Li,
2007). Quando se da a insercdo de atomos de oxjgeérpeso molecular aumenta. Os
atomos de oxigénio podem ser introduzidos em fornte hidroxilo,
hidroxiperoxido/cetonas ou di-hidroxilo, de aco@mm o nimero de atomos de oxigénio
incorporados. Quando se d& insercdo de atomosigénox e quebra da molécula, o peso
molecular diminui. Neste caso, no terminal sn-2 &&mados frequentemente grupos
aldeido ou acido carboxilico.

O stress oxidativo em fosfolipidos tem sido estodaol espectrometria de massa
(Domingueset al., 2008 (b)), em PC (Reit al., 2004 (a); Reist al., 2004 (b)) e em PE
(Domingues et al., 2008 (a)). O estudo da oxidagdo em PE glicossladaa sua
caracterizacdo por MS/MS é um assunto ainda poesenyolvido. Neste trabalho as
alteracbes provocadas em PE-Glicosiladas decosrendie peroxidacao lipidica, seréo
estudas em detalhe por ESI-MS/MS e LC-MS/MS.

1.5 Métodos utilizados na analise de fosfolipidos

Os fosfolipidos tém muita importancia na bioquanicelular. Como ja vimos
anteriormente, sdo as principais biomoléculas ptesena constituicdo das membranas

bioldgicas e sdo também constituintes de lipopnagi Em algumas patologias crénicas
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como a aterosclerose, diabetaslitus e Alzheimer, os fosfolipidos tém alteracdes na sua
estrutura. Apesar das modificagBes estruturais esfolfpidos associadas a certas
patologias ainda ndo estar completamente compgndiarios estudos tém sido
realizados nesse sentido. Varios estudos dedicadomodificacdes em fosfolipidos,
utilizam como técnica a espectrometria de massanMest al., 1994; Ishideet al., 2004;
Reis et al., 2004 (a); Reiset al., 2004 (b); Reiset al.,, 2007; Simoest al., 2008;
Domingueset al., 2008 (a)). Esta é frequentemente associada alo®separativos, como
a cromatografia liquida (LC) (Hulliet al., 1989; Kerwinet al., 1994; Ravandit al., 1996;
Domingueset al., 2008 (a)). A cromatografia em camada fina é uétaita separativa
antiga usada na andlise de fosfolipidos e tem ngissu em trabalhos recentes, na
separacdo das diferentes classes de fosfolipidosidns de amostras bioldgicas
(Moesgaardt al., 1999; DelLongt al., 2001; Bacott al., 2003; Ishidat al., 2004; Bayir

et al., 2007).

1.5.1. Espectrometria de massa na analise de fosfietanolaminas

A espectrometria de massa € uma técnica analitidarpsa, que pode ser utilizada
na identificacdo de compostos desconhecidos. Adraesta técnica é possivel detectar
compostos em concentracdes muito baixas em mistuiasicamente complexas, visto
que a identificacdo pode ser feita em quantidademequenas. Os principios cientificos
da espectrometria de massa sédo simples. Assintéesiaa tem como base a formacéo de
ibes que sao depois detectad@s. espectrometros de massa constam de quatro partes
basicas: um sistema de manipulagao para introduamostra no equipamento; uma fonte
de ides, na qual é produzido um feixe de ibes miewée da amostra; um analisador que
separa ides de acordo com a razdo massa/cargadetaator, no qual os ibes separados
sao recolhidos e caracterizados. O detector egd@di a um computador que permite
integrar a informacdo recebida e transforma-la mespectro de massa cujos picos
correspondem a valores ad@z (razdo massa carga do ido). Ao longo do tempo, tém
surgido diferentes métodos de ionizacdo (para gesaes ifes) e diferentes tipos de
analisadores. O primeiro método de ionizacdo airsday o impacto electrénico (El) e
mais tarde a ionizacdo quimica (Cl), que sO saacé@is a compostos volateis e

termicamente estaveis, por transmitirem grandesitilzmes de energia conduzindo a
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quebra das moléculas. Para ultrapassar esta l@unitagurgiu a ionizagdo por
bombardeamento com atomos ou ides rapidos (FAB) memnitiu a andlise por
espectrometria de massa (MS) de amostras nao igoitermicamente instaveis. Mais
recentemente surgiram técnicas de ionizacdo maiesuwcomo @lectrospray (ESI) e a
ilonizagao por desorgéo por laser assistida porizn@ALDI), usados hoje em dia para
andlise de biomoléculas. O método ESI € o maisousadandlise de fosfolipidos (Pulfer
and Murphy, 2003) por estes serem moléculas comspewleculares relativamente
baixos, entre 600 e 1000 Da, e sera aqui abordadaetalhe, por ser o método de
lonizacao a ser utilizado no decurso deste trabalho

Para alguns investigadores, a analises de fostolpera considerada uma éarea
dificil de trabalhar, porque ao contrario das dras, os fosfolipidos tém ligacdes muito
especificas, o0 que faz com certas técnicas quapdi@adas ao ADN e proteinas, ndo sejam
aplicadas aos fosfolipidos (Pulfer and Murphy, 2008 desenvolvimento da
espectrometria de massa por FAB mudou completanesmste situacdo. A partir dai foi
possivel analisar directamente estruturas fostbtps intactas e preservar a informacao
inerente a sua estrutura quimica (Pulfer and Mur@803). Contudo tinha alguns
problemas associados, como as complicagcdes do tespsmm ides da matriz e a
decomposicao dos ibes moleculares durante a iGoz&om o aparecimento do ESI, um
método de ionizacdo mais suave que o FAB e queipdeso uso da matriz, além de estes
problemas ficarem resolvidos, o nivel de sensida na deteccdo de fosfolipidos foi
aumentado. A sensibilidade foi também uma caratieiimportante obtida com os novos
instrumentos detentores de novos analisadores @cias&o de analisadores,
nomeadamente l@n Trap e 0Q-TOF.

1.5.1.1 Método de ionizagao paglectrospray

O método de ionizacao pelectrospray (ESI) € uma das técnicas de ionizagdo com
mais vasta utilizacdo. Esta técnica passou por (ases distintas de investigacdo e
desenvolvimento, em que a primeira decorreu ange49Y0. E importante salientar o
trabalho de Dolest al. que nestdase se focaram mais nos aspectos fundamentais do

processo de producdo de carga assim como no maeoireental de o concretizar. Apos
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1970 deu-se o desenvolvimento da segunda fase igaimente com o trabalho
desenvolvido por Yamashita e Fenn em 1989 (Fenml., 1989), sendo o ultimo
considerado pioneiro da espectrometria de massandscao pormlectrospray. A partir
daqui esta técnica teve um crescimento muito sogivo, através da construcdo e
desenvolvimento das fontes ionicas.

Esta técnica tem trés caracteristicas principaés germitem fazer uma distingédo
dos outros métodos de ionizagcdo. Em primeiro, \gsi® oelectrospray € uma técnica de
ionizacdo suave, permite que as interaccdes naalerdes entre moléculas que existam
em solucdo sejam preservadas na fase gasosa. Adsegaracteristica é que tem a
capacidade de produzir i6es multiplamente carregactom nimeros de cargas elevado,
reduzindo assim a razawz, caracteristica importante para compostos de @0
molecular, como no caso de proteinas. Desta fornpassivel analisar compostos de
elevada massa molecular até centenas de kDa. mprofifacto de que as amostras a
analisar devem ser introduzidas em solucdo, faz seja possivel o acoplamento com
muitas técnicas de separacao, de que se destacmatagrafia liquida de alta eficiéncia
(HPLC — do ingléshigh performance liquid chromatografy (Whitehouseet al., 1985).

Assim, a substancia a ser estudada estéa dissoluidasolvente que normalmente é
muito mais volatil do que a amostra em estudo, eatpiida esta solucdo € injectado
através de um capilar, de metal, num fluxo contipeoo accdo de uma bomba de seringa.
De seguida é aplicada uma diferenca de potenciaguha metalica, que provoca a
formacdo de um cone de liquido na sua ponta, catdhheomo cone de Taylor em que a
solucdo é empurrada para fora do capilar e formaenwssol em forma de pequenas gotas.
Um gas nao carregado, como 0 nitrogénio é frequamte utilizado para ajudar a
formacéo do spray de pequenas gotas, e tambénparagao do solvente das goticulas. O
solvente ao evaporar, torna as gotas mais pequeef@ga as moléculas da amostra, a
juntar-se, 0 que vai fazer com que estas se repdgmartam as goticulas. O processo
repete-se até que o analito fica sem solvente menteando apenas o analito em forma de
ido. Os ibes carregados sdo entdo conduzidos mamnalisadores e analisados, por

espectrometria de massa (Figura 1).
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Figura 1. Processo delectrospray (www.rsc.org).

Os espectrometros de massa variam na sua fontedagao e no analisador. As
fontes dos espectrémetros de massa estao em igeadhs numa regido de vacuo. No caso
de fonte de ionizagdo padlectrospray esta encontra-se a pressdo atmosférica e a
evaporacao do solvente € muitas vezes completanfgsmeédio de um fluxo corrente de

um gas, em geral, azoto ou argon.

1.5.1.1.1 Analisadores

Os analisadores mais usados hoje em dia sdo oupadalr a trapa e o tempo de
voo (TOF — do ingléstime of flight). Estes analisadores podem ser usados em diferente
combinacgfes. Um dos instrumentos mais usados § 0F)-que foi usado neste trabalho,

e que sera descrito brevemente. O Q-TOF combina tipos de analisadores, o
quadrupolo e o TOF, que o torna significativamenggs sensivel. Os quadrupolos séo de
relativo baixo custo, de facil utilizacdo e capadesfornecer resultados rigorosos. No
entanto a resolucdo € limitada e a transmissaondiniinearmente com o valor de/z,
sendo o limite superior d&/z cerca de 3000. Um quadrupolo é formado por quatos
paralelos aos quais se aplica uma corrente condnuaa corrente alterna que afecta o

percurso dos ides viajando pelo trajecto centrdtizentre os 4 rolos. Para as voltagens
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dadas, somente os ifes de uma determinada refdzgmwdem passar através do filtro do
quadrupolo, enquanto os outros sao varridos conléamas descarregadas. Ao variar 0s
sinais eléctricos de um quadrupolo, pode-se varfaixa da relacaovz transmitida.

Um analisador por tempo de voo usa as diferencasndeo que os ides gerados e
acelerados levam para chegar ao detector. Os &deacelerados por um pulso de campo
eléctrico e as particulas aceleradas passam atdavésn tubo de voo oco. O principio
essencial da espectrometria de massa por tempoodeageia-se em que todos os ides sédo
acelerados com a mesma energia. As suas velociddddaversamente proporcionais as
raizes quadradas de suas massas. Assim os idekevegie de maior velocidade chegam
ao detector antes do que os ides mais pesadosiera® velocidade.

1.5.2 Espectrometria de massa tandem

As principais caracteristicas dos espectros desanabtidos com o método de
lonizagao suave sao a auséncia de fragmentacam®, pegmite a determinacédo rigorosa de
massas moleculares dos constituintes das mistN@®ntanto, nestas condi¢cdes pouca
informacédo é obtida acerca da sua estrutura malecBlara esse efeito € necessario
proceder a fragmentacédo do ido desejado induzindissmciacdo dos ides formados na
fonte, por colisdo, normalmente através de um d¢&sa técnica € chamada de
espectrometria de massa tandem ou MS/MS. Usandotestologia, podemos retirar
varias conclusfes sobre a estrutura das moléauddisadas e o0s espectros obtidos dao-nos
ndo s6 as formas de quebra molecular mais frequeoteo as mais favoraveis. A
espectrometria de massa por MS/MS tem sido utdizad estudo detalhado e na
caracterizagdo de véarias moléculas, entre os asafesfolipidos (Hsu and Turk, 2000;
Pulfer and Murphy, 2003; Nakagawizal., 2005).

1.6 Outros métodos utilizados na analise de fogfolos

Além dos métodos de analise qualitativa e carnaeigio, que referimos
anteriormente, sdo também de interesse o0s métodosseparacdo aplicados em

fosfolipidos. Estes métodos sédo importantes nadgede simplificar o estudo de misturas
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complexas, visto que facilitam a analise de congsogtie estdo em menor quantidade ou
gue nao ionizam tao facilmente. Alguns compostos separacdo, podem ser mascarados
por outros ibes presentes nas misturas. Os méwelaeparacdo mais frequentemente
utilizados em fosfolipidos sdo a cromatografiaitiqeliquido em camada fina (TLC) e a

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).TAC é uma técnica mais antiga, mas

gue nunca deixou de ser utilizada, apesar das gamgarazidas com o aparecimento do
HPLC. Neste trabalho iremos fazer uma breve aberdagestas duas técnicas, uma vez

gue ambas foram utilizadas neste trabalho.

1.6.1 Cromatografia em camada fina

A cromatografia em camada fina ou TLC (do ingté layer chromatography) é
uma técnica utilizada para analisar, identificaiseparar os componentes de uma mistura.
Trata-se de uma técnica de adsorcdo em que eadtlizma fase movel, composta por um
liguido (eluente) e uma fase estacionaria sélidajeenas moléculas do eluente competem
com as moléculas do soluto (amostra) por sitioligdedo na fase estacionéria. A eluicdo
ocorre quando o eluente desloca a amostra da$tmsanaria. A retencéo das substancias
ocorre devido a adsorcao sofrida na superficieaga éstacionaria que geralmente é silica.
Assim, a mistura € aplicada na placa coberta ctioa € posteriormente colocada numa
camara cromatografica contendo a fase moével. Est@ mdovel sobe por capilaridade e
arrasta a substancia menos adsorvida separand®-suldstancias mais adsorvidas. Estas
diferencas de retencdo da amostra estdo assodiaimspolaridade. Assim, existem duas
categorias: a TLC de fase normal e a TLC de fagersa. Na TLC de fase normal a fase
estacionaria é polar e a fase mével apolar. Neate,cem que a fase estacionaria é
constituida por silica, a ordem da eluigcdo dostgslasta baseada no principio dos solutos
apolares terem mais afinidade pela fase movelesseluidos primeiramente, enquanto os
solutos polares tém mais afinidade pela fase estaga e sao eluidos posteriormente. Na
cromatografia de fase reversa, a fase estacio@amlar e a fase mdvel polar e por isso a
ordem de eluicdo dos compostos € inversa a noomaeja, 0s compostos polares eluem a
frente dos compostos apolares. A fase estacioaaranstituida por silica com cadeias de

18 carbonos (C18). Quando estiverem presentes svaudstancias, cada uma ira
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comportar-se segundo as suas propriedades delgtzldbi e adsor¢cdo, dependendo dos
grupos funcionais presentes na sua estrutura (Ranyasal., 2005).

1.6.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € unaniéa cujos principios quimicos e
fisicos sdo semelhantes ao do TLC, ou seja, imgugual modo uma fase movel e outra
estacionaria em que 0 objectivo é a separacaodtidiquido de acordo com as suas
solubilidades relativas. A grande diferenca eneesér na parte pratica, visto ser uma
técnica automatizada. O HPLC usa pressdes eleypadadorcar a passagem do solvente
através de colunas fechadas que contém particuléde finas capazes de proporcionar
separacdes muito eficientes. A sua evolucdo dgsaximadamente 1969, trouxe muitas
vantagens em relacdo a outros méetodos de sepatagéim a varias caracteristicas entre
as quais: o grande poder de resolucéo, velocidadeplaracdo e monitorizagdo continua
do eluente da coluna. Além disso permite a medijcémtitativa exacta, andalises repetidas
e reprodutivas com a mesma coluna e a automatizzggwocedimento analitico e do
tratamento dos dados. Muitos dispositivos tém idduum forno para controlo da
temperatura da coluna. Todas estas vantagens fdpetPLC uma das técnicas de
separacao mais importantes na actualidade (H2005).

O HPLC é constituido por 4 componentes principais:

1) Sistema de injeccdo do solventeste sistema inclui a bomba, controles de

presséo e de vazao, e um filtro no lado da entrademba € um dos componentes mais
importantes da cromatografia liquida, pois o seaengpenho afecta directamente o tempo
de retencéo, a reprodutibilidade e a sensibilidkddetector.

2) Sistema de injeccdo da amostaHPLC tem um sistema de injeccdo composto

por varias tubagens, onde passam o0s eluentes @siramA amostra pode ser injectada
quando o sistema de injec¢do estd na posi¢cdo tegaarento. Quando se gira a valvula
60°, no sentido dos ponteiros do reldégio, a amastinéida na tubagem é injectada em alta
presséo para dentro da coluna.

3) A coluna E normalmente de aco inoxidavel polido e conteiasa estacionaria.
A coluna cromatografica ao ser aquecida vai dimiauviscosidade do solvente, sendo

necessdaria menor pressdo, permitindo o fluxo négslo. O aumento da temperatura faz
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diminuir os tempos de retengdo o que vai melhoragsalucédo devido ao aumento da
velocidade de difusdo dos solutos. No entanto,noeato da temperatura pode degradar a
fase estacionaria e diminuir o tempo de vida dair@l Se a temperatura nédo for
controlada, ela varia de acordo com a temperatataesate. Ao usar uma coluna aquecida
com temperatura fixada ligeiramente acima da teatpexr ambiente, melhora a
reprodutibilidade dos tempos de retencdo e a @®ai analise quantitativa. A fase
estacionaria normalmente € constituida por padscde silica microporosa, com grande
pureza e formato esférico. Sao permeaveis ao delest€m uma area superficial de varias
centenas de metros quadrados por grama.

4) O detectarcuja fungdo € monitorizar a fase movel a mediga gpi da coluna.
Um detector ideal deve ser sensivel a pequenasrtacdes de todos os compostos,
fornecendo uma resposta linear, sem causar alangamies picos eluidos. O detector deve
ser insensivel as variacfes de temperatura e cogipato solvente.

Na utilizacdo do HPLC é necessério utilizar solgsrde alto grau de pureza, para
evitar a degradacao das colunas e para minimigarab de fundo do detector causado por
contaminantes. E recomendavel a lavagem periddiceoliina analitica, para prolongar a
sua vida util (Harris, 2005).

1.7 Objectivos do trabalho

Como foi referido anteriormente, varios estudo®law, que os aminofosfolipidos,
em particular as fosfatidiletanolaminas, podemesagfticosilacdo. Pensa-se que ap0s esta
modificacdo, estes lipidos ficam mais susceptigeixidacdo, levando ao desencadear de
mecanismos, que poderdo estar relacionados corsemadvimento de varias patologias
cronicas. Além disso a presenca de fosfolipidodamos parecem promover ou aumentar a
taxa de oxidacdo de outros fosfolipidos ou outiasbléculas. Apesar da indiscutivel
importancia destas alteracdes, poucos estudos inrealizados, no intuito de uma
melhor compreensdo das reacc¢fes de glicosilacdolifddica e as suas repercussoes.
Além disso, séo raros os estudos desenvolvidoemiids de identificacdo dos produtos

gue advém destas reaccoes.
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Assim, numa primeira fase iremos optimizar a reacgde sintese da
fosfatidiletanolamina com a glicose, de modo atea PE glicosilada. Para monitorizar
se houve ou ndo formacdo de composto, iremosautiizespectrometria de massa com
ionizacao por ESle o TLC.

Com este trabalho, pretende-se desenvolver um magel nos permita conhecer
melhor os mecanismos envolvidos na glicosilacadod®lipidos e na sua oxidacdo por
radicais hidroxilo. Assim, iremos estudar a inflci@nda glicosilacdo de fosfolipidos na
percentagem de fosfolipidos oxidados, ou sejafic@rise de facto existe uma maior
susceptibilidade oxidativa pelos fosfolipidos géitados. Para isso, pretende-se identificar
os produtos glicosilados de fosfolipidos aminado®se produtos da oxidacdo que

eventualmente se possam formar, fazendo a suder@acao por MS/MS e LC-MS/MS.
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2 Estudo de fosfatidiletanolaminas por espectrometi de massa

Neste capitulo sera abordada a forma como a espettia de massa tem sido
utilizada na andlise e caracterizacéo de fosfaigpiem particular utilizando o método de

ionizacao poelectrospray.

2.1 Introducéo

Os fosfolipidos tém sido estudados por ESI-MS eMSIMS (Pulfer and Murphy,
2003), tendo sido identificados i6es fragmento atarésticos que permitem a identificagéo
de cada classe de fosfolipidos. Esta metodologiandtise de fosfolipidos e lipidos em
geral, tem vindo a alcancar cada vez mais impadéaacadquiriu a denominacdo de
lipiddmica (Wenk, 2005; Bayiet al., 2007; Wolf and Quinn, 2008 (a); Wolf and Quinn,
2008 (b)).

Sé&o diversos os estudos que demonstram que odigakie tém uma forma
caracteristica de fragmentar, quando sujeitos aodi&cdo induzida por colisdo em
MS/MS (Han and Gross, 1995; Hsu and Turk, 2000felP@nd Murphy, 2003). As PE
ionizam em circunstancias de ESI, e geram tants fidsitivos, nomeadamente [M+H]
[M+Na]*, [M+Li] ¥, [M-H+2Li] " e iBes negativos [M-H] Os fragmentos de todos os ides
sao tipicos, dependendo do ido precursor seleaopara MS/MS. A fragmentacdo mais
abundante e tipica do ido [M+H]das PE, observada nos espectros de MS/MS,
corresponde ao iAo [M+H-141]que corresponde a perda da cabeca polar da
fosfatidiletanolamina (Kerwiret al., 1994) (Esquema 2). Esta fragmentacado tipica foi
usada em estudos de lipidomica na identificacdofds®lipidos que pertencem a esta
familia. Outros fragmentos tém geralmente uma afnid relativa muito baixa, nao
permitindo obter mais informacéo estrutural.

No estudo da fragmentacédo do ido [M¥L§ perda neutra de 141 Da € considerada
também como uma fragmentacéo tipica, assim comer@dapde aziridina (- 43 Da, -
CH,CH,NH), pela perda de 147 Da (cabeca polar litiadajtaymentacdo gera também
ides fragmentos resultantes da perda dos acidapgocomo o ido [FCOOH+LI]" e
[M+Li-.R,COOHJ ou o ceteno [M+Li-.RIC=C=0J. Os ides gerados da perda do acido
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gordo ligado amsnl sdo mais abundantes do que os ides que surgererda go acido
gordo emsn2, permitindo a identificagdo das posi¢cdes do agidmlo na estrutura do
glicerol. A fragmentacédo do ido [M-Hjlas PEs gera o anido carboxilato ®ri R;COO
com abundancia mais elevada do que o anido do xgktooem sn-2 R,COO. Sao
observados também ides que correspondem a umarpartda da cadeia carbonada ligada
aosn-1 e aosn-2 como dos acidos gordos na forma de acido carlboxédiou de cetenos
(Hsu and Turk, 2000).

Esquema 2 Fragmentacdo caracteristica das fosfatidiletaniolsnpor ESI-MS/MS.

A andlise de moléculas por ESI-MS/MS dos aductes sddio [M+Na] a
semelhanca dos ides de litio [M+Li] fornecem mais informagdo estrutural em
comparacgido com os aductos de protdo [M+H]formacdo de aductos de sdédio [M+Na]
da PE pode ser conseguida por adicao de sais aeasndistema de solventes do ESI. No
entanto existia apenas um estudo sobre fragmentdegdE sodiadas (Han and Gross,
1995). Com o objectivo de aprofundar esta inforroagéeste trabalho analisamos em
detalhe os aductos de sédio das PE (Siraioas, 2008). As etanolaminas estudadas foram
a 2-Oleoil-1-palmitoilsn-glicero-3-fosfoetanolamina (POPE), com um &acideicnl e um
acido palmitico na sua constituicdo, e a 2-Lind@gdalmitoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (PLPE), com um &cido linoleico m @cido palmitico. A massa
molecular da POPE é 717g/mol e a da PLPE é 715g/mol

Foi utilizado o instrumento Q-TOF 2 e todas as siqdes de espectros foram

realizadas no modo positivo, utilizando o métodagqieisicace ectrospray.
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2.2 Material e Métodos

2.2.1 Reagentes

2-Oleoil-1-palmitoilsn-glicero-3-fosfoetanolamina (POPE) da Sigma e 2-
Linoleoil-1-palmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (PLPE) da Sigma, forasados sem
purificacdo. Foi ainda utilizado o solvente metatwroformio para HPLC e carbonato de
sodio.

ApOs reconstituicdo com cloroférmio da POPE e PLRE, amostras foram
submetidas a uma diluicAo com metanol e analigaalasspectrometria de massa.

2.2.2 Instrumentacao

A aquisicdo de espectros de ESI-MS e MS/MS nounstnto Q-ToF 2\Waters,
Manchester, UK) foi realizada utilizando um fluxo de entrada de l/min, a voltagem
aplicada na agulha de 3kV com uma voltagem no deng0V. A temperatura na fonte de
80°C e a de solvatacédo 150°C. Os espetdroem foram realizados nos ides de interesse
usando argon como gas de colisdo. No tratamentesdéados foi utilizado o programa de
software MassLynx (versao 4.0).

O espectrometro de massa trapa de ides linear (TX&@moFinnigan, San Jose,

CA, USA) foi utilizado em modo positivo, com as seguintesidicbes deslectrospray:
voltagem daelectrospray de 5.5 kV; temperatura do capilar de 350°C, odlde gas de 25
psi. Foram realizados espectros de’M3VIS nos ides de interesse. Para o tratamento de

resultados foi utilizado o programa sttware Xcalibur (V2.0).
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2.3 Andlise e caracterizacao de etanolaminas pgressrometria de massa

2.3.1 ESI-MS da POPE e PLPE

Os espectros de massa obtidos por ESI-MS da PIHRBPE revelam a presenca de
dois ides de maior abundancia relativa correspdedam fosfolipido protonado [M+Hk
ao seu aducto de sédio [M+NgFigura 2). Assim, o espectro de ESI-MS/MS da POPE
mostra a presenca de dois ides [M+HgnV/z 718 e [M+Na] denmvz 740 (Figura 2). Para
a PLPE obtemos igualmente dois ides com picos derrabundancia relativayz 716 e

m/z 738, correspondendo aos ibes [M+E][M+Na]’, respectivamente.

[M+H]*

100- 718.6

%
!

[M+Na]*
740.3

ool
PP

\‘\\\‘\\\\\ \\\\‘\\‘\\
720 740 760 780

1

0 T \ T m/z

680 700 800 820

Figura 2. Espectro de ESI-MS da POPE.

Foram obtidos os espectros de ESI-MS/MS dos saudaslde protdo e sodio, em
dois espectrometros de massa, com fonte de iomiz&3, mas com analisadores
diferentes: um com analisador Q-ToF e outro conpd tanear. Os espectros obtidos foram

estudados em detalhe.
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2.3.2 ESI-MS/MS da PLPE e POPE

ApoOs aquisicdo dos espectros de MS dos ifes prisna sodiados, foram
realizados espectros de MS/MS desses mesmos i8essfectros de MS/MS dos ides
[POPE+H] e [PLPE+H] revelam ambos o i&o produto formado pela perda4deDa
(Figura 3), correspondente a perda da cabeca golsfolipido. Estes resultados estao de
acordo com os dados existentes em estudos jA4 @dbfic anteriormente sobre a
fragmentacao de fosfatidiletanolaminas (Kensiral., 1994; Pulfer and Murphy, 2003).
Os espectros de fragmentacéo de ies protonadakngate fornecem pouca informagao
estrutural, indicando-nos apenas a forma mais é&etgude quebra destas moléculas. No
caso das PE, comprovamos que a fragmentacdo reqigefite € a perda da cabeca polar
pela perda neutra de 141 Da e que nao foram olakeErv@utros ides com abundancia

relativa significativa (Figura 3).

[M+H-141]*
100i 577.6
> [M+H]*
1 718.6
07‘”w”w”wmw”w‘”w”w”w”w”‘w”w”w” m/z

100 200 300 400 500 600 700

Figura 3. Espectro d&€SI-MS/MS do ido [POPE+Hdemyz718.6

Apés adicdo de sais de sédio ao solvente consasguabter um espectro de ESI-
MS em que se observam apenas os ides [M+Ma] cada fosfolipido. De seguida
adquiriram-se 0s respectivos espectros de ESI-M3*MSJois espectrometros de massa

diferentes, o Q-ToF e a Trapa linear. Curiosamemgficamos que estes espectros
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apresentavam numero elevado de ibes produto, pelosq procedeu a sua analise no
sentido de identificar ides que fornecessem infgéuastrutural detalhada.

Neste trabalho apresentamos a fragmentacdo doPBEBE+Na] em detalhe
(Simoeset al., 2008), mas as mesmas vias de fragmentacao fdisevadas para o ido
[POPE+Na]. No estudo da fragmentacdo da PLPE sodiada, carifis a existéncia de
um ido fragmentanz 597.5, correspondente a [PLPE-141+N#&jigura 4). Este ido surge
apos a saida da cabeca polar do fosfolipido. Aapded cabeca polar das PEs, quando
sujeitas a condicbes de ESI-MS/MS, é uma caratiberidesta classe de fosfolipidos e ja

tinhamos visto a sua ocorréncia anteriormente P&Erprotonadas.

- 597.5
100 [M+Na]*
1 164.0 738.4
o 575.5
Q-ToF N —
= 439.4 695.4
] 2394 4154 ll 575.5_ 615.5
0 \\\\‘\\\\‘\\\L‘\J\\\‘\‘\\\‘\\\\‘l\\\\‘L\\\l\‘\\\\‘\\\\‘\‘\\\‘\\\\‘\\\\‘ m/Z
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deive: 207 5756 |6156
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Figura 4. Espectros de ESI-MS/MS do ido [PLPE+Ndgm/z 738.5.
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Na fragmentacéo da PLPE sodiada, os ides obtidoprs@enientes ainda da perda
da cabeca polar com um atomo de sodio ligado datifié (-163 Da), dando origem ao
iAo m/z 575.5. Verifica-se também a perda de parte dacegbalar P@QCH,CH,NH, (-123
Da) e a perda da aziridina (-43 Da), dando origemdas [M+H] myz 615.5 e 695.4,
respectivamente. Os espectros de ESI-MS/MS obteledam ainda a presenca dos ides
m/z 164.0 (cabeca polar sodiada), 146.0 e 121.0 (coutg abundancia relativa e nao
visiveis no espectro), que vao ao encontro dodtaglms expostos por Han e Gross, para
aductos de soédio (Han and Gross, 1995) e igualmdmtacordo com resultados para
aductos de litio obtidos por Hsu and Turk (Hsu @ndk, 2000). O Esquema 3 representa a
estrutura dos ides fragmento formados a partiadgatcomum de fragmentagé&o.

O Ry
e
O 2
5 +
3 o] O Na
o f,P\ of~~NH:
- HO
R> O 7
[ 5el7 7 5
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[M+Na-123]*
(M+Na-1a1]* (M=Na-163]*

Esquema 3 Produtos comuns formados a partir da fragmentagambeca polar da PLPE e POPE [M+Na]

Estes iBes fornecem apenas informacéao relativgpaalé fosfolipido presente. No

entanto foi possivel identificar ainda i6es proguimmados por perda dos acidos gordos,
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guer na forma de ceteno (R=C=0) ou como acido glivam(RCOOH), combinado com a
perda de 43 Da (Esquema 4). Observam-se tambéae®RICO" e RCO'. Estas vias de
fragmentacdo estdo de acordo com a fragmentacétagirra aductos de litio [M+Li]
estudadas por Hsu and Turk (Hsu and Turk, 200@oentbs informacéo sobre a estrutura

dos acidos gordos ligados ao fosfolipido.
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Esquema 4 Produtos comuns formados a partir da fragmentag@eadeias de &cidos gordnsl e sn-2 da
PLPE e POPE [M+N4]

Verificou-se ainda o ido formado pela perda dE®OH e da aziridinan/z 439.2
para a PLPE ou 441.2 para a POPE) mostram uma atciadrelativa mais elevada,
quando comparado com o ido formado pela perda.@®RH e aziridinartVz 415.2).
Além disso, o ido formado pela perda d€ROH denVz 482.3 para a PLPE e 484.3 para
a POPE, tem maior abundancia relativa do que oupsddrmado pela perda de@OOH

m/z 458.3. Esta diferenca na abundancia relativa feentada no dois espectros de ESI-
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MS/MS (Figura 4), obtidos em dois instrumentos cmalisadores diferentes. Estes dois
pares de ibes, permitem-nos identificar os doida&cgordos das PEs e determinar a sua
localizac&o especifica no glicerol. Estes idesnfraigto podem ser usados na diferenciacao
de isomeros de PEs na analise de aductos de g@i&SI-MS/MS, independentemente
do instrumento usado.

Devido as limitagdes instrumentais da trapa de lidear, ndo foi possivel adquiri
espectros de massa M2, num alcance abaixo de @/D&0Por isso, com excepc¢do dos
ibes m/z 164.0, 146.0 e 121.0, os espectros de EIIdMtrapa linear de ides, mostram 0s
mesmos ides fragmento, identificados no Q-TOF2uf@gd). Neste espectro podemos
observar o ido formado a partir da perda da cabeeanitindo a identificacdo das
fosfatidiletanolaminas como classe fosfolipidic#&m disso, ambos os espectros diferem

no iao mais abundante.

Com estes resultados podemos propor que os i0eSNgNRICOOH-43] >
[M+Na-R,COOH-43] gerados por ESI-MS/MS, podem ser usados comaodidgadstico

na identificacdo das posi¢cfes dos residuos desagmtolos ligados sn-1 e sn-2 das PEs.

2.4 Conclusdes

Neste capitulo, através da analise de fosfatiditdtaninas por espectrometria de
massa em modo positivo utilizando o método de agdim porelectrospray, verificamos
que se formam ibes [PE+HE [PE+Na], com formacdo preferencial para protonados.
Estes ibes foram sujeitos a ESI-MS/MS, em que GEsfvel comprovar tanto em PE
protonadas como sodiadas, a formacdo de ides devigerda da cabeca polar do
fosfolipido pela perda neutra de 141 Da. A perdaazeca polar do fosfolipido € uma
caracteristica desta classe de fosfolipidos. Oscé®s de ESI-MS/MS dos aductos de
sédio, fornecem mais informacgdes comparativamergesapectros obtidos dos aductos de
protdo, em que além da perda da cabeca polar dolifgdo, obtemos outras perdas,
nomeadamente a cadeia carbonadaserh ou sn-2. Através das diferencas encontradas
nas abundancias relativas dos i6es formados a gagiperdas dos acidos gordaseRR,
conseguimos identificar a localizacdo das cademsaddos gordos na molécula de

glicerol.
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3 Sintese e caracterizacao de fosfatidiletanolamisalicosiladas

3.1 Introducéo

Neste capitulo ird ser abordado o procedimentoikese e caracterizacdo dos
produtos glicosilados formados entre glicose eatadifetanolaminas (PE). A sintese de
fosfatidiletanolaminas, tem sido realizada poraginvestigadores (Ravanetial., 1995;
Oak et al., 2000; Breitling-Utzmanret al., 2001) em estudos que contribuem para uma
melhor compreensao destas moléculas modificadass€o estudo incidiu em dois tipos
de PE, a 2-Oleoil-1-palmitosn-glicero-3-fosfoetanolamina (POPE), com um acidsool
e um &acido palmitico na sua constituicdo, e a 2lewil-1-palmitoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (PLPE), com um &cido linoleicore acido palmitico. Assim, estes
aminofosfolipidos foram colocados na presenca deosg, sob diferentes condicdes
experimentais variando a temperatura, concentragialicose e tipo de solvente. A
formacgao de aducto foi monitorizada por ESI-MS edC e estes derivados glicosilados
foram posteriormente isolados por HPLC. A carazsg@do destas etanolaminas

glicosiladas foi realizada por espectrometria desa@ndem.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Reagentes

2-Oleoil-1-palmitoilsn-glicero-3-fosfoetanolamina (POPE) da Sigma, 2-lani-
1-palmitoilsn-glicero-3-fosfoetanolamina (PLPE) da Sigma, D-Ghe da Sigma,
hidroxitolueno butilado (BHT) da Sigma e bicarbanale amoénio, foram usados sem
purificacdo. Foram ainda utilizados os solventetan para HPLC, acido formico para

HPLC, agua ultra pura (miliQ), amonia, cloroférnei@cetonitrilo.

3.2.2 Sintese de PE glicosilados

Depois de optimizado o processo de sintese confdeserito neste capitulo, os
derivados de PE-Glucose, foram obtidos por adigd®2b pug de PLPE ou POPE, 5.6 mg
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de D-Glucose e 20ul de BHT a 175 ul de Tampéo Ibiceto de aménia e 175 ul de
metanol. Esta mistura foi levada a um banho de fejuante, durante 30 minutos. As PE
glicosiladas foram extraidas utilizando o métodd-dieh (Folchet al., 1957) que consiste
em adicionar & mistura 350 pl de uma solucdo d®fdiomio/metanol 2:1, centrifugar e

recolher a fracgé&o inferior.

3.2.3 Cromatografia

3.23.1TLC

A mistura da PLPE glicosilada depois de extraidaafdicada na placa de silica
com a ajuda de um microcapilar, e colocada na cdweluicdo com o eluente composto
por cloroférmio/metanol/30% de amoénia (65:35:7 peslume). Como revelador
cromatografico foi utilizada uma camara de vapdegdo.

3.2.3.2 HPLC
A mistura da PLPE glicosilada depois de extra@aliiuida (1:20, v/v) em 75 %

de metanol e 25% de agua (v/v). 10 ul desta améstiseparada no sistema de HPLC
(Waters Allience 2690) com uma coluna Supelco Biolé\Pore C4 (15cm x 0.5mm x 5
pum), utilizando como fase movel agua com 0,1% (d&)acido formico (eluente A) e
acetonitrilo com a mesma percentagem de acido ¢arnf,1%, v/v) (eluente B). O
programa utilizado tem inicio com 55% do eluentéuBante 5 minutos, com um aumento
gradual durante 15 minutos até 70% de B. E atinglie? de B aos 30 minutos, depois
desce gradualmente para os 55% de B em 10 minpgosianecendo assim durante 5

minutos.

3.2.4 Espectrometria de massa por ionizagao petectrospray

A aquisicao de espectros de ESI-MS e MS/MS nounstnto Q-ToF 2\Waters,
Manchester, UK) foi realizada utilizando um fluxo de entrada diulImin, a voltagem
aplicada na agulha de 3kV com uma voltagem no den@0V. A temperatura na fonte foi
de 80°C e a de solvatacdo de 150°C. Os espdatmdasn foram realizados nos ides de
interesse usando argon como gas de colisdo. Naomeato de resultados foi utilizado o

programa deoftware MassLynx (versédo 4.0).
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3.3 Sintese de fosfatidiletanolaminas glicosiladas

Neste trabalho, testamos a sintese de PE (glicasiladitilizando duas
fosfatidiletanolaminas separadamente: a POPE e PRBHPE foram incubadas com a
glicose usando diversas variaveis como o tempo ®doéde incubagdo, temperatura,
solvente e concentracdo de glicose. Visto que lsmdesos objectivos iniciais € optimizar
a reaccao de glicosilacdo destes fosfolipidos, cames por utilizar tempos de incubacéo
longos (8 dias), concentracdes de fosfolipido eogk baixas e temperaturas de incubacéo
fisiologicas (37°C), em tampé&o bicarbonato de am@inuma mistura constituida por
tampdao bicarbonado de aménio/metanol 70:30 (v/w).t&dos os ensaios foi adicionado
BHT (para evitar formacdo de produtos oxidados sefeeis). Com o decorrer da
optimizacdo de sintese, fomos diminuindo os temg@esincubacdo, aumentando as
concentracbes dos reagentes e a temperatura. @aedas variagbes dos ensaios
realizados pode ser consultado na Tabela 1.

Os aductos foram extraidos da mistura reaccioraddeso método de extraccao de
Folch (Folchet al., 1957). Este método consiste em adicionar a maisiura solucao de
cloroformio/metanol 2:1 e levar a centrifugacdora&és da centrifugacdo conseguimos
obter a separacdo da mistura em duas fases distibtaobrenadante é desperdicado, de
modo a obtermos apenas a frac¢do contendo os ctoapipédicos, que se encontram no
na fase inferior. Este método permite isolar os mustos lipidicos, nomeadamente o0s
fosfolipidos. Assim, apoOs extraccdo a mistura foalsada por ESI-MS de modo a
monitorizar a formacao de PE-Glicose.

Nesta fase do trabalho, em que se pretende estddana mais eficaz de obtencéo
do produto PE-Glucose, foram testadas diversaawas, que podem ser consultadas na
Tabela 1. Nos primeiros ensaios em que foram ussslopos de incubac&o longos,
concentracdes de fosfolipido e glicose baixas, éeatpras de incubacéo fisioldgicas, em
tampdo sem metanol, apenas conseguimos obter idos ggnificativos de ibes em ESI-
MS (m/z 718 envz 740), correspondendo a POPE protonada e ao setoad® sodio,
respectivamente, o que nos indica que nao houtesside quantidade significativa de PE-

Glucose.
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Nos seguintes ensaios, em que foi utilizado umesté com 70% de metanol,
obtivemos dois novos idesWz 880.6 em/z 902.6) em ESI-MS. O valor de/z 880.6 é
correspondente a POPE-Glucose e onén902.6 corresponde ao seu aducto de soédio
[POPE-Glucose+N4] visto que a molécula de glicose tem massa maeda 180 g/mol
e quando se liga ao fosfolipido, perde uma molédelaagua (-18 Da). Assim, 717.6
(POPE) + 180.0 (Glucose) — 18.0.(} = 879.6. Se formar um aducto de protdo (+H), o
valor m'z aumenta um valor (879.6 + 1 = 880.6) e se formmaa ducto de sodio (+Na) o
valor m/z aumenta 23 (879.6 + 23.0 = 902.6). Os mesmos cdlqddem ser realizados
para a PLPE que tem de massa molecular 715 g/mob&3 obtidos nos espectros de ESI-
MS para na sintese de POPE-Glucose e PLPE-Glysodem ser visualizados na Tabela
2. Estes resultados indicam-nos que houve formdedaducto, ou seja, POPE ligada a
glicose. Apesar de estes resultados estarem nndikingos do esperado, o rendimento da
reaccédo ficou abaixo das nossas expectativas. @mento foi estimado por comparacao
das abundancias relativas do ido [PE+ld] do i&o [PE-Glucose+H] A abundéancia

relativa obtida para o ido [PE-Glucose+ i de 5%.

Tabela 2.18es visualizados nos espectros de ESI-MS da raisteisintese de PE-Glucose.

m/z [M+H]* m/z [M+Na]*
POPE 718.6 740.6
POPE-Glucose 880.6 902.6
PLPE 716.6 738.6
PLPE-Glucose 878.6 900.6

Nos ensaios seguintes verificamos que obtinhamdésones resultados na presenca
de um solvente com 70% de metanol e com o aumeattemhperatura. O melhor
rendimento de obtengdo de aducto foi conseguido @ammento de concentragbes de
glicose e fosfolipido e simultaneamente com o atmee temperatura (meia hora em
banho de agua fervente), correspondentes aos sem¥ak® e 14. Estes resultados podem

ser visualizados relativamente a PLR&z(716.6) na Figura 5. A abundancia relativa
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obtida para o ido [PE-Glucose+Hpi de 20%. Assim, podemos observar a presenca nao
s6 do fosfolipido, mas também do seu produto desgjlacéo ifvz 878.6), correspondendo
ao fosfolipido ligado a glicose, na sua forma pratta [M+H].

Foram realizados novos testes para avaliar se ersondo tempo de incubacao no
banho e temperatura levava a degradacédo do fddflip tal foi comprovado. Nos
espectros obtidos dessas solugBes, ndo visualizaoo® habitualmente os ides
correspondentes aos fosfolipidoav{ 718.6, para [POPE+H]e m/z 716.6 para
[PLPE+H]).

[PLPE+H]*
716.6

[PLPE-Glucose+H]*
878.7

) e
r Y

e M/Z

07‘ b ‘n‘ “\. ‘MI‘I‘HL k‘.‘.A‘AJ‘AJL‘H‘\u\‘\;‘ hﬁ»ﬂﬂhh ‘|u‘|\‘ ‘\...h‘ e e
00 900 1000

[
T \
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Figura 5. Espectro de ESI-MS da monitorizag&o da reaccadntese PLPE-Glucose.

Os resultados de ESI-MS confirmaram que consegurnas sucesso, Sintetizar
aminofosfolipidos glicosilados. Ao usar diferentemriaveis podemos estudar o
comportamento da reaccdo, sob diferentes condigdestirar diversas elacdes. Os
resultados demonstram que a reacc¢ao ndo tem nrelndimento quando € aplicado um
tempo de incubacdo maior. Concentragfes mais elswial fosfolipido e glicose parecem
ter mais influéncia no rendimento da reaccéo, hdwemaior producdo de aducto. O
mesmo se aplica a temperatura, visto que os melineseltados foram conseguidos apos a
incubacdo em banho fervente, mas em curto inte@ltempo. Por outro lado, tempos
elevados de incubacgao, conjugados com temperal@esdas, levam ao consumo de todo
o fosfolipido, por degradacédo. Neste caso ndo goms®s identificar a presenca de
fosfolipido nem de aducto. O tipo de solvente, leavse ser um factor importante, porque

na auséncia de metanol ndo obtivemos formagaoudzaad
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Nas proximas sinteses de PE-Glucose, iremos utiipano base 0s ensaios
nameros 13 e 14 (Tabelal), visto que foi nestaslicbas que conseguimos o melhor
rendimento de aducto. Entre estes dois ensaio#icaaros que o apresenta melhores
resultados é aquele em que é usada a PLPE e pomesiso as sinteses futuras serdo de
PLPE-Glucose.

Sempre que foi detectada a presenca de fosfaugdmminas glicosiladas, foram
realizados espectros de MS/MS dos seus ides comrésptes, de forma a conseguir o
maximo de informacao sobre a sua estrutura.

As etanolaminas glicosiladas serédo isoladas por €LBPLC e posteriormente

serdo sujeitas a condi¢des oxidativas, na presengadical hidroxilo.

3.4 Purificacdo e isolamento

A cromatografia € um método fisico de separacaguab os componentes a serem
separados se distribuem entre duas fases, umaidaségestacionaria, enquanto a outra se
movimenta numa direccdo definida. A mistura quet@mnos componentes a serem
separados € dissolvida na fase movel. Durante sagas) da fase movel através da fase
estacionaria, alguns componentes sao fortememndesgiela fase estacionaria e por isso se
movem lentamente com o fluxo da fase movel. Enquasgo, outros componentes
interagem fracamente com a fase estacionaria, steadgportados mais facilmente pela
fase movel. Devido a essas diferencas em mobiljdzleomponentes da mistura podem
ser separados e analisados de forma qualitativacgfantitativa, pela propria técnica de
cromatografia ou em conjunto com outras técnicapemxentais, tais como a
espectrometria de massa.

De entre os métodos modernos de andlise quimmanaatografia € um dos mais
utilizados, encontrando aplicagbes nos mais vasia@mnos da pesquisa cientifica e
tecnoldgica, devido & capacidade que possui deragepapécies quimicas, de forma
selectiva e especifica.

Esta técnica tem sido amplamente aplicada na sgumade fosfolipidos entre os
quais as PE (Ravandi al., 1996; Ravandét al., 2000; Tyurinaet al., 2004; Bayiret al.,

2007). A cromatografia em camada fina (TLC) e anatografia liquida de alta eficiéncia
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(HPLC) sdo os métodos cromatograficos de eleicdaletaccdo e isolamento destas

biomoléculas.

3.41TLC

O TLC apesar de nao ser uma técnica recente hcandi ser utilizada actualmente
por muitos investigadores nomeadamente na deteecd@mlamento de fosfolipidos.
Ravandiet al utilizaram esta técnica para purificar fosfatigitelaminas glicosiladas
(Ravandiet al., 1996; Ravandet al., 2000), utilizando placas de silica gel e eluente
composto por cloroférmio, metanol e amédnia. As laanigpidicas foram visualizadas sob
luz ultravioleta apos a pulverizagcdo com metandictorofluorescente. Os lipidos foram
retirados da placa ap6s raspagem da mesma e depas extraidos com um solvente
especifico para o efeito desenvolvido por estegsitiygadores (Ravandit al., 2000).
Moesgaardet al utilizaram condicbes semelhantes na composicéeluknte usado na
avaliacao de lipidos extraidos do cérebro, masadds lipidicas foram visualizadas apos
pulverizacdo de sulfato de cobre com acido ortofiss e levadas a temperatura de 200°C
(Moesgaardt al., 1999). Ishidat al (Ishidaet al., 2004) utilizaram igualmente o TLC na
separacdo de lipidos oxidados utilizando cloroférnrmetanol e dgua como eluente e
solucdo de extraccdo, que permite a andlise posfat MS ou MS/MS.

Mais recentemente, foram introduzidas algumasagi@es na técnica do TLC e
alguns investigadores utilizaram na analise deofimsflos a cromatografia de alta
eficiéncia de duas dimensdes em camada fina (HRTHE ingléstwo-dimensional high-
performance thin-layer chromatography). Nesta técnica cromatografica sao utilizados dois
eluentes diferentes nas duas dimensfes, 0 quetpeummia separacdo mais eficaz das
diferentes classes de fosfolipidos (Tyuretal., 2004; Bayiret al., 2007). Em ambos os
trabalhos o eluente utilizado na primeira direcf@a cloroférmio, metanol e hidréxido
de amoénia, sendo o eluente da segunda direccaoostonpor cloroférmio, acetona,
metanol, acido acético glaciar e agua. Estes fipsfiols foram visualizados apds exposicao

a vapores de iodo.

No nosso trabalho, utilizamos o TLC para sepa®Eala PE-Glucose. Para esse

efeito foram utilizadas dois tipos de fase estami@n cromotafolhas plasticas revestidas
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com Silicagel 60 F254 da Merck e cromatoplacaside wrevestidas com C18. As placas
gue contém silica sdo polares, atraindo assim, gstog polares, ao contrario das placas
de C18, que contém silica modificada com cadeids8d=mrbonos (C18), sendo a esta fase
conhecida como reversa. Assim nas placas de Cl8péraglo um comportamento
contrario, visto serem menos polares.

Com a formacéo do aducto PE-Glucose, vamos obtecamposto mais polar do
que a PE no seu estado nativo, devido a presengadao com a glicose. Assim, quando
aplicada a mistura preparada, em que temos emmntorguPE e a PE-Glicose, € previsto
gue estas se separem, com base na sua difereppdaddade. Ao utilizarmos dois tipos
de fase estacionaria (silica e C18) podemos varifambém os seus comportamentos de
migracao inversos. Assim, € esperado que na agboaq silica, a PE-Glicose seja menos
arrastada pelo eluente do que a PE, visto que taim afinidade pela fase estacionaria.
Utilizando a C18, é esperado precisamente uma géigraontraria, ficando a PE-Glicose
mais préoxima da frente de solvente.

Neste trabalho, o eluente foi preparado para atifip em placas de silica de acordo
com os trabalhos existentes na separacao de fodfudi(Moesgaaret al., 1999; Ravandi
et al., 2000; Bacott al., 2003; Ishideet al., 2004). A composicéo do eluente consiste em
cloroformio/metanol/30% de amoénia (65:35:7 por wod). Apds aplicacdo da mistura
com a ajuda de um microcapilar, as placas foramcedlas numa camara de eluicdo em
contacto com o eluente. Foi realizado o mesmo giownto para as placas com C18, mas
o0 eluente utilizado foi acetonitrilo com 5% de nmeta

Para podermos visualizar esta separacao lipidicacéssaria a aplicacdo de um
revelador cromatografico. De entre varios tiposedeladores destacam-se os que utilizam
uma lampada de luz ultravioleta e os vapores dg jook serem os de utilizacdo mais facil
e frequente. As placas de silica utilizadas ténmarcador (F254) que permite a deteccao
de compostos por fluorescéncia, quando aplicadafama de luz a um comprimento de
onda de 254nm. No entanto ndo foi possivel a vimagio da separacdo dos diferentes
compostos presentes na mistura utilizando este doét® facto de utilizarmos
concentracdes muito reduzidas, podera esta rekmogom a impossibilidade da sua
visualizagao.

Com a utilizagdo de vapores de iodo, havera ligadgsie as ligagbes duplas

existentes nas cadeias carbonadas do fosfolipassilplitando a sua visualizacdo a olho
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nu. Deste modo as placas depois de eluidas, foodmoarias numa tina contendo vapores
de iodo, em que de acordo com o tempo de expose@ode verificar o aparecimento dos
componentes da mistura separados, em pontos ddsrek ligacdo do iodo € reversivel,

ou seja, depois de retirada a placa da tina e eydgoracdo do iodo ligado, obtemos a
placa incolor. Através deste método conseguimosralytha separacdo visivel da PE e da
PE-Glucose com a utilizacdo de placas de silicgu(gi 6). Nas placas de C18 néo

verificamos qualquer separacao.

4

1 @

Figura 6. Placa de silica ap0s realizacdo de TLC e reveleg@ovapores de iodo: 1- ponto de aplicacdo da
mistura; 2- PE-Glucose; 3-PE; 4- BHT.

Depois de obtido o cromatograma, as placas de di&ht raspadas nos locais de
interesse, de modo a realizar a extraccdo da FE@Ilose e dissolvidas separadamente
numa mistura de cloroférmio-metanol (2:1; por voiynde acordo com as referéncias
(Bacotet al., 2003). Depois de filtrada e centrifugada, a simugbtida para cada fraccao
foi analisada por ESI-MS.

ApoOs analise de cada fraccdo por espectrometriana&sa, verificamos que a
extraccdo e separacao foram realizadas com suesbora nao tenha sido conseguido as

condi¢des Optimas para a separacdo de grandesdgukest Consideramos que este € um

Mestrado em Métodos Biomoleculares



48 \ Glicoxidacao: Estudo da oxidagéo de fosfatidilelaminas glicosiladas

método r4pido e préatico na deteccdo de formacaddeto, que permite a monitorizagcao
de sintese da reaccédo de sintese de PE-Glucose.

3.4.2HPLC

Neste trabalho utilizamos o HPLC para separar nedisazmente os dois
compostos presentes na mistura obtida apods aesiheeBE-Glucose. Nesta mistura temos
presentes a PE e a PE-Glucose.

O HPLC é a par com o TLC uma técnica usada freguesite na separacao de
fosfolipidos (Ravandet al., 1996; Ravandet al., 2000; Bacogt al., 2003). Esta técnica
trds algumas vantagens relativamente ao TLC, \gstonitir 0 acoplamento com outra
instrumentacdo, tais como o0s espectrometros de amdEsta-se de uma técnica
automatizada e muito mais sensivel, comparativaneotn o TLC. Os principios base
desta técnica sdo os mesmos que no TLC, ou sejaitiidados de igual modo uma fase
estacionaria e uma moével. O HPLC utiliza na fagacemaria uma coluna de tamanho
variavel, preenchida normalmente com silica moaifec A separacdo das biomoléculas
da-se com base nas diferencas de polaridade esgerfovel e estacionaria.

As condicdes utilizadas no HPLC foram as mesmadassam trabalhos anteriores
na separagdo de produtos de oxidagdo de PE (Doesegal., 2008 (a)). Como fase
estacionaria foi utilizada a coluSapelco Bio Wide Pore C4 e como fase mdvel agua com
0,1% (v/v) de acido férmico (eluente A) e acetaloitcom a mesma percentagem de acido
férmico (0.1%, v/v) (eluente B). O programa de @i utilizado foi diferente do usado
por Domingueset al. Este programa foi optimizado de modo a obter regda das
fraccBes correspondentes para a PE e PE-Glucoss. éApolecta dos compostos eluidos
nos diferentes picos de eluicdo, verificamos pol-MS que a PLPE-Glucose elui dos
16,03 aos 16,73 minutos e a PLPE elui dos 19,32@d8 minutos (Figura 7).
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Figura 7. Cromatograma obtido por HPLC, para a separagédstaramde PLPE e PLPE-Glucose.

O HPLC revelou-se um método eficaz na separacdosfigidiletanolaminas com

ou sem glicose.

As fraccdes recolhidas por HPLC foram concentraglasijeitas ao processo de

oxidacao por radical hidroxilo, e sera abordad@ayitulo 4 e 5. A PE-Glucose foi ainda

caracterizado por ESI-MS, e a sua fragmentacaestoidada em detalhe.

3.5 Caracterizagéo de PE — Glucose por ESI-MS e B&/MS

Apos realizacdo da sintese de PE-Glucose, a mistoiraanalisada por

espectrometria de massa, com ionizagacejgotrospray, cComo ja vimos anteriormente no
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subcapitulo de sintese de fosfatidiletanolaminasnélise por espectrometria de massa,
por um lado permitiu monitorizar a reac¢do de smtge PE-Glucose e por outro permite
caracterizar os aductos obtidos. A realizacdo geotometria de massandem nos ides

de interesse, permite retirar informacéo estrutleates compostos. Os espectros de massa

obtidos foram analisados em detalhe.

3.5.1 ESI-MS de PE-Glucose

As misturas obtidas na sintese da PE-Glucosenfarzalisadas por ESI-MS. Os
espectros obtidos dessa mistura mostra que osoadBtiPE-Glucose e POPE-Glucose
ionizam preferencialmente sob a forma de [M*HJo analisar o espectro representado na
Figura 8, podemos ver que o ido [M+¥HJa POPEmz 718.6 tem maior abundancia
relativa do que o ido [M+N&]JPOPEmM/z 740.3. O mesmo se verifica para a POPE-
Glicose, em que a sua forma protonada880.6 € de abundancia relativa mais elevada
do que na sua forma sodiadarmde 902.6. Este ido tem uma abundancia muito redueida,
por esse motivo ndo é visivel neste espectro.

Os iBes obtidos para [PE-Glucoseid] [PE-Glucose+N&]foram analisados por
ESI-MS/MS.

[POPE+H]*

100+ 718.6

%
|

[F;%?Nar [POPE+Glucose+H]*
07\““\““\““\""\I‘“‘I\J‘“‘\““‘j\(‘“\““\““\““\““\““\““\“"\““\h‘“‘\“"\““\““\‘?‘8\1(“):?\““\““\““\““\““\““
680 700 720 740 760 780 800 820 840 860 880 900 920 940

m/z

Figura 8. Espectro de ESI-MS da mistura de POPE e POPE-Gucos
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3.5.2 MS/MS da PLPE-Glicose

Sempre que foi detectada a presenca de fosfaugdmminas glicosiladas, foram
realizados espectros de MS/MS dos seus ides condsptes, quer na forma protonada
[M+H]*, quer na forma sodiada [M+Na]Todos os espectros de MS/MS revelaram a
formacédo de um ido de abundancia relativa eleyamtaperda de 303 Da. A perda de 303
Da, corresponde a perda da cabeca do fosfolipidcosgjhda. Como foi visto
anteriormente, a perda da cabeca nas PEs, quandibtasua MS/MS é uma das
caracteristicas desta classe de fosfolipidos ¢ettdela pela perda de 141 Da. A perda de
303 Da corresponde a cabeca do fosfolipido ligadek&cula de glicose (141+162). Na
Figura 9 esta representado o espectro de ESI-M8A[BLPE-Glucose+H]den/z 878.7.
Neste espectro podemos verificar a presenca deAardd maior abundancia relativa de
m/z 575.6, que corresponde a saida da cabeca glicasi@atbsfolipido, devido a perda de
303 Da a partir do ido precursor ez 878.7. O facto de observarmos no espectro um ido
gue surge de uma perda de 303 Da vem confirmaragu®sfatidiletanolaminas estao
glicosiladas e que essa glicosilagdo ocorre naceathe fosfolipido. O ido correspondente
a cabeca glicosilada protonada do fosfolipido ébtan visivel no espectro, pela presenca
do ido m'z 304.1. E de salientar a auséncia do i&o resultdatgerda de 141 Da,

correspondente a perda da cabeca polar do fosfolij@io glicosilada.

100 | miz5756 575.6
- HO§¢N\/\O\/}) EH OWCH3
1 >-<o/P\O\:)i/O}(\/\/\/\/\/\/\/CH3
303 Da : PLPE-Glucose 16:0-18:2
oot m/z 878.6
O\O | m/z 304.0
[M+H]*
794.6
304.1 576.6 878.7
2201 Perda Neutra 303 Da ‘ ‘l
O “"\““‘\“““i“‘“‘\““\““\““\““\““\““\‘“‘\““\““\““\““‘i\‘l“ m/Z
100 200 300 400 500 600 700 800

Figura 9. Espectro de ESI-MS/MS do ido [PLPE-Glucose+Hnvz 878.7.
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Na fragmentacdo destes compostos Amadori, além etldapcaracteristica da
cabeca polar do fosfolipido, verifica-se tambémrasg@nca de outros ides fragmento
caracteristicos destes compostos. Apesar de sexanedor intensidade, a sua presenca é
constante em todos os espectros de MS/MS, dos[ides]” e [M+Na]. Estes ides
surgem da perda de 18 Da, 36 Da, 54 Da e 84 Daia ¢@ifio percursor [PE-Glucose]
ou a partir do idan/z 304.0, correspondente a cabeca polar do fosfoliglaosilada.
Estas perdas ja foram descritas anteriormente é&mlcsscom aminoacidos glicosilados
(Wang et al., 2008) e aqui esta demonstrado ocorrerem iguagment fosfolipidos
glicosilados. De acordo com o estudo realizadoWang, sabemos que a perda de 18, 36,
54 e 84 Da, correspondem a¥¢H -2H,0, -3H0 e -3HO+H,CO. O facto de o estudo de
Wang se debrucar sob as glicosilacdo de aminoaeadeste incidir sob fosfolipidos, e
visto que as mesmas perdas se verificam, vem coaapoue estas perdas caracteristicas
véem da molécula de glicose. Assim, a presencasipstdas sucessivas, provenientes da
molécula de glicose, vém confirmar mais uma vez deefacto, estamos perante
fosfolipidos glicosilados. Estas mesmas perdaviséas a partir da cabeca glicosilada iao
m/z 304 [M+H]", 0 que comprova mais uma vez que a glicose de aaclgada a cabeca
do fosfolipido.

Observando o espectro de ESI-MS/MS da PLPE-Glu¢bggura 9) podemos
verificar a presenca do ido ¥z 794.6 que corresponde a perda de 84 Da,(33H,CO)

a partir do ido precursor. Esta mesma perda vatdeca partir do ido de/z 304.1 (cabeca
glicosilada do fosfolipido protonada), dando origamido dewz 220.1. No Esquema 5
podemos ver representadas estas perdas da malécglizose em mais pormenor, para a
PLPE-Glucose.

Ao comparar os espectros de ESI-MS/MS obtidos paRE+H] e [PLPE+H],
verificamos que as principais diferencas existendsslltam da insercdo da molécula de
glicose no fosfolipido. Como a glicose se liga ldeca do fosfolipido, a saida da cabeca do
fosfolipido caracterizada pela perda de 141 Da gaas ser de 303 Da em
fosfatidiletanolaminas glicosiladas. Outra difer@iggie se verifica sdo as perdas de agua e
H,CO provenientes da molécula de glicose, que noscesg de ESI-MS/MS da PE néo

modificada ndo se observam, visto que temos apefusdolipido ndo glicosilado.
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Esquema 5.Perdas frequentes observadas a partir da moldelgicose na PLPE-Glucose.
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No capitulo 2 foi demonstrado que os ifes aducwssadio, fornecem mais
informacé&o estrutural, quando sujeitos a condigie&SI-MS/MS (Simoest al., 2008).
Por esse motivo estudamos também em detalhe otesplec fragmentacdo da PLPE-

Glucose sodiada (Figura 10).

100 326.1
: [M+Na]*
O\O _
] 290.0 [M+Na-303]* 900.6
i 206.0 ‘ 327.1 451.0 597.6 695.5 864.5
0 “"\‘J"‘\\‘"“\“J"\""\""\1‘“‘\\J“‘“\J‘““l\"m‘l"“\l““‘“\““l\“‘L‘\“““\““\“‘h‘\“ m/z

100 200 300 400 500 600 700 800 900

Figura 10. Espectro de ESI-MS/MS do i&o [PLPE-Glucose+Ninvz 900.6.

Ao analisar o espectro de ESI-MS/MS da PLPE-Gkicesdiada (Figura 10)
verificamos que se observa a presenca de algussddeuns ao espectro de fragmentacao
do i&o [M+H] de mvz 878.7. Podemos ent&o observar a perda de 303 Baiado ido
precursor, correspondente a perda da cabeca tddagio fosfolipido, neste caso dando
origem ao ido dem/z 597.6. Neste espectro podemos visualizar tambémesemca de
outros ides que surgem de perdas conhecidas dauteokde glicose, pela saida de duas
moléculas de agua (-36 Da), representada peloia864.5 e 290.0. Outra perda menos
frequente, mas associada igualmente a moléculagde, @a origem ao idovz 206.0
(Esquema 6). Estas perdas relacionadas com a reléeuwlicose ja foram observadas
anteriormente nos espectros de ESI-MS/MS da PEeGéuprotonada e a sua observacao
neste espectro vem comprovar mais uma vez, quemeSstaperante uma
fosfatidiletanolamina glicosilada. Neste espeatigjosamente verificamos a presenca de
um ido de maior abundéancia relativa, mi& 326.1. Este ido contrariamente ao que é

observado mais frequentemente, corresponde a cgbegsilada do fosfolipido sodiada.
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Na andlise de fosfatidiletanolaminas por ESI-MS/M8mo jA podemos comprovar, 0S
i6es de maior abundancia relativa que surgem rpecgss, normalmente surgem da perda

da cabeca do fosfolipido.
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Esquema 6.Produtos formados a partir da fragmentacio doR&®E-Glucose+Na]dem/z 900.6.

Outras caracteristicas desta fragmentacao sdo pgaldapresenca do id/'z 695.5,
que surge apos a perda combinada da glicose carimidira. A perda da aziridina (-43
Da) é uma perda frequente em PE sodiadas (Han arsd$,3995; Simoest al., 2008). No
Esquema 6, estdo representadas as estruturas taopasa os ides fragmento da PLPE-

Glucose sodiada.
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3.6 Conclusao

Neste trabalho, conseguimos sintetizar fosfatailetaminas glicosiladas e esta
reaccéao foi optimizada, de modo a obter o melhedireento possivel. Na monitorizacao
da sintese foi utilizado o TLC e o ESI-MS/MS. O Tidt utilizado também na separacao
e isolamento da PE da PE-Glucose, embora néo teidbaconseguido as condi¢gbes
Optimas para a separagcdo de grandes quantidadadud®. Ao utilizar o HPLC essa
separacao foi conseguida mais eficazmente. A @rzatdo dos aductos obtidos, foi
realizada para a POPE-Glucose e PLPE-Glucose, andosma protonada e sodiada. A
maioria dos espectros de ESI-MS/MS mostraram cd@nomais abundante, aquele que
surge da perda da cabeca glicosilada do fosfolii@®3 Da). Esta saida da cabeca
glicosilada do fosfolipido, juntamente com a obae&o das perdas frequentes da molécula
da glicose, permitem-nos confirmar que a glicosé ds facto ligada ao fosfolipido e que
essa ligacdo é na sua cabeca polar. Ao analisapecteo da PLPE-Glucose sodiada,
podemos ver ainda a presenca de outros ides ngéenpes em espectros de PLPE-Glucose
protonada. Uma das diferencas mais importantenespierda da aziridina, combinada com
a perda de glicose.

Visto que obtivemos maior rendimento na sintes@ldeE-Glucose, este aducto
sera sujeito a condi¢cdes oxidativas e os seus wedle oxidacdo serdo estudados em
detalhe.
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4 Oxidacéao de fosfatidiletanolaminas glicosiladas

4.1 Introducgao

A peroxidacdo lipidica esta associada a varia®lggibs, entre as quais a
inflamacéo, aterosclerose (Oranje and Wolffenbuft®d9) e cancro. Ja foi demonstrado
que as fosfatidiletanolaminas que se encontramlasma, sdo 5% a 6% dos fosfolipidos
totais e estas podem sofrer glicosilacdo, levammlca@mento da sua susceptibilidade
oxidativa e de outras moléculas, nomeadamente ds (Ravandiet al., 2000). Estas
modificacdes oxidativas em lipidos tém um papetreéna aterogenese, contribuindo para
as diversas sequelas provocadas pela diabetesethetimento (Oalet al., 2000). Os
acidos gordos insaturados sdo os constituintesacetumais sensiveis a oxidacéo e estes
s&o os principais motivos pelos quais o estudo@iagado lipidica tem sido alvo de grande
interesse. Apesar da indiscutivel importancia énflaéncia que os produtos de oxidagéo
tém nos seres vivos, o trabalho desenvolvido réesta ainda € muito reduzido. Tém sido
realizados varios estudos em que sdo descritosdetathe os produtos de oxidacdo de
fosfatidilcolinas, utilizando a espectrometria dassa (Marathet al., 2000; Reiset al.,
2004 (a); Reiset al., 2004 (b); Spickett and Dever, 2005; Retsal., 2007) mas as
alteracbes oxidativas nas PE, tém sido alvo de gp@iencdo (Morandt al., 1988;
Ramanadhanet al., 1993; Engelmanet al., 1994; Bacokt al., 2003; Maeba and Ueta,
2003; Tsujiet al., 2003; Bernoud-Hubaet al., 2004; Bacott al., 2007). Destes trabalhos,
uns focaram-se mais no estudo dos aductos queamstdi interaccdo entre PE e aldeidos,
resultantes da oxidacéao lipidica (Baebal., 2003; Tsujiet al., 2003; Bernoud-Hubaet
al., 2004; Bacotet al., 2007), enquanto outros estudaram as potenciaigripdades
antioxidantes de etanolaminas plasmalogenos (Mogaat, 1988; Ramanadhaset al.,
1993; Engelmansat al., 1994; Maeba and Ueta, 2003). Actualmente exisipanas dois
trabalhos com a identificacdo e estudo dos proddsoxidacdo da PE através da
utilizacdo de LC-MS/MS (Gugiet al., 2006; Dominguest al., 2008 (a)).

Curiosamente, até a data ndo existe informacadhddta sobre os produtos de
oxidagéao resultantes de fosfatidiletanolaminasglladas.
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No capitulo anterior, onde foi estudada a sintesea ecaracterizacdo de
fosfatidiletanolaminas glicosiladas, obtivemos meltendimento para a PLPE-Glucose do
que para a POPE-Glucose. Por esse motivo, nest@hoautilizamos a PLPE-Glucose
para oxidacao por radical hidroxilo e estudo des sgodutos de oxidagédo. Os produtos de
oxidagdo da PLPE-Glucose serao caracterizados emepor, utilizando a espectrometria
de massa e a espectrometria de miassiem, com ioniza¢ao paaectrospray.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Reagentes

Para a reaccédo de oxidacéo foi utilizada PLPE amente glicosilada. FeCé
H.0O, (30% v/v) usados na reaccéo de peroxidacao fodauiddos na Merck. Todos os

solventes utilizados séo de alto grau de puredazados para HPLC.

4.2.2 Oxidagéo de PLPE-Glucose

Apoés sintese de PLPE-Glucose, esta foi extraida p#todo de Folch e
posteriormente concentrada através de uma cordmteitrogénio. A mistura PLPE-
Glicose foi submetida a stress oxidativo, induzmgdo radical hidroxilo, produzido pela
reaccdo de Fenton. Esta metodologia ja foi utibzadteriormente noutros estudos de
oxidagéao, utilizando fosfatidiletanolaminas (Domieget al., 2008 (a)) e fosfatidilcolinas
(Reiset al., 2004 (a); Reist al., 2004 (b)). A mistura PLPE-Glucose foi adicion@23 pl
de tampé&o bicarbonato de amoénia, 2 pl de Fe@b ul de HO,. A mistura foi incubada a
37°C e ocasionalmente agitada. A reaccdo foi mazatda por ESI-MS, ap0s extraccao

pelo método de Folch.

4.2.3 Instrumentacéo

A aquisicao de espectros de ESI-MS e MS/MS nounstnto Q-ToF 2\Waters,

Manchester, UK) foi realizada utilizando um fluxo de entrada de l/min, a voltagem
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aplicada na agulha de 3kV com uma voltagem no deng0V. A temperatura na fonte de
80°C e a de solvatacédo 150°C. Os espetdroem foram realizados nos ides de interesse
usando argon como gas de colisdo. No tratamentesdéados foi utilizado o programa de

software MassLynx (versao 4.0).

4.3 Oxidacéo da PLPE-Glucose pelo radical hidraxg monitorizacéo por ESI-
MS

A mistura PLPE-Glucose foi sujeita a condi¢Oes atnwgs pelo radical hidroxilo,
formado através da reaccdo de Fenton. Uma miseuRLBE-Glucose, sem introdugéo de
agentes oxidantes serviu como controlo. A moniagdp desta reaccao foi realizada por
espectrometria de massa, por ionizacdo sualeetrOspray) ao longo se trés dias
consecutivos.

E sabido que a PLPE contém na posig&d, acido palmitico (cadeia de &acido
gordo saturada) e na posicg®2 um acido linoleico (cadeia de acido gordo insatayad
Visto que o acido palmitico é resistente a oxidagéticalar (Sergendt al., 1999) é no
acido linoleico que se espera verificar as altezagfor ser mais susceptivel a oxidagéo,
devido & presenca de ligacdes duplas (Marethk, 2000; Nikiet al., 2005; Fruhwirthet
al., 2007).

Os produtos de oxidacéo foram identificados cones +H] e [M+Na]+, por
ESI-MS e as suas caracteristicas estruturais serdomadas por ESI-MS/MS. Quando
comparamos 0s espectros de ESI-MS da PLPE-GluoogmIo na auséncia de condi¢des
oxidativas, com a PLPE-Glucose sob condi¢cbes adymiat deparamo-nos com o
aparecimento de novos ides [M¥HFFigura 11). Estes ides aparecem com valarmais
elevados e mais baixos do que a PLPE-Glucoge §78.6). De acordo com trabalhos
realizados anteriormente na oxidagao da PLPE (Dgueset al., 2008 (a)), verificamos
que os iBes devz superior correspondem a produtos de oxidacao ceergéo de atomos
de oxigénio, na cadeia de acido gordo insaturagaoeconhecidos como produtos de
oxidacdo de cadeia longa. Os i6es com valkr mais baixo do que a PLPE-Glucose,
correspondem a ides que apos a insercdo de at@nasigénio na cadeia insaturada do
fosfolipido, quebram por accdo de ufiialivagem na cadeia transformada (Retisl.,
2004 (a); Reist al., 2004 (b)), dando origem aos chamados produtosxdkacdo de
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cadeia curta. A formacédo de produtos de oxidagcaradeia longa e curta, apds oxidacéo
radicalar, esta de acordo com trabalhos realizadtesiormente em oxida¢do da PC (Reis
et al., 2004 (a); Reist al., 2004 (b); Reist al., 2007)

Os produtos de oxidacdo da PLPE-Glucose de cadeia € longa obtidos serdo

descritos separadamente.

A
100 792.7
X
( L[0T esae | 8806 o347
\ T ‘ T T ‘ T T T ‘ T Tt ‘ T T T 1T ‘ \ T 1T ‘ T 1T ‘ T T T ‘ T \ T
B
716.6
Mx6 [M+H]* M
100 878.6
910.6
° 748.6 764.6 822.8 848.8 879.6 933.8
0 m/z

725 750 775 800 825 850 875 900 925

Figura 11.Espectros de ESI-MS da mistura PLPE-Glucose emigesindo oxidativas (A) e apoés dois dias
de oxidacéo (B).

Produtos de oxidac&o de cadeia curta [M+H]da PLPE-Glucose

Os produtos de oxidacdo de cadeia curta formamiaedp apds a insercdo de
atomos de oxigénio, a se da a quebra da cadeiaficadd, como foi referido
anteriormente. A quebra do &cido linoleico (cadiesaturada ersn-2) leva a formacéo de
dois tipos de compostos, uns com a formagédo derupogerminal aldeido e outros com
acido carboxilico, e com comprimentos de cadeiereliftes. A formacao destes produtos
de oxidagcdo comecou a ser observada apds um diddigao e foram identificados como
ides [M+H] de nmvz 742.5, 756.5, 770.5,com formagdo de um grupo @ddei os ibes
[M+H]* de mz 758.5, 772.5, 786.5, com formac&do de um grupoidmat carboxilico.
Além destes ibes, também visualiza-mos alguns[Mesla]” denvz 764.6, 778.6 e 792.6,
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com formacdo de um grupo terminal aldeido e 78104,6, 808.6, com terminal acido
carboxilico. Estes dados encontram-se organizagelésroha resumida na Tabela 3, com as
respectivas localizacdes da posicédo do grupo tatpgue dao informagédo do tamanho da

cadeia carbonads-2.

Tabela 3.Produtos de oxidacdo de cadeia curta da PLPE-&ueoespectivos valores ez dos ibes

obtidos nos espectros de ESI-MS.

Produtos de oxidacdo de Formacao de um grupo Formacao de um grupo
cadeia curta aldeido carboxilico
(local da quebra) (m/z) (m/z)
[M+H]* [M+Na]* [M+H]* [M+Na]*
c7 742.6 764.6 758.6 780.6
Cc8 756.6 778.6 772.6 794.6
c9 770.6 792.6 786.6 808.6

Estes resultados estdo de acordo com dados oltidesormente na oxidacdo da
PLPE (Dominguest al., 2008 (a)) em que foram observados produtos d#agdd com
tamanho de cadeia C7, C8 e C9. Na oxidagcao da Rk ainda encontrados produtos
de oxidacdo de cadeia curta com terminal aldeidodowdo carboxilico em C11.
Comparativamente com estudos realizados na oxidaedLPC (Reist al., 2004 (a);
Reiset al., 2004 (b); Dominguest al., 2008 (a)), verificamos que produtos de cadeitacur
com terminacdo em C7 soO foram observados na oxadig&#LPE (Domingues al., 2008
(a)) e PLPE-Glucose e que produtos de oxidaca@deeia curta com terminagao em C13,

foram observados apenas em PC.

Produtos de oxidacdo de cadeia longa [M+HJda PLPE-Glucose

Nas primeiras horas de reaccdo, podemos obserf@meacao de produtos de
oxidacdo que surgem da insercdo de atomos de @sgen fosfolipido. Estes produtos
sao designados de cadeia longa e tém maior wdkdo que a PLPE-Glucose. Este valor
n/z varia de acordo com o nimero de atomos de oxigguméosao inseridos na cadeia
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insaturada e grupo funcional formado. Neste trabdram observados produtos de
oxidacdo de cadeia longa com a insercao de 12} atomos de oxigénio com formacao
de grupos hidroxilo e/ou peroxido, dando origerdesi[M+H] dem/z894.6, 910.6, 926.6

e 942.6. A formacédo de produtos de cadeia longhdamse fez notar, pela presenca dos
ides [M+H] m/z 892.6, 908.6, 924.6 e 940.6 que correspondemeéciis de 1 a 4 &tomos
de oxigénio e podem formar um grupo cetona, cetmRilo e ceto-di-hidroxilo ou
cetoperoxilo. Foram observados ainda os aductosédé dos mesmos produtos de
oxidacdo de cadeia longa. Estes resultados estacaldo com os resultados obtidos na
oxidagédo da PLPE (Dominguetal., 2008 (a)) e estao organizados de forma resunada n

Tabela 4. A presenca de alguns destes i0es podessalizada na Figura 12.

[M+H]*
100 878.6 [M+16+H]*
| 894.6
1] 879.6 |
o\o — i» ['9\/6’\8]+6 [M+32+H]* [M+32+Na]*
111 880.6 [gggHé [M+30+H]'91 0.6 M+16+Nal  M+a6+H1D32.6
] "N 908.6 916.6 926.6

O B R R A R RS R R 1174
880 890 900 910 920 930

Figura 12. Espectro de ESI-MS da PLPE-Glucose apés 1 dixidagso.

Tabela 4.Produtos de oxidagdo de cadeia longa da PLPE-&dueoespectivos valores iz dos ides

obtidos nos espectros de ESI-MS.

Produtos de oxidacao de cadeia longa Formacao de grupo Formacio de grupo
(n? de oxigénios) Hidroxilo / Hidroperoxido Cetona
(m/z) (m/z)
[M+H]+* [M+Na]* [M+H]* [M+Na]*

+10 894.6 916.6 892.6 914.6

+20 910.6 932.6 908.6 930.6

+30 926.6 948.6 924.6 946.6

+40 942.6 964.6 940.6 962.6
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No estudo da oxidacédo da PLPE-Glucose, verificaanm®senca de alguns aductos
de sbédio, mesmo sem a adicdo de sal. O estudagimdntacao realizado anteriormente
em PLPE sodiadas revela-nos o interesse da artdites ides. Apesar do estudo dos
aductos de sodio nao ter sido aprofundado negiallti@ reconhecemos que se considera
importante o seu estudo no futuro. Neste trababth@d$tudada a fragmentacdo dos ides
[M+H]* por ESI-MS/MS em detalhe. Visto que nos dados @MS se observam

predominantemente os ides [M+Hapenas estudamos as fragmentacdes desses ibes.

4.4 Caracterizacéo dos produtos de oxidagdo [M+Hj PLPE-Glucose por ESI-
MS/MS

Neste subcapitulo serdo analisados os espectr&SHBIS/MS dos produtos de
oxidagdo obtidos e serdo propostas estruturas dixs tos ides de interesse formados a
partir dos produtos de oxidacdo. Ao estudar osytosdde oxidacdo da PLPE-Glucose por
ESI-MS/MS, conseguimos retirar informacéo estrufuagpartir da perda das cadeias de
acidos gordos (Pulfer and Murphy, 2003). Serdo aipmbpostas as principais vias de
fragmentacao de cada produto de oxidagao.

ESI-MS/MS de produtos de oxidacao de cadeia curteadPLPE-Glucose

Os produtos de oxidacdo de cadeia curta apesatedéficados nos espectros de
ESI-MS aparecem com pouca abundancia relativa. tasti® faz com que os ides
fragmento obtidos em espectros adquiridos em ESM3Sdesses mesmos ides surjam
com pouca abundancia relativa. Deste modo estesnfamalisados por LC-MS e LC-
MS/MS.
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ESI-MS/MS de produtos de oxidacao de cadeia longadPLPE-Glucose

Dentro dos produtos de cadeia longa, serdo aperaisamlos os produtos com
insercdo de um e dois atomos de oxigénio, dadofajaen 0os que apresentaram maior
abundancia relativa. Ao analisar os espectros deMSEVIS destes produtos, verificamos
de existem iGes fragmento que correspondem a peodasns. A perda comum de 303 Da
a partir do ido [M+H], esta presente em todos os espectros de ESI-M8&/MiSorigem
aos ibes de abundancia relativa elevada. Os i6e$1{B03], surgem apds a perda da
cabeca polar do fosfolipido glicosilada e ao selsresm/z estdo organizados na Tabela
5. Para alguns produtos, verificamos que a perdableca glicosilada, ndo da origem aos
ibes de maior abundancia relativas, mas esse f&tto esclarecido separadamente para
cada ido. A perda da cabeca polar do fosfolipidom@a caracteristica da classe das
fosfatidiletanolaminas, e j& foi visualizada embaihos realizados anteriormente como
perda de 141 Da para fosfatidiletanolaminas naoiffnadas na cabeca, na andlise destes
fosfolipidos por ESI-MS/MS (Pulfer and Murphy, 2008enk, 2005; Simoest al., 2008)

e no estudo da oxidagédo de fosfatidiletanolamizamingueset al., 2008 (a)). Estes
resultados vém confirmar que de facto estes predigooxidacdo séo fosfolipidos com a
cabeca glicosilada. Aléem desta perda caracteriddiceabeca polar glicosilada, verificam-
se ainda outras perdas caracteristicas que surgenolécula da glicose, nomeadamente
pela perda de 18 Da, 36 Da, 54 Da e 84 Da, a mhrtifio [M+H] de cada produto de
oxidacdo, e correspondem respectivamente a perd&@e2H0, 3HO e 3H-H,CO.
Estes resultados estdo de acordo com estudosadeizanteriormente em aminoacidos
glicosilados (Wanget al., 2008), em que se observam, por ESI-MS/MS estasnae
perdas. Neste trabalho, conseguimos ver essas mesnmtas em fosfolipidos glicosilados.
A formacao de ides que resultam destas perdasiaesel também podem surgir a partir
do ido [M+H] demvz 304.0, correspondente a cabeca do fosfolipidogjlada protonada.
Estas vias de fragmentacdo foram também observamlaspectro de MS/MS da PE-
Glucose nédo oxidada, como foi descrito no capithberior aquando do estudo da
fragmentacao da PLPE-Glucose.

Os valores devz dos ibes fragmento resultantes destas perdas coangonstram-

se organizados de forma resumida na Tabela 5.
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Tabela 5 I6es fragmento obtidos por ESI-MS/MS, que resultienperdas comuns dos produtos de oxidacao

de cadeia longa com um e dois atomos de oxigénio.

IM-H,O+H]"  [M-2H,0+H]"  [M-3H,0+H]* [M-3H,0+H,CO]"  [M-303+H]"

892.6 874.6 856.6 838.6 808.5 589.5
894.6 876.6 858.6 840.6 810.6 591.5
908.6 890.6 872.6 854.6 824.6 605.5
910.6 892.6 874.6 856.6 826.6 607.5

Outros ides fragmento de abundancia relativa memure néo sao reprodutiveis em
todos os espectros, serdo analisados e discutig@asaslamente de acordo com o namero
de oxigénios inseridos e grupo funcional formadw,yalor crescente de/z

40 [M+H] " m/z de 892.6— produto de oxidacdo de cadeia longa, com inseiedom
atomo de oxigénio e formacao de uma ligagédo dupla

O i&o [M+H]" dem/z 892.6, corresponde a um produto de oxidacio deacémhga
da PLPE-Glucose com insercdo de um atomo de oxigéti a forma de grupo cetona. O
espectro resultante da sua analise por ESI-MS/M& representado na Figura 13. Ao
observar o espectro, podemos verificar a preseecalais ides fragmento de maior
abundancia relativa d&/z 589.5 e 575.5. O ido de/z 589.5, surge da perda de 303 Da a
partir do ido precursor. Esta perda surge comdasid cabeca glicosilada do fosfolipido,
ja descrita anteriormente e que confirma estarmaranpe uma fosfatidiletanolamina
glicosilada. O ido devz 575.5, surge apos a perda de 317 Da a partiradprécursor. A
perda de 317 Da sugere a eliminacédo da cabecaitdita oxidada, ou seja a perda de um
neutro de 303 + 14 Da (Esquema 7).
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Figura 13. Espectro de ESI-MS/MS do produto de oxida¢do daERGlucose [M+H] denvz 892.8.

Esta fragmentacao indica que a cabeca glicosilaftausoxidagdo com formacgao
de um grupo cetona e muito provavelmente esta g&alacorrera no grupo etanolamina
da cabeca do fosfolipido. A glicosilacdo poderéofager esta oxidagdo. A oxidacdo na
cabeca ndo se observou na oxidacdo da PLPE (Doesegal., 2008 (a)) . Como ja
vimos anteriormente € a cadeia de acido gordouresdd ensn-2, que € mais susceptivel a
oxidacdo, devido a presenca de ligacBes duplasertinto, ha evidéncias de que estas
modificacbes oxidativas também possam ocorrer al mi@ cabeca polar do fosfolipido,
factos revelado em estudos de oxidacdo em PC @ak, 2004 (b)). Desta forma,
podemos afirmar que o ido [M+H-3Tdem/z 575.5 corresponde a uma estrutura com 0s
acidos gordos ndo modificado e com o grupo cetanetanolamina. A observacao destes
i0es diz-nos que temos pelo menos dois produtexidacédo diferentes, um com oxidacao
na cabeca glicosilada do fosfolipido e o outro cxdacdo na cadeia de acido gordo.

Neste espectro foi ampliada a zona entre os \&iiz440.0 e 510.0, por ser a
zona onde se encontram Varios ides fragmento degde.

Na zona do espectro ampliada, podemos observarsodes de menor abundancia
relativa que se revelam importantes. Os i0eBVWde311.2 e 283.3 surgem apos a perda da
cadeia insaturada do fosfolipido e da cabeca, dwaapenas a cadeia esn-1 nao

modificado com o glicerol. A sua presenca indica-goe as alteragbes oxidativas n&o
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ocorrem ensn-1 (Esquema 7). O ido de/z 502.3 vem confirmar a ocorréncia da oxidagao
na cadeia de acido gordo insaturadaser. A estrutura proposta indica-nos a saida de
parte da molécula de glicose e da cadeiaefinndo modificado.

Os i0es den'z 467.4, 449.2 e 507.5 dao-nos informacao sobressiye posicdo do
grupo cetona ersn-2, como podemos ver no esquema de fragmentacao aja@seam
baixo (Esquema 7). O ido [M+H]de valorm/z 467.4 forma-se apds saida da cabeca
glicosilada do fosfolipido e a partir da quebrdigacdo C-C entre o carbono 9 e 10 8m
2, 0 que nos indica que o grupo cetona se encartadizado no carbono 9. A partir deste
ido forma-se um outro d&/z 449.2 por perda de uma molécula dg®Hque confirma a
presenca do ido 467.4 e da posi¢cao do atomo dérogigm C9. O ido devz 507.5 surge
da quebra emsn-2 entre C12-13 e apds a perda da cabeca, sugeripgisenca do grupo
cetona em C12 (Esquema 7). Estas quebras na ligag@mente ao grupo funcional foram
ja observadas em estudos da oxidacdo em PE e BCe(RE, 2004 (a); Reist al., 2004
(b); Domingueset al., 2008 (a)), e sdo indicativos da localizagdo dgpgrfuncional na

cadeia carbonada.
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Esquema 7 Produtos formados a partir da fragmentac&o do poodiioxidacio [PLPE-Glucose+Hile
m/z892.6.
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O facto destes ides fragmento indicarem que o ggiona esta posicionado
preferencialmente em C9, C12 e C13 estd de acooio @s estudos realizados
anteriormente na oxidacdo da PLPE (Domingeied., 2008 (a)). Neste estudo, os ides
fragmento com maior abundancia relativa, eram a&guglLie indicavam a presenca do
grupo cetona em C9 e em C12, contrariando os aglmdtobtidos no estudo da oxidacdo
da PC (Rei®t al., 2004 (a); Reist al., 2004 (b); Dominguest al., 2008 (a)), em que 0s
grupos cetona parecem ter preferéncia pela localizem C9 e C13. Estas diferencas
foram atribuidas ao facto destes dois tipos deofipsfios, terem cabecas polares
diferentes.

Em resumo, o ido [M+H]892.6, corresponde a varios produtos de oxidaedo d
cadeia longa da PLPE-Glucose, em que a oxidacé® uairer a nivel da cabeca polar do
fosfolipido, ou a nivel das cadeias de acidos ggrdonfirmada pela presenca dos ibes
502.3 e 589.5. A presenca de ides como 311.2 82838mprovam que a oxidagdo nao
ocorre em sn-1. Os i0es d#z 467.3 e 507.4 confirmam que a oxidag&o ocorre e sn
levando a formacdo de produtos com formacdo do ogrogtona em C9 e Cl12,

respectivamente.

|40 [M+H] " de m/z 894.6— produto de oxidacdo de cadeia longa, com inseiedom

atomo de oxigénio e formacéo de um grupo hidroxilo

O iao 894.6 correspondente a PLPE glicosilada cm@r¢do de um atomo de oxigénio sob
a forma de grupo hidroxilo e o seu espectro denfeagacéao obtido por ESI-MS/MS esta
representado na Figura 14.

100+ 575.5
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%
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Figura 14. Espectro de ESI-MS/MS do produto de oxidacdo daEPGRicose [M+H] denvz 894.7.
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Neste espectro podemos ver que ha trés ides guestam pela sua abundancia
relativa elevada, os ibes déz 591.5, 575.5 e 0 564.5. Como ja vimos anterioraemiao
dem/z591.5 é um ido que corresponde a uma perda comabel@5), que surge da perda
da cabeca glicosilada do fosfolipido [M+H-303}onfirmando que este espectro é relativo
a de um produto de oxidacdo de PLPE glicosiladgprésenca do idao devz 810.5
confirma também essa glicosilagdo, visto que saigaima das perdas conhecidas da
molécula de glicose, aqui representada pela pexddda (3HO-H,CO) (Tabela 5). A
presenca do ido d&/z 575.5 sugere a saida da cabeca do fosfolipidomente com o
grupo hidroxilo, o que indica que a oxidacéo tenbarrido a nivel da cabeca polar do
fosfolipido. O ido denz 564.4 é um ido que surge com elevada abundanatavaee que
aparece apos saida da cadeiasefh juntamente com parte da molécula de glicose. Este
ido indica-nos que a oxidacdo ocorreu a nivel ddeieainsaturada do fosfolipido

(Esquema 8).
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Esquema 8 Produtos formados a partir da fragmentacdo do poatiioxidacio [PLPE-Glucose+Hdle
m/z894.6.
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A par com ido 564.3, temos a presenca de outrescid®o o ido devz504.4 e o
353.3. O ido dan'z 504.4 surge apoOs saida de parte da molécula desglue saida
completa da cadeia carbonada situadaseih O ido demv/z 353.3 surge apés a perda da
cabeca glicosilada do fosfolipido combinada conmaidas da cadeia carbonada eml.
Estes i0es sédo indicativos da presenca do grupoxid na cadeiasn-2, 0 que vem
comprovar mais uma vez que a oxidag&do ocorrere?e néao ensn-1.

A presenca de outros ides de menor abundanciaveelabmo o ido dewvz 283.3,
revela-se importante, visto que € um ido indicatiagresenca da-1 ndo modificada.

Em resumo, o ido [M+H] 894.6, corresponde a um produto de oxidacdo
hidroxilado da PLPE-Glucose, em que a oxidacdo paderer a nivel da cabeca polar do
fosfolipido, ou a nivel das cadeias de acidos ggrdonfirmada pela presenca dos ibes
591.5, 564.5, 504.3 e 353.3. A presenca de i0e® @38.3, vem comprovar mais uma vez
que a oxidagao nao ocorre sml.

I1A0 [M+H] " m/z de 908.6- produto de oxidacdo de cadeia longa, com inseigadois

atomos de oxigénio

O ido [M+H] nmvz 908.6 corresponde a PLPE glicosilada com insedgalois
atomos de oxigénio com formac&o de um grupo cetama grupo hidroxilo, designando-
se por ceto-hidroxilo, e 0 seu espectro de fragagéat obtido por ESI-MS/MS esta

representado na Figura 15.

[M+H]*
100- 605.6 908.7
1 607.6
o | 824.6
X
] 2833 550.5 6796
] 339.4 4092 5234 686.5 7295 J h
07 n‘Jh “ i, : ooy \‘L‘ ..‘_“\.‘Ll.‘(‘u‘\‘“‘m‘ . “u‘ sy ‘L‘ L ‘ m/Z
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Figura 15. Espectro de ESI-MS/MS do produto de oxidacéo daBPGRicose [M+H] denvz 908.7.
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Neste espectro verificamos a presenca de um igméato de abundéancia relativa
elevada den/z 605.6. Este ido surge a partir da perda da cabegsitada do fosfolipido e
corresponde a [M+H-303]confirmando que este espectro € relativo a de nadupo de
oxidacdo de PLPE glicosilada. Aléem deste ido deomabundancia relativa, podemos
verificar a presenca dos ifes correspondentesrdagpeonhecidas da molécula de glicose,
aqui representadas pelos ibeslz 872.6, que surge da perda de 36 Da,(@H: denvz
824.6, que surge da perda de 84 Da,(3H,CO) (Tabela 5). Podemos ver ainda a
presenca de outros i6es como o iaomde550.5. Este ido surge apos a perda de 84 Da
(3H,0-H,CO), combinada com a perda g®el e do grupo hidroxilo (Esquema 9) o que
nos indica mais uma vez, que a modificacdo oxidas da a nivel da cadeia em2.
Com a saida do grupo hidroxilo, forma-se uma ligatidpla na cadeia insaturada, uma vez
que este grupo sai com formacédo de uma molécufmda. A semelhanca dos espectros
anteriores, podemos verificar a presenca davi@ae 283.3 que indicativo da cadeia em
sn-1 ndo modificada, comprovando que a oxidacao ocamnrene2,como referido para os

ides anteriores.

HO.

Ry

HO Q\/ojo(

m/z908.6
He: ‘ﬁ
/t\ o 0
+ NGNS
HO—\\ NH\/\O\F{/O o CHy on* oH °

nd O\/KCH M\)\W
2 m/z550.5 o X CHy
HZC)VOTRI

o
m/z 605.5
oH" ﬁo&i

+ M\/\)\/\/O

N ? 9 71

|

<O\A\R Hzc)\/OTRl
1
o0  m/z523.4

m/z283.3

Esquema 9.Produtos formados a partir da fragmentacdo do poatiioxidacio [PLPE-Glucose+Hdle
m/z908.6.
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Ao analisar este espectro, verificamos a preseagautiros ibes com abundancia
relativa mais baixa, como o ido a@z 523.4. Este ido informa-nos da possivel localiaaca
do grupo hidroxilo a C9 e o grupo cetona a C12 (Estp 9). A quebra na ligacdo C-C
ocorre na posicao adjacente a localizacdo da ésetg oxigénio. Estes resultados estao
de acordo com estudos realizados anteriormentidagéo da PLPE (Dominguetsal.,
2008 (a)), em que um dos ides resultantes do pradieitoxidacdo de cadeia longa com
insercdo de dois oxigénios e formacdo de um celmxXilo, é exactamente o idwz
523.4.

Resumindo, o ido [M+H] 908.6, corresponde a varios produtos de oxidagio d
cadeia longa da PLPE-Glucose, em que a oxidacaweoa nivel das cadeias de acidos
gordos, confirmada pela presenca dos ibes 605506 .5A presenca do ian/z 283.3,
comprovam que a oxidacdo ndo ocorreseri. O idom/z 523.4 confirma que a oxidagao
ocorre emsn-2 e que este ido é resultante da quebra em Cl2m@&@or abundancia

relativa.

I1A0 [M+H] " m/z de 910.6- produto de oxidacdo de cadeia longa, com inseigadois

atomos de oxigénio

O ido [M+H] mvz 910.6 corresponde a PLPE glicosilada com insedgalois
atomos de oxigénio com formacéo de grupos hidrailale um grupo peroxido, e 0 seu
espectro de fragmentacédo obtido por ESI-MS/MS regt@sentado na (Figura 16).

(M+H]*
589.5 9106

=
o
?

876.6

808.5 8746
607.5 732.0 \ “ ‘
Mot ‘\l‘ o \.‘.“J“l‘xl“m‘m‘ sl ‘Il.‘ ; .‘1“‘ ‘ o L. . L, m/z
600 700 800 900

%
[ R B T R

?

Figura 16. Espectro de ESI-MS/MS do produto de oxidacdo dafRGlucose [M+H] dem/z 910.6.
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Neste espectro, o ido de maior abundancia relabtido, ndo € o que corresponde
a perda da cabeca glicosilada do fosfolipmiz 607.5), mas sim o que corresponde a essa
perda combinada com a perda d®Hdando origem ao ido aa/z 589.5. Esta perda de 18
Da, combinada com a perda da cabeca glicosila@& (3&) a partir do i&o precursor, faz-
nos suspeitar que estamos perante um compostalrdxhado, e a presenca do ido
[M+H]* nmvVz 571.5 vem comprovar essa suspeita, visto ser amuéa surge apos saida de
duas moléculas de agua a partir do ido [M+H-308]m/z 607.5. (Esquema 10). Estes
resultados estdo concordantes com trabalhos réasizanteriormente na oxidacdo de
PLPC (Adachiet al., 2004; Adachiet al., 2005; Reist al., 2007), em que a presenca de
compostos hidroxilados foi detectada através dadap@e moléculas de agua.

No entanto, além da perda de -36 Da, verificamodén uma perda de -34 Da a
partir do ido precursor e combinada com a perdaatieca glicosilada do fosfolipido,
dando origem aos ibes @z 876.6 e 573.5, respectivamente (Esquema 10). Esthap
indica que estamos perante um composto com um gremmxilo, visto que a perda de 34
Da foi encontrada na fragmentacgéo de hidroperoxd@od3C oxidada (Spickett al., 2001,
Adachiet al., 2004; Adachkt al., 2005; Reist al., 2007) e em perdxidos de PE oxidada
(Domingueset al., 2008 (a)).

Outro ido de abundancia relativa elevada é odes75.5 (-303+32Da). Como ja
vimos em espectros de fragmentacdo da PLPE gkclasitdo oxidada, este ido surge apés
saida da cabeca glicosilada do fosfolipido e cpomde as cadeias de &cidos gordos do
fosfolipido e glicerol. A presenca deste ido suggre as cadeias de acidos gordos ndo
tenham sofrido modificacbes oxidativas. Isto sigaif que a oxidacdo ocorreu a nivel da
cabeca glicosilada do fosfolipido. O idord& 520.3, surge ap0s saida sivl e parte da
molécula de glucose e indica-nos mais uma vez gquedacdo ocorreu a nivel da cabeca
glicosilada do fosfolipido.
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Esquema 10Produtos formados a partir da fragmentacédo do poatki oxidagdo [PLPE-Glucose+H]
m/z910.6.

O espectro obtido mostra-nos outro ido de impordametevante devz 467.4 indicativo da
possivel ligacdo de um dos grupos hidroxilo ou dgg peroxilo em C9 (Esquema 10).
Este ido fragmento comprova que a insercdo de &o@mxigénio ocorre a nivel do-2
e esta de acordo com os resultados obtidos por s e colaboradores (Domingees
al., 2008 (a)), visto que a presenca do idande467.4 também se verifica em compostos
com um grupo peroxido/peroxilo ou com um di-hidtoxi

Resumindo, a presenca de i0es resultantes dasspeela32, 34 e 36 Da,
combinadas com a perda da cabeca polar do fosfoligignifica que o ido devz 910.6
com insercdo de dois atomos de oxigénio pode sercamposto com um grupo
peroxido/peroxilo ou di-hidroxilo. A presenca dooid@/z 520.3 indica-nos que a
modificacdo oxidativa se da esn-2. O ido denV/z 467.4 confirma-nos que a oxidagéo se
da a nivel den-2 e que um dos grupos hidroxilo ou o grupo peréxiempilo se situa em

C9. Assim, este ido corresponde a varios produtosxilacdo da PLPE-Glucose. Deste
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modo, podemos verificar que o ido iz 910.6 corresponde a produtos de oxidagdo da
PLPE-Glucose com estruturas diferentes.

4.5 Oxidacéo de fosfatidiletanolaminas quando enegpenca de PLPE-Glucose

Vérios estudos fazem referéncia ao facto das fdgéanolaminas glicosiladas
serem capazes de promover a peroxidagdo lipidiesmm na auséncia de agentes
oxidantes (Oaket al., 2000; Breitling-Utzmannet al., 2001). Parece que as
fosfatidiletanolaminas glicosiladas promovem a pgéd de espécies reactivas de
oxigénio, levando a peroxidacao lipidica (Gatkal., 2000). Assim, fomos avaliar qual a
influéncia da glicosilagdo na peroxidacdo de fadifatanolaminas. Neste trabalho
avaliamos a oxidacdo de fosfatidiletanolaminas resegmca de fosfatidiletanolaminas
glicosiladas. A monitorizacéo foi realizada atrad®s uso de espectrometria de massa,
utilizando oelectrospray como método de ionizagao.

Os espectros apresentados abaixo (Figura 17) porrédem a reaccao de oxidacao
da PLPE na auséncia de PLPE-Glucose (Figura 17d@)axidacdo da PLPE em presenca
de PLPE-Glucose (Figura 17-B). Os espectros foradguiados nas mesmas
circunstancias, apoés dois dias de oxidacao.

A presenca destes produtos de oxidacdo estdo clamtes com resultados obtidos
num outro estudo utilizando reac¢éo quimica comadyea de radicais livres na oxidagao
de fosfatidiletanolaminagGugiu et al., 2006). Curiosamente estes mesmos autores que
utilizaram também oxidacdo enzimatica e UV, veaifean que os produtos de cadeia curta
com 9 carbonos eram os mais abundantes, tendo amustatado que em amostras
biolégicas de retina de rato os produtos de oxmlatgicadeia curta com terminal acido
carboxilico em C9, eram os mais abundantes (Gegial., 2006). Neste trabalho, ao
observar a (Figura 17), verificamos esses mesnsodtados, em que o produto de cadeia
curta C9 com terminal aldeidovz 608.4) tem maior abundancia relativa, que o deiaade

curta C9 com terminal &cido carboxilict/¢ 624.4).
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[PLPE+H]*
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Figura 17. Comparagéo da quantidade de produtos de oxiddt&#ms entre: A — espectro de ESI-MS
relativo a reaccao de oxidacdo da PLPE, apos ihssdé reaccdo; B — espectro de ESI-MS relativo a

reaccao de oxidacdo da PLPE, na presenca de PLIRIBS@| apds dois dias de reaccao.

Os produtos de oxidacdo de cadeia longa obtidosnénv30.5, 732.5, 746.5 e
748.5 e surgem apos a introducado de 1 e 2 atomosigiEnio. O ido denz 730.5 e 732.5
surgem da insercdo de 1 atomo de oxigénio, comagdiomde um grupo cetona e de um
grupo hidroxilo, respectivamente. O idom& 746.5 e 748.5 surgem da insercdo de dois
atomos de oxigénio e podem formar derivados hithdas e/ou peroxidos. Os produtos de
oxidagdo de cadeia longa da PLPE foram anterioeniglentificados por Domingues e
colaboradores (Dominguesal., 2008 (a)), por LC-MS e LC-MS/MS.
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4.6 Conclusdes

Os produtos de oxidacao formados a partir da ofimla@ PLPE-Glucose, atraves
da reaccédo de Fenton, foram analisados por ESI-ESIMS/MS e descritos em detalhe
neste capitulo. Assim, foi possivel identificarppsdutos de oxidag¢do de cadeia curta com
formacao de um grupo aldeido e de um &cido caiboxibm comprimentos de cadeia de
7 a 9 carbonos. Além destes produtos de cadeia, awohseguimos identificar também
produtos de oxidacao de cadeia longa com inseredany dois, trés e quatro atomos de
oxigénio. Através do uso do ESI-MS/MS, foi posstaehbém obter informacgéo estrutural
dos produtos de oxidagdo com inser¢cdo de um eatlmisos de oxigénio, revelando o seu
posicionamento na cadeia em-2, mas também na cabeca glicosilada do fosfolipido.
Como foram obtidos varios produtos de oxidacdoa pas mesmos valoresvz, a
caracterizagdo destes produtos seréa realizada@d$ e LC-MS/MS de modo a obter
informag&ao mais detalhada, sobre as suas diferesgagurais.

Ao comparar 0s espectros obtidos para as reaa@esxidacdo da PLPE na
auséncia e em presenca PLPE-Glucose, conseguimmopraar que de facto, os
fosfolipidos oxidam mais rapido na presenca de osutfosfolipidos glicosilados,
provavelmente por haver um aumento de producaddfe R
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5 Estudo da oxidacao da PLPE-Glucose por LC-MS e LC
MS/MS

5.1 Introducéo

Na oxidagédo da PLPE e PLPE-Glucose ha formacaardegrande variedade de
produtos e as possibilidades estruturais sdo disqrara cada produto de oxidacéo. Esta
variedade de produtos inclui a presenca de isonpasisionais e funcionais. A presenca
de isémeros ja foi observada anteriormente em estadm fosfatidilcolinas (Reit al.,
2004 (b)) e em fosfatidiletanolaminas (Domingeteal., 2008 (a)). Para poder identificar e
caracterizar estruturalmente os produtos isoméfamsados, a mistura de PLPE e PLPE-
Glucose oxidada foi analisada por LC-MS, de mogodermos separar esses compostos e
diferenciar os isdbmeros que possam existir. As fivagibes oxidativas em PE, ndo tém
sido alvo de muitos estudos e apenas dois estddasificam os produtos de oxidacéo de
PE, por LC-MS/MS (Gugiuet al., 2006; Dominguest al., 2008 (a)). Gugiu et al
identificaram produtos de oxidacdo de cadeia cdaaPLPE contendo grupo terminal
acido carboxilico e aldeido, por MRM (multi reaatimonitoring). Utilizando a técnica de
LC-MS/MS, Domingues e colaboradores identificararadptos de oxidacdo de cadeia
curta e cadeia longa e diferenciaram isomeros jposis da PLPE oxidada. Até a data ndo
existe nenhum trabalho sobre a identificacdo e tadesdetalhado das modificacbes
ocorridas em PE glicosiladas por LC-MS/MS. A esmeoetria de massa e mais
especificamente a espectrometria de méasdem, é uma técnica poderosa que € muito
atil na identificacdo de produtos de peroxidacasfdidpidica, particularmente quando é
usada no uso de misturas complexas, como aqueidasih vivo.

Neste capitulo, descrevemos as alteracdes oxidanfaidas pela PLPE-Glucose,
através do uso do radical hidroxilo, formado atsad@ reaccdo de Fenton. Os produtos de
oxidacao foram identificados com o uso da cromatigtiquida de fase reversa, acoplada

a um espectrometro de massa.
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5.2 Material e Métodos

Nesta parte do trabalho foi realizada nova sindeseLPE-Glucose de acordo com
a metodologia utilizada no capitulo 3. Foram realas duas misturas com PLPE e PLPE-
Glucose e uma delas foi submetida ao processo uagio seguindo a metodologia

utilizada no capitulo 4.

Instrumentacgéo:

Os produtos de oxidacdo foram separados atravestitizacdo de LC-MS,
utilizando o HPLC (Waters Alliance 2690) acopladoespectrometro de massa Q-ToF 2
(Micromass, Manchester, UK). A mistura foi diluida20, v/v) em 75% de metanol e 25%
de agua (v/v). Foram introduzidos 10 pl de amasraoluna Supelco Bio Wide Pore C5
(15 cm x 0.5 mm, 5 um) que funciona como fase Estada. Para fase movel, foi
utilizada agua com 0,1% (v/v) de acido formico éelie A) e acetonitrilo com a mesma
percentagem de acido formico (0.1%, v/v) (eluenje B programa foi optimizado de
modo a obter separacado das fracgOes correspongramgea PE e PE-Glucose. O programa
utilizado tem inicio com 20% do eluente B, com wmanto gradual durante 15 minutos
até 70% de B. E atingido 100% de B aos 25 minuta® permanece durante 10 minutos,
descendo até aos 20% de B em 5 minutos. O progeamaa totalidade 40 minutos.

A aquisicdo de espectros de ESI-MS e MS/MS foiizada no modo positivo,
utilizando a agulha com 3kV de voltagem aplicad@m®m uma voltagem no cone de 35V.
A temperatura na fonte de 80°C e a de solvatac@8C150s espectroandem foram
realizados nos ifes de interesse usando argon gamde colisdo e a energia de colisdo
variou entre os 20 e os 30 eV. No tratamento delteeos foi utilizado o programa de
software MassLynx (verséo 4.0).
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5.3 LC-MS

Neste trabalho foram analisadas por LC-MS duasunaistoxidativas distintas: uma
com PLPE+PLPE-Glucose sem oxidacdo (amostra A)ta @om PLPE+PLPE-Glucose
com oxidacao (amostra B). A reaccao de oxidacadmgtmn B) foi monitorizada por ESI-
MS durante trés dias e analisada por LC-MS duranteesmo tempo. Na Figura 18 estao
representados os cromatogramas obtidos para agasistnalisadas A e B, onde se pode
visualizar as diferencas entre dois perfis cronrafiagps, quando comparados.

A
100
356 42.42
X
0 L L H‘\“H\Time
10.00 40.00
B
100 23.02 42.46
42.64
.| 365
N
0— e e [ime
10.00 20.00 30.00 40.00

Figura 18. Cromatograma iénico total de LC-MS da mistura PLPERE-Glucose sem oxidagdo (A) e da

mistura PLPE+PLPE-Glucose apés oxidagéo (B).

As diferencas entre os dois perfis cromatografmagiem devido a presenca de
produtos de oxidacdo presentes na mistura de PUEHEE-BIucose que foi submetida ao
processo de oxidacdo. Os produtos de oxidacdo &E+Alucose foram identificados

como produtos de oxidacao de cadeia curta e longa.
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Os produtos de oxidacéo de cadeia curta separaddsCpMS foram os devz 756.4,
770.4 e 824.4, jaA identificados anteriormente p@I-KAS. Na Figura 19 estdo
representados os cromatogramas de corrente idecmmstruida (RIC) obtidos para os
valoresnvz correspondentes aos produtos de oxidacdo de cadda Observando os
RICs obtidos, verificamos que existem varios pideluicdo para 0 mesmo valor mé&.

A presenca de varios picos de eluicdo pode devarfeamacdo de produtos de oxidacao
de cadeia curta isoméricos. No entanto, como d ebt&lo foi baixo, ndo foi possivel a
realizacdo de LC-MS/MS para todos os picos de @buapresentados. Os picos de eluicdo
de maior intensidade para cada vaidz correspondem a produtos de oxidacdo de PLPE-
Glucose, identificados por LC-MS/MS.

19.46 756.537 824.519
8.59 100 7.71
23.26 43 57
23.79 <
43.54
351 18.73 31.95 43 96 44.01
P et Time 0L e e e Time
10 00 20 00 30 00 40 00 10.00 20.00 30.00 40.00

770.5

100 125

%

43.54

jL(44 23
) Time

T T T
10.00 20.00 30.00 40 00

Figura 19. Cromatogramas de corrente i6nica reconstruida)(Rigs ides [M+H] dos produtos de oxidag&o

de cadeia curta da PLPE-Glucose

Assim, os produtos de oxidacdo de cadeia curtafoomacdo de um grupo aldeido
m/z 756.5 e 770.4, eluiram a 19,46 e al9,88 minutapectivamente (Figura 19) e o
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produto de oxidacdo de cadeia curta com formacaardgrupo acido carboxilico, elui a
20,8 minutos (Figura 19).

De acordo com dados publicados anteriormente (Geigall, 2006), sabemos que as
modificagcbes que ocorrem esn-2 decorrentes do processo de peroxidagdo levam ao
encurtamento do acido gordo, levando a formacadaik tipos de compostos, com um
grupo aldeido ou um acido carboxilico terminal.eEgtrodutos de oxidacdo tém a cadeia
em sn-2 com comprimentos diferentes, dependendo da localkizaa sua quebra. Neste
trabalho foram identificados dois produtos de ogémade cadeia curta da PLPE-Glucose,
com terminal aldeido devz 756.4 (com quebra da cadeia em2 no carbono 8) e 770.4
(com quebra dan-2 no carbono 9). Além destes produtos de oxidac&a com terminal
aldeido, foi ainda identificado um produto de cadrirta com terminal acido carboxilico,
dem/z 824.4, com quebra entre C12-13.

Dos produtos de oxidagédo de cadeia curta, aquedeagresenta maior intensidade
de sinal é o iAoz 770.4 correspondente ao ido [MFidp produto de oxidacdo de cadeia
curta com quebra entre C9-10. Estes resultados dstdcordo com os obtidos em estudos
relativos a oxidacdo de fosfolipidos contendo alaele linoleoil se verifica que os
produtos de cadeia curta com quebra em C9-10 sgaeapresentam maior abundancia
relativa (Gugiuet al., 2006) (Reist al., 2004 (a); Reist al., 2004 (b)). Este facto pode
estar associado a varios motivos, entre os quammamaior estabilidade da molécula, a
sua resisténcia a oxidacao posterior ou da possilé de se formar a partir de outros
produtos de oxidacédo de cadeia curta com mais iwasb@Reist al., 2004 (a); Reist al.,
2004 (b); Gugitet al., 2006).

Com base nos dados de LC-MS, foi possivel sega@tutos de oxidacdo de
cadeia curta com terminal aldeido e acido carbmxilcom diferentes tamanhos de cadeia
carbonada ensn-2. Visto estar descrito na literatura, a identif@acde produtos de
oxidagdo de cadeia curta da PLPE com terminal enC8y/C9, C11 e C12, supomos que
0S mesmos produtos possam ser observados pardag@xida PLPE-Glucose. Contudo,
neste estudo a baixa intensidade dos ides obsepaaddodos os ides limitou a aquisicéo
dos espectros com boa razao S/N.

Através da separacao por LC-MS da mistura PLPE&Skioxidada, foi possivel

separar também produtos de oxidagdo de cadeia.longa
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Os produtos de oxidacdo de cadeia longa da PLPEs&duseparados foram os de
m/z 894.5, 910.5 e 926.5 correspondendo a molécutdsradas com inser¢do de um, dois
e trés atomos de oxigénio na cadeiaser2, respectivamente, e formacdo de um grupo
hidroxilo ou hidroperoxidos. Também foram separamprodutos de cadeia longarde
892.5, 908.5 e 924.5 com insercdo em2 de um, dois e trés &tomos de oxigénio,
respectivamente, com formacdo de um grupo cetoatna-hidroxilo e cetona-di-
hidroxilo ou cetoperoxido. Estes produtos foramntdieados anteriormente por ESI-MS e
caracterizados por ESI-MS/MS (Capitulo 4). Obsedeaos RIC de cada ido (Figura 20)
podemos confirmar que alguns produtos de cadegalfM+H]" apresentam dois picos de
eluicdo com maior evidencia. Os respectivos RTdolstipara cada ido estao organizados
de forma resumida na Tabela 6. Estes dados est@ratdo com estudos realizados
anteriormente (Domingues al., 2008 (a)) para a oxidacdo de PLPE, em que eaiste
possibilidade de os produtos de oxidagdo de cddega obtidos, apresentarem mais do
que um pico de eluicdo e por esse motivo deverezstay na presenca de compostos
diferentes, como isémeros funcionais e posicionals. trabalho de Domingues e
colaboradores (Domingues al., 2008 (a)), foram obtidos dois picos de eluicdm
PLPE com insercdo de dois &tomos de oxigénio, sufgeque essas diferencas de elui¢cdo
surgem da diferenca da posicdo de oxigénios, ttataa de isOmeros com grupos
funcionais diferentes. Neste trabalho, obtivemasbtam picos de elui¢cdo diferentes para
compostos com insercdo de apenas um atomo de axigéncontrario do trabalho de
Domigueset al, em que para produtos de oxidacdo da PLPE concamsele um atomo de
oxigénio, apenas obtiveram um pico de eluicdo. fareihca entre esses compostos sera
esclarecida por LC-MS/MS.
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Figura 20. Cromatogramas de corrente idnica reconstruid@)(Bbs produtos de oxidacdo de cadeia longa
[M+H] " da PLPE-Glucose. Az 892.6, 908.6 e 924.6, com formac&o de grupos Xiidrhidroperoxido. B
-m/z894.6, 910.6 e 926.6, com formacao de grupo cetona

Os produtos de oxidagdo de cadeia longa e curtaradgs por LC-MS, estéo
organizados de forma resumida na Tabela 6, coraspectivos tempos de elui¢io.
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Tabela 6.Produtos de oxidacdo [M+Hila PLPE-Glucose obtidos por LC-MS e respectivoptes de

eluicdo em minutos.

Local da Valores m/zdos produtos de oxidagéo de cadeia | Tempos de Retencdo em minutos obtidos para
quebra curta da PLPE-Glucose [M+H]" com formac&o de cada produto de oxidacdo [PLPE-
um grupo aldeido Glucose+HJ, por LC-MS
Cc8 756.4 19,46
C9 770.4 19,88

Valores m/zdos produtos de oxidagdo de cadeia
curta da PLPE-Glucose [M+H]" com formac&o de
um &cido carboxilico

C12 824.4 20,08

Valores m/zdos produtos de oxidagdo de cadeia

0
e longa da PLPE-Glucose [M+H] com formac&o de

oxigenios um grupo cetona
+10 892.5 24,17, 28,01
+20 908.5 23,33; 26,41
+3 0 924.5 23,76
Valores m/zdos produtos de oxidagdo de cadeia
longa da PLPE-Glucose [M+H] com formac&o de
um grupo hidroxilo/hidroperoxido
+10 894.5 23,86; 25,47
+20 910.5 23,86
+3 0 926.5 23,03

Para alguns produtos de oxidacdo da PLPE-Glucose foidpossivel a sua
separacao por LC-MS, devido a baixa intensidadsirtal obtido para esses i6es, pelo que
esses ides ndo foram considerados. Os produtogidacéo [M+H] da PLPE-Glucose
foram, na sua maioria, separados com sucesso, tpgtond seu estudo mais detalhado,
através de LC-MS/MS.

5.4 LC-MS/MS

No capitulo 4 foram estudadas as vias de fragm@&otggor ESI-MS/MS, dos
varios produtos de oxidacdo obtidos a partir dadapdo da PLPE-Glucose. Com a
utilizacdo do LC-MS/MS, conseguimos retirar aindaisninformacao a partir dos
espectros de MS/MS dos ides de interesse, vistarsartécnica mais sensivel. Assim, 0s
produtos de oxidacdo de cadeia curta e longa [M-ed]PLPE-Glucose obtidos por LC-
MS, foram analisados por LC-MS/MS. As suas fragmgigs serdo estudadas

separadamente para produtos de cadeia curta e longa
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LC-MS/MS de produtos de oxidacéo de cadeia curta dBLPE-Glucose

Ao analisar os espectros de LC-MS/MS dos ifes [M-+dgntificados como
produtos de oxidag&o de cadeia curta da PLPE-Gueesificamos que todos os espectro
evidenciam um ido de abundancia relativa elevagk,sgrge de uma perda neutra de 303
Da. Esta perda de 303 Da que surge a partir dgrécursor corresponde a perda da
cabeca do fosfolipido glicosilada e ja foi desciiamo uma das principais vias de
fragmentacdo das PEs, identificada por ESI-MS/MSides [M+H] de PLPE-Glucose e
em ides [M+H] de produtos de oxidacido de PLPE-Glucose. Estessdadicam-nos que
de facto o fosfolipido glicosila através da ligag@oglicose a cabeca polar do fosfolipido.

Outros ides fragmento comuns dos produtos de c&kalagas de abundancia
relativa menor sdo aqueles que surgem das perdastarésticas da glicose, através da
perda de 18 Da (D), 36 Da (2HO), 54 Da (3HO) e 84 Da (3HO+H,CO), a partir do
ido precursor ou da cabeca glicosilada do fosfidipEstas perdas de agua e d€® séo
frequentes na fragmentacdo de ides [M+H§ aminoacidos glicosilados (Wamrgal.,
2008) e neste trabalho foram identificadas em off@flos glicosilados. O facto de
visualizarmos estas perdas a partir dos produtogxitacdo da PLPE-Glucose vem
reconfirmar-nos que estes ides tém de facto uméaulal de glicose na sua constituicao.

Visto que os produtos de cadeia curta mais abueslas#io 0os que apresentam
quebra em C9, vamos estudar em detalhe a fragndenths; ido [M+H] mvz 770.4. O
espectro de LC-MS/MS representado na Figura 21,trexaes o0s i0es fragmento
resultante da sua fragmentacdo. Assim, podemosicaeria presenca de um ido de
abundancia relativa elevada déz 467.9, que surge da perda da cabeca glicosilada do
fosfolipido (-303 Da). Podemos verificar ainda asenca de outros ides de abundancia
relativa menor resultantes das perdas caractedstia glicose, como o ido déz 716.4 e
686.4 que surgem respectivamente da perda ¢@ 3134 Da) e de 3}0+H,CO (-84Da),

a partir do idan/z 770.6. Os ibes devz 286.1 e 220.0, surgem a partir da perda ge
18 Da) e 3HO+H,CO (30 Da) respectivamente, a partir do idomde 304.1, que
corresponde a cabeca glicosilada do fosfolipiddopea. Estas vias fragmentacdo e as

estruturas de cada fragmento, estao descritasqueis 11.
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Figura 21. Espectro de LC-MS/MS do produto de oxidacdo daFRGRicose [M+H] demvz 770.6.
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Esquema 11Produtos formados a partir da fragmentacéo do poatii oxidagdo [PLPE-Glucose+Hile
m/z770.6.

Através da interpretacdo deste espectro, obtiveanmanfirmacdo de que estamos
perante um produto de oxidacdo de cadeia curtal®&E5lucose, em que a perda da
cabeca glicosilada do fosfolipido (303 Da) levaanfacdo do ido fragmento com maior

abundancia relativa.
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Tal como demonstrado para o ido m& 770.6, os outros ides de produtos de
oxidagdo de cadeia curta mostram as mesmas fragpdest No entanto essas

fragmentacdes ndo nos fornecem mais informacaatesit.

LC-MS/MS de produtos de oxidacéo de cadeia longa PIE-Glucose

Ao analisar os RIC dos produtos de oxidacdo dei@ddega, podemos verificar
gue os ides eluiram em RT diferentes (Tabela 6)id@s dem/z 892.6, 894.6 e 908.6
foram analisados por LC-MS/MS, com o objectivo delarecer a origem desses RT

diferentes.

|40 [M+H] * dem/z892.6 -Produto de oxidacdo de cadeia longa da PLPE-Glucose
insercdo de um atomo de oxigénio e formacao deligagho dupla.

O ido [M+H] m/z892.6 que foi identificado como produto de ox@tada PLPE-Glucose
com a formacdo de um grupo cetona apresenta dms gdistintos de eluicdo, a 24,1 e a
28, 0 minutos. Os espectros de LC-MS/MS destedfatios para os diferentes tempos de
retencao estéo representados na Figura 22. O espbtido para o tempo de retencéo de
24,1 minutos (Figura 22—A), mostra a presenca dedomntom maior abundancia relativa
de m/z 589.5. Este ido surge de uma perda neutra de 303 Partir do ido precursor e
corresponde a perda da cabeca do fosfolipido gkcas A perda da cabeca da PLPE-
Glucose nédo oxidada, da origem a um ido fragmeetoVd 575.6 e por isso, o facto de
neste caso se formar um ido m& mais elevadd589.5) indica-nos que a oxidagcédo da
PLPE-Glucose ocorreu na cadeia do fosfolipido. @fidgmento den/z 589.5 deve-se a
presenca do oxigénio nas cadeias carbonadas (iz 8&5.6 + 14 Da).
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Figura 22. Espectros de LC-MS/MS do produto de oxidacdo daBPGRicose [M+H] m/z892.7, obtido em
dois tempos de eluicdé: — Tempo de retencéo (RT) 24,1 minut®s: Tempo de Retenc¢do (RT) 28,0

minutos.

No espectro A, verificamos ainda a presenca desudes fragmento com menor
abundancia relativa como os idesrd 874.6 e 808.6. Estes ides resultam da perda de
uma molécula de agua (18 Da) e dex@HH,CO (84 Da), respectivamente, a partir das
moléculas de glicose. Estas perdas ja foram vimaddis anteriormente em aminoacidos
glicosilados (Wangt al., 2008) e neste trabalho, foi possivel visualizadim fosfolipidos
glicosilados, como ja tivemos oportunidade de aaalanteriormente por ESI-MS/MS e
agora por LC-MS/MS. O iao de/z 250.1 que observamos, também no espectro A, surge
de igual modo da molécula de glicose, mas por peéedad Da (3KO) a partir do idanz
304.0 (n&o visivel no espectro), que correspondmlieca glicosilada do fosfolipido
protonada. O ido devz 277.2 corresponde a cadeia carbonadarethcom insercdo de
um oxigénio, e que saiu do fosfolipido como cetétgie ido vem confirmar que a PLPE-
Glucose oxida emsn-2. Todos os esquemas dos ides descritos antericgreead suas vias
de fragmentacdo estédo representados no Esquenaidad.fragmento devz 730.5 surge

da perda da molécula de glicose (162 Da).
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Esquema 12Produtos formados a partir da fragmentacéo do poatieioxidacio [PLPE-Glucose+Hile
m/z892.5, a um RT de 24,1 minutos.

Ao analisar o espectro de LC-MS/MS obtido paracod@n/z 892.5 contempo de
retencdo de 28,0 minutos (Figura 22-B), podemodficaar a presenca de dois ides
fragmento de abundancia relativa mais elevadap de&n/z 589.5 e o ido devz 575.5. A
presenca do ido devz 575.5 surge apOs perda da cabeca glicosilada dadeido
fosfolipido, ou seja 303+14. Este ido fragmemwz(575.5) corresponde as cadeias
carbonadas do fosfolipido ndo modificadas. Estanéiza-nos que a oxidacdo da PLPE-
Glucose, ndo ocorreu nas cadeias carbonadas doliadb, sugerindo entdo que a
oxidacdo ocorra na cabeca do fosfolipido. Esteoféctomprovado pela presenca do ido
fragmento dan/z 318.1, que corresponde a cabeca glicosilada dolipsfo (1/z 304.0)
com a adicdo de um atomo de oxigénio e formacaondgrupo cetona (+14 Da), como

podemos ver representado no Esquema 13. Estemdesuestdo de acordo com resultados
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obtidos anteriormente na oxidagcao de fosfatidifadi em que se verificou igualmente a
presenca de oxidagdo na cabeca do fosfolipido @Ralis 2004 (b)).

/\ m/2892.6 \
HO oH .
OH
OH o S
" Tow I ; =
NH, o/
o P!
H

)\/O CHs
F~on H,C Y\/\/\/\/\/\/\/
(o]

o

m/2318.6 m/2575.6

Esquema 13Produtos formados a partir da fragmentacéo do poatieioxidacdo [PLPE-Glucose+Hile
m/z892.5, a um RT de 28,0 minutos.

Os dados obtidos nos espectros para cada temgtetiedo para o ido [M+HHe
m/z 892.7, sugerem que as diferencas de eluicdo desteidevem a presenca de isomeros
posicionais do &tomo de oxigénio. O ido [M+ldEm/z 892.7 que elui a 24,1 minutos tera
0 atomo de oxigénio inserido na cadeia carbonadfsfolipido e o ido de massa igual

que elui a 28,0 minutos tem o atomo de oxigénieride na cabeca do fosfolipido.

|40 [M+H] * dem/z894.6 -Produto de oxidacdo de cadeia longa da PLPE-Glucose

insercdo de um atomo de oxigénio.

O ido [M+H]" dem/z 894.6, corresponde a PLPE-Glucose oxidada com f@ionde um
grupo hidroxilo e eluiu em dois tempos de reterdif@yentes, RT 23,6 e 25,2 minutos. Ao

analisar o espectro de LC-MS/MS deste i&o, com tedepretencéo 23,6 minutos (Figura
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23 - A), podemos verificar a presenca de um iagnfiento denwz 591.5, correspondente a
perda da cabeca do fosfolipido glicosilada, petdgde 303 Da a partir do ido precursor.

100, B 573.6 2.12

[M+H]*
894.6
574.5 840.6877.7
768.6 P90‘5
‘m/z

%

Figura 23. Espectros de LC-MS/MS do produto de oxidagio daFRGlucose [M+H] dem/z 894.6, obtido
em dois tempos de eluicdo: A — Tempo de retenc@d ZB,6 minutos; B — Tempo de Retencéo (RT) 25,2

minutos.

Ja vimos anteriormente que este comportamento ateasistico desta classe de
fosfolipidos e através destes valoresrdg podemos verificar que a oxidagcao se da a nivel
das cadeias do fosfolipido, tal como vimos anter@nte para o ido [M+H]mv/z 892.7.
Podemos ainda visualizar a presenca de outrosfiGgmento de abundancia relativa
elevada, como os ides adz 876.6 e 858.6. Estes ides fragmento, surgem dakagper
caracteristicas da molécula de glucose a partid@@ercursor pelas perdas de -18 Da e -
36 Da, respectivamente. Estas vias de fragmentag&gpectivos ides observados estao
representados no Esquema 14.
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Esquema 14Produtos formados a partir da fragmentacéo do poatiioxidagdo [PLPE-Glucose+Hile
m/z894.6, a um RT de 23,6 minutos

Observando o espectro da Figura 23 — B, podemaBcaerque apresenta ides
[M+H] " de nvz diferentes daqueles observados na Figura 23 -efirmando a suspeita
de que estamos perante dois compostos diferendsi @ facto de eluirem em RT
diferentes. Neste espectro observa-mos que o idonsaior abundancia relativa é o ido
fragmento denwz 573.6. Sugerimos que este ido surja apés a perdaltbca glicosilada
oxidada (-319 Da), com formacédo de duas ligacO@saducomo podemos visualizar no
Esquema 15. Este facto pode ocorrer devido a pyaséo oxigénio na cabeca, o que
podera provocar uma alteragdo na quebra da ligpd@oando mais uma ligacdo dupla. A
presenca do ido dev'z 318.0, confirma-nos que a cabeca do fosfolipidoogilada esta

oxidada com formacao de uma ligacao dupla.
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Esquema 15Produtos formados a partir da fragmentacao por LSINUE do produto de oxidacéo [PLPE-
Glucose+H] dem/z 894.6, a um RT de 25,2 minutos.

Os dados obtidos nos espectros para cada tenmetedgdo para o ido [M+Hhvz
894.6, sugerem que as diferencas de eluicdo diEsteei devem a presenca de isdmeros
posicionais do atomo de oxigénio. O ido [M+HEnVz 894.6 que elui a 23,6 minutos tera
0 atomo de oxigénio inserido na cadeia carbonadfsfolipido e o ido de massa igual
que elui a 25,2 minutos tem o atomo de oxigénieride na cabeca polar glicosilada do

fosfolipido.

|40 [M+H] * dem/z908.6 -Produto de oxidacdo de cadeia longa da PLPE-Glucose

insercé@o de dois atomos de oxigénio.

O ido [M+H]" dem/z 908.6, corresponde ao produto de oxidacéo deacémieya
da PLPE-Glucose, com insercao de dois &tomos dgtmiw, com formacédo de um grupo
hidroxilo e de um grupo cetona, elui em dois tengmsetencéo diferentes, RT 23,1 e 26,0

minutos.
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No espectro de LC-MS/MS do ido d¥z 908.6 (Figura 24-A) para um RT de 23,1
minutos, podemos verificar a presenca de um ignfemtode abundancia relativa mais
elevada dem/z 605.5. Este ido fragmento, surge da perda da aabecfosfolipido
glicosilada (-303 Da), a partir do i&o precurs@ndb origem ao ido [M+H-303He nvz
605.5 (Esquema 16). Além desse ido, observamos @atrdenyz 587.5, correspondente a
perda de 18 Da a partir do iz 605.5, sugerindo a saida do grupo hidroxilo sotrimd
de uma molécula de agua. Estes ibes comprovam guadato de oxidacdo de/z 908.6

com tempo de retencéo 23,1 sofre oxidacao na cdddizsfolipido.

100- A wone B 573.5

[M+H]*
908.6

792.6 840.5

S ES
605.5 890.6
304.1 824.6
T O
O-Hrrrprrtiqh T e Ly T T T T T~ m/z

200 300 400 = 500 600 700 = 800 900 300 400 500 600 700 800

- m/z

Figura 24.Espectros de LC-MS/MS do produto de oxidacdo daEPGRicose [M+H] denvz 908.6, obtido
em dois tempos de eluicdo: A — Tempo de retenc@d ZB,1 minutos; B — Tempo de Retencao (RT) 26,0

minutos.

Outro ido fragmento de menor abundancia relativamtz 313.3, correspondente a
perda da cabeca do fosfolipido glicosilada e deeieagdmsn-2. Este ido € visto nos
espectros de LC-MS/MS da oxidacdo de PLPE e coafampresenca da cadea@al nao
transformada, sugerindo entdo, que a oxidacao a@msn-2 (Domingueset al., 2008
(@)). A presenca do iaw'z 467.4, indica-nos a possivel localizacdo de umakigenios
inseridos. Este ido surge apos a saida da calieqailgida do fosfolipido e apds quebra da
ligagdo C-C entre a posi¢do 9 e 10, o que sugezauqqudos atomos de oxigénio se tera
ligado em C9, provocando o encurtamento da ca@sguema 16). Sugerimos que 0 outro
atomo de oxigénio estivesse localizado numa posigéoadeia ensn-2 superior a C9.
Estes resultados estdo concordantes com estudizadea anteriormente na oxidagao de

PE (Domingueset al., 2008 (a)) que referem que dentro dos ides ideatibs nos
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produtos de oxidacdo de cadeia longa, os mais abtesl eram 0s que apresentam
oxidagao em C9.

HO OH

OH o OH
HO o

N
NH__ A~ o o = CH,
3
A S E
/ o o R
HO Y 1
HO o

OH
m/z908.6

OH
HO

/NH\/\O\ Va .
/P\o OH OH
m/z 304.0 H° N

[¢)
)\/o R
H,C Y '
[e]

HO'
o

CH,

m/z 605.5

oH"
‘ NN

[e]

m/z587.5

m/z313.3

Esquema 16Produtos formados a partir da fragmentacéo por L&NS do produto de oxidagdo [PLPE-
Glucose+H] de m/z908.6, a um RT de 23,1 minutos.

A Figura 24-B referente a analise por LC-MS/MS #8ornvz 908.6 com tempo de
eluicdo de 26.0 minutos, revela-nos a presencardida fragmento de abundancia relativa
elevadam/z 573.5. Este ido j4 foi visualizado no espectro @eMS/MS relativo ao iao
894.5 com tempo de retengdo de 25,2 minutos. Sngsergue este ido surja apos a saida
da cabeca oxidada do fosfolipido combinada comidasdo grupo hidroxilo presente na

cadeia emsn-2, sob a forma de uma molécula de agua, formando ligagdo dupla
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(Esquema 17). A presenca do iao fragmentn 318.1 no espectro, confirma-nos que a
cabeca glicosilada do fosfolipido esta oxidada, tmmmacg&o de um grupo cetona.

Com base nestes dados, verificamos que o progdutxidacdo de cadeia longa da
PLPE-Glucose [M+H]nvz 908.6 com inser¢ido de dois atomos de oxigénioaetldgis RT
distintos e que essas diversidade se deve a djesgosicionais dos &tomos de oxigénio
inseridos. Assim, no RT de 23,1 minutos, os doigénios estdo inseridos na cadsie?
do fosfolipido e a um RT de 26,0 minutos, um atalamxigéenio esta inserido na cadeia

sn-2 e 0 outro esta na cabeca do fosfolipido, sob adatencetona.

OH
k = N CH,

R1

ﬁ m/z 908.6

M]\O // OM\M\\MCH
Ho/ “oH HC%K/O\H/Rl :

m/z318.1 it
m/z573.5

Esquema 17 Produtos formados a partir da fragmentacédo poMSIMS do produto de oxidacao [PLPE-
Glucose+H] dem/z 908.6, a um RT de 26,0 minutos.

Todos os ides que obtivemos com dois tempos éag&b, mostraram diferencas
posicionais dos atomos de oxigénio inseridos. Nb@s icom insercdo de um atomo de
oxigénio (Wz 892.6 e 894.6), podemos verificar que nos RT maigos (24,1 e 23,6
minutos), o oxigénio estava situado na cadeia diofipido e que no tempo de retengédo
mais elevado (28,0 e 25,2 minutos) o oxigénio smmrina inserido na cabeca glicosilada
do fosfolipido. No ido estudado com insercdo des ddomos de oxigénian(z 908.6)
verificamos que no tempo de retencdo mais curtql(28inutos) os oxigénios se

encontram ambos na cadeia do fosfolipido e queempa de retencdo mais longo (26,0
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minutos) um dos oxigénios se encontra situadosadai& do fosfolipido e 0 outro na sua
cabeca glicosilada. Desta forma, propomos queeassqde apresentam oxidagéo na cabeca
apresentam tempos de retencdo mais elevados. d€sbeelsta associado as diferencas de
polaridade que o fosfolipido adquire com a insergéoatomo de oxigénio na cabeca.
Quando o oxigénio se liga a cabeca da PLPE-Gluasta,adquire propriedades menos
polares, aumentando a afinidade pelo revestimemtocotlina utilizada na separacéo e por

este motivo, apresentam um RT mais longo.

5.6 Conclusdes

Os produtos de oxidacao formados a partir da ofimla@ PLPE-Glucose, atraves
da reaccao de Fenton, foram analisados por LC-MSCeMS/MS e descritos neste
capitulo. Através do uso desta tecnologia, conseggiidentificar os produtos de oxidacao
de cadeia curta com formacao de um grupo aldegtowsn acido carboxilico, ja estudados
anteriormente por ESI-MS. Além destes produtosatkeia curta, conseguimos identificar
também produtos de oxidagéo de cadeia longa caencixs de um, dois e trés atomos de
oxigénio. Através do uso do LC-MS/MS, conseguinamstiém obter informagédo estrutural
de isébmeros posicionais com inser¢cao de um e doisas de oxigénio, revelando o seu
posicionamento na cadeia eam2, mas também na cabeca glicosilada do fosfoliidm
apresentacao de um RT mais elevado.

No futuro, com o uso de condicbes de eluicdo ditee esperamos obter a
separacao de ainda mais produtos de oxidagdo d&-BliRose e mais informacao
estrutural desses produtos.

Apesar de estes resultados apresentarem sustelatddjl com base em estudos
realizados anteriormente na oxidacao de PE e RGjdaramos que devem ser sujeitos a
novos estudos por espectrometria de massa, de anobeermos mais informacéo sobre

estes fragmentos de produtos de oxidacao.
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6 Conclusoes

Com a realizacdo deste trabalho foi possivel ariar modelo de sintese entre
fosfatidiletanolaminas e glicose. A monitorizac@std reaccdo por ESI-MS e por TLC,
permitiu confirmar a presenca de fosfatidiletanofeas glicosiladas na mistura reaccional.
O estudo destes aductos por espectrometria de raass@ectrometria de madsadem,
possibilitou a sua caracterizacdo e a identificagas principais vias de fragmentacéo
destes compostos. De entre as diferentes viagodeseé a perda da cabeca glicosilada do
fosfolipido, caracterizada pela perda de 303 Daleitificacdo desta perda nos espectros
de MS/MS, fazem o diagnéstico da presenca de fdgéaanolaminas glicosiladas numa
mistura.

Ao colocar as fosfatidiletanolaminas em condi¢desativas, nomeadamente por
radicais hidroxilo, permitiu estudar e avaliar @ smportamento nessas circunstancias.
Assim, foi possivel verificar que as fosfatidileddaminas sdo mais susceptiveis a
oxidacdo, quando se encontram na sua forma gbatasilA glicosilacdo de fosfolipidos
leva a oxidagdo destas moléculas mais rapidameéatgue quando se encontram na sua
forma nativa.

A oxidacdo de PE glicosiladas levou a formacdo delyios de oxidagcédo. Os
produtos de oxidacdo formados foram identificadasgSI-MS e LC-MS como produtos
de cadeia longa e curta. Os produtos de oxidac&adkga curta foram identificados como
produtos de cadeia curta com terminal aldeidoreited acido carboxilico. Os produtos de
oxidacdo de cadeia longa foram identificados conssivddos hidroxilados, ceto-
hidroxilados e peroxilados ou di-hidroxilados.

Os produtos de oxidacao identificados foram estoslgebr ESI-MS/MS e LC-
MS/MS, o que permitiu a sua caracterizagcdo e iflemtfo das principais vias de
fragmentacdo. Este estudo permitiu localizar em gaea da fosfatidiletanolamina
glicosilada € que ocorreu a oxidacéo. Assim, \aifise que a oxidacdo ocorreu na cadeia
carbonada insaturada em2 e curiosamente em grande extenséo na cabecailglieodo
fosfolipido.

As alteracbes que ocorrem em fosfolipidos na pgesde elevadas concentracdes
de glicose, levando a sua glicosilacdo e aumensuseeptibilidade oxidativa, foram aqui

demonstradas e estudas. A peroxidacdo em fosfodigjlicosilados pode ocorrervivo e
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esta associada a varios mecanismos envolvidosicio eéprogressao de diversas doencas

crénicas, tais como a DM, aterosclerose e Alzheimer
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