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Lipid peroxidation biomarkers in atherosclerosis
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RESUMO

A aterosclerose é caracterizada por uma resposta inflamatoria crénica da parede arterial, iniciada por uma
lesao do endotélio, cuja etiologia esta relacionada a modificacdo oxidativa da lipoproteina de baixa densidade.
O objetivo deste trabalho é apresentar os principais metabdlitos envolvidos nos processos bioquimicos de
peroxidacao lipidica, discutindo as vantagens e desvantagens dos métodos empregados para a mensuragao
dos biomarcadores de peroxidacao lipidica relacionados com a aterosclerose. A avaliacdo da oxidacdo das
lipoproteinas pode ser realizada pela determinacdo dos produtos gerados durante a peroxidacao lipidica,
como os isoprostanos, hidroperéxidos lipidicos, aldeidos, fosfolipides oxidados e os produtos da oxidacdo do
colesterol. A suscetibilidade das particulas de lipoproteina de baixa densidade a oxidacao pode ser avaliada in
vitro, ap6s a inducao da peroxidacao lipidica por azoiniciadores radicalares lipossoltveis, hidrossoltveis, ou
mais comumente, pelos fons cobre. Por outro lado, as modificacdes da lipoproteina de baixa densidade, pela
acao das lipoxigenases e peroxidases, ou oxidacdo ndo-enzimatica, resultam no aumento da carga negativa
destas particulas e podem contribuir para a geracdo in vivo de uma subfracdo de lipoproteina de baixa
densidade minimamente oxidada, denominada lipoproteina de baixa densidade eletronegativa (lipoproteina
de baixa densidade). A determinacdo das concentracdes desta particula pode ser realizada em plasma por
cromatografia liquida ou por imunoensaios. Diversos métodos podem ser utilizados para a avaliacdo dos
biomarcadores de peroxidacao lipidica in vivo e in vitro, porém, a definicdio do marcador mais adequado,
depende de uma avaliacdo criteriosa das vantagens, desvantagens e particularidades de cada analise, levando-
se em consideracao os objetivos do estudo que serd conduzido.

Termos de indexacdo: Peroxidacdo de lipideos. Lipoproteinas LDL. Aterosclerose.

ABSTRACT

Atherosclerosis is characterized by a chronic inflammatory response in the arterial wall triggered by endothelial
injury. Its etiology is associated with the oxidative modification of low density lipoprotein. The objective of this
work is to present the main metabolites involved in the biochemical process of lipid peroxidation and discuss
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the advantages and disadvantages of the methods used to measure the lipid peroxidation biomarkers associated
with atherosclerosis. Lipoprotein oxidation can be assessed by determining the products generated during
lipid peroxidation, such as isoprostanes, lipid hydroperoxides, aldehydes, oxidized phospholipids and products
of cholesterol oxidation. The susceptibility of low density lipoprotein particles to oxidation can be assessed in
vitro after induction of lipid peroxidation by oil-soluble or water-soluble azo initiators or more commonly by
copper ions. On the other hand, low density lipoprotein modification by lipoxygenases and peroxidases or
non-enzymatic oxidation increases the negative charge of these particles and may contribute to in vivo
generation of a minimally oxidized low density lipoprotein subfraction called electronegative low density
lipoprotein (low density lipoprotein). Plasma concentrations of these particles can be determined by liquid
chromatography or immunoassays. Many methods can be used to assess lipid peroxidation biomarkers in vivo
and in vitro, however determination of the most suitable biomarker depends on a minute assessment of the
advantages, disadvantages and particularities of each analysis, bearing in mind the objectives of the study that

will be performed.

Indexing terms: Lipid peroxidation. Lipoprotein, LDL. Atherosclerosis.

INTRODUCAO
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A aterosclerose é um processo que estd
relacionado a uma resposta inflamatéria cronica
da parede arterial, iniciada por uma lesdo do
endotélio, cuja progressao é mantida pela inte-
racao entre as lipoproteinas modificadas, macré-
fagos derivados de mondcitos, linfocitos T e
constituintes celulares normais da parede arterial.
Vdrias hipéteses sdo formuladas para explicar os
processos envolvidos no desenvolvimento da
aterosclerose. A hipotese da resposta a injdria con-
sidera a lesdo vascular o evento inicial da ateros-
clerose. Em contrapartida, a teoria da resposta a
retencdo afirma que a interacdo entre as lipopro-
teinas e a matriz é o ponto critico da aterosclerose,
enquanto que a hipétese da modificacdo oxidativa
ressalta a importancia da oxidacao das lipopro-
teinas de baixa densidade (LDL) como o principal
fator desencadeante da doenca. Embora as
diferentes teorias direcionem mecanismos diversos
para explicar a aterosclerose, existem pontos
comuns, como por exemplo, o envolvimento da
inflamacdo e a LDL como particula central no
processo’.

As lipoproteinas do plasma sdo particulas
heterogéneas que variam no tamanho, na densi-
dade, na carga elétrica e na composicao lipidica
e protéica. A oxidacdo destas particulas causa
modificacao da estrutura lipidica e protéica, levan-
do a peroxidacéo lipidica e a oxidacao de residuos
de aminodcidos das apolipoproteinas, provocando
alteracdes nas suas propriedades fisico-quimi-

cas®*. A avaliacdo da oxidacdo das lipoproteinas
pode ser realizada pela mensuracao: 1) dos produ-
tos derivados da peroxidacao lipidica e da modi-
ficacao oxidativa dos residuos de aminoacidos das
apolipoproteinas; 2) da oxidabilidade das lipopro-
tefnas in vitro e 3) pela deteccao direta das parti-
culas de lipoproteinas modificadas®.

Este trabalho tem como objetivo apresen-
tar os principais produtos envolvidos nos processos
bioguimicos de peroxidacao lipidica, descrevendo
0s mecanismos de oxidabilidade da LDL, bem
como 0s métodos de mensuracdo dos biomar-
cadores de peroxidacao lipidica relacionados com
o desenvolvimento da aterosclerose.

Produtos derivados da peroxidacao
lipidica

Os produtos derivados da oxidacdo de
acidos graxos insaturados e do colesterol podem
ser mensurados para a avaliacdo da lipoperoxi-
dacao que ocorre em tecidos, fluidos biolégicos e
lipoproteinas. Dentre estes produtos, 0s mais estu-
dados sdo: isoprostanos, hidroperoxidos lipidicos,
aldeidos, fosfolipides oxidados e aqueles produ-
zidos durante os processos biogquimicos de oxidacdo
do colesterol®*.

Isoprostanos

Os isoprostanos sdo compostos formados
durante a peroxidacdo do acido araquiddnico e
de outros &cidos graxos poliinsaturados, como o
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linolénico, o eicosapentaendico (EPA) e o doco-
sahexaenoico (DHA). Os isoprostanos, estrutural-
mente semelhantes a prostaglandina F, (PGF, ),
sao denominados F2-isoprostanos®, sendo o 8-iso-
PGF, (também conhecido como 8-epi-PGF, , iPF, -
lile 15-F, -IsoP) o composto desta classe que tem
sido mais amplamente analisado em estudos
clinicos. Este metabdlito pode ser determinado em
plasma e na urina por imunoensaios ou croma-
tografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa’. Vantagem: produto especifico da lipope-
roxidacdo. Desvantagem: diversos isoprostanos sao
formados durante a peroxidacao dos &cidos graxos
poliinsaturados, limitando a avaliacdo da intensi-
dade de lipoperoxidacdo, uma vez que é determi-
nado apenas um dos derivados desta classe®.

Hidroperoxidos lipidicos

Os hidroperoxidos lipidicos (LOOH) sao
formados durante os processos bioguimicos de
peroxidacdo dos acidos graxos insaturados e po-
dem ser mensurados por técnicas colorimétricas
e cromatograficas. Os métodos mais especificos
e sensiveis para a determinacdo dos LOOH sao
aqueles que utilizam a cromatografia liquida
(HPLC) acoplada a deteccdo do grupo hidrope-
roxido por quimiluminescéncia, utilizando micrope-
roxidase, ou pela absorcdo das duplas ligacoes
conjugadas por absorcdo no ultravioleta (Figura 1.

Hidroperoxidos lipidicos (HPLC-UV/CL)

13-HPODE / \9‘HPODE
Ma

OOO.T»"' Absorcdo uv
(235nm).
S

OOO0H

Quimiluminescéncia

LO*+ isoluminol (QH)—=> LOH+ Q*(radical semiquinona)
Q°*+ 0, ——= Q(quinona) + O,
Q°*+ 0, ——> endoperdxido do isoluminol

luz (@max 430nm)

Figura 1. Determinacdo de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) com
deteccdo no ultravioleta (UV) e por quimiluminescencia
(CL). 9- e 13-HPODE: 9- e 13-hidroperoxidooctade-
caendico. LO’, radical alcoxil derivado do hidroperéxido
de &cido graxo (LOOH).
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Aldeidos

Os aldefdos sdo formados pela clivagem
beta da cadeia dos acidos graxos oxidados.
Diversos aldeidos reativos, como o malondialdeido
(MDA), hidroxihexenal (HHE, derivado de acidos
graxos poliniinsaturados n-3) e o 4-hidroxinonenal
(4-HNE, derivado dos acidos graxos poliinsaturados
n-6), podem se ligar aos residuos de aminoacidos
positivamente carregados das apolipoproteinas,
principalmente da lisina, produzindo alteracbes de
cargas na superficie das lipoproteinas. Estes com-
postos podem ser determinados por cromatografia
liquida (HPLC) ou gasosa (CG/MS)”1°. O método
colorimétrico, que utiliza como reagente o acido
tiobarbiturico (TBA), tem sido amplamente utiliza-
do para a deteccdo de MDA, um aldeido bifun-
cional'3. No entanto, esta metodologia apresenta
baixas especificidade e sensibilidade para a de-
teccdo deste aldeido em fluidos biolégicos como
o plasma, o soro e a urina, pois o TBA reage com
acidos sialicos e acucares redutores, dentre outros
compostos presentes nas amostras. Vantagem:
estabilidade dos aldeidos em fluidos bioldgicos.
Desvantagem: baixas especificidade e sensibili-
dade dos métodos colorimétricos utilizados
(TBARS). O MDA tem alta taxa de depuracao renal
e deve ser determinado preferencialmente na
urina’®.

Fosfolipides oxidados

A oxidacdo de acidos graxos poliinsa-
turados (AGPI) dos fosfolipidios, principalmente,
na posicao sn-2 da molécula do glicerol, tem sido
uma das alteracdes estruturais das lipoproteinas
associadas ao desenvolvimento de propriedades
pro-aterogénicas destas particulas. A oxidacao dos
fosfolipidios pode originar liso-derivados como a
lisofosfatidilcolina (LPC) e o &cido lisofosfatico
(LPA), resultantes da quebra da ligacdo éster da
posicdo sn-2, ou produtos mais complexos, como
1-palmitoil-2(5-oxovaleroil)-sn-glicerol-3-fosfo-
rilcolina (POVPC), 1-palmitoil-2-glutaroil-sn-
glicerol-3-fosforilcolina (PGPC) e 1-palmitoil-
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2-(5,6-epoxyprostano E2)-sn-glicerol-3-fosfo-
rilcolina (PEIPC), que sdo fosfolipides oxidados
derivados da 1-palmitoil-2-araquidonil-sn-glicerol-
3-fosforilcolina. Os fosfolipides oxidados estao
presentes nas diversas lipoproteinas plasmaticas,
em especial na lipoproteina (a) (Lp(a))'*. Estes
produtos de oxidacdo dos fosfolipides podem ser
determinados no plasma, desde que sejam aten-
didos requisitos importantes para o preparo das
amostras' e, posteriormente, caracterizados por
meio de cromatografia liquida acoplada a es-
pectrometria de massa (LC/MS) ou por imunoen-
saios com anticorpos monoclonais murinos, que
reconhecem estes lipides oxidados como determi-
nantes antigénicos. Vantagem: estes fosfofolipides
oxidados sao produtos especificos dos processos
bioguimicos de lipoperoxidacao e podem ser deter-
minados por imunoensaios. Desvantagens: alguns
imunoensaios requerem o isolamento prévio das
lipoproteinas do plasma antes da analise.

Produtos de oxidacao do colesterol

O colesterol ¢ um lipideo insaturado,
suscetivel a oxidacdo na presenca de luz, oxigénio,
temperaturas elevadas, atividade de agua,
radiagdes, radicais livres, ions metalicos, agentes
sensibilizantes, pH, entre outros fatores. Os pro-
dutos de oxidacdo do colesterol, ou oxidos de
colesterol constituem um grupo de esterdis com
estrutura similar a molécula de colesterol, conten-
do grupos cetona, hidroxila ou epéxido em um
dos anéis ou na cadeia lateral (Figura 2). Estes
compostos podem ser formados por meio de
reacoes enzimaticas, ou via oxidacdo mediada por
radicais livres’®.

A autoxidacdo do colesterol envolve uma
série de reacdes radicalares, formando mais de
60 diferentes produtos da oxidacao. Véarios 6xidos
de colesterol tém sido detectados em quantidades

humanos, incluindo plasma, lipoproteinas aterogé-
nicas e placas ateroscleréticas'. Os 6xidos de
colesterol podem apresentar efeitos locais impor-
tantes na parede arterial, atuando como fator de

regulacdo da homeostase dos lipidios celulares e,
possivelmente, na maturacao das lesdes ateroscle-
réticas'®. Os métodos disponiveis para a deteccao
dos éxidos de colesterol sdo a cromatografia gasosa
com deteccdo por ionizacdo de chama (CG/FID)
ou a espectrometria de massa (CG/MS) e HPLC'%2",
Vantagem: produtos especificos da oxidacdo ndo
enzimatica do colesterol que podem ser detectados
em fluidos bioldgicos. Desvantagem: as amostras
bioldgicas ndo devem ser armazenadas por pe-
riodo superior a 2 meses'?.

Oxidabilidade da LDL

As particulas de LDL tém densidade entre
1019 ~ 1063g/mL, com diametro médio de
22nm, contendo na parte central cerca de 170
moléculas de triglicérides e 1600 moléculas de
ésteres de colesterol. A superficie da LDL é for-
mada por uma monocamada constituida por cerca

e

Colesterol 7-hidroperoxicolesterol (7OOH)

7-cetocolesterol (7K 7- hldrOX|coIesteroI (70H)

e

5,6-Epoxicolesterol (EPOX Colestano - 3B 5a,68 - triol (TRIOL)

B

25-hidroxicolesterol (250H) 27-hidroxicolesterol (270H)

Figura 2. Produtos de oxidacao do colesterol.
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de 700 moléculas de fosfolipidios (principalmente
fosfatidilcolina e esfingomielina), 600 moléculas
de colesterol nao-esterificado e uma Unica
molécula de ApoB-100, que é composta por 4536
residuos de aminodacidos. A suscetibilidade das
particulas de LDL a oxidacdo pode ser avaliada in
vitro, ap6s a inducao da peroxidacao lipidica por
azoiniciadores radicalares lipossoluveis (AMVN),
hidrossoltveis (AAPH), ou, mais comumente,
pelos ions cobre. O cobre (CuSO,) é amplamente
utilizado e inicia as etapas de peroxidacao lipidica
por meio da reducao dos hidroperoéxidos lipidicos
pré-formados nos acidos graxos presentes na
lipoproteina, gerando radical alcoxila (LO")?%2.

A oxidabilidade da LDL in vitro (cinética
da oxidacao in vitro da LDL) (Figura 3) ocorre em
trés etapas, a saber: i) iniciacdo, na qual ocorre a
formacéo dos radicais de carbono ou alcoxila,
denominada de fase de inducao (lag phase), ii)
fase de propagacao, na qual os radicais alcoxila e
peroxila (LOO") incialmente formados interagem
com outras moléculas de acido graxos polinsa-
turados oxidando-as e iii) terminagdo, etapa em
gue ocorre a reacao entre radiciais LO™ e LOO’
formando produtos nao-radicalares, finalizando o
processo de lipoperoxidacao. Na fase de inducao
ocorre o consumo dos antioxidantes lipossoluveis
e o tempo de inducao (lag time) é, portanto,
dependente da concentracdo destes antioxidantes
nas particulas de LDL. Na fase seguinte, a propa-
gacdo das reacdes em cadeia da lipoperoxidacao
é proporcional a quantidade de &cidos graxos
insaturados da LDL. A velocidade de propagacao
(log rate) é proporcional ao teor de acidos graxos
poliinsaturados presentes na particula?.

O processo de oxidacao da LDL in vitro é
realizado pela medida do tempo de indugao (lag
time) e da velocidade de propagacédo (log rate)
da peroxidacao dos &cidos graxos (Figura 3), moni-
torado espectrofotometricamente, por intermédio
da absorcao das duplas ligacdes conjugadas dos
acidos graxos oxidados na regiao ultravioleta
(A=235mm) (dienos conjugados). Vantagem: é um
método de facil execucdo e fornece informacao
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indireta sobre a suscetibilidade a oxidacdo das
particulas de LDL isoladas do plasma®. Desvan-
tagens: requer o isolamento prévio da LDL do
plasma por meio da técnica de ultracentrifugacao
e nao reflete a extensdo da oxidacao da LDL que
ocorre in vivo.

LDL minimamente oxidada ou LDL
eletronegativa (LDL)

As modificacdes da LDL via oxidacdo nao
enzimatica (aldeidos, cobre, peroxinitrito) ou via
lipoxigenases e peroxidases aumentam a carga
negativa das particulas de LDL e podem contribuir
para a geracao in vivo de uma subfracdo de LDL
eletronegativa, denominada LDL (-). Devido as
diferencas de carga, a LDL plasmatica pode ser
separada por cromatografia de troca ibnica em
duas fracoes. A subfracdo de LDL nativa (nLDL)
representa ~ 70%-99% da LDL total. A outra
fracdo é denominada LDL(-) e representa a subfra-
¢ao da LDL minimamente modificada ou oxidada
gue apresenta aumento da eletronegatividade?*.

A LDL (-) é encontrada predominante-
mente nas fracdes mais densas da LDL e apre-
senta maior contetdo de hidroperéxidos lipidicos,
oxidos de colesterol, lisofosfatidilcolina, dienos

1,50 +
125 4 VeIOéledade
programacao
1,00 +
0,75 } } } } t
0 20 40 60Tempo80  100min.
- de
inducéo

-------- Tempo de indugdo (lag time)
=%+ x++ \elocidade de progracéo (log rate)
Tempo de pico (peak time)

Figura 3. Cinética de oxidacdo da LDL.
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conjugados, aldeidos e acidos graxos nao-esteri-
ficados em comparacdo a LDL nativa, além da
diminuicao dos antioxidantes lipossoluveis. A super-
ficie da LDL (-) é significativamente mais polar do
gue a n-LDL e apresenta alteracdo da camada
lipidica e da estrutura secundaria da apolipopro-
teina B-100 (ApoB)?*. Diferente da LDL oxidada in
vitro, a LDL (-) ndo apresenta fragmentacao da
ApoB e outras alteracoes decorrentes de uma
oxidacdo excessiva, observacdes que originaram
o termo LDL minimamente modificada (LDLmm)%.

Diversos estudos demonstram o aumento
da proporcao da LDL (-) no plasma de individuos
com elevado risco cardiovascular, como os porta-
dores de diabetes mellitus (DM), hipercoleste-
rolemia familiar ou hipertrigliceridemia, além
daqueles em hemodialise ou com doenca corona-
riana estabelecida?*, portadores de aterosclerose

Ensaio tipo sanduiche anticorpo de
captura: Mab anti-L DLox

Ensaio de competicdo LDLox do plasma
compete com LDLox absorvida pela

coronariana independentemente da fase aguda
ou cronica®®. Estes dados indicam que a LDL (-)
pode ser considerada um importante biomarcador
para as doencas cardiovasculares?’-?8,

A determinacéo da LDL (-) pode ser reali-
zada por cromatografia liquida (HPLC) de troca
aniénica ou ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay)?®. Os métodos cromatograficos sdo mais
demorados e tém custo mais elevado em relacdo
aos enzimaimunoensaios. Anticorpos monoclonais
(MADb) sdo poderosas ferramentas na identificacao
de estruturas especificas na heterogeneidade de
particulas de LDL modificada e tém sido utilizados
para a investigacdo da LDL oxidada (Quadro 1).
Os tipos de imunoensaios mais utilizados para a
deteccao de lipoproteinas minimamente oxidadas
presentes no plasma estdo representados na
Figura 4. Vantagens: os imunoensaios sdo reprodu-

Ensaio tipo sanduiche anticorpo de
captura: Mab anti-apoB-100

ligagdo com Mab anti-LDLox

Ab anti-Apo B-100

Mab anti-LDLox

Ab anti-LDLox

Plasma

Y

| Mab anti-LDLox |

Plasma
Plasma

Y

| | Mab anti-apoB-100 |

Figura 4. Principais tipos de ensaios ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) para a determinacao de LDL (lipoproteina de baixa

densidade) oxidada no plasma.

Quadro 1. Anticorpos monoclonais utilizados para a deteccdo de lipoproteinas oxidadas.

Autores Anticorpo monoclonal

Itabe et al., 1994%°

IgM secretado por hibridomas obtidos a partir de linfécitos do baco de camundongos Balb/c imuniza-

dos com homogenato de lesdes ateromatosas humanasEpitopo: fosfolipides oxidados (PLox)

Holvot et al., 1995™
com LDL derivatizada com MDA

Palinski et al., 19963

IgG secretado por hibridomas obtidos a partir de linfécitos do baco de camundongos Balb/c imunizados

IgM secretado por hibridomas obtidos a partir de linfécitos do baco de camundongos knockout para

apo E ndo imunizados. Epitopo: fosfolipides oxidados (PLox) e adutos PLox-proteina

Damasceno et al., 200632 1gG secretado por hibridomas obtidos a partir de linfonodos popliteais isolados de camundongos
Balb/c imunizados com LDL eletronegativa isolada de plasma humano
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tiveis, de execucdo facil e rapida e podem ser
automatizados, o que facilita a utilizacdo para a
analise de grande numero de amostras. Existem
kits de ELISA para a deteccao de LDL oxidada
comercialmente disponiveis''. Desvantagens: a
diversidade dos anticorpos monoclonais e dos tipos
de imunoensaios utilizados torna dificil a compa-
racdo dos resultados entre os diferentes ensaios.

CONCLUSAO

A aterosclerose ¢ uma doenca que envolve
mecanismos complexos, dentre os quais, des-
tacam-se a relacao dos produtos gerados durante
0s processos de peroxidacao lipidica com as alte-
racoes nas particulas de LDL. A determinacao
destes biomarcadores pode ser realizada em
fluidos biolégicos e lipoproteinas, utilizando-se
técnicas cromatograficas ou enzimoimunoensaios.
Considerando-se as diversas etapas que envolvem
a peroxidacao lipidica, a compartimentalizacao
dos lipides nas membranas e as lipoproteinas, bem
como a diversidade de produtos que podem ser
formados neste processo, recomenda-se a utiliza-
cao de um conjunto de biomarcadores, depen-
dendo do tipo e objetivo do estudo que sera
conduzido.
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