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Lipid peroxidation biomarkers in atherosclerosis
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R E S U M O

A aterosclerose é caracterizada por uma resposta inflamatória crônica da parede arterial, iniciada por uma
lesão do endotélio, cuja etiologia está relacionada à modificação oxidativa da lipoproteína de baixa densidade.
O objetivo deste trabalho é apresentar os principais metabólitos envolvidos nos processos bioquímicos de
peroxidação lipídica, discutindo as vantagens e desvantagens dos métodos empregados para a mensuração
dos biomarcadores de peroxidação lipídica relacionados com a aterosclerose. A avaliação da oxidação das
lipoproteínas pode ser realizada pela determinação dos produtos gerados durante a peroxidação lipídica,
como os isoprostanos, hidroperóxidos lipídicos, aldeídos, fosfolípides oxidados e os produtos da oxidação do
colesterol. A suscetibilidade das partículas de lipoproteína de baixa densidade à oxidação pode ser avaliada in
vitro, após a indução da peroxidação lipídica por azoiniciadores radicalares lipossolúveis, hidrossolúveis, ou
mais comumente, pelos íons cobre. Por outro lado, as modificações da lipoproteína de baixa densidade, pela
ação das lipoxigenases e peroxidases, ou oxidação não-enzimática, resultam no aumento da carga negativa
destas partículas e podem contribuir para a geração in vivo de uma subfração de lipoproteína de baixa
densidade minimamente oxidada, denominada lipoproteína de baixa densidade eletronegativa (lipoproteína
de baixa densidade). A determinação das concentrações desta partícula pode ser realizada em plasma por
cromatografia líquida ou por imunoensaios..Diversos métodos podem ser utilizados para a avaliação dos
biomarcadores de peroxidação lipídica in vivo e in vitro, porém, a definição do marcador mais adequado,
depende de uma avaliação criteriosa das vantagens, desvantagens e particularidades de cada análise, levando-
se em consideração os objetivos do estudo que será conduzido.

Termos de indexação: Peroxidação de lipídeos. Lipoproteínas LDL. Aterosclerose.

A B S T R A C T

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.

I N T R O D U Ç Ã O

A aterosclerose é um processo que está
relacionado a uma resposta inflamatória crônica
da parede arterial, iniciada por uma lesão do
endotélio, cuja progressão é mantida pela inte-
ração entre as lipoproteínas modificadas, macró-
fagos derivados de monócitos, linfócitos T e
constituintes celulares normais da parede arterial.
Várias hipóteses são formuladas para explicar os
processos envolvidos no desenvolvimento da
aterosclerose. A hipótese da resposta à injúria con-
sidera a lesão vascular o evento inicial da ateros-
clerose. Em contrapartida, a teoria da resposta à
retenção afirma que a interação entre as lipopro-
teínas e a matriz é o ponto crítico da aterosclerose,
enquanto que a hipótese da modificação oxidativa
ressalta a importância da oxidação das lipopro-
teínas de baixa densidade (LDL) como o principal
fator desencadeante da doença..Embora as
diferentes teorias direcionem mecanismos diversos
para explicar a aterosclerose, existem pontos
comuns, como por exemplo, o envolvimento da
inflamação e a LDL como partícula central no
processo1.

As lipoproteínas do plasma são partículas
heterogêneas que variam no tamanho, na densi-
dade, na carga elétrica e na composição lipídica
e protéica. A oxidação destas partículas causa
modificação da estrutura lipídica e protéica, levan-
do à peroxidação lipídica e à oxidação de resíduos
de aminoácidos das apolipoproteínas, provocando
alterações nas suas propriedades físico-quími-

cas2-4. A avaliação da oxidação das lipoproteínas
pode ser realizada pela mensuração: 1) dos produ-
tos derivados da peroxidação lipídica e da modi-
ficação oxidativa dos resíduos de aminoácidos das
apolipoproteínas; 2) da oxidabilidade das lipopro-
teínas in vitro e 3) pela detecção direta das partí-
culas de lipoproteínas modificadas5.

Este trabalho tem como objetivo apresen-
tar os principais produtos envolvidos nos processos
bioquímicos de peroxidação lipídica, descrevendo
os mecanismos de oxidabilidade da LDL, bem
como os métodos de mensuração dos biomar-
cadores de peroxidação lipídica relacionados com
o desenvolvimento da aterosclerose.

Produtos derivados da peroxidação
lipídica

Os produtos derivados da oxidação de
ácidos graxos insaturados e do colesterol podem
ser mensurados para a avaliação da lipoperoxi-
dação que ocorre em tecidos, fluídos biológicos e
lipoproteínas. Dentre estes produtos, os mais estu-
dados são: isoprostanos, hidroperóxidos lipídicos,
aldeídos, fosfolípides oxidados e aqueles produ-
zidos durante os processos bioquímicos de oxidação
do colesterol3-5.

Isoprostanos

Os isoprostanos são compostos formados
durante a peroxidação do ácido araquidônico e
de outros ácidos graxos poliinsaturados, como o
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linolênico, o eicosapentaenóico (EPA) e o doco-
sahexaenóico (DHA). Os isoprostanos, estrutural-
mente semelhantes à prostaglandina F2  (PGF2 ),
são denominados F2-isoprostanos6, sendo o 8-iso-
PGF2  (também conhecido como 8-epi-PGF2 , iPF2 -
III e 15-F2t-IsoP) o composto desta classe que tem
sido mais amplamente analisado em estudos
clínicos. Este metabólito pode ser determinado em
plasma e na urina por imunoensaios ou croma-
tografia gasosa acoplada à espectrometria de
massa7. Vantagem: produto específico da lipope-
roxidação. Desvantagem: diversos isoprostanos são
formados durante a peroxidação dos ácidos graxos
poliinsaturados, limitando a avaliação da intensi-
dade de lipoperoxidação, uma vez que é determi-
nado apenas um dos derivados desta classe8.

Hidroperóxidos lipídicos

Os hidroperóxidos lipídicos (LOOH) são
formados durante os processos bioquímicos de
peroxidação dos ácidos graxos insaturados e po-
dem ser mensurados por técnicas colorimétricas
e cromatográficas. Os métodos mais específicos
e sensíveis para a determinação dos LOOH são
aqueles que utilizam a cromatografia líquida
(HPLC) acoplada à detecção do grupo hidrope-
róxido por quimiluminescência, utilizando micrope-
roxidase, ou pela absorção das duplas ligações
conjugadas por absorção no ultravioleta (Figura 1)9.

Aldeídos

Os aldeídos são formados pela clivagem
beta da cadeia dos ácidos graxos oxidados.
Diversos aldeídos reativos, como o malondialdeído
(MDA), hidroxihexenal  (HHE, derivado de ácidos
graxos poliniinsaturados n-3) e o 4-hidroxinonenal
(4-HNE, derivado dos ácidos graxos poliinsaturados
n-6), podem se ligar aos resíduos de aminoácidos
positivamente carregados das apolipoproteínas,
principalmente da lisina, produzindo alterações de
cargas na superfície das lipoproteínas. Estes com-
postos podem ser determinados por cromatografia
líquida (HPLC) ou gasosa (CG/MS)7,10. O método
colorimétrico, que utiliza como reagente o ácido
tiobarbitúrico (TBA), tem sido amplamente utiliza-
do para a detecção de MDA, um aldeído bifun-
cional11-13. No entanto, esta metodologia apresenta
baixas especificidade e sensibilidade para a de-
tecção deste aldeído em fluidos biológicos como
o plasma, o soro e a urina, pois o TBA reage com

ácidos siálicos e açúcares redutores, dentre outros
compostos presentes nas amostras. Vantagem:
estabilidade dos aldeídos em fluídos biológicos.

Desvantagem: baixas especificidade e sensibili-
dade dos métodos colorimétricos utilizados
(TBARS). O MDA tem alta taxa de depuração renal
e deve ser determinado preferencialmente na
urina10.

Fosfolípides oxidados

A oxidação de ácidos graxos poliinsa-
turados (AGPI) dos fosfolipídios, principalmente,
na posição sn-2 da molécula do glicerol, tem sido

uma das alterações estruturais das lipoproteínas
associadas  ao desenvolvimento de propriedades
pró-aterogênicas destas partículas. A oxidação dos

fosfolipídios pode originar liso-derivados como a
lisofosfatidilcolina (LPC) e o ácido lisofosfático
(LPA), resultantes da quebra da ligação éster da
posição 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-

Figura 1. Determinação de hidroperóxidos lipídicos (LOOH) com

detecção no ultravioleta (UV) e por quimiluminescencia

(CL). 9- e 13-HPODE: 9- e 13-hidroperóxidooctade-

caenóico. LO., radical alcoxil derivado do hidroperóxido

de ácido graxo (LOOH).
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2-(5,6-epoxyprostano E2)-sn-glicerol-3-fosfo-
rilcolina (PEIPC), que são fosfolípides oxidados
derivados da 1-palmitoil-2-araquidonil-sn-glicerol-
3-fosforilcolina. Os fosfolípides oxidados estão
presentes nas diversas lipoproteínas plasmáticas,
em especial na lipoproteína (a) (Lp(a))14. Estes
produtos de oxidação dos fosfolípides podem ser
determinados no plasma, desde que sejam aten-
didos requisitos importantes para o preparo das
amostras15 e, posteriormente, caracterizados por
meio de cromatografia líquida acoplada à es-
pectrometria de massa (LC/MS) ou por imunoen-
saios com anticorpos monoclonais murinos, que
reconhecem estes lípides oxidados como determi-
nantes antigênicos. Vantagem: estes fosfofolípides
oxidados são produtos específicos dos processos
bioquímicos de lipoperoxidação e podem ser deter-
minados por imunoensaios. Desvantagens: alguns
imunoensaios requerem o isolamento prévio das
lipoproteínas do plasma antes da análise14.

Produtos de oxidação do colesterol

O colesterol é um lipídeo insaturado,
suscetível à oxidação na presença de luz, oxigênio,
temperaturas elevadas, atividade de água,
radiações, radicais livres, íons metálicos, agentes
sensibilizantes, pH, entre outros fatores. Os pro-
dutos de oxidação do colesterol, ou óxidos de
colesterol constituem um grupo de esteróis com
estrutura similar à molécula de colesterol, conten-
do grupos cetona, hidroxila ou epóxido em um
dos anéis ou na cadeia lateral (Figura 2). Estes
compostos podem ser formados por meio de
reações enzimáticas, ou via oxidação mediada por
radicais livres16.

A autoxidação do colesterol envolve uma
série de reações radicalares, formando mais de
60 diferentes produtos da oxidação. Vários óxidos
de colesterol têm sido detectados em quantidades
apreciáveis nos tecidos e fluídos biológicos de
humanos, incluindo plasma, lipoproteínas aterogê-
nicas e placas ateroscleróticas17. Os óxidos de
colesterol podem apresentar efeitos locais impor-
tantes na parede arterial, atuando como fator de

regulação da homeostase dos lipídios celulares e,
possivelmente, na maturação das lesões ateroscle-
róticas18. Os métodos disponíveis para a detecção

dos óxidos de colesterol são a cromatografia gasosa
com detecção por ionização de chama (CG/FID)
ou a espectrometria de massa (CG/MS) e HPLC19-21.

Vantagem: produtos específicos da oxidação não
enzimática do colesterol que podem ser detectados
em fluidos biológicos. Desvantagem: as amostras

biológicas não devem ser armazenadas por pe-
ríodo superior a 2 meses19.

Oxidabilidade da LDL

As partículas de LDL têm densidade entre
1.019 ~ 1.063g/mL, com diâmetro médio de
22nm, contendo na parte central cerca de 170
moléculas de triglicérides e 1600 moléculas de
ésteres de colesterol. A superfície da LDL é for-
mada por uma monocamada constituída por cerca

Figura 2. Produtos de oxidação do colesterol.
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de 700 moléculas de fosfolipídios (principalmente
fosfatidilcolina e esfingomielina), 600 moléculas
de colesterol não-esterificado e uma única
molécula de ApoB-100, que é composta por 4536
resíduos de aminoácidos. A suscetibilidade das
partículas de LDL à oxidação pode ser avaliada in
vitro, após a indução da peroxidação lipídica por
azoiniciadores radicalares lipossolúveis (AMVN),
hidrossolúveis (AAPH), ou, mais comumente,
pelos íons cobre. O cobre (CuSO4) é amplamente
utilizado e inicia as etapas de peroxidação lipídica

por meio da redução dos hidroperóxidos lipídicos
pré-formados nos ácidos graxos presentes na
lipoproteína, gerando radical alcoxila (LO·)2,22.

A oxidabilidade da LDL in vitro (cinética

da oxidação in vitro da LDL) (Figura 3) ocorre em
três etapas, a saber: i) iniciação, na qual ocorre a
formação dos radicais de carbono ou alcoxila,

denominada de fase de indução (lag phase), ii)
fase de propagação, na qual os radicais alcoxila e
peroxila (LOO·) incialmente formados interagem

com outras moléculas de ácido graxos polinsa-
turados oxidando-as e iii) terminação, etapa em
que ocorre a reação entre radiciais  LO·  e LOO·

formando produtos não-radicalares, finalizando o
processo de lipoperoxidação. Na fase de indução
ocorre o consumo dos antioxidantes lipossolúveis

e o tempo de indução (lag time) é, portanto,
dependente da concentração destes antioxidantes
nas partículas de LDL. Na fase seguinte, a propa-

gação das reações em cadeia da lipoperoxidação
é proporcional à quantidade de ácidos graxos
insaturados da LDL. A velocidade de propagação

(log rate) é proporcional ao teor de ácidos graxos
poliinsaturados presentes na partícula2.

O processo de oxidação da LDL in vitro é
realizado pela medida do tempo de indução (lag
time) e da velocidade de propagação (log rate)
da peroxidação dos ácidos graxos (Figura 3), moni-
torado espectrofotometricamente, por intermédio

da absorção das duplas ligações conjugadas dos
ácidos graxos oxidados na região ultravioleta
( =235 m) (dienos conjugados). Vantagem: é um

método de fácil execução e fornece informação

indireta sobre a suscetibilidade à oxidação das
partículas de LDL isoladas do plasma23. Desvan-
tagens: requer o isolamento prévio da LDL do

plasma por meio da técnica de ultracentrifugação
e não reflete a extensão da oxidação da LDL que
ocorre in vivo.

LDL minimamente oxidada ou LDL
eletronegativa (LDL-)

As modificações da LDL via oxidação não

enzimática (aldeídos, cobre, peroxinitrito) ou via

lipoxigenases e peroxidases aumentam a carga

negativa das partículas de LDL e podem contribuir

para a geração in vivo de uma subfração de LDL

eletronegativa, denominada LDL (-). Devido às

diferenças de carga, a LDL plasmática pode ser

separada por cromatografia de troca iônica em

duas frações. A subfração de LDL nativa (nLDL)

representa ~ 70%-99% da LDL total. A outra

fração é denominada LDL(-) e representa a subfra-

ção da LDL minimamente modificada ou oxidada

que apresenta aumento da eletronegatividade24.

A LDL (-) é encontrada predominante-

mente nas frações mais densas da LDL e apre-

senta maior conteúdo de hidroperóxidos lipídicos,

óxidos de colesterol, lisofosfatidilcolina, dienos

Figura  3. Cinética de oxidação da LDL.
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conjugados, aldeídos e ácidos graxos não-esteri-
ficados em comparação à LDL nativa, além da
diminuição dos antioxidantes lipossolúveis. A super-
fície da LDL (-) é significativamente mais polar do
que a n-LDL e apresenta alteração da camada
lipídica e da estrutura secundária da apolipopro-
teina B-100 (ApoB)24. Diferente da LDL oxidada in
vitro, a LDL (-) não apresenta fragmentação da
ApoB e outras alterações decorrentes de uma
oxidação excessiva, observações que originaram
o termo LDL minimamente modificada (LDLmm)25.

Diversos estudos demonstram o aumento
da proporção da LDL (-) no plasma de indivíduos
com elevado risco cardiovascular, como os porta-
dores de diabetes mellitus (DM), hipercoleste-
rolemia familiar ou hipertrigliceridemia, além
daqueles em hemodiálise ou com doença corona-
riana estabelecida24, portadores de aterosclerose

coronariana independentemente da fase aguda
ou crônica26. Estes dados indicam que a LDL (-)
pode ser considerada um importante biomarcador
para as doenças cardiovasculares27,28.

A determinação da LDL (-) pode ser reali-
zada por cromatografia líquida (HPLC) de troca
aniônica ou ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay)29. Os métodos cromatográficos são mais
demorados e têm custo mais elevado em relação
aos enzimaimunoensaios. Anticorpos monoclonais
(MAb) são poderosas ferramentas na identificação
de estruturas específicas na heterogeneidade de
partículas de LDL modificada e têm sido utilizados
para a investigação da LDL oxidada (Quadro 1).
Os tipos de imunoensaios mais utilizados para a
detecção de lipoproteínas minimamente oxidadas
presentes no plasma estão representados na
Figura 4. Vantagens: os imunoensaios são reprodu-

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

densidade) oxidada no plasma.

IgM secretado por hibridomas obtidos a partir de linfócitos do baço de camundongos Balb/c imuniza-

dos com homogenato de lesões ateromatosas humanasEpítopo: fosfolípides oxidados (PLox)

IgG secretado por hibridomas obtidos a partir de linfócitos do baço de camundongos Balb/c imunizados

com LDL derivatizada com MDA

IgM secretado por hibridomas obtidos a partir de linfócitos do baço de camundongos knockout para

apo E não imunizados. Epítopo: fosfolípides oxidados (PLox) e adutos PLox-proteína

IgG secretado por hibridomas obtidos a partir de linfonodos popliteais isolados de camundongos

Balb/c imunizados com LDL eletronegativa isolada de plasma humano

Quadro 1. Anticorpos monoclonais utilizados para a detecção de lipoproteínas oxidadas.

Autores Anticorpo monoclonal

Itabe et al., 199430

Holvot et al., 199511

Palinski et al., 199631

Damasceno et al., 200632
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tíveis, de execução fácil e rápida e podem ser
automatizados, o que facilita a utilização para a
análise de grande número de amostras. Existem
kits de ELISA para a detecção de LDL oxidada
comercialmente disponíveis11. Desvantagens: a
diversidade dos anticorpos monoclonais e dos tipos
de imunoensaios utilizados torna difícil a compa-
ração dos resultados entre os diferentes ensaios.

C O N C L U S Ã O

A aterosclerose é uma doença que envolve
mecanismos complexos, dentre os quais, des-

tacam-se a relação dos produtos gerados durante
os processos de peroxidação lipídica com as alte-
rações nas partículas de LDL. A determinação

destes biomarcadores pode ser realizada em
fluidos biológicos e lipoproteínas, utilizando-se
técnicas cromatográficas ou enzimoimunoensaios.

Considerando-se as diversas etapas que envolvem
a peroxidação lipídica, a compartimentalização
dos lípides nas membranas e as lipoproteínas, bem

como a diversidade de produtos que podem ser
formados neste processo, recomenda-se a utiliza-
ção de um conjunto de biomarcadores, depen-

dendo do tipo e objetivo do estudo que será
conduzido.
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