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RESUMO: Atualmente, acredita-se que as doenças inflamatórias estão fortemente ligadas a 
condição de estresse oxidativo. Dentre elas, uma das mais estudadas é a aterosclerose. A 
aterosclerose é uma doença de grande importância mundial, devido a alta mortalidade 
resultante de condições clínicas decorrentes da doença, como o infarto agudo do miocárdio 
e o acidente vascular cerebral. As lipoproteínas oxidadas, especialmente a lipoproteína de 
baixa densidade oxidada (LDL-ox), estão presentes no plasma de pacientes com 
aterosclerose. Estudos demonstram que a modificação da LDL é um fator importante no 
desenvolvimento da doença. Por isso, a determinação da LDL-ox plasmática é essencial 
não apenas para investigar sua relevância para as doenças cardiovasculares, mas também 
como um auxiliar no diagnóstico destas doenças. Estudos sobre a susceptibilidade da LDL 
à oxidação, dosagens bioquímicas de produtos da oxidação da LDL, ensaios imunológicos 
para a pesquisa da LDL-ox e de anticorpos anti LDL-ox tem sido utilizados como 
marcadores de risco para desenvolvimento de aterosclerose, e conseqüentemente, de 
eventos cardíacos e vasculares graves. Este trabalho discute brevemente alguns métodos de 
avaliação da oxidação da LDL. 
Palavras Chaves: aterosclerose, lipoproteína de baixa densidade (LDL), lipoproteína de 
baixa densidade oxidada (LDL-ox), métodos. 

 

ABSTRACT: Currently, the inflammatory disorders are believe to strongly correlate with 
the condition of oxidative stress.  Amongst them, one of the most studied is atherosclerosis.  
Atherosclerosis is a disease of great world-wide importance, due to the high mortality of 
decurrently clinical conditions of the illness, as acute myocardial infarction and stroke.  The 
oxidized lipoproteins, especially the oxidized low density lipoprotein (LDL-ox), are present 
in the plasma of patients with atherosclerosis. Studies have demonstrated that the 
modification of the LDL is an important factor in the development of the illness. Therefore, 
the determination of the plasma LDL-ox is essential not only to investigate its relevance for 
the atherosclerotic diseases, but also to help in the diagnosis of these illness.  Studies of the 
susceptibility of the LDL to oxidation, measurements of LDL oxidation products, 
immunological assays to research LDL-ox and antibodies against LDL-ox have been 
carried through as markers of risk for development of atherosclerosis, and consequently, of 
serious cardiac and vascular events.  This work briefly argues some methods of evaluation 
of the oxidation of the LDL. 
Key words: atherosclerosis, low density lipoprotein (LDL), oxidized low density 
lipoprotein (LDL-ox), methods. 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. INTRODUÇÃO 

 

Pequenas quantidades de radicais livres de oxigênio são constantemente formadas 

em resposta a estímulos externos e internos nos organismos aeróbicos.[1-3] Uma produção 

elevada de radicais livres pode levar a um desequilíbrio, principalmente quando o sistema 

antioxidante natural não é eficiente em eliminar este excesso de produção, podendo ocorrer 

então o chamado estresse oxidativo. A associação entre o excesso de espécies reativas de 

oxigênio e doenças inflamatórias, doenças autoimunes, aterosclerose e doenças 

neurológicas degenerativas, como, por exemplo, Esquizofrenia [4,5], Síndrome de Down [6], 

Mal de Alzheimer [7] e Doença de Parkinson [8,9] é bem reconhecida atualmente, sendo o 

mecanismo de injúria celular o mais aceito para explicar esta correlação.  

A aterosclerose é uma das doenças mais estudadas atualmente, e tem sua patogênese 

altamente ligada a condição de estresse oxidativo. É uma doença multifatorial e progressiva 

que afeta a parede dos vasos sangüíneos e que pode levar a complicações importantes, 

sendo as mais conhecidas o infarto do miocárdio e o acidente vascular cerebral, 

enfermidades agudas, além da doença vascular periférica, de natureza crônica. [10,11] 

As doenças cardiovasculares são as principais causas de morbidade e mortalidade 

nos países ocidentais [12-14], do mesmo modo no Brasil, são responsáveis por 25% dos 

óbitos, vitimando 250.000 pessoas por ano [15]. Números dos Estados Unidos da América 

demostram que a aterosclerose é o principal fator de risco para acidente vascular cerebral, e 

este é a terceira maior causa de morte no país. [12-14] 

Por ser uma doença de grande importância e prevalência mundial, a aterosclerose 

tem sido exaustivamente investigada ao longo dos anos. A teoria mais aceita para explicar 

sua patogênese é a hipótese oxidativa. Existem grandes evidências do importante papel da 

lipoproteína de baixa densidade oxidada (LDL-ox) na etiologia da aterosclerose [16-18]. A 

teoria oxidativa diz que os lipídeos circulantes, principalmente a LDL, podem penetrar no 

endotélio das artérias e, ao entrar, sofrem modificações oxidativas por produtos 

metabólicos, radicais livres de oxigênio e enzimas produzidos pelas células vasculares 

(macrófagos, células endoteliais e musculares lisas) [19], processo este catalisado pela 

presença de metais de transição, como ferro e cobre. [20-21] 



A modificação oxidativa da LDL acontece na íntima do vaso e parece ocorrer em 

duas fases. Na primeira fase, ou fase inflamatória, os lipídeos da LDL sofrem oxidação, 

sem que ocorram grandes modificações na apolipoproteína B, o que resulta na formação da 

LDL minimamente oxidada (LDL-ox min) [22]. Nesta fase, a LDL-ox min contribui para o 

estado inflamatório da parede vascular, pois pode recrutar monócitos circulantes através do 

aumento da expressão de glicoproteínas de adesão da superfície das células. Os monócitos 

então se aderem à superfície da parede vascular e outras moléculas específicas (proteína 

quimiotática específica, proteína-1 quimiotática monocitária) podem atraí-los para o espaço 

subendotelial, onde se diferenciam em macrófagos [23]. Na camada íntima do vaso as 

partículas de LDL-ox min podem sofrer intensiva oxidação por espécies reativas de 

oxigênio (ERO) e enzimas produzidas pelos macrófagos, como a mieloperoxidase e a 

lipoxigenase, transformando-as em LDL altamente oxidada (LDL-ox), caracterizando 

assim, a segunda fase da modificação oxidativa da LDL [24] (Figura 1). Nesta fase, surgem 

produtos de decomposição lipídica, os quais podem reagir com resíduos de lisina da 

apolipoproteína-B, modificando-os, o que torna a LDL mais eletronegativa. [25,26] 

 
 

Figura 1: Dano oxidativo afeta os componentes lipídicos e protéicos da LDL. Adaptado de 
Yamaguchi et al., 2002. 

 



A oxidação da LDL é inibida pela lipoproteína de alta densidade (HDL), a qual 

contém propriedades antioxidantes. [24] 

As LDL-ox passam a ser reconhecidas pelos receptores do tipo scavenger dos 

macrófagos, que não são regulados pelo conteúdo celular de colesterol [27,28]. Ocorre 

captação indiscriminada de LDL-ox e acúmulo maciço de colesterol nos macrófagos, 

formando-se as células espumosas [29,30]. Após essa fase inicial, desenvolvem-se as estrias 

gordurosas, que se caracterizam pelo acúmulo de células espumosas e lipídeos 

extracelulares, levando à inflamação e espessamento da parede arterial [31], além disso, 

acontece a migração de células musculares da camada média da parede vascular para a 

íntima, estimulada pelos fatores de crescimento derivados das plaquetas, fator de 

crescimento derivado do fibroblasto e fator de crescimento b. A estria gordurosa é a lesão 

inicial da aterosclerose, que pode progredir, e a medida que isso acontece, forma-se uma 

capa fibrosa que envolve as células espumosas, leucócitos, lipídeos e células musculares 

lisas no centro da lesão.[32] 

Diferentes mediadores inflamatórios são liberados no espaço intimal, perpetuando e 

ampliando o processo, levando finalmente à formação da placa aterosclerótica. As placas 

podem ser divididas em estáveis ou instáveis [32]. As mais instáveis, portanto mais 

propensas à ruptura, possuem alto conteúdo lipídico em seu interior [33-34]. A fissura e o 

rompimento de placas instáveis pode levar à formação de trombos, responsáveis muitas 

vezes pelos acidentes vasculares e pelos infartos [35,36], conseqüências mais graves da 

aterosclerose. 

 Além de contribuir significativamente para o surgimento das células espumosas, a 

LDL-ox possui várias outras atividades pró-aterogênicas, dentre elas: formação de 

intermediários e produtos finais da reação de oxidação que são citotóxicos para células da 

parede vascular, causando não só a morte celular por necrose, devido a lipoperoxidação de 

componentes da célula [37-38], como também a apoptose [39]; induz e perpetua o estado 

inflamatório no local de seu acúmulo, por ser quimiotática para monócitos e por aumentar a 

expressão de gens das células endoteliais que sintetizam substâncias responsáveis por 

recrutar monócitos [40-43]; favorece a secreção de interleucina-1 pelos monócitos, o que 

aumenta a proliferação de células musculares lisas na lesão [44]. 



 Somam-se a estes efeitos, o aumento na disfunção endotelial, a indução da 

agregação plaquetária e a formação de trombos e a desestabilização das placas 

ateromatosas, por mecanismos que incluem a expressão de metaloproteínases, todos 

promovidos pela LDL-ox [45]. 

A reação de lipoperoxidação em cadeia dos lipídeos da LDL tem sido muito 

utilizada em métodos experimentais que visam avaliar a oxidação da LDL in vitro, deste 

modo inferindo seu estado oxidativo in vivo. Valendo-se desta reação facilmente induzida 

pela presença de metais, é possível quantificar e qualificar a cinética da modificação 

oxidativa da LDL, bem como dosar os produtos formados no processo de lipoperoxidação, 

como o malondialdeído (MDA) e outros, os quais podem ser utilizados como marcadores 

do estado oxidativo da LDL. Deste modo, é possível sugerir o uso do estado oxidativo da 

LDL como um dado adicional para a avaliação do risco de aterosclerose e doenças 

cardiovasculares. 

Este trabalho enumera algumas metodologias que avaliam a oxidação de LDL in 

vivo e in vitro, bem como discute sua possível utilização clínica e experimental.  

 

 

  2. MÉTODOS DE AVALIAÇÃO DA OXIDAÇÃO DA LDL 

 

Para avaliar a oxidação da LDL, como um primeiro passo, faz-se necessário o 

isolamento desta lipoproteína. O isolamento é geralmente feito através da 

ultracentrifugação das amostras, que utiliza o gradiente de densidade das lipoproteínas para 

separá-las em bandas. [46] 

 

2.1. Susceptibilidade da LDL à oxidação: Medida de dienos conjugados: 

 Este método permite avaliar a oxidação lipídica através do acompanhamento da 

cinética da reação de formação de dienos conjugados durante a oxidação da LDL, 

monitorando continuamente a mudança na absorbância da amostra no comprimento de 

onda de 234 nm. Para iniciar o processo de oxidação é utilizada a incubação da LDL com 

íons de metais de transição, como o cobre. A oxidação não ocorre instantaneamente, e o 



tempo decorrido entre a adição dos íons e o início da formação dos dienos é chamado de 

fase lag e pode ser utilizado como um parâmetro do estado oxidativo inicial da LDL. [47]  

 A fase lag é medida em minutos e a susceptibilidade da LDL à oxidação pode ser 

inferida pela duração desta fase, pois quanto mais curta esta fase, maior a susceptibilidade 

da LDL à oxidação [47], o que se reflete também in vivo. [48,49] 

 Outros parâmetros podem ser utilizados a fim de se averiguar a oxidação da LDL 

por este método, como a medida da absorbância inicial da amostra em 234nm e a razão da 

oxidação por hora, expressa como a produção de dienos conjugados por minuto por 

miligrama de proteína de LDL, durante a fase de propagação da reação. Além destes, 

podem ser também aferidos outros índices, como a quantidade máxima de dienos formada e 

o tempo necessário para a formação dessa quantidade máxima de dienos. [50] Todos estes 

parâmetros poderiam auxiliar na determinação do estado oxidativo da LDL. 

 Experimentalmente, estes dados são utilizados como parâmetros de comparação em 

populações estudadas [51,52], mas o tempo requerido para se fazer este teste e a dificuldade 

de padronização existente torna difícil o emprego deste método na rotina clínica 

laboratorial. [53] 

      

 2.2. Modificação da mobilidade eletroforética: 

 Durante a oxidação da LDL, formas mais eletronegativas da lipoproteína surgem 

devido a reação de grupos amino de resíduos de lisina da apoB com aldeídos, produtos 

finais da peroxidação de ácidos graxos polinsaturados. [54]  

 Valendo-se da diferença na mobilidade eletroforética existente entre a LDL e a 

LDL-ox é possível avaliar a oxidação da LDL através de várias técnicas de eletroforese, 

com sensibilidade e especificidade diferentes. [53] 

 A eletroforese fornece um parâmetro qualitativo da oxidação da LDL pois avalia sua 

modificação durante o processo de oxidação, o que pode ser um aspecto vantajoso do uso 

deste método, com relação a outros que utilizam parâmetros quantitativos, mais sujeitos a 

erros. [53] 

 Além do aumento na mobilidade da LDL, a oxidação também produz fragmentação 

protéica na lipoproteína, causando bandas mais dispersas [55], outro parâmetro útil para 

determinar a oxidação da LDL através da eletroforese.   



 Muitos estudos utilizam diferentes técnicas de eletroforese de LDL para avaliar a 

oxidação desta lipoproteína em grupos de indivíduos, como por exemplo, em crianças e 

adolescentes hipercolesterolêmicos [56] e em diabéticos tipo II [57].                     

 

 2.3. Dosagem de produtos da peroxidação lipídica: 

 Estes marcadores são amplamente usados na determinação do estresse oxidativo 

através da avaliação da peroxidação lipídica, baseando-se na determinação da concentração 

dos produtos mais estáveis resultantes desta reação. [58] 

 

2.3.1. Dosagem de hidroperóxidos lipídicos: 

 Dentre os vários produtos de degradação e decomposição resultantes da reação de 

oxidação da LDL, os primeiros a se formarem são os hidroperóxidos lipídicos, e sua 

dosagem também pode ser feita para aferir o estado oxidativo da LDL. [58] 

 O conteúdo ou acúmulo de hidroperóxidos lipídicos em uma amostra pode ser 

aferido usando técnicas espectrofotométricas, onde o produto da reação dos hidroperóxidos 

com reagentes, como por exemplo FOX, desenvolvido por Wolff et al. [59] pode ser dosado. 

O resultado pode ser expresso em uma razão hidroperóxidos lipídicos/concentração de 

colesterol na amostra. [53] 

 Outra técnica de dosagem de hidroperóxidos lipídicos também usa a 

espectrofotometria para a leitura dos resultados, porém utiliza a reação dos hidroperóxidos 

com um sistema enzimático de glutationa peroxidase/glutationa reduzida e NADPH. São 

feitas duas medidas de absorbância em 340 nm, uma anterior à reação e uma posterior, 

visando determinar o decréscimo da absorbância, devido a oxidação do NADPH neste 

comprimento de onda.[50,60] 

 Este método é amplamente utilizado, sozinho ou em conjunto com outros métodos, 

por ensaios cientificos publicados recentemente, com o objetivo de avaliar indiretamente a 

oxidação da LDL em diversas amostras biológicas. [50, 58] 

 

 2.3.2. Dosagem de malondialdeído (MDA): 

 O malondialdeído (MDA), composto de três carbonos, é um dos principais produtos 

finais da peroxidação lipídica  de ácidos graxos polinsaturados (principalmente ácido 



aracdônico) e seus ésteres, sendo formado pela cisão destes ácidos graxos, após a 

peroxidação. [61] 

 O MDA é o marcador para determinar peroxidação lipídica mais amplamente 

utilizado atualmente [62] e o método para sua dosagem geralmente se baseia na reação 

clássica do MDA com o ácido tiobarbitúrico (TBA), formando um complexo colorido, de 

absorbância máxima no comprimento de onda de 532 nm. [63] 

 A técnica espectrofotométrica é a mais empregada para determinar a concentração 

de MDA em amostras biológicas [64], mas existem algumas limitações neste método, 

principalmente a interferência devido a reações entre TBA e outros compostos biológicos. 

Este problema vem sendo resolvido usando a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE) para a determinação de MDA, após a reação com TBA, possibilitando uma maior 

separação do composto formado e tornando o método mais específico. [65-67] 

Este aperfeiçoamento da técnica e outros semelhantes têm sido muito utilizados para 

determinação dos níveis de MDA em uma grande variedade de amostras biológicas. [68-74] 

A dosagem de MDA é a base para muitos ensaios científicos que visam determinar 

indiretamente o estado oxidativo da LDL em determinados grupos, como por exemplo, em 

pacientes com psoríase [50], autismo [62], e até em voluntários saudáveis. [75]  

   

 2.3.3. Dosagem de F2-Isoprostanos: 

 Outros produtos da oxidação também podem ser dosados para determinar oxidação 

lipídica em amostras biológicas, além de MDA e hidroperóxidos lipídicos. 

 Este é o caso dos F2-Isoprostanos (produtos da oxidação do ácido aracdônico), que 

atualmente é considerado como um método específico para determinar a peroxidação 

lipídica. [76,77] Os F2-Isoprostanos podem ser quantificados utilizando extração de fase 

sólida, CLAE e Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa (CG-EM). [78,79]  

 Existem também ensaios imuno-enzimáticos sendo desenvolvidos, capazes de 

detectar a presença de F2-Isoprostanos no plasma e na urina, até mesmo em pequenas 

concentrações [80,81], que poderão ser muito úteis clinicamente para auxiliar na avaliação de 

risco cardiovascular. 

  

 



 2.3.4. Dosagem de outros produtos de peroxidação lipídica: 

 Além dos já citados, outros produtos de oxidação de lipoproteínas também têm sido 

propostos como marcadores de oxidação da LDL. Um exemplo são os ácidos 

hidroxieicosatetranóicos (HETEs), derivados da oxidação do ácido aracdônico e os ácidos 

hidroxioctadecanóicos (HODEs), resultantes da oxidação do ácido linoléico.[79] Estes 

compostos já foram encontrados aderidos à placa aterosclerótica, e cogita-se que sua 

presença está associada à placas instáveis e sujeitas à ruptura. [82] 

 A presença destes compostos pode ser determinada, após a extração da fração 

lipídica do material a ser analisado, por técnicas de Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE). [82] 

 Da mesma forma, estão sendo propostos outros marcadores como os 

hidrocarbonetos voláteis de cadeia curta, etano e pentano, igualmente formados durante a 

peroxidação lipídica, que são medidos como gases respiratórios utilizando-se cromatografia 

gasosa acoplada a espectrofotometria de massa. [83-85] 

 

 2.4. Métodos imunológicos: 

 Uma das propriedades que diferenciam a LDL nativa da LDL-ox é sua capacidade 

imunogênica. A LDL-ox possui um papel imunogênico no processo da aterosclerose, pois é 

considerada um autoantígeno formado na lesão aterosclerótica. [86,87] 

 A evidência que apóia esta afirmação é o fato de que são encontrados no sangue e 

nas lesões de pacientes com aterosclerose, além de em animais experimentais, anticorpos 

IgM e IgG, específicos para LDL-ox. [86, 88-90] 

 A partir desta constatação foi possível desenvolver métodos imunológicos para 

verificar a presença de LDL-ox e quantificá-la. Estes métodos podem avaliar a presença de 

LDL-ox na amostra, utilizando anticorpos anti-LDL-ox ou ainda medir os autoanticorpos, 

usando a própria lipoproteína oxidada. 

 Estes métodos vêm sendo muito utilizados em estudos científicos que visam avaliar 

diretamente a oxidação da LDL in vivo, em determinadas populações, como por exemplo: 

em gestantes [91], em pacientes com doença cardiovascular [92] e em fumantes. [93]  

 

 



 2.4.1. Determinação de autoanticorpos anti LDL-ox: 

 Os níveis de autoanticorpos fornecem uma evidência indireta da importância da 

LDL-ox na doença cardiovascular e podem ser determinados por um procedimento de 

enzima imunoensaio (EIA). [94] 

 Na dosagem de autoanticorpos por ELISA do tipo indireto, a LDL oxidada pelo íon 

Cu++ é fixada nos micropoços da placa, como forma de antígeno, onde os anticorpos, se 

presentes na amostra, se ligarão especificamente. Após uma etapa de lavagem, um 

anticorpo IgG anti-humano específico ligado a uma enzima (conjugado) é adicionado para 

se ligar aos anti LDL-ox ligados à LDL-ox. Depois da remoção do conjugado que não se 

ligou, por uma nova etapa de lavagem , o substrato cromogênico da enzima é adicionado, 

sendo então modificado pela enzima ligada ao anticorpo anti-humano, gerando solução 

colorida. A concentração da imunoglobulina específica anti LDL-ox é quantificado pela 

mudança de cor na solução, detectável por um leitor de ELISA. A intensidade de cor 

desenvolvida é diretamente proporcional à concentração de anticorpos anti LDL-ox na 

amostra. [50, 95] 

  

 2.4.2. Determinação da LDL-ox: 

 Os níveis de LDL-ox também podem ser mensurados por ensaios de ELISA, do tipo 

sanduíche, utilizando anticorpos monoclonais para diferentes epítopos da LDL-ox humana. 

Geralmente em um mesmo ensaio são usados mais de um anticorpo aderido à parede da 

placa. Após a adição da amostra, a LDL-ox existente no soro se liga aos anticorpos anti 

LDL-ox da placa. Depois de uma etapa de lavagem, o anticorpo anti LDL-ox acoplado a 

enzima é adicionado. Após nova lavagem, o substrato cromogênico é adicionado e 

modificado pela enzima. Como na técnica de ELISA descrita para dosagem de anticorpos 

anti LDL-ox, a quantidade de LDL-ox presente na amostra é diretamente proporcional à cor 

desenvolvida na solução. O nível de LDL-ox nas amostras pode ser expressa em 

unidades/mL. [92,96,97] 

  

 3. CONCLUSÃO 

  Na maioria dos estudos em animais experimentais e em humanos, a oxidação da 

LDL vem sendo avaliada por métodos indiretos, alguns discutidos neste trabalho 



(determinação de produtos da peroxidação lipídica, avaliação da susceptibilidade da LDL à 

oxidação, modificação da mobilidade eletroforética) e até recentemente o único meio para 

acessar a oxidação da LDL in vivo tem sido a quantificação de autoanticorpos contra a 

LDL-ox e a LDL-ox por métodos imunológicos. [90] (Figura 2). 

 

 
Figura 2: Modificação oxidativa dos componentes lipídicos da LDL e métodos para 
avaliação do dano oxidativo.  
 

 Em avaliações clínicas, para diagnóstico ou acompanhamento de pacientes de alto 

risco, os métodos mais utilizados para determinar a oxidação da LDL são os métodos 

imunológicos, por seu reduzido tempo de execução, fácil adaptação à rotina laboratorial e 

disponibilidade de kits comerciais. 

 Já os métodos espectrofotométricos e cromatográficos são mais utilizados em 

estudos diversos na área de saúde. Geralmente cada estudo utiliza mais de um método, 

combinando métodos indiretos entre si ou estes com métodos imunológicos  para avaliar o 

estado oxidativo da LDL nos mais diversos grupos populacionais. 



 A eletroforese também é muito utilizada na avaliação das modificações oxidativas 

na LDL em estudos científicos. Além disso, sugeriu-se que a eletroforese capilar poderia 

ser um método de triagem clínica em grandes populações. [53] 

 Os métodos de avaliação da oxidação da LDL abordados neste trabalho e outros 

aqui não citados podem futuramente ser utilizados de forma mais ampla na triagem e no 

seguimento de pacientes com doenças cardiovasculares, além de continuarem a contribuir 

para a elucidação dos mecanismos da aterogênese e da contribuição da LDL-ox para o 

desenvolvimento da doença.  
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