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RESUMO 

 
Dissertação de Mestrado 

Programa de Pós-Graduação em Bioquímica Toxicológica 
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil 

 
OXIMAS COMO INIBIDORES DA OXIDAÇÃO DE LIPOPROTEÍNAS  DE BAIXA 

DENSIDADE 
AUTOR: Rafael de Lima Portella 

ORIENTADOR: Félix Alexandre Antunes Soares 
CO-ORIENTADORA: Nilda Berenice de Vargas Barbosa  

LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, 09 de junho de 2009. 
 
A oxidação da LDL é uma hipótese da aterogênese e sugere que o acúmulo de lipoproteína de 
baixa densidade oxidada (oxLDL) na parede do vaso é um evento precoce na progressão da 
doença. A oxLDL é uma molécula oriunda das modificações oxidativas que ocorrem nos 
componentes lipídicos e na apolipoproteína B (apoB) da LDL. A oxLDL ajuda a promover a 
aterosclerose através de mecanismos imunológicos e inflamatórios que levam à formação de 
células espumosas (foam cells). Existem estudos mostrando que diferentes antioxidantes 
inibem tanto a oxidação da LDL ex vivo quanto o desenvolvimento de aterosclerose em 
modelos de animais experimentais. Em vista disto, neste trabalho foi avaliado o efeito das 
propriedades antioxidantes das oximas butano-2,3-dionethiosemicarbazone e 3-
(phenylhidrazono)butano-2-ona contra a oxidação da LDL isolada e do soro induzida por 
Cu2+. A formação de dienos conjugados, a perda da fluorescência do triptofano e a formação 
de TBARS foram avaliadas como parâmetros de oxidação. Os resultados obtidos neste estudo 
mostraram que ambas as oximas foram capazes de prevenir a oxidação da LDL e do soro 
induzidas por Cu2+ de maneira dependente da concentração. Ambas as oximas causaram um 
aumento significativo na fase lag da formação de dienos conjugados e uma diminuição 
significativa na produção de TBARS. Além disso, as oximas se mostraram efetivas em 
proteger a fase inicial da oxidação da LDL, indicada pela destruição de resíduos de triptofano 
da apoB e a subsequente fase de propagação. A oxima butano-2,3-dionethiosemicarbazone 
mostrou-se mais eficaz do que a 3-(phenylhydrazono) butano-2-one em todos os parâmetros 
analisados. Em conclusão, ambas as oximas foram efetivas em proteger a LDL da oxidação. 
Esta proteção pode contribuir para evitar a oxidação de LDL in vivo e possivelmente a 
aterogênese. No entanto, estudos adicionais são necessários para esclarecer as propriedades 
antioxidantes das oximas contra outros geradores de radicais livres e o mecanismo molecular 
pelo qual as mesmas reduzem a oxidação da LDL. 
 
 
Palavras-chave: oximas, antioxidante, aterosclerose, radicais livres. 
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ABSTRACT 
 

Dissertation of Master’s Degree 
Graduation Course in Toxicological Biochemistry 

Federal University of Santa Maria, RS, Brazil 
 

OXIMES AS INHIBITORS OF LOW DENSITY LIPOPROTEIN OXI DATION 
AUTHOR: Rafael de Lima Portella 

ADVISOR: Félix Alexandre Antunes Soares  
CO-ADVISOR: Nilda Berenice de Vargas Barbosa 

DATE AND PLACE OF THE DEFENSE: Santa Maria, June 09th, 2009. 
 

The oxidation of low density lipoprotein is now an established hypothesis of atherogenesis 
and suggests that accumulation of oxidized low density lipoprotein (oxLDL) in the vessel wall 
is an early event in disease progression. OxLDL represents a variety of modification of both 
lipid and apolipoprotein B (apoB) components by peroxidation. This promotes atherosclerosis 
through inflammatory and immunologic mechanisms that lead to the formation of 
macrophage foam cells. There are studies showing that different antioxidants inhibit both ex 
vivo LDL oxidation and atherosclerosis in experimental animals. In view of this, we have 
evaluated the antioxidant properties of the new oximes butane-2,3-dionethiosemicarbazone 
and 3-(phenylhydrazono)butan-2-one against Cu2+-induced LDL and serum oxidation. 
Conjugated dienes formation, loss of tryptophan fluorescence, and TBARS formation were 
assassed as oxidation parameters. The results obtained in this study showed that both oximes 
are able to prevent Cu2+-induced LDL and serum oxidation in a concentration-dependent 
manner. Moreover, both oximes caused a significant increase in lag phase of conjugated 
dienes formation and a significant decrease in TBARS production. Indeed, oximes protected 
the early stage of LDL oxidation as destruction of tryptophan residues of ApoB and the 
subsequent propagation phase. Oxime butane-2,3-dionethiosemicarbazone showed to be more 
effective than 3-(phenylhydrazono) butan-2-one in all parameters analyzed. In conclusion, 
both oximes exhibited a protective role in LDL and serum oxidation. This protection may 
contribute to prevent LDL oxidation in vivo and thus the atherogenesis. However, further 
stydies are needed to clarify the oximes antioxidant properties angainst other models of free 
radical generators and the molecular mechanism in which oximes prevent LDL oxidation.  
 

 

Key-words: oximes, antioxidant, atherosclerosis, free radicals. 
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APRESENTAÇÃO 
 

 No item INTRODUÇÃO , está descrita uma sucinta revisão bibliográfica sobre os 

temas trabalhados nesta dissertação. 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a forma de 

manuscrito, o qual se encontra no item MANUSCRITO . As seções Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se no próprio 

manuscrito e representam a íntegra deste estudo. 

Os itens, DISCUSSÃO E CONCLUSÕES, no final desta dissertação, apresentam 

interpretações e comentários gerais sobre o manuscrito contido neste trabalho. 

No item PERSPECTIVAS estão expostos os possíveis estudos para continuação do 

estudo do autor, referente a esse assunto. 

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS  se referem somente às citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO  e DISCUSSÃO desta dissertação. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Aterosclerose 

1.1.1 Aspectos gerais 

A aterosclerose é a principal causa de morbidade e mortalidade nos países 

desenvolvidos e vem se tornando um problema cada vez maior em países em 

desenvolvimento que adquirem hábitos ocidentais (Stocker e Keaney, 2004). É responsável 

pela gênese de doenças cardiovasculares (DCV), sendo a mais comum e de maior incidência o 

infarto agudo do miocárdio que, em 85% a 90% dos pacientes, se deve à obstrução aguda da 

artéria coronária, resultante da cascata de eventos vasculares iniciados pela ruptura da placa 

aterosclerótica (Patterson, Eisner et al., 1995).  

No Brasil, de todas as mortes estimadas para o ano de 1997, segundo estimativa do 

Ministério da Saúde, 34,1% foram associadas à aterosclerose (Costa e Meale, 2002). Somente 

no ano de 2002 no Brasil, foram registradas 396.210 mortes causadas por doenças 

cardiovasculares (Mathers, 2003). 

 

1.1.2 Características da aterosclerose 

A aterosclerose é uma doença bastante complexa, cujo desenvolvimento envolve 

inúmeros eventos celulares e moleculares, dentre os quais se destacam a inflamação, o 

acúmulo de lipídios, a morte celular e a fibrose. Esta desordem é caracterizada pelo acúmulo 

de colesterol em macrófagos nas artérias de médio e grande calibre. Este depósito leva a 

proliferação de certos tipos celulares dentro da parede arterial que gradualmente reduzem o 

lúmen do vaso e impedem o fluxo sanguíneo. Esse processo pode ser bastante insidioso, 

durando décadas até a formação de uma lesão aterosclerótica. Porém, essa lesão pode se 

tornar vulnerável à força física do fluxo sanguíneo e se romper, causando a exposição dos 

componentes da parede arterial e levando assim, à formação de trombos que podem 

comprometer a suplementação de oxigênio em órgãos importantes como o coração, os 

pulmões e o cérebro (Stocker e Keaney, 2004). 
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1.1.3 Características morfológicas da aterosclerose 

A aterosclerose tipicamente é manifestada em três estágios conhecidos como lesões 

precoces, lesões em desenvolvimento e lesões maduras (Keaney, 2000). As lesões precoces 

são caracterizadas por áreas nodulares de deposição de lipídios nomeadas morfologicamente 

como “estrias gordurosas”. Estas representam macrófagos cheios de lipídios e células 

musculares lisas em áreas focais da camada íntima. Estas lesões precoces podem se 

desenvolver em torno dos 10 anos de idade e aumentar para ocupar até 1/3 da superfície da 

aorta na terceira década de vida. As lesões em desenvolvimento representam o próximo 

estágio das estrias gordurosas. Elas são encontradas inicialmente em áreas das artérias 

coronárias e aorta abdominal principalmente durante a terceira e quarta década de vida. Estas 

placas fibrosas têm formas elipsóides, são firmes e cobertas por uma camada fibromuscular. 

Por último, as lesões podem progredir para formas complicadas e avançadas, que são 

caracterizadas por áreas fibrosas calcificadas da artéria com ulcerações visíveis. Este tipo de 

lesão está associado com a formação de trombos, êmbolos e consequentemente com as 

doenças cardiovasculares. 

A anatomia típica da artéria normal e com lesões ateroscleróticas estão ilustradas no 

esquema 1 (Itabe, 2003). Na artéria normal, existe uma camada de células endoteliais 

revestindo a superfície do lúmen do vaso que está em contato direto com o sangue (1a). Uma 

camada composta de elastina chamada lâmina elástica situa-se entre as células endoteliais e a 

camada de células musculares lisas. No estágio precoce da lesão aterosclerótica, o qual é 

referido como um espessamento difuso da camada íntima (1b), ocorre um acúmulo de fibras 

de colágeno e lipídios, bem como a invasão de várias células incluindo macrófagos entre as 

células endoteliais e a lâmina elástica. As estrias gordurosas são pedaços macroscópicos sob a 

parede do vaso, os quais coalescem para formar grandes lesões. Nesse estágio, há um acúmulo 

maciço de lipídios no espaço da camada íntima e um grande número de células espumosas, 

que derivam de macrófagos carregados de lipídios. Algumas células espumosas são derivadas 

de células musculares lisas (1c). A capa fibrosa é formada com células musculares lisas e 

numerosas proteínas fibrosas tais como o colágeno. Nas regiões mais profundas do ateroma 

são encontrados um acúmulo maciço de macrófagos, células musculares lisas e proteínas de 

matriz extracelular (1d). Quando a superfície luminal da lesão aterosclerótica é danificada ou 

rompida, as plaquetas imediatamente se aderem e se agregam no local rompido e assim 

formam o trombo (1e). A formação de trombos e êmbolos pode levar a uma oclusão completa 

do vaso sanguíneo e esta é considerada a causa primária do infarto do miocárdio e cerebral. 
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Diversos estudos têm apontado que placas ateromatosas ricas em lipídios e células espumosas 

são as mais vulneráveis e propensas a sofrer uma ruptura.  

 

 

 

Esquema 1. Mudanças na estrutura da parede do vaso sanguíneo durante o desenvolvimento 

da aterosclerose. 
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1.1.4 Oxidação da LDL 

A LDL é uma das principais partículas transportadora de lipídios no plasma e consiste 

de éster de colesterol, fosfolipídios, colesterol livre, triglicerídios e apolipoproteína B100. A 

LDL que circula no plasma pode atravessar o espaço subendotelial e ser removida da 

circulação. Acredita-se que a oxidação da LDL não ocorra na circulação por causa das 

propriedades antioxidantes do plasma. Presume-se, no entanto, que a oxidação da LDL in vivo 

aconteça no espaço subendotelial, mediada principalmente por agentes oxidantes derivados de 

células ali presentes. No entanto, a transição bidirecional da LDL através do espaço 

subendotelial pode resultar em uma pequena quantidade de LDL oxidada na circulação 

sanguínea (Stocker e Keaney, 2004). 

O mecanismo de oxidação da LDL in vivo é ainda matéria de grande especulação. De 

acordo com um dos mais prováveis cenários, a peroxidação lipídica começaria nos ácidos 

graxos poliinsaturados da superfície fosfolipídica da LDL e então se propagaria para o núcleo, 

terminando com a oxidação de todos os lipídios da partícula, seguida pela degradação dos 

grupos lisina da apoB (Esterbauer, Wag et al., 1993). A apoB modificada pelos produtos de 

degradação lipídica (aldeídos) tem sua afinidade pelo receptor alterada, fazendo com que a 

LDL seja capturada pelos receptores scavenger dos macrófagos de uma maneira 

descontrolada, levando assim ao desenvolvimento das células espumosas (“foam cells”) e da 

lesão aterosclerótica (Esterbauer, Wag et al., 1993).  

A modificação oxidativa da LDL pode ser dividida em três estágios. O primeiro 

estágio é conhecido como a iniciação da peroxidação lipídica e envolve a formação inicial de 

espécies de radicais dentro da partícula. O segundo estágio é conhecido como estágio de 

propagação da oxidação e representa a porção da oxidação da LDL envolvendo uma reação 

em cadeia, isto é, cada radical produzido na partícula produz mais do que um radical 

subsequente. O estágio final da oxidação da LDL é conhecido como decomposição porque os 

hidroperóxidos lipídicos formados dentro da partícula de LDL decompõem-se em aldeídos e 

cetonas reativas, os quais levam a modificação da porção da apoB da LDL e mudam a carga 

líquida da LDL (Keaney, 2000). 

Uma vez que os hidroperóxidos lipídicos tenham se estabelecido na partícula de LDL, 

fica relativamente fácil gerar radicais livres, especialmente na presença de íons metálicos 

como mostrado nas equações (1) e (2). 



 

 

5 

 

 

Em sistemas lipídicos que contenham quantidades traço de hidroperóxidos de lipídio 

(LOOH), íons metálicos (Me) como o cobre ou o ferro podem catalisar a decomposição de 

hidroperóxidos de lipídio em radicais peroxil (LOO•) e alcoxil (LO•) como mostrado nas 

equações (1) e (2) respectivamente. 

Estes radicais peroxil e alcoxil rapidamente reagem com outros grupos metileno bis-

alílico (LH) de ácidos graxos poliinsaturados extraindo átomos de hidrogênio e formando 

hidroperóxidos de lipídio (LOOH) e hidróxidos de lipídio (LOH), bem como radicais de 

carbono (L •) como representado nas Equações (3), (4) e (5), respectivamente (Keaney, 2000). 

 

 

1.1.5 Hipótese da modificação oxidativa da LDL 

A hipótese de que a modificação oxidativa da LDL aumenta sua aterogenicidade 

surgiu no início da década de 80 (Fogelman, Shechter et al., 1980; Henriksen, Mahoney et al., 

1981; Heinecke, Rosen et al., 1984; Morel, Dicorleto et al., 1984; Steinbrecher, Parthasarathy 

et al., 1984). Desde que os macrófagos foram identificados como as principais células 

envolvidas na origem das células espumosas, as quais marcam o início das lesões 

arterocleróticas, aumentou notavelmente as investigações sobre os mecanismos envolvidos na 

formação das células espumosas. Apesar da inegável associação de elevados níveis de LDL 

com a aterosclerose, estudos in vitro têm evidenciado que a LDL per se não parece ser 

aterogênica (Henriksen, Mahoney et al., 1981; 1983; Steinbrecher, Parthasarathy et al., 1984). 

Inicialmente pensava-se que a formação das células espumosas era mediada pelos receptores 

de LDL. No entanto, essa hipótese acabou se tornando improvável. Um dos indícios para o 

problema com esta hipótese derivou das observações que pacientes com hipercolesterolemia 
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familial, os quais não apresentam receptores de LDL funcionais, manifestam aterosclerose 

precocemente, já na primeira década de vida. Além disso, foi evidenciado que a incubação de 

LDL com macrófagos normais, os quais possuem receptores de LDL funcionais, não forma 

células espumosas (Goldstein, Ho et al., 1979). De fato, níveis elevados de LDL geralmente 

causam uma redução na disponibilidade de receptores de LDL nas membranas, devido ao 

aumento da endocitose dos mesmos (Goldstein, Ho et al., 1979). 

Na busca de receptores alternativos de LDL, Brown e Goldstein, em 1979, observaram 

que a modificação química da LDL via acetilação leva a formação de células espumosas 

quando incubadas com macrófagos. A captação específica e saturável da LDL modificada 

pelas células era característica de captação por receptor, o qual foi denominado de “receptor 

acetil-LDL” e hoje é reconhecido como um dos muitos “receptores scavenger” que estão 

presentes nos macrófagos e outros tipos celulares (Krieger, Acton et al., 1993). Nestes estudos 

não foram identificados mecanismos in vivo associados ao processo de acetilação de LDL, no 

entanto, eles especulavam outras modificações que pudessem facilitar o reconhecimento da 

LDL pelos receptores scavenger. Ainda em 1979, estudos com culturas de células endoteliais 

e de músculo liso vascular humano mostraram que a LDL podia danificar estas células 

(Hessler, Robertson et al., 1979) e que os danos eram dependentes da modificação oxidativa 

da LDL (Hessler, Morel et al., 1983; Morel, Hessler et al., 1983; Morel, Dicorleto et al., 

1984). De acordo com tais constatações, posteriormente foi demonstrado que modificações 

oxidativas na molécula de LDL, induzidas em culturas de células, facilitam o reconhecimento 

da LDL pelos receptores scavenger de macrófagos e levam a formação de células espumosas 

(Henriksen, Mahoney et al., 1981; 1983). Em 1990, Hermann Esterbauer com interesse 

especial em química de aldeídos descobriu que a LDL, a principal vilã em termos de 

deposição de colesterol na parede arterial, podia ser facilmente oxidada na presença de íons 

metálicos de transição (em particular ferro e cobre); e que este processo envolvia a oxidação 

de ácidos graxos poliinsaturados por radicais livres e formação de aldeídos (Esterbauer, 

Dieber-Rotheneder et al., 1990). A formação de bases de Schiff entre o aldeído e o grupo ε-

amino do resíduo de aminoácido lisina pode modificar a apoB e alterar seu reconhecimento 

pelo receptor de LDL. 

Na mesma época, Daniel Steinberg e colaboradores (1983) evidenciaram que a 

incubação de LDL com células, como macrófagos ou outras células em cultura, causava 

mudanças na molécula LDL de forma que ela não era mais reconhecida pelos seus receptores 

normais (Henriksen, Mahoney et al., 1983). A LDL oxidada torna-se mais eletronegativa e 

mais facilmente reconhecida pelos receptores scavenger dos macrófagos. 
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1.1.6 Evidências da aterogenecidade da LDL oxidada 

Embora níveis plasmáticos elevados de LDL sejam um dos principais riscos para 

doenças cardiovasculares, o(s) mecanismo(s) envolvido(s) no papel desta lipoproteína em tais 

desordens não se encontram totalmente esclarecidos. Vários estudos têm apontado a LDL 

oxidada como um agente aterogênico (Witztum e Steinberg, 1991; Parthasarathy e Rankin, 

1992), visto que: (1) LDL oxidada exerce uma variedade de efeitos aterogênicos in vitro e in 

vivo (Witztum e Steinberg, 1991; Berliner, Navab et al., 1995); (2) partículas parecidas com 

lipoproteínas com danos oxidativos foram isoladas de lesões ateroscleróticas (Witztum e 

Steinberg, 1991; Baynes e Thorpe, 2000; Marathe, Harrison et al., 2000; Meagher e 

Fitzgerald, 2000; Podrez, Abu-Soud et al., 2000; Subbanagounder, Watson et al., 2000; 

Uchida, 2000); (3) produtos de oxidação lipídica como o malondialdeído foram detectados 

imuno-histologicamente em lesões ateroscleróticas de humanos e de animais (Esterbauer, 

Gebicki et al., 1992); (4) diversos antioxidantes estruturalmente independentes retardaram a 

formação de lesões ateroscleróticas em animais hipercolesterolêmicos e em primatas 

(Esterbauer, Gebicki et al., 1992; Lynch e Frei, 1994; Jessup e Leake, 1995). Assim, lipídios 

derivados de lipoproteínas danificadas oxidativamente podem ter importância fundamental na 

aterogênese.  

A LDL oxidada é citotóxica e tem vários efeitos proaterogênicos causados pelos seus 

diversos produtos de oxidação. Entre estes efeitos destacam-se: capacidade de atrair e induzir 

a adesão de monócitos no endotélio, de promover a formação de células espumosas (“foam 

cells”), de danificar células (por vias necróticas e apoptóticas), de induzir migração e 

proliferação de células musculares lisas, de interferir no processo de relaxamento vascular 

mediado pelo endotélio, de induzir a liberação de citocinas dos macrófagos, de alterar a 

expressão de genes inflamatórios de células vasculares e de aumentar a expressão de 

receptores scavenger de macrófagos. Além disso, seus efeitos imunogênicos estimulam a 

formação de anticorpos e a ativação de células T, aumentam a capacidade de agregação das 

partículas de LDL, facilitando sua captação por macrófagos e aumentam a capacidade pró-

coagulante por indução de fatores teciduais e estimulação da agregação plaquetária (Navab, 

Fogelman et al., 1995; Chisolm e Penn, 1996; Steinberg, 1997; Tsimikas e Witztum, 2000; 

Bruckdorfer, 2008).  

Vários estudos de caso-controle têm demonstrado altos níveis de LDL oxidada no 

plasma de pacientes com doenças cardíacas ou de indivíduos propensos a desenvolver 

desordens cardiovasculares (Toshima, Hasegawa et al., 2000; Ehara, Ueda et al., 2001; 
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Holvoet, Mertens et al., 2001; Sigurdardottir, Fagerberg et al., 2002; Suzuki, Kohno et al., 

2002; Nordin Fredrikson, Hedblad et al., 2003; Holvoet, Kritchevsky et al., 2004; Shimada, 

Mokuno et al., 2004; Meisinger, Baumert et al., 2005). Toshima et al. demonstraram que os 

níveis plasmáticos de LDL oxidada podem ser considerados mais específcos e sensíveis como 

marcador de risco de doenças cardíacas quando comparado aos níveis de colesterol total, 

triglicerídios, apoB ou HDL. Níveis elevados de LDL oxidada também foram identificados 

como um forte preditor para doenças coronárias em homens de meia idade (Meisinger, 

Baumert et al., 2005). Atualmente está bem estabelecida, por vários grupos de pesquisa, a 

estreita correlação existente entre doenças cardiovasculares e o aumento da LDL oxidada 

(Holvoet, Vanhaecke et al., 1998; Toshima, Hasegawa et al., 2000; Ehara, Ueda et al., 2001; 

Tsimikas, Brilakis et al., 2005; Holvoet, Jenny et al., 2007). 

 

1.2. Antioxidantes e aterosclerose 

Estudos recentes sugerem que certos produtos naturais podem fornecer um acesso a 

antioxidantes alternativos, como por exemplo, os polifenóis presentes em várias frutas e 

vegetais. Estes podem melhorar o metabolismo lipídico, reduzir a produção de LDL oxidada e 

melhorar potencialmente a aterogênese (Gorinstein, Zemser et al., 1999; Hu e Willett, 2002; 

Keen, Holt et al., 2005; Covas, Nyyssonen et al., 2006). De acordo, foi observado que 

pacientes após um evento de infarto do miocárdio, que adotaram uma dieta Mediterrânea, 

significativamente reduziram desordens cardiovasculares subseqüentes quando comparados 

com pacientes com dieta Ocidental [52]. Uma relação inversa entre o consumo de alimentos 

ricos em flavonóides e a mortalidade por doença arterial coronariana tem sido observada em 

outros estudos com epidemiológicos (Muller, 1994). 

Numerosos experimentos com animais têm mostrado efeitos benéficos de 

antioxidantes contra no desenvolvimento de aterosclerose. Por exemplo, a droga antioxidante 

probucol e as vitaminas E e C exibiram efeitos antiateroscleróticos em coelhos New Zealand 

White tratados com  colesterol (Bocan, Mueller et al., 1992). O beta-caroteno inibiu o 

desenvolvimento de aterosclerose em coelhos tratados com colesterol, apesar de uma perda do 

efeito sobre a oxidação da LDL ex vivo (Shaish, Daugherty et al., 1995). Probucol e seus 

análogos prolongaram o tempo de oxidação da LDL e reduziram a aterogênese em coelhos 

com hipercolesterolemia hereditária (Carew, Schwenke et al., 1987; Kita, Nagano et al., 

1987; Mao, Yates et al., 1991; Fruebis, Steinberg et al., 1994). Altas doses de vitamina E 
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também foram efetivas em reduzir a progressão de aterosclerose nessa espécie de coelhos 

(Willingham, Bolanosa et al., 1993).  

Com base na gravidade dos efeitos deletérios que podem ser induzidos pela LDL 

oxidada e nos efeitos benéficos obtidos com o uso de antioxidantes nas desordens 

cardiovasculares tanto em animais experimentais como em humanos, faz-se importante a 

busca por novas substâncias antioxidantes que possam ser usadas de forma efetiva no 

tratamento da aterogênese. 

1.2.1. Oximas 

As oximas são compostos químicos que obedecem a fórmula molecular geral 

R1R2C=N-OH. Segundo a identidade dos radicais R1 e R2 ligados ao carbono que estabelece a 

ligação com a porção N-OH, as oximas podem ser classificadas como aldoximas ou 

cetoximas. As aldoximas possuem uma cadeia lateral orgânica como um dos radicais ligados 

ao carbono, e um átomo de hidrogênio como sendo o segundo radical. As cetoximas, por sua 

vez, apresentam duas cadeias laterais orgânicas como radicais. As oximas são, em sua 

maioria, sólidos cristalinos com pouca solubilidade em água e derivados da condensação de 

uma porção hidroxilamida (NH2OH) com um aldeído ou uma cetona por catálise ácida. O 

termo oximas foi primeiramente definido no século XIX e deriva da contração das palavras 

oxigênio e imida (oxigênio+imida = oxima) (Arena, 1979). 

 As oximas são geralmente utilizadas como potentes antídotos no tratamento de 

intoxicações por organofosforados (Worek, Thiermann et al., 2004), por serem capazes de 

promover a reversão da inibição da enzima acetilcolinesterase induzida pelo agente tóxico. 

Além deste efeito, estudos recentes têm indicado determinadas oximas como potentes agentes 

antioxidantes. Silva et al. mostraram que a oxima K027 reduz a peroxidação lipídica causada 

por malation em córtex prefrontal de camundongos (Da Silva, Farina et al., 2008).  

As oximas 3-(fenil hidrazona) butano-2-ona e butano-2,3-dionatiosemicarbazona são 

oximas inéditas sintetizadas recentemente e consequentemente pouco se sabe sobre suas 

propriedades farmacológicas e/ou toxicológicas. No entanto, alguns estudos já têm 

evidenciado que quando administradas via subcutânea, não causam alterações nos níveis de 

tióis não-protéico, de peroxidação lipídica e na atividade da enzima δ-aminolevulinato 

desidratase em camundongos (Puntel, Gubert et al., 2008; Puntel, De Carvalho et al., 2009). 

Com relação à atividade antioxidante, Puntel et al. demonstraram que a oxima 3-(fenil 

hidrazona) butano-2-ona reduz a produção de TBARS em homogeneizado de cérebro de 
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camundongos induzida por malonato e ferro (Puntel, Gubert et al., 2008). De acordo com tais 

constatações, estudos posteriores mostraram que a oxima butano-2,3-dionatiosemicarbazona 

neutraliza diferentes espécies reativas como os radicais hidroxil, óxido nítrico e peróxido de 

hidrogênio in vitro e também inibe a peroxidação lipídica induzida por diferentes agentes 

oxidantes em homogeneizados de tecidos de camundongo in vitro (Puntel, De Carvalho et al., 

2009).  

Abaixo estão apresentadas as estruturas das oximas butano-2,3-dionatiosemicarbazona 

(Oxima 1) e 3-(fenil hidrazona) butano-2-ona (Oxima 2). 
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OBJETIVOS 

 

1.1. Objetivo geral 

Avaliar as propriedades antioxidantes das oximas 3-(fenil hidrazona) butano-2-ona e 

butana-2,3-dionatiosemicarbazona em prevenir modificações oxidativas nas porções lipídicas 

e protéicas das LDLs humanas. 

1.2. Objetivos específicos 

• Determinar a capacidade das oximas em prevenir a formação de dienos 

conjugados em LDL humana isolada e de soro humano; 

• Verificar o efeito das oximas sobre a formação de TBARS em LDL humana 

isolada; 

• Avaliar a capacidade das oximas em prevenir a oxidação do triptofano da apoB 

da LDL humana isolada;  
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2. MANUSCRITO 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a forma de 

artigo. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências 

Bibliográficas, encontram-se no próprio artigo. O artigo encontra-se na formatação de 

publicação da revista científica Life Sciences. 
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2.1. Oximas como inibidores da oxidação de lipoproteína de baixa densidade 
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3. DISCUSSÃO 

A oxidação da LDL é um dos mecanismos característicos que marcam o começo da 

aterogênese (Parthasarathy, Santanam et al., 1999; Chisolm e Steinberg, 2000). Assim, um 

suprimento da LDL com antioxidantes poderia proteger a sua oxidação e inibir o 

desenvolvimento da aterosclerose. 

A formação de dienos conjugados e o decréscimo da fluorescência do triptofano 

catalisados por Cu2+ têm sido usados como reações sensíveis e relevantes para testar a 

susceptibilidade da LDL à oxidação (Giessauf, Steiner et al., 1995; Patel e Darley-Usmar, 

1999). Estes sistemas permitem também avaliar a capacidade antioxidante de diferentes 

compostos. Considerando isto, investigou-se o efeito das oximas 3-(fenil hidrazona) butano-2-

ona e butana-2,3-dionatiosemicarbazona in vitro na proteção contra a oxidação de LDL 

humana isolada. Nossos resultados demonstram que ambas as oximas testadas reduziram a 

oxidação da LDL causada por Cu2+. As oximas induziram um aumento da fase lag na 

formação dos dienos conjugados, a qual informa a resistência da LDL à oxidação, tanto para a 

oxidação da LDL isolada quanto a do soro. Vários estudos mostram que indivíduos que 

apresentam reduzida fase lag têm um risco maior de desenvolver aterosclerose (Regnstrom, 

Nilsson et al., 1992; Maggi, Bellazzi et al., 1994; De Rijke, Verwey et al., 1995). Diversos 

compostos que são efetivos em aumentar a fase lag da oxidação da LDL mostraram também 

reduzir o processo aterogênico em modelos de animais (Kim, Kim et al., 2003; Deepa e 

Varalakshmi, 2005; Shakuto, Oshima et al., 2005). 

Outro aspecto muito importante deste estudo foi evidenciado pela capacidade das 

oximas em prevenir a perda da fluorecência do triptofano induzida pela oxidação das LDLs 

pelo Cu2+. Este resultado indica que além dos efeitos benéficos relacionados à oxidação dos 

componentes lipídicos da LDL, estes compostos também previnem a oxidação das moléculas 

protéicas da LDL, como a Apo B100, contribuindo com um mecanismo adicional na inibição 

do processo aterogênico. A destruição do triptofano é um evento inicial na oxidação da LDL 

mediada pelo Cu2+ e tem uma importante função na iniciação da oxidação dos lipídios da 

LDL (Giessauf, Steiner et al., 1995). Nossos resultados mostraram que ambas as oximas 

foram capazes de aumentar o t1/2 da destruição do triptofano, sendo que a oxima 1 mostrou-se 

mais potente que a oxima 2, assim como nos resultados da formação de dienos conjugados. 
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A oxidação lipídica gera hidroperóxidos de lipídios, os quais podem se decompor em 

aldeídos como malondialdeído e 4-hidroxinonenal. Esses aldeídos podem reagir com o 

grupamento amino dos resíduos de lisina da apo B100 e modificar suas funções, tais como o 

reconhecimento da LDL pelos receptores celulares e desregular sua captação pelas células 

(Kawamura, Heinecke et al., 1994; Kawamura, Heinecke et al., 2000; Refsgaard, Tsai et al., 

2000). No nosso estudo foi verificado que as oximas inibiram de forma significativa a 

produção de TBARS. 

Considerando que a oxidação da LDL in vivo ocorre no espaço intersticial da parede 

arterial, sugere-se que a oxidação da LDL no plasma total reflete melhor esse processo 

(Spranger, Finckh et al., 1998). Assim, examinamos a capacidade antioxidante das oximas em 

proteger a oxidação da LDL em soro humano. Os resultados mostraram que as oximas 

causaram um aumento significativo na fase lag, sendo que a oxima 1 apresentou melhor efeito 

que a oxima 2. As oximas apresentaram maior potência em prevenir a formação de dienos 

conjugados em soro do que na LDL isolada. Este fato pode estar relacionado à alta 

concentração de antioxidantes presentes no soro. De acordo com tais constatações, foi 

mostrado que a suplementação do plasma com albumina, urato e bilirrubina diminui sua 

susceptibilidade a oxidação, medida através dos dienos conjugados (Karten, Beisiegel et al., 

1997). Esses resultados também indicam que a atividade das oximas não foi alterada por 

componentes presentes no soro. 

O efeito protetor contra a oxidação da LDL pode ocorrer por diferentes mecanismos, 

tais como: (A) scavenger de radicais peroxil, os quais interrompem a reação de peroxidação 

em cadeia, (B) quelante de íons Cu2+, formando complexos que inibem a capacidade do íon 

catalisar a oxidação, (C) inibição da ligação do Cu2+ na apolipoproteína e da conseqüente 

modificação dos aminoácidos ali presentes (Berrougui, Cloutier et al., 2006). Neste sentido, 

nossos resultados mostraram que a oxima 1 foi capaz de reduzir a velocidade de propagação 

da oxidação da LDL nas maiores concentrações testadas (2 µM e 3,3 µM). Esse efeito não foi 

observado para a oxima 2. Assim, é possível a provável formação de um complexo entre a 

oxima 1 (butana-2,3-dionatiosemicarbazona) e o Cu2+, pois isso evitaria que o Cu2+ ligasse na 

LDL, um pré-requisito para a iniciação do processo da oxidação em cadeia. Essa competição 

levaria a um decréscimo na velocidade de propagação da oxidação (Ziouzenkova, Sevanian et 

al., 1998; Lópes-Alarcón, Speisky et al., 2007). 
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4. CONCLUSÕES  

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertação podemos inferir que: 

• As oximas 3-(fenil hidrazona) butano-2-ona e butano-2,3-dionatiosemicarbazona 

foram eficazes em prevenir as modificações oxidativas da LDL in vitro mediadas por 

Cu2+ de uma maneira concentração dependente;  

• Ambas as oximas foram capazes de prevenir tanto a peroxidação lipídica como a 

oxidação da apoproteína da LDL humana isolada;  

• A prevenção da formação de dienos conjugados pelas oximas ocorreu de forma 

semelhante em LDL isolada e em soro, sugerindo que os componentes do soro não 

interferem na atividade das oximas contra a oxidação; 

• Com base nos resultados obtidos com a velocidade de oxidação da LDL, presume-se 

que a atividade protetora da oxima butano-2,3-dionatiosemicarbazona pode estar 

relacionada à sua provável interação com os íons Cu2+ e que a da oxima 3-(fenil 

hidrazona) butano-2-ona  apenas com a prevenção da formação de peróxidos de 

lipídios na fase inicial da oxidação. 
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5. PERSPECTIVAS 

Baseado nos resultados apresentados nessa dissertação faz-se necessário: 

• Analisar a habilidade das oximas 3-(fenil hidrazona) butano-2-ona e butana-2,3-

dionatiosemicarbazona em prevenir modificações oxidativas na LDL mediadas por 

outros agentes oxidantes, tais como AAPH, Fe2+ e H2O2 e peroxinitrito; 

• Investigar as oximas quanto à capacidade de quelar metais; 

• Investigar os efeitos antioxidantes das oximas sobre as modificações oxidativas na 

LDL e em artérias in vivo; 

• Analisar a possível atividade antiaterogênica das oximas 3-(fenil hidrazona) butano-2-

ona e butana-2,3-dionatiosemicarbazona em modelos animais de aterosclerose; 

• Comparar diferentes oximas sintetizadas recentemente quanto a sua estrutura 

molecular e sua atividade na prevenção das modificações oxidativas da LDL. 
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