Efeito do Ramipril e da Sinvastatina sobre o
Estresse Oxidativo de Ratos Diabéticos

RESUMO

Objetivo: Avaliar se o ramipril, isoladamente ou em combinagdo com a sin-
vastatina, seria capaz de reduzir o estresse oxidativo de ratos diabéticos pela
estreptozotocina (STZ). Métodos: As drogas foram administradas a ratos dia-
béticos por duas semanas; o estresse oxidativo foi medido por dosagem de
capacidade antioxidante total plasmatica (TRAP) e malonaldeido (MDA). Re-
sultados: O ramipril usado isoladamente foi capaz de aumentar significativa-
mente as defesas antioxidantes do rato diabético; a sinvastatina isoladamente
ou combinada ao ramipril em tomadas separadas ndo produziu efeito signifi-
cativo sobre o estresse oxidativo; a administragao simultadnea de ramipril e
sinvastatina reduziu as defesas antioxidantes plasmaticas de ratos com dia-
betes melito quimico. Conclusoes: Os dados do presente estudo corroboram
o efeito positivo do ramipril sobre a defesa antioxidante do plasma, mas nao
confirmam um possivel efeito benéfico da sinvastatina no modelo. Pesquisas
adicionais sdo necessarias para clarificar a paradoxal redugao da TRAP verifi-
cada pela administracdo simultanea das drogas. (Arq Bras Endocrinol Metab
2008; 52/7:1131-1138)

Descritores: Ramipril; Sinvastatina; Diabetes melito; Antioxidantes

ABSTRACT

Effects of Ramipril and Simvastatin on the Oxidative Stress of Diabetic Rats.
Objective: To evaluate if ramipril, with or without simultaneous use of simvas-
tatin, would be capable of reducing oxidative stress of streptozotocin (STZ)
induced diabetic rats. Methods: The drugs were given to the diabetic rats for 2
weeks; oxidative stress was measured by dosage of total plasma antioxidant
capacity (TRAP) and malondialdehyde (MDA). Results: Ramipril, used alone,
was capable of significantly increasing the antioxidative defenses of the dia-
betic rat; simvastatin, given alone or combined with ramipril in separate ad-
ministrations, did not produce any significant effect on the oxidative stress;
concomitant administration of ramipril and simvastatin significantly reduced
the antioxidative plasmatic defenses of rats with chemically induced diabetes
mellitus Conclusions: Our data corroborate the positive effect of ramipril upon
plasma antioxidative defenses but did not confirm a possible beneficial effect
of simvastatin in the model. More research is needed to clarify the paradoxal
TRAP reduction verified with simultaneous administration of the drugs. (Arq
Bras Endocrinol Metab 2008; 52/7:1131-1138)

Keywords: Ramipril; Simvastatin; Diabetes mellitus; Antioxidants

INTRODUCAO
1ém da alta morbidade acarretada pelas complicagdes cronicas da doenga,

os pacientes diabéticos apresentam mortalidade muito elevada em relag¢io
a da populagio geral. A principal causa desta é o elevado nimero de eventos
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cardiovasculares fatais, decorrentes de aterosclerose
acelerada. Entre os varios fatores envolvidos nesta ate-
rosclerose acelerada estdo: hiperglicemia, hipercoleste-
rolemia, hipertensdo arterial, disfun¢io endotelial ¢
aumento do estresse oxidativo (1-4).

Os anti-hipertensivos inibidores da enzima de con-
versio (IECA)/bloqueadores dos receptores AT, da
angiotensina IT (BRAT)) possuem outras a¢oes em adi-
¢do ao efeito redutor da pressiao arterial, incluindo-se
atividade antioxidante, melhora da disfunc¢io endote-
lial, atenuag¢do da progressio da aterosclerose, nefro e
cardioprote¢des (5-7). Também para as estatinas,
drogas que reduzem a formagio de colesterol pelo
bloqueio da 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase
(HMG-CoA redutase), sdo descritas propriedades far-
macolégicas adicionais, como vasodilata¢io, a¢io anti-
trombotica, antiinflamatoria, antiproliferativa ¢ agio
redutora sobre o estresse oxidativo (8,9).

A hipertensao e a dislipidemia s3o freqlientemente
observadas em diabéticos, sendo os inibidores de en-
zima de conversio e as estatinas amplamente utiliza-
dos nesta populagio, promovendo redugio nas
complicagdes cronicas ¢ na mortalidade destes pacien-
tes (10-12).

Por causa da intima correlag¢do entre sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), lipideos séricos ¢ es-
tresse oxidativo, o bloqueio simultineo do SRAA ¢ da
sintese de colesterol pela HMG-CoA redutase esperado
¢ promover efeitos antioxidantes sinérgicos (10-14).

Foi realizado estudo experimental com o objetivo
de avaliar se a adi¢io de um inibidor da enzima de
conversiao — o ramipril — 4 uma estatina — a sinvastati-
na — seria capaz de promover maior redugio no es-
tresse oxidativo do rato diabético pela estreptozotocina
do que cada uma das drogas isoladamente, estresse
oxidativo este medido pelos niveis plasmdticos de ca-
pacidade antioxidante total plasmdtica (TRAP) ¢ ma-
lonaldeido (MDA).

METODOS

Animais utilizados

Foram utilizados em todos os experimentos ratos Lewis
(LEW), isogénicos, machos, com idade entre 36 ¢ 42
semanas, alimentados com ragao apropriada para ratos
e dgua ad libitum. O manuseio dos animais foi realiza-
do em concordéncia com os principios éticos para ma-
nipula¢io de animais de experimentag¢io (15).
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Drogas utilizadas

A estreptozotocina foi obtida da Sigma (Estados Uni-
dos) e a heparina nio-fracionada da Cristalia (Brasil).
O éter etilico para anestesia inalatéria foi adquirido
com a Biotech (Parand, Brasil). Durante todo o estu-
do, uma Gnica apresentagdo comercial de sinvastatina
(Sinvalip®, comprimidos de 40 mg) e de ramipril
(Naprix®, comprimidos de 5 mg) foram utilizadas.
Os comprimidos foram triturados até o estado de po,
por meio de graal e pistilo, e depois foram incorpora-
dos em solu¢do de CMC 0,5% e suas doses eram ade-
quadas ao peso do animal.

Estabelecimento do diabetes melito
experimental

O estabelecimento do diabetes melito experimental foi
induzido nos animais pela administra¢do intraperito-
neal de 50 mg/kg de estreptozotocina (STZ). Foram
considerados diabéticos os ratos que apds duas sema-
nas da administragio de STZ apresentaram perda de
peso corporal e niveis de glicemia, obtida pela se¢io
feita sob anestesia inalatoria com éter etilico de peque-
no fragmento distal de suas caudas, maior ou igual a
300 mg/dL, em duas determinagdes consecutivas com
glicosimetro digital ACCU-CHEK.

Coleta de sangue para determinacao do
estado oxidativo plasmatico

As amostras sangiiineas foram coletadas dos ratos sob
anestesia inalatoria com éter etilico, 5 a 8§ minutos apds
injecdo intraperitoneal de heparina sédica nao-fraciona-
da, diluida 1:10 com agua destilada estéril, na dose de
500 UI/kg. Os animais tiveram suas caudas secciona-
das em seus ter¢os médios, com ldmina de bisturi nova,
¢ de cada animal foram coletados, em tubos com acido
etileno diamino tetracético (EDTA), 4 mL de sangue,
cujo plasma foi imediatamente separado e congelado a
—-20 °C, em tubo de ensaio previamente codificado, por
periodo de até 30 dias, para posterior analise dos niveis
de MDA e da TRAPD.

Determinacao do estresse oxidativo
plasmatico

O estresse oxidativo plasmatico foi avaliado pela de-
terminagdo plasmitica dos niveis de MDA e pela esti-
mativa da TRAP em ratos adultos (heparinizados e
nio-heparinizados) e em ratos diabéticos dos dife-
rentes grupos de tratamento apds duas semanas de
administragdo das drogas ou do placebo ao final do
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experimento. As determina¢des dos niveis de MDA e
TRAP foram feitas por um colaborador, sem o conhe-
cimento da codificagio dos tubos contendo as amos-
tras plasmaticas.

MDA

Para a determina¢io da quantidade de MDA foram incu-
bados a 90 °C, por 45 minutos, 800 pL de plasma de
rato com 1 mL de 4cido tiobarbittarico, os tubos foram
entdo resfriados e acrescentado 0,2 mL de NaCl satura-
do ¢ 2,0 mL de N-butanol. Os tubos foram entdo agita-
dos por 40 segundos e, logo depois, centrifugados a
3.000 rpm por 10 minutos. A densidade 6ptica do so-
brenadante foi lida por meio de espectrofotometria, nos
comprimentos de onda de 535 ¢ 572 nm, contra o bran-
co. O valor do resultado de MDA foi corrigido pela
quantidade de proteina, determinada pelo método de
Lowry, da amostra.

TRAP

Foi avaliado por quimiluminescéncia (QL) pela técnica
de Repetto modificada por Barbosa e cols. (16), no qual
ao meio de reagio contendo 1,8 mL de tampio glicina
(0,1 M, pH 8,6) foram acrescidos 100 pl de luminol em
solu¢io aquosa 200 uM, 20 pL de plasma e 100 pL de
solugdo aquosa de 2,2 azo-bis (2-amidinopropano) 200
mM. O sistema foi calibrado com andlogo de vitamina E
(trolox), 100 pL na concentragao de 20 uM em tampao
glicina pH 8,6. Uma comparag¢io do tempo de indugio,
depois da adi¢io de concentragdes conhecidas de trolox,
e plasma permitiu obter valores de TRAP em equivalen-
tes de trolox segundo a equagao: TRAP (UM trolox) =
D x(t, /oo Naequagao, D € um fator de diluicao
da amostra no meio de reagio; to ¢ o tempo de indu-
¢ao promovido pela adi¢ao da amostra de plasma; t, = ¢
o tempo induzido por 1 pM de trolox. Os resultados
foram expressos em UM de trolox. As determinag¢oes fo-
ram realizadas em um contador 3 marca Beckman® (Es-
tados Unidos) modelo LS 6000, em um modo de
contagem ndo-coincidente por 25 minutos e faixa de
resposta entre 300 a 620 nm.

Grupos de estudo

Avaliagao do efeito da inje¢do intraperitoneal de
heparina ndo-fracionada sobre as defesas
antioxidantes e o estresse oxidativo de ratos
LEW isogénicos normais (sem diabetes quimico)

Cinco animais receberam, intraperitonealmente (IP),
heparina ndo-fracionada, diluida 1,/10 em agua desti-
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lada estéril, na dose de 500 Ul /kg de peso. Apds 5 a
8 minutos da administragdo de heparina, sob aneste-
sia inalatéria com éter etilico, pelos vasos caudais,
amostras sangiiineas para a determina¢io de TRAP e
MDA foram obtidas dos animais. Cinco animais fo-
ram injetados com agua destilada ip para funcionarem
como controles. No entanto, um animal morreu du-
rante a anestesia, restando quatro animais para a ana-
lise estatistica.

Estudo experimental propriamente dito

Trinta e oito ratos diabéticos pela estreptozotocina fo-
ram utilizados. Os animais foram aleatoriamente alo-
cados nos grupos de tratamento a seguir descritos: a)
controles diabéticos (CD); b) diabéticos tratados com
ramipril (R); ¢) diabéticos tratados com sinvastatina
(S); d) diabéticos tratados com ramipril e sinvastatina
juntos na mesma administragao (RSJ); e e) diabéticos
tratados com ramipril e sinvastatina em administragoes
separadas (RSS). Os animais dos diferentes grupos re-
ceberam diariamente, por duas semanas, por gavagem,
as drogas em estudos, diluidas em carboxi-metil-celu-
lose (CMC) 0,5% (ramipril 3mg/kg/dia e¢/ou sinvas-
tatina 2 mg/kg/dia), na dependéncia do grupo de
estudo; os animais do grupo CD receberam por gava-
gem apenas o veiculo. As drogas ¢ o placebo foram
administrados no periodo da manhi ao redor das 9
horas, exceto nos animais que receberam ramipril e
sinvastatina separadamente (grupo RSS) em que a sin-
vastatina foi administrada pela manha, por volta das 9
horas e o ramipril no periodo da tarde ao redor das 15
horas, nas doses ja descritas. Ao final do periodo de
estudo, os animais foram submetidos a anestesia inala-
toéria com éter etilico e receberam inje¢io intraperito-
neal de heparina sédica, diluida 1/10 em dgua
destilada estéril, na dose de 500 UI/kg. Apbs o peri-
odo de 5 a 8 minutos da administragdo de heparina, o
sangue destes animais foi coletado dos vasos caudais,
para determinagao de glicemia e do nivel de estresse
oxidativo. Ao término da coleta, os animais foram
mortos por exsanguina¢io pela se¢io da aorta abdo-
minal. O ntmero de animais inicialmente alocados
para cada grupo foi de oito para os grupos CD, S, R,
RSJ e de seis para o grupo RSS. Ocorreram seis 6bitos
antes do término do estudo (dois no grupo R e um
em cada um dos demais), sempre durante o processo
de anestesia inalatéria, de maneira que 32 ratos, divi-
didos nos grupos ja mencionados, restaram para anali-
se estatistica.
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Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como médias e desvios-
padrdo. A andlise estatistica de varidncia (ANOVA), se-
guida do teste de compara¢oes maltiplas das médias, foi
empregada para comparar os grupos de estudo median-
te as médias das varidveis quantitativas que apresentas-
sem distribui¢io gaussiana ¢ variincias homogéneas.
Para as varidveis que violaram a suposi¢ao de distribui-
¢do gaussiana para realiza¢io da ANOVA, foram feitas
suas transformacoes logaritmicas. Para a comparagio
dos dados de TRAP ¢ de MDA pelo uso da heparina foi
utilizado o teste de Mann-Whitney; para as variagdes de
pesos e glicemias dos animais estudados foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis. As andlises foram realizadas no
Guided Data Analysis do programa SAS (Statistical
Analysis System). Em todos os testes foi adotado o nivel
de significincia de 5%, considerando-se significantes os
resultados com valores de p menor que 0,05.

RESULTADOS

Avaliacao do efeito da injecao
intraperitoneal de heparina nao-fracionada
sobre as defesas antioxidantes e o estresse
oxidativo de ratos LEW isogénicos normais
(sem diabetes quimico)

Os dados referentes ao efeito da heparina nio-fraciona-
da intraperitoneal sobre as defesas antioxidantes ¢ o es-
tresse oxidativo de ratos LEW sio apresentados na
Tabela 1. A administra¢io de heparina ip, na dose utili-
zada, nio promoveu mudanga expressiva no TRAPD,
mas reduziu significantemente (p < 0,05) os niveis de
MDA nos animais heparinizados quando comparado
aos controles.

Tabela 1. Valores plasmaticos das defesas antioxidantes
(TRAP) e do estresse oxidativo (MDA) nos ratos ndo-heparini-
zados (controles) e heparinizados.

Nao-
heparinizados

Heparinizados

TRAP (média + DP) 116,42 + 10,75 117,56 + 10,15

MDA (média + DP) 164,38 + 131,47 16,77 £ 11,628

§ = p < 0,05, Mann-Whitney.

Analise do diabetes quimico pela
estreptozotocina e das defesas
antioxidantes/estresse oxidativo nos
grupos experimentais propriamente ditos

Pesos e glicemias

As glicemias e os pesos nao foram significantemente di-
ferentes entre os grupos estudados, quer no momento
da administragio de estreptozotocina (tempo 0), no
inicio da administra¢io das drogas (tempo 1) ou ao fi-
nal do estudo (tempo 2), pelo teste de Kruskal-Wallis.
Os dados de pesos e glicemias destes animais durante o
estudo sdo apresentados na Tabela 2.

TRAP e MDA
TRAP

As defesas antioxidantes plasmdticas estimadas pela
TRAP foram significativamente maiores no grupo de
animais tratados com ramipril isoladamente (R) e signi-
ficantemente menores nos animais tratados com rami-
pril e sinvastatina na mesma gavagem (RS]); p = 0,006
para ambos os grupos, ANOVA /teste de comparagdes
mualtiplas das médias.

Tabela 2. Valores médios de peso (g) e de glicemia -glic- (mg/dL) por ocasido da administracdo de estreptozotocina (fempo
0), por ocasido do inicio da administracdo das drogas (fempo 1) e ao final do estudo (tfempo 2), nos ratos dos diferentes grupos

de estudo.

Grupo Peso + DP Peso + DP Peso + DP Glic + DP Glic + DP Glic + DP
(tempo 0) (tempo 1) (tempo 2) (tempo 0) (tempo 1) (tempo 2)

CD 355,42 + 29,34 305,28 + 29,91 299,14 + 27,69 92,71 + 3,30 371,14 £ 100,50 425,71 + 54,29

R 365,83 + 35,45 311,83 + 28,44 284,50 £ 26,15 90,33 + 4,41 341,33 £9,48 460,16 + 121,50

S 362,42 + 45,50 317,28 + 27,09 297,42 + 30,42 89,42 + 2,99 396,21 + 105,37 423,28 + 104,11

RSJ 354,66 + 30,94 307,83 + 26,27 285,66 + 31,65 89,33+ 6,18 341,66 + 25,40 357,16 £ 39,15

RSS 342,00 + 12,88 309,00 + 11,81 294,60 + 10,31 91,80+ 3,19 394,00 + 61,37 400,4 + 50,16

CD = controles diabéticos; R = diabéticos tratados com ramipril; S = diabéticos tratados com sinvastatina; RSJ = diabéticos tratados com ramipril e sinvastatina juntos
na mesma administragdo; RSS = diabéticos tratados com ramipril e sinvastatina em administracdes separadas.
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MDA

O estresse oxidativo, como medido pela dosagem plas-
matica de MDA, nio foi significantemente diferente
entre os grupos (ANOVA, com transformagio logarit-
mica prévia das médias, p = 0,2148).

Os resultados (médias + DP) de TRAP ¢ MDA
para os diferentes grupos de tratamento sio apresenta-
dos na Tabela 3.

Tabela 3. Medidas da capacidade antioxidante total
plasmatica (TRAP) e dos niveis plasmdaticos de malonaldeido
(MDA) apbs 2 semanas de tratamento, nos diferentes grupos
experimentais.

Grupo TRAP + DP MDA + DP
CD 123,09 + 16,18 18,73 + 16,07
R 134,45 £ 17,94 § 22,73 + 27,28
S 109,89 + 12,87 26,97 + 24,36
RSS 110,07 £ 12,38 4,33 + 1,68
RSJ 97,01 +555 § 11,64 + 13,03

CD = controles diabéticos; R = diabéticos tratados com ramipril; S = diabéticos
fratados com sinvastatina; RSJ = diabéticos tratados com ramipril e sinvastatina
juntos na mesma administragdo; RSS = diabéticos fratados com ramipril e
sinvastatina em administracdes separadas; § = p = 0,006, ANOVA/teste de
comparagdes multiplas das médias.

DISCUSSAO

Para a indugdo do diabetes experimental foi utilizada a
estreptozotocina por via intraperitoneal em vez da via
intravenosa, por ser mais pratica e conveniente, porque
se ap6s duas semanas da indugdo do diabetes instalado
o animal permanecer diabético nio mais ocorre rever-
s30 espontinea a normoglicemia (17). Em vez da dose
usual de 60 mg/kg de estreptozotocina, como inicial-
mente pretendido, utilizou-se a dose de 50 mg/kg.
Esta escolha deveu-se ao fato de, em estudos prelimi-
nares, ter-se observado mortalidade de 53% com a dose
de 60 mg, talvez em virtude da idade relativamente
avangada dos animais nos experimentos deste estudo
comparada a dos animais utilizados no estudo original.
Com a dose de 50 mg/kg nos animais deste trabalho,
eliminou-se a grande mortalidade verificada com a
dose de 60 mg/kg, alcangando a defini¢do operacional
definida para este estudo em todos os animais em que
a droga foi administrada. Ressalta-se que, por causa da
idade relativamente avanc¢ada dos animais estudados,
o estresse oxidativo verificado foi a somatéria do pro-
veniente do diabetes quimico induzido pela estrepto-
zotocina e o do envelhecimento.

Arg Bras Endocrinol Metalb 2008;52/7

Optou-se pela coleta do sangue dos vasos caudais,
em vez de pungio cardfaca ou por outro método, por
ser tecnicamente mais simples e mais pratica. Para a he-
parinizagio dos animais, padronizou-se 500 UI/kg
apos se testar as concentragdes de 100, 200, 300, 400
¢ 500 UI/kg. A concentragio de 500 Ul /kg foi a me-
nor concentragao testada que produziu o resultado de-
sejado, ou seja, foi a capaz de permitir a coleta de
sangue das caudas dos animais, sem que se tivesse de
“ordenhi-las” para obter sangue em quantidade sufi-
ciente para as determinagdes bioquimicas, o que au-
mentava o tempo de coleta e acarretava hemolise.

Sabe-se que a heparina tem inicio de agdo imediata
quando administrada por via endovenosa (18); para
agilizagdo do estudo, optou-se pela administracio in-
traperitoneal da droga e aguardou-se o tempo de 5a 8
minutos para que a droga fosse absorvida. A heparina
nio-fracionada (forma utilizada no estudo) ¢ constitui-
da por um conjunto de macromoléculas com tamanho
variavel entre 3.000 e 30.000 D, que, em sua maioria,
teoricamente nio cruzariam a membrana peritoneal
(19,20). Conseguiu-se heparinizacio sistémica apenas
pela agdo de massa, administrando doses cerca de 5 ve-
zes maiores do que as doses endovenosas necessarias
para promover heparinizagio sistémica em animais, ¢
acredita-se que a hepariniza¢io deu-se mais pela agio
das fragoes menores de heparina, que podem ter atra-
vessado a membrana peritoneal com menor dificulda-
de. Levou-se em considera¢io que existem evidéncias
de que a heparina possa exercer atividade antioxidante
por reduzir a oxida¢io da glutationa e por atividade
antimieloperoxidase (21). De fato, nos estudos em and-
lise, a heparinizagio reduziu os niveis de estresse oxi-
dativo significativamente. No entanto, nio se pode
diferenciar se esta agdo foi em razido da heparina ou em
virtude da redu¢io no trauma das caudas dos animais
pela ordenha para a coleta do sangue, pela redu¢io da
hemolise ou pela redug¢io no tempo de coleta. Por estas
razoes, padronizou-se a dose de heparina e o tempo de
coleta do sangue pos-heparina para todos os animais
dos diferentes grupos experimentais.

O fato de o procedimento anestésico ter sido apli-
cado de forma semelhante em todos os animais estuda-
dos, até o alcance de anestesia profunda, deve ter
controlado para o fato de o anestésico inalatério utili-
zado (éter etilico) poder aumentar a peroxidagio lipidi-
ca e, conseqiientemente, os niveis de TBARS (22).

Com o objetivo de se obter a maior penetragio
celular possivel das drogas utilizadas, foram escolhidos
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a sinvastatina ¢ o ramipril, por serem, ambos, os repre-
sentantes de maior lipossolubilidade entre seus grupos
farmacolégicos disponiveis no Brasil (23). As doses de
3 mg/kg de ramipril ¢ de 2 mg/kg de sinvastatina
foram padronizadas neste estudo por ji terem sido
utilizadas em modelos experimentais semelhantes so-
bre os efeitos pleiotropicos de ambas as drogas
(24,25). De acordo com Sironi e cols. (26), a dose
média efetiva (ED-50) de sinvastatina no rato ¢ de 1,2
mg/kg; mesmo utilizando dose maior nio se verificou
atividade antioxidante para a droga. Na dose de 1
mg/kg para o rato, o ramipril apresenta efeito anti-
hipertensivo considerado alto (27). Na dose utilizada,
a sinvastatina nio produz efeito sobre a colesterolemia
de ratos (28).

A diluigdo das drogas foi feita em solugio de CMC
0,5% em vez de dgua, porque em dgua as drogas forma-
vam grumos e sua solubiliza¢ao era dificil; em solug¢io
de CMC 0,5%, a homogeneidade da suspensio para a
administra¢do tornava-se melhor.

Apesar de ndo se ter realizado aferi¢des de pressio
arterial nos animais estudados, varidvel que sabidamen-
te pode interferir no estresse oxidativo por aumentar o
cisalhamento do endotélio e, secundariamente, o es-
tresse oxidativo endotelial (29), ndo se acredita que
esta possa ter sido varidvel de grande importincia, pois
as defesas antioxidantes, avaliadas pelos niveis plasmati-
cos de TRAP, aumentaram apenas nos animais que uti-
lizaram ramipril isoladamente, mas nio nos animais que
utilizaram ramipril e sinvastatina em combinagio, e é
sabido que o uso de estatinas tende a acarretar discreta
redug¢io nos niveis tensionais (12).

Paradoxalmente, a utilizagdio de ambas as drogas
em uma tnica tomada didria resultou piora significativa
da capacidade de defesa antioxidante plasmaitica, o que
nio ocorreu por ocasiio da administragio didria de am-
bas as drogas em gavagens separadas. Considerando-se
que neste estudo foram utilizadas as drogas em apre-
sentagdes comerciais, ¢ que quando elas foram adminis-
tradas concomitantemente ocorreu redugio significativa
na defesa antioxidante do plasma, suspeitou-se da pos-
sibilidade de haver ocorrido antagonismo farmacodini-
mico ou farmacocinético entre as drogas e/ou seus
excipientes. Na literatura, é relatado nio existir intera-
¢do medicamentosa entre ramipril e sinvastatina em hu-
manos (30). Deve ser ressaltado que no estudo de
Meyer e cols. (30) as drogas foram administradas sepa-
radamente, sendo a sinvastatina administrada a noite ¢
o ramipril pela manha.
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Especula-se que os animais tratados com ramipril
isoladamente possam ter tido melhora nos niveis de
TRAP por aumento das defesas antioxidantes endote-
liais e de células sangiiineas (hemdcias especialmente),
uma vez que os inibidores de enzima de conversio fo-
ram mostrados por aumentarem os niveis celulares de
glutationa reduzida, superdxido dismutase e catalase,
em modelos experimentais (31-33). Em adi¢do, recen-
temente Hornig e cols. (34) demonstraram que quatro
semanas de uso de ramipril (10 mg/dia) ou de losar-
tana — bloqueador dos receptores AT, da angio II —
(100 mg/dia) resultou mais de 200% de aumento na
atividade da superdxido dismutase extracelular, o prin-
cipal sistema antioxidante da parede arterial de hu-
manos, sugerindo que tal efeito seja mediado pelo
bloqueio das a¢des da angio II sobre seus receptores
AT,. Como o plasma encontra-se em intimo contato
com o endotélio e as hemdcias, aumentos nas defesas
antioxidantes destes elementos sdo esperados acarreta-
rem aumentos da TRAP (35). De fato, sabe-se que as
hemdcias sio as principais fontes de defesa antioxidan-
te do sangue e que a anemia estd associada ao aumento
de estresse oxidativo (30).

Embora a maioria dos estudos indique a a¢do be-
néfica das estatinas sobre o estresse oxidativo, estudos
recentes tém sugerido que talvez este efeito nio seja
universal ¢ que dependa do modelo estudado. Neste
sentido, a cerivastatina ndo foi capaz de reduzir o es-
tresse oxidativo de células endoteliais humanas em cul-
tura (37) ¢ o uso clinico de sinvastatina esteve
associado a niveis plasmaticos e urinarios elevados de
isoprostano 8-epi-PGF, , marcador de estresse oxidati-
vo, reversiveis com a remog¢io da droga, em pacientes
com dores musculares decorrentes da medica¢do, mes-
mo na auséncia de eleva¢do dos niveis de creatinofos-
foquinase (CPK) (38).

Sabe-se que as estatinas reduzem os niveis de ubi-
quinona (coenzima Q10 — CQ10), um antioxidante
natural das mitocdndrias e membranas lipidicas, conhe-
cido por ser o tnico antioxidante lipossolavel sintetiza-
do endogenamente ¢ que tem demonstrado, entre
outras atividades, a¢io preventiva sobre a peroxidagio
lipidica (39). A redugio nos niveis de CQ10 pelas esta-
tinas pode resultar piora do estresse oxidativo em mo-
delos experimentais ¢ em seres humanos (38-42).
Utilizando a mesma estimativa das defesas antioxidan-
tes do plasma que a usada no presente estudo (TRAP),
Altekin e cols. (43) demonstraram que os niveis da
TRAP, bem como os de CQ10, foram reduzidos apds
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dois meses de terapia com sinvastatina (20 mg/dia) em
pacientes hipercolesterolémicos.

O fato de nem o ramipril nem a sinvastatina, isola-
damente ou combinados, terem sido capazes de reduzir
significativamente a peroxidag¢io lipidica medida pelos
niveis plasmaticos de MDA foi inesperado, uma vez
que estudos prévios demonstraram que a associagao
destas drogas pode reduzir o estresse oxidativo em es-
tudos experimentais e ensaios clinicos (14,44,45). Os
resultados deste estudo devem ser interpretados com
cautela, no entanto, uma vez que a heparina adminis-
trada aos animais causou profunda redug¢io nos niveis
de MDA plasmaiticos (redugio no estresse oxidativo),
nio permitindo, talvez, a observa¢io de possivel acio
benéfica destas drogas sobre a peroxidagio lipidica.

Em conclusio, o ramipril, usado isoladamente,
aumentou significativamente as defesas antioxidantes
plasmaticas do rato diabético, como medidas pelos
niveis de TRAP plasmdticos, enquanto a sinvastatina,
dada isoladamente ou combinada ao ramipril em to-
madas separadas, ndo produziu efeito significativo so-
bre estas defesas antioxidantes. Paradoxalmente, a
administra¢io concomitante das duas drogas reduziu
significativamente as defesas antioxidantes destes ani-
mais, talvez por intera¢do farmacocinética/farmaco-
dindmica. Nenhuma das drogas utilizadas foi capaz
de reduzir o nivel de estresse oxidativo estimado pela
determinagdo plasmatica de MDA, sendo uma possi-
bilidade para a auséncia deste efeito o uso de heparina
nos animais estudados. Estudos experimentais futu-
ros que venham avaliar a agdo antioxidante destas
drogas, a partir da andlise dos niveis séricos de MDA,
devem evitar a hepariniza¢gio dos animais de estudo
para suprimir este possivel viés da anilise. Os dados
do presente trabalho corroboram o efeito positivo do
ramipril sobre a defesa antioxidante do plasma, mas
nio confirmam possivel efeito benéfico da sinvastati-
na, no modelo estudado. Pesquisas adicionais sio
necessdrias para definir se a redugdo das defesas antio-
xidantes plasmaticas dos ratos com diabetes experi-
mental foi por causa da interagdo farmacodinamica/
farmacocinética das apresentagoes farmacéuticas utili-
zadas ou secundaria a outro(s) fator(es), definir me-
lhor o papel destas drogas sobre o estresse oxidativo
do diabetes melito experimental e clinico e estabele-
cer qual a relevincia que o possivel efeito benéfico
destas drogas sobre o estresse oxidativo representaria,
em adi¢do ao controle da hipertensio e da hipercoles-
terolemia, na redu¢do da morbimortalidade de indivi-
duos diabéticos.
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