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RESUMO 

 

Foram avaliados parâmetros de estresse oxidativo em ratos diabéticos induzidos por 

estreptozotocina submetidos ao teste de natação forçada (STZ) e o efeito do 

tratamento agudo com insulina (STZ-INS) e/ou clonazepam (STZ-CNZ e STZ-INS-

CNZ) sobre este modelo animal experimental. O dano oxidativo às proteínas medido 

como conteúdo de grupamentos carbonilas no plasma foi significativamente maior 

no grupo STZ em comparação com os grupos STZ tratados e controle. Os níveis 

plasmáticos de malondialdeído foram significativamente aumentados nos grupos 

STZ, STZ-INS e STZ-CNZ quando comparados ao grupo controle e 

significativamente reduzidos nos grupos STZ-INS e STZ-INS-CNZ quando 

comparados aos ratos STZ, sendo que o grupo STZ-INS-CNZ apresentou níveis de 

malondialdeído significativamente menores quando comparado com o grupo STZ-

INS. As atividades das enzimas antioxidantes superóxido dismutase, catalase e 

glutationa peroxidase não apresentaram diferenças significativas entre todos os 

grupos de animais. Através do ensaio cometa, observou-se que o índice de dano ao 

DNA foi significativamente maior no grupo STZ quando comparado aos grupos STZ 

tratados e ao grupo controle. Além disso, observou-se uma reversão no índice de 

dano do grupo STZ-INS-CZP a níveis iguais aos do grupo controle. Estes resultados 

mostram que o dano oxidativo a proteínas e a lipídios, assim como o dano ao DNA 

ocorre neste modelo animal de diabetes/depressão e que o tratamento associado da 

insulina e do clonazepam é capaz de proteger contra este dano oxidativo neste 

modelo experimental. 

 

Palavras-chave: Estresse Oxidativo, Diabetes, Depressão, Insulina, Clonazepam.  
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ABSTRACT 

 

We investigated oxidative stress parameters in streptozotocin-induced diabetic 

rats submitted to forced swimming test (STZ) and evaluated the effect of insulin 

(STZ-INS) and/or clonazepam (STZ-CNZ and STZ-INS-CNZ) acute treatment on 

these animal model. Oxidative damage to proteins measured as carbonyl content in 

plasma was significantly increased in STZ group compared to STZ treated groups 

and controls. Malondialdehyde plasma levels were significantly increased in STZ, 

STZ-CNZ and STZ-INS groups when compared to control group and significantly 

reduced in STZ-INS and STZ-INS-CNZ groups when compared to STZ rats, being 

significantly reduced in STZ-INS-CNZ than STZ-INS group. The activities of the 

antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase 

showed no significant differences among all groups of animals. The DNA damage 

index evaluated by comet assay, was significantly higher in STZ rats when compared 

to all STZ treated and control groups. Furthermore, it was observed a reversion in 

damage index at level of controls in STZ-INS-CNZ animals. These findings showed 

that the protein, lipid and DNA damage occurs in this diabetes/depression animal 

model and that the associated treatment with insulin and clonazepam is capable to 

protect against oxidative damage in this experimental model. 

 

Key words:  Oxidative Stress; Diabetes; Depression; Insulin; Clonazepam. 
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1.1) Estresse Oxidativo  

 
Em essência, o termo estresse oxidativo refere-se a um grave desequilíbrio 

entre a produção de espécies reativas e as defesa antioxidantes. Sies (1991) 

definiu-o como um distúrbio no equilíbrio pró-oxidantes/antioxidantes, em favor dos 

primeiros, levando a danos potenciais (Figura 1). São produzidas, normalmente, 

durante o metabolismo celular aeróbico, várias substâncias eletricamente instáveis e 

potencialmente reativas (radicais livres) com moléculas biológicas capazes de 

causar oxidação e dano irreversível à célula. Nos organismos saudáveis, geralmente 

existe um equilíbrio entre a produção de espécies reativas e as defesas 

antioxidantes. Entretanto, situações patológicas podem causar o rompimento deste 

equilíbrio, seja através da diminuição das defesas antioxidantes, seja pelo aumento 

na produção de espécies reativas e/ou radicais livres, ou, até mesmo, através da 

combinação de ambas as situações, resultando na situação denominada estresse 

oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). 

 

Figura 1: Estresse Oxidativo (SCANDALIOS, 2002). 

 

Os radicais livres foram descobertos em materiais biológicos na década de 50 

(COMMONER et al., 1954). Um radical livre é qualquer espécie capaz de ter 

existência independente (daí o termo livre) que contém um ou mais elétrons 
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desemparelhados. Um elétron desemparelhado é aquele que ocupa um orbital 

atômico ou molecular por si só. Isto os torna moléculas ou átomos instáveis, 

extraordinariamente reativos e com uma enorme capacidade para combinar-se 

inespecificamente com diversas moléculas integrantes da estrutura celular 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). 

Existem diversas fontes geradoras de radicais livres nos sistemas biológicos. 

Eles podem ser formados por diversos mecanismos, como a adição de um único 

elétron a um não radical e, ainda, através da quebra da ligação covalente quando 

um elétron do par vínculo permanece em cada átomo (HALLIWELL, 2006). Existem 

as espécies reativas de oxigênio (ERO), como por exemplo, o ânion superóxido  

(O2
•-), o radical hidroxila (OH•) e o ácido hipocloroso (HOCl), e as espécies reativas 

de nitrogênio (ERN), como por exemplo, o óxido nítrico, o peroxinitrito (-OONO) e  o 

dióxido de nitrogênio (POON et al., 2004; HASNIS et al., 2007; CASH et al., 2007). 

O peróxido de hidrogênio (H2O2) não é um radical livre, mas pode reagir com 

o ânion superóxido e formar o radical hidroxila. O oxigênio singlet (1O2) também não 

é um radical, mas pode sofrer um rearranjo de elétrons que o torna mais reativo, 

ficando no estado excitado, sendo que pode gerar luz química 

(quimioluminescência) quando muda do estado excitado para seu estado 

fundamental, reagindo com cadeias laterais de ácidos graxos polinsaturados dos 

lipídeos de membrana e, assim, formando peróxidos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

2007). 

Radicais livres e espécies reativas podem ser gerados endogenamente, a 

partir de subprodutos do metabolismo aeróbico, como por exemplo, o oxigênio, que, 

ao mesmo tempo, é necessário e tóxico aos organismos. Em organismos aeróbios o 

oxigênio é necessário para a respiração celular por ser aceptor final da cadeia 

transportadora de elétrons, sendo então reduzido à água. Nesse processo de oxi-

redução ocorre a formação de diversos subprodutos intermediários (ERO), os quais 

podem ocasionar dano a proteínas, lipídeos e ao DNA. Cabe salientar, que 

aproximadamente 5% do oxigênio sofre redução incompleta, produzindo o O2
•-. A 

partir deste, uma série de reações são passiveis de ocorrer, gerando compostos 

como o H2O2 e o OH•, o mais reativo e danoso radical formado (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2007). Além da redução do oxigênio na mitocôndria, as principais 

fontes endógenas responsáveis pela geração de ERO em uma célula são a 
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degradação de ácidos graxos nos peroxissomos, o complexo enzimático citocromo 

P450, o processo de fagocitose e a atividade combinada da xantina oxidase e 

xantina desidrogenase, que produzem O2•- e H2O2, respectivamente (BECKMAN e 

AMES, 1998). 

 Os radicais livres podem, também, advir de fontes exógenas, através da 

alimentação, em que alguns íons ingeridos, como por exemplo, o ferro e o cobre, 

podem promover a geração de peróxidos tanto nos alimentos quanto no organismo 

(VAN DYCK e ADAMS, 2003). Nesse contexto, pode-se destacar a possibilidade de 

ocorrência da reação de Fenton, na qual o Fe2+ reage com o H2O2, produzindo o 

radical hidroxila (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Outras fontes exógenas 

formadoras de radicais livres são a radiação gama e ultravioleta, alguns solventes 

orgânicos, pesticidas, radiação solar, micotoxinas, traumas, cigarro, ozônio, 

medicamentos, dentre outras (BIANCHI et al., 1999; CHIHUAILAF et al., 2002; VAN 

DYCK e ADAMS, 2003; HASNIS et al., 2007).  

Diversas são as ações biológicas dos radicais livres e das espécies reativas, 

ocorrendo elas tanto em processos fisiológicos quanto em patológicos. Quando 

formadas em excesso, elas podem induzir lesões no DNA, incluindo oxidação de 

bases, quebras no DNA e formação de ligações cruzadas entre DNA e proteínas 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Podem induzir a peroxidação de lipídeos e 

diversos danos às proteínas, o que pode vir a produzir mutações e compostos 

citotóxicos como os aldeídos (SIES 1991; HALLIWELL e WHITEMAN 2004). 

Para controlar o fluxo e a ação de radicais livres e espécies reativas, as 

células aeróbicas desenvolveram um sistema de defesa antioxidante, o qual envolve 

mecanismos enzimáticos e não-enzimáticos (AHMED, 2005). A Catalase (CAT), a 

superóxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GSH-Px) são as principais 

enzimas que removem e protegem as células dos radicais livres (SADI et al., 2008) 

(Figura 2). Além disso, existem as defesas antioxidantes não enzimáticas, que 

englobam algumas vitaminas (vitamina E e alfa-tocoferol, ácido ascórbico), 

glutationa reduzida (GSH), co-fatores (ácido úrico, bilirrubinas), flavonóides, 

hormônios, proteínas quelantes de metais (transferrina, ceruloplasmina, 

hemopexina) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). 
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Figura 2: Reações das enzimas antioxidantes: SOD, CAT e GSH-Px. 

 

Em sistemas aeróbicos, é essencial o equilíbrio entre agentes óxido-redutores 

(como as ERO) e o sistema de defesa antioxidante. Em condições normais, as ERO 

produzidas numa célula reagem com as defesas antioxidantes enzimáticas e/ou não-

enzimáticas. Entretanto, quando ocorre um desequilíbrio entre a formação dos 

compostos oxidantes e antioxidantes do organismo, estabelece-se uma condição 

denominada de estresse oxidativo, onde os radicais livres e/ou espécies reativas em 

excesso começam a produzir danos às macromoléculas biológicas como lipídeos 

(lipoperoxidação), proteínas e DNA (BECKMAN e AMES, 1998; HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2007). 

 O estresse oxidativo está envolvido com o mecanismo de instalação de 

diversas doenças neurodegenerativas, crônico-inflamatórias, vasculares, genéticas e 

em vários tipos de câncer. Dentre elas, pode-se destacar: encefalopatia diabética, 

doença de Parkinson e de Alzheimer, esclerose múltipla, distrofia muscular, catarata 

e retinopatias, aterosclerose, infarto do miocárdio, enfisema pulmonar, cirrose 

hepática, fenilcetonúria, acidemias metilmalônica, propiônica e glutárica, doença do 

xarope do bordo, adrenoleucodistrofia (FONTELLA et al., 2000; DRÖGE, 2002; 
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HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; BARSCHACK et al., 2008; DEON et al., 2007; 

SITTA et al., 2009; MONNIER et al., 2009). 

Evidências tanto em estudos experimentais quanto clínicos vem sugerindo 

que o estresse oxidativo e as espécies reativas desempenham um papel importante 

no desenvolvimento das complicações do diabetes (IMAEDA et al., 2001; MARITIM 

et al., 2003; MONNIER et al., 2009), uma vez que a hiperglicemia gera níveis 

elevados de radicais livres pela oxidação de glicose (BONNEFONT-ROUSSELOT et 

al., 2004; RAMAKRISHNA e JAILKHANI, 2007; SADI et al., 2008; PAN et al., 2008). 

Estes radicais livres podem causar danos de oxidação, atacando as macromoléculas 

como lipídeos, carboidratos, proteínas e ácidos nucléicos (STETINA et al., 2006; 

HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). 

 

1.2) Diabetes  

 
 
 Diabetes Mellitus (DM) consiste num grupo de doenças metabólicas 

caracterizado por hiperglicemia secundária a defeitos na secreção da insulina, na 

ação da insulina ou em ambos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010). O 

DM é uma das maiores causas de morbimortalidade em todo o mundo, atingindo, 

após a década de 50, proporções epidêmicas em diversas localidades (ZIMMET et 

al., 2001). Isso demonstra que o DM, principalmente em função das suas 

complicações a longo prazo, configura-se num importante caso de saúde pública 

(KUHAD e CHOPRA, 2009). 

Segundo dados recentes da Organização Mundial da Saúde, a cada ano o 

Diabetes causa cerca de 5% de todas as mortes no mundo. Atualmente, cerca de 

80% das pessoas com diabetes vivem em países de baixa e média renda, sendo 

que a maioria delas é de meia-idade (45-64 anos). A estimativa do número de 

mortes em função do Diabetes é de aumentar em mais de 50% nos próximos 10 

anos caso não haja uma intervenção urgente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2010a). 

No Brasil, a prevalência de Diabetes no ano 2000 era de aproximadamente 

quatro milhões e meio de pessoas, sendo que a estimativa para o ano de 2025 é 

ainda mais alarmante, podendo ultrapassar dos onze milhões de indivíduos 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010b). Obtendo-se como base a matriz de 
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cálculo para estimativa da população nacional, estadual ou municipal, tomando-se 

como exemplo a população total brasileira de 184 milhões de habitantes, segundo 

dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) referentes a 

dezembro de 2007, pode-se fazer a estimativa das prevalências do Diabetes nas 

três faixas etárias da população brasileira (Figura 3): abaixo de 30 anos, o que 

corresponde aproximadamente 58% da população, apresenta prevalência de 

Diabetes de 0,1%. Entre 30 e 69 anos, aproximadamente 38% da população, 

prevalência de 12%, e prevalência de 20% na faixa etária acima de 69 anos, o que 

representa aproximadamente 4% da população brasileira. Ainda, de posse desses 

dados, cabe ressaltar que a estimativa do total de portadores de Diabetes no Brasil 

está em aproximadamente 6% da população total (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

DIABETES, 2010). Nesse contexto, cabe salientar que a estimativa da Organização 

Mundial da Saúde para o ano de 2025 já foi praticamente alcançada no ano de 

2007, corroborando para a afirmação de que a pandemia do Diabetes realmente 

configura-se num importante caso de saúde pública (KUHAD e CHOPRA, 2009).  

 

 

Figura 3: Estimativa das prevalências do Diabetes nas três faixas etárias da 

população brasileira (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2010). 

 

Diabetes Mellitus pode ser classificado em Diabetes gestacional, Diabetes 

tipo 1 e Diabetes tipo 2. O Diabetes Mellitus tipo 1, também chamado de auto-imune, 

compreende aproximadamente apenas 5 a 10% dos casos de Diabetes, resultado 
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de uma destruição auto-imune das células β do pâncreas. Os marcadores 

bioquímicos da destruição imunológica das células β do pâncreas incluem a 

presença de anticorpos anti-ilhotas, anticorpos anti-insulina, auto-anticorpos anti-

GAD (ácido glutâmico descarboxilase) e auto-anticorpos para a tirosina fosfatases 

IA-2 e IA-2β. Um ou geralmente mais de um desses auto-anticorpos estão presentes 

em cerca de 85 a 90% dos indivíduos quando a hiperglicemia de jejum é avaliada. 

Neste tipo de Diabetes, a taxa de destruição das células β é bastante variável, sendo 

rápida em alguns indivíduos (principalmente bebês e crianças) e lenta em outras 

(principalmente em adultos). Alguns pacientes, especialmente crianças e 

adolescentes, podem apresentar cetoacidose diabética como primeira manifestação 

da doença. Outros tem modesta hiperglicemia de jejum, o que pode mudar 

rapidamente para uma hiperglicemia grave e/ou cetoacidose na presença de 

infecção ou alguma outra forma de estresse. Ainda, especialmente os adultos, 

podem manter a função residual das células β por muitos anos, o que é suficiente 

para evitar a cetoacidose, embora essas pessoas eventualmente tornam-se 

dependentes de insulina para a sobrevivência. No último estágio da doença, há 

pouca ou nenhuma secreção de insulina, o que pode ser detectado através da 

dosagem de peptídeo C em baixos níveis ou, até mesmo, em níveis indetectáveis no 

plasma. Diabetes tipo 1 ocorre geralmente na infância e na adolescência, mas pode 

ocorrer em qualquer idade (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010). 

O Diabetes Mellitus tipo 2 compreende aproximadamente 90 a 95% dos casos 

de Diabetes, abrangendo os indivíduos que tem resistência e relativa resistência 

(não absoluta) à insulina. Ao menos inicialmente, e muitas vezes ao longo da vida, 

estes indivíduos não precisam de tratamento com insulina para sobreviver. Há 

muitas causas diferentes desta forma de diabetes. Embora a etiologia específica não 

seja completamente conhecida até o momento, a destruição auto-imune das células 

β do pâncreas não ocorre. A maioria dos pacientes com este tipo de diabetes são 

obesos e a obesidade em si provoca algum grau de resistência à insulina. Pacientes 

que não são obesos por critérios tradicionais de peso podem ter um percentual 

maior de gordura corporal distribuída predominantemente na região abdominal. 

Raramente ocorre cetoacidose espontaneamente neste tipo de diabetes, e quando 

ocorre, geralmente surge em associação com o estresse de outra doença, como 

infecção. Esta forma de diabetes frequentemente não é diagnosticada por muitos 

anos, porque a hiperglicemia desenvolve-se gradualmente e, em fases iniciais da 
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doença, os sintomas clínicos não são evidentes podendo passar despercebidos 

pelos pacientes. No entanto, esses pacientes estão com risco aumentado de 

desenvolver complicações micro e macrovasculares. Os doentes com este tipo de 

diabetes podem ter níveis de insulina normais ou elevados, porém, a secreção de 

insulina é deficiente nestes pacientes e é insuficiente para compensar a resistência à 

insulina. A resistência à insulina pode melhorar com redução de peso e/ou 

tratamento farmacológico da hiperglicemia, mas é raro que se normalize. O risco de 

desenvolver o diabetes tipo 2 aumenta com a idade, obesidade e falta de atividade 

física. Ocorre mais frequentemente em mulheres com diabetes gestacional prévio e 

em indivíduos com hipertensão ou dislipidemia, sendo que sua freqüência varia em 

diferentes subgrupos raciais e étnicos. É muitas vezes associado a uma forte 

predisposição genética, mais do que a forma auto-imune do diabetes tipo 1. No 

entanto, a genética desta forma de diabetes é extremamente complexa e ainda não 

está claramente definida (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010). 

 A indução do Diabetes em animais experimentais é muito comum pela 

administração de altas doses de drogas betacitotóxicas, como por exemplo, a 

Estreptozotocina (STZ). Desse modo, modelos animais vem sendo largamente 

utilizados para melhor elucidar a fisiopatologia do diabetes. Nesse contexto, o 

modelo experimental de diabetes induzido por estreptozotocina é reconhecido como 

um dos mais utilizados em todo o mundo (SZKUDELSKI, 2001). 

O controle dos níveis de glicemia é de extrema importância no tratamento de 

pacientes diabéticos. Nesse contexto, o tratamento farmacológico com insulina é 

essencial para pacientes diabéticos do tipo 1 e, ainda, para pacientes diabéticos do 

tipo 2 que apresentam resistência à insulina. A insulina (Figura 4) é um hormônio 

polipeptídico sintetizado pelas células beta-pancreáticas, as quais são verdadeiros 

sensores da concentração plasmática de glicose. A insulina pode ser classificada 

quanto a sua origem (bovina, suína e humana), forma de apresentação e tempo de 

ação (regular ou simples, de ação rápida; NPH, de ação intermediária; de ação 

lenta; de ação ultra-lenta; misturas, como NPH e regular; e ainda, análogos da 

insulina, como lispro, aspartat e glargina) (DAVIS, 2006). 
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Figura 4: Estrutura da Insulina. 

 

O mecanismo de ação da insulina envolve a sua ligação a receptores de 

membrana denominados de receptores de insulina, os quais, quando ligados à 

insulina, desencadeiam uma série de reações dentro da célula (cascata de 

sinalização intracelular). Esse evento faz com que haja a ativação de vesículas 

contendo transportadores de glicose (GLUT 4). Quando ativadas, essas vesículas 

são transportadas para a membrana plasmática da célula e esse conjunto de 

transportadores de glicose culmina com o aumento na permeabilidade da célula à 

glicose (DAVIS, 2006). 

 

1.3) Depressão  

 

A depressão é um transtorno mental comum cujas manifestações clínicas 

incluem: humor deprimido, perda de interesse ou prazer, sentimentos de culpa e 

baixa auto-estima, distúrbios do sono ou apetite, baixa energia e baixa capacidade 

de concentração. Estes problemas podem tornar-se crônicos ou recorrentes levando 

a prejuízos substanciais na capacidade das pessoas em realizar suas 

responsabilidades diárias. Em alguns casos, a depressão pode levar ao suicídio, 

uma fatalidade trágica a qual está associada à perda de cerca de 850.000 mil vidas 

a cada ano. A depressão é a principal causa de incapacidade medida pelo YLDs 

(Years Lived with Disability) e o quarto maior contribuinte do DALY (Disability 

Adjusted Life Years). Até o ano de 2020, a depressão é projetada para alcançar o 

segundo lugar do ranking DALY, que é calculado para todas as idades, ambos os 

sexos. Hoje, a depressão já é a segunda do ranking DALY na faixa etária 15-44 

anos para ambos os sexos. Segundo dados recentes da Organização Mundial da 

Saúde, cerca de 121 milhões de pessoas estão acometidas com depressão em todo 

o mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010c). 
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O conceito de depressão foi introduzido há cerca de 30 anos atrás no DSM-III 

(Diagnostics and Statistical Manual of Mental Disorders – third edition). O critério 

subseqüente, encontrado no DSM-IV, difere apenas levemente do original (PARKER 

e BROTCHIE, 2009). Sendo assim, de acordo com o DSM – IV, a depressão clínica 

pode ser observada tanto na Depressão Maior, quanto no distúrbio bipolar. A 

característica essencial de um episódio depressivo maior é um período mínimo de 

duas semanas, durante as quais há um humor deprimido, ou perda de interesse e 

prazer por quase todas as atividades (anedonia). Podendo apresentar alterações no 

apetite ou peso, sono e atividade psicomotora, diminuição da energia, sentimentos 

de desvalia ou culpa, dificuldade para pensar, concentrar-se ou tomar decisões, 

além de pensamentos recorrentes sobre morte ou ideação suicida, planos ou 

tentativas de suicídio. Porém, um diagnóstico de episódio depressivo maior somente 

será definido como tal quando o curso clínico seja caracterizado por um ou mais 

episódios depressivos maiores, sem história de episódios maníacos, mistos ou 

hipomaníacos, ainda que não seja explicado por outros fatores como induzido por 

substâncias (drogas de abuso, medicamentos, toxinas), transtorno delirante ou 

transtorno psicótico (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000). 

Diversos fatores intrínsecos as desordens do humor já estão bem 

fundamentados: fisiológicos, psicológicos e sócio-culturais. Certos sistemas de 

neurotransmissores, como o ácido γ-aminobutírico (GABA), serotonina, 

noradrenalina, e dopamina, são implicados na etiologia da depressão, sendo que 

suas reais participações na patofisiologia da depressão podem ser estudadas 

indiretamente através da pesquisa com fármacos agonistas ou antagonistas destes 

sistemas. De maneira geral, o que atualmente se compreende sobre a patofisiologia 

da depressão está baseado na farmacologia dos agentes terapêuticos utilizados 

(KALIA, 2005).  

O tratamento da depressão baseia-se em um grupo variado de agentes 

terapêuticos. Dentre esses, podemos citar os inibidores da captação das 

monoaminas (antidepressivos tricíclicos, inibidores seletivos da recaptação de 5-HT 

e outros), inibidores da monoamino oxidase (MAO) e antidepressivos atípicos 

(RANG et al., 2003). 

Mais recentemente, outros agentes vem sendo estudados por suas ações em 

sistemas de neurotransmissão, que até então não eram considerados relacionados à 
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depressão, como os neurotransmissores aminoácidos. O glutamato e o GABA são 

os principais neurotransmissores do SNC com função excitatória e inibitória, 

respectivamente (PETROFF, 2002). Existem evidências de que alterações em 

ambos sistemas destes neurotransmissores podem contribuir para a patofisiologia 

da depressão (KRYSTAL et al., 2002; CRYAN e KAUPMANN, 2005), contudo o 

sistema GABAérgico vem sendo cada vez mais estudado em relação a esta doença 

(LLOYD et al., 1989; SHIAH e YATHAM, 1998; BRAMBILLA et al., 2003; 

TUNNICLIFF e MALATYNSKA, 2003). 

Através de ensaios clínicos, foi verificado que os níveis plasmáticos de GABA 

encontravam-se diminuídos em pacientes com desordem depressiva (PETTY et al., 

1992), sendo que estes níveis plasmáticos estão diretamente relacionados a 

concentrações de GABA nos espaços extracelulares cerebrais e no fluído 

cerebroespinhal (PETTY et al., 1993). Já a severidade da depressão está 

inversamente relacionada com a concentração de GABA no fluído cerebroespinhal 

(GERBER e HARE, 1981). 

Estudos com modelos animais mostram que há uma correlação inversa entre 

os níveis de GABA extracelulares e o comportamento tipo depressivo no teste de 

natação forçada, e que a concentração de GABA no estriado de ratos tratados com 

antidepressivos encontra-se aumentada (PARENT et al., 2002; GOMEZ e BARROS, 

2003). Nesse contexto, ratos diabéticos apresentaram níveis diminuídos de GABA 

durante o teste da natação forçada e, ainda, apresentaram tempo de imobilidade 

aumentado quando comparado aos ratos do grupo controle, sugerindo um 

comportamento do tipo depressivo (GOMEZ et al., 2003; HAESER et al., 2007). 

Ainda, o clonazepam mostrou-se capaz de reverter este tempo de imobilidade em 

ratos diabéticos por STZ submetidos ao teste de natação forçada, mostrando ter 

propriedades antidepressivas (GOMEZ e BARROS, 2000; HAESER et. al., 2007). 

O clonazepam (Figura 5), um derivado 7-nitro-benzodiazepínico, é um 

benzodiazepínico que atua de modo seletivo sobre os receptores A do GABA, que 

mediam a transmissão sináptica inibitória rápida, através do sistema nervoso central 

(SNC). Os benzodiazepínicos potencializam a resposta ao GABA, por facilitarem a 

abertura dos canais de cloreto ativados pelo GABA. Eles se ligam de modo 

específico em um sítio regulador do receptor, distinto do sítio ligante de GABA, e 

agem de modo alostérico, aumentando a afinidade do GABA para o receptor. Dentre 

as suas vantagens, pode-se destacar a presença de apenas um metabólito ativo, a 
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sua menor toxicidade e, ainda, o fato de atuar somente em receptores centrais.  

Inicialmente o uso do clonazepam foi aprovado pelo FDA como antiepilético, 

embora, atualmente o seu uso mais pronunciado seja como ansiolítico (RANG et al., 

2003). Entretanto, como abordado anteriormente, tem sido relatado alguns estudos 

avaliando uma possível atividade antidepressiva deste benzodiazepínico. 

 

 

Figura 5: Estrutura do Clonazepam. 
 
 

1.4) Estresse Oxidativo, Diabetes e Depressão  

 
Evidências de estudos transversais e prospectivos sugerem que os sintomas 

depressivos influenciam negativamente o metabolismo da glicose (MCCAFFERY et 

al., 2003; SUAREZ, 2006). Embora existam evidências conflitantes que relacionam 

sintomas depressivos com o controle da glicemia em pacientes com diabetes (VAN 

TILBURG et al., 2007), dados consistentes reforçam a relação de sintomas 

depressivos ao risco de desenvolver diabetes (CARNETHON et al., 2003; 

KAWAKAMI et al., 1999; EVERSON-ROSE et al., 2004; GOLDEN et. al., 2008; 

SHEHATAH et al., 2009). 

O estresse oxidativo desempenha um papel importante no desenvolvimento 

do diabetes e nas suas complicações (IMAEDA et al., 2001; WIERNSPERGER, 

2003; MARITIM et al., 2003; MONNIER et al., 2009). A hiperglicemia induz uma 

produção aumentada de radicais livres de oxigênio e consequentemente aumenta a 

oxidação de proteínas e lipídeos. Uma significativa diferença na concentração do 

status antioxidante total no plasma é observada em pacientes diabéticos 

dependentes de insulina, sugerindo que o Diabetes é um estado metabólico de 

oxidação-redução alterado, e é conveniente a intervenção terapêutica com o uso de 

antioxidantes (RAMAKRISHNA e JAILKHANI, 2007). 
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 O cérebro tem baixa concentração de enzimas antioxidantes e alta 

concentração de conteúdo lipídico, com grandes quantidades de ácidos graxos 

insaturados e catecolaminas, os quais são substratos suscetíveis ao ataque pelas 

espécies reativas de oxigênio (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Várias doenças 

neurológicas nas quais parece haver envolvimento de radicais livres em sua 

fisiopatologia estão descritas, dentre elas a encefalopatia diabética e a depressão 

(REZNICK e PACKER, 1993; PRZEDBORSKI et al., 1996; BEN-MENACHEM et al., 

2000; BIESSELS et al., 2002; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; MONNIER et al., 

2009). 

Distúrbios vasculares e metabólicos induzidos pelo diabetes geram o 

desenvolvimento gradual de alterações no cérebro, o que pode ser comprovado por 

alterações estruturais e eletrofisiológicas e comprometimento do funcionamento 

cognitivo (ARTOLA, 2008). A disfunção cognitiva dos indivíduos diabéticos foi 

inicialmente descrita no início do século XX (MILES e ROOT, 1922) e, desse modo, 

vários estudos em indivíduos diabéticos descrevem alterações neuropsicológicas e 

neurocomportamentais nesses pacientes (STRACHAN et al., 1997; STEWARD e 

LIOLITSA, 1999), sugerindo que a encefalopatia diabética pode ser reconhecida 

como uma das complicações do diabetes (BIESSELS et al., 2002; SIMA et al., 

2004). Ainda, manifestações psiquiátricas parecem acompanhar esta encefalopatia 

já que a prevalência da depressão é comprovadamente maior em diabéticos, 

quando comparado com a população não diabética (GOLDEN et al., 2008; 

SHEHATAH et al., 2009). 

Modelos animais de diabetes e de comportamento do tipo depressivo, como o 

de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina e como o teste de natação 

forçada (FST), respectivamente, são extremamente úteis para a compreensão e o 

esclarecimento das alterações neurais e comportamentais subjacentes à 

encefalopatia diabética e aos mecanismos relacionados à depressão ligada ao 

diabetes e ao declínio cognitivo. Estudos anteriores com animais reproduziram estas 

alterações no comportamento do tipo depressivo, e o tempo de duração da 

imobilidade no FST, foi maior em animais diabéticos quando comparado aos animais 

não-diabéticos (GOMEZ e BARROS, 2000). O tratamento com insulina reverteu a 

imobilidade prolongada (HILAKIVI-CLARKE et al., 1990) e impediu o dano neuronal 

no córtex de ratos diabéticos induzidos por STZ (GUYOT et al., 2001), 

proporcionando evidências adicionais para uma associação entre as alterações 
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comportamentais e o diabetes. Além disso, verificou-se que a insulina afeta o 

transporte sináptico do glutamato e do GABA sob condições de estresse oxidativo 

(DUARTE et al., 2004), e o clonazepam, um modulador positivo dos receptores 

GABAA, reverte o tempo de imobilidade de ratos diabéticos no FST, mostrando um 

efeito antidepressivo nestes animais (RAJTAR et al., 2002; HAESER et al., 2007). 

Tendo em vista que o estresse oxidativo está envolvido na fisiopatologia do 

diabetes e da depressão; que a encefalopatia diabética é reconhecida como uma 

das complicações do diabetes; que parece haver envolvimento de radicais livres na 

encefalopatia diabética e na depressão; que a hiperglicemia está associada ao 

aumento do estresse oxidativo; que o tratamento com insulina previne a variação 

comportamental (depressão) de ratos diabéticos; que o tratamento com clonazepam 

reverte o comportamento do tipo depressivo em ratos; que a insulina parece diminuir 

o estresse oxidativo, assim como o clonazepam; este trabalho propõe avaliar o efeito 

da insulina e do clonazepam sobre diferentes parâmetros de estresse oxidativo em 

ratos diabéticos submetidos a um modelo experimental de depressão, o teste de 

natação forçada. 
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2.1) Objetivo Geral  

 
Avaliar o estresse oxidativo em modelo animal experimental de diabetes e 

depressão, verificando o efeito da insulina e do clonazepam. 

 

2.2) Objetivos Específicos  

 

2.2.1) Avaliar o estresse oxidativo (dano a proteínas, lipídeos e DNA) a partir do 

sangue de ratos diabéticos submetidos ao teste de natação forçada tratados ou não 

com insulina e/ou clonazepam através dos seguintes parâmetros: 

 

  a) Determinação do conteúdo de grupamentos carbonilas em plasma;  

 

  b) Determinação dos níveis de malondialdeído (MDA) em plasma;  

 

c) Medidas das atividades enzimáticas antioxidantes (superóxido 

dismutase, catalase e glutationa peroxidase) em eritrócitos; 

 

d) Ensaio cometa em leucócitos. 

 

2.2.2) Avaliar os parâmetros comportamentais de ratos diabéticos submetidos ao 

teste de natação forçada tratados ou não com insulina e/ou clonazepam. 

 

2.2.3) Correlacionar os parâmetros de estresse oxidativo com a glicemia dos animais 

submetidos ao modelo experimental de diabetes e depressão tratados ou não com 

insulina e/ou clonazepam.  
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Abstract 

 

Diabetes may modify central nervous system functions and is associated with 

moderate cognitive deficits and changes in the brain, a condition that may be referred to as 

diabetic encephalopathy. The prevalence of depression in diabetic patients is higher than in 

the general population, and clonazepam is being used to treat this complication. Oxidative 

stress may play a role in the development of diabetes complications. We investigated 

oxidative stress parameters in streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced 

swimming test (STZ) and evaluated the effect of insulin (STZ-INS) and/or clonazepam (STZ-

CNZ and STZ-INS-CNZ) acute treatment on these animal model. Oxidative damage to 

proteins measured as carbonyl content in plasma was significantly increased in STZ group 

compared to STZ treated groups. Malondialdehyde plasma levels were significantly reduced 

in STZ-INS and STZ-INS-CNZ groups when compared to STZ rats, being significantly 

reduced in STZ-INS-CNZ than STZ-INS rats. The activities of the antioxidant enzymes 

catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase showed no significant differences 

among all groups of animals. These findings showed that protein and lipid damage occurs in 

this diabetes/depression animal model and that the associated treatment of insulin and 

clonazepam is capable to protect against oxidative damage in this experimental model. 

 

Key words: Oxidative Stress; Diabetes; Insulin; Clonazepam; Forced Swimming Test. 
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Introduction 

  

Diabetes mellitus (DM) is a group of metabolic diseases characterized by 

hyperglycemia resulting from defects on insulin secretion, insulin action, or both (American 

Diabetes Association 2009). Diabetic pandemic is a major cause of morbidity and mortality 

worldwide, with diabetic complications being a very important public health issue (Kuhad 

and Chopra 2009). The vast majority of diabetic patients develop serious chronic 

complications over time in target organ-specific, like eyes, kidneys, nerves, heart, and blood 

vessels (American Diabetes Association 2009). Besides, the central nervous system is also 

included, since there are increasing evidences that both type 1 and type 2 diabetes can lead to 

clinically relevant end-organ damages to the brain (Artola 2008). 

Diabetes-induced metabolic and vascular disturbances produce gradually developing 

alterations to the brain that may present themselves by electrophysiological and structural 

changes and impairment of cognitive functioning (Artola 2008). Since the early 20th century 

the cognitive dysfunction of diabetic subjects has been recognized (Miles and Root 1922) and 

several studies of diabetic subjects have described neuropsychological and neurobehavioral 

changes (Strachan et al. 1997; Steward and Liolitsa 1999), suggesting that diabetic 

encephalopathy could be recognized as a complication of diabetes (Biessels et al. 2002; Sima 

et al. 2004). In this context, it is important to emphasize that the prevalence of depression in 

diabetic patients is higher than in general population and CNZ is being used to treat this 

patients (Morishita, 2009). Evidence from cross-sectional and prospective studies suggests 

that depressive symptoms negatively influence glucose metabolism (Mccaffery et al. 2003; 

Suarez 2006). Hormonal abnormalities associated with the hypothalamic-pituitary-adrenal 

axis have been associated with depression, including hypercortisolism. It has been 

hypothesized that depression may be associated with insulin resistance secondary to 
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hypercortisolism, based on the effect of elevated plasma glucocorticoid levels to decrease 

insulin sensitivity (Tsigos and Chrousos 2002; Vogelzangs et al. 2007). 

 Experimental animal models of diabetes and depression-like behavioral, such as 

streptozotocin-induced diabetic rats and the forced swimming test (FST), respectively, can be 

useful by understanding the underlying neural and behavioral changes that mediate the 

diabetic encephalopathy and the mechanisms for diabetes-related depression and cognitive 

decline. Previous animal studies have been demonstrating these depression-like behavioral 

changes, since the duration of immobility time in the FST is longer in diabetic animals when 

compared to nondiabetic animals (Gomez and Barros 2000). Insulin treatment reversed the 

prolonged immobility (Hilakivi-Clarke et al. 1990) and prevented the neuronal damage in 

cortex of streptozotocin-induced diabetic rats (Guyot et al. 2001). Also, it was verified that 

insulin affects synaptosomal GABA and glutamate transport under oxidative stress conditions 

(Duarte et al. 2004) and clonazepam (CNZ), a positive GABAa receptor modulator, reverses 

the longer immobility in the FST of diabetic rats, showing an antidepressant effect in these 

animals (Haeser et al. 2007). Otherwise, Rajtar et al. (2002) verified that clonazepam exerted 

an in vitro inhibitory effect on reactive oxygen species produced by formyl methionyl leucyl 

phenylalanine stimulated neutrophils, suggesting that CNZ may down-regulate platelet 

activation and release some proinflammatory mediator by stimulated neutrophils. 

Oxidative stress represents the imbalance between enhanced generation of reactive 

species, like reactive oxygen species (ROS), and low cellular content of antioxidants 

(Halliwell and Whiteman 2004). There are increasing evidences, both in experimental and 

clinical studies,  suggesting that oxidative stress (Maritim et al. 2003) and reactive oxygen 

species (ROS) play an important role in the development of diabetes complications (Imaeda et 

al. 2001), since hyperglycemia generates abnormally high levels of free radicals by 

autoxidation of glucose (Bonnefont-Rousselot et al. 2004). These free radicals can cause 
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oxidation injury by attacking macromolecules like lipids, carbohydrates, proteins and nucleic 

acids (Sies 1991; Halliwell and Whiteman 2004). 

The present work aimed to investigate protein and lipid oxidative damage in 

streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced swimming test and evaluates the 

effect of insulin and/or clonazepam acute treatment in these animals. Therefore, oxidative 

stress parameters such as plasma carbonyl content and malondialdehyde measurement, as well 

as the activities of the antioxidants enzymes catalase, superoxide dismutase and glutathione 

peroxidase in erythrocytes were evaluated. 
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Methods 

 

Animals 

 Male Wistar rats (250 ± 50g) were obtained from the Animal House of Universidade 

Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre (UFCSPA). The animals were housed in groups 

of four per polypropylene cage. Food and water were available ad libitum, except when 

otherwise stated and the animals were maintained in a temperature-controlled room (22 ± 

2°C) under a light–dark cycle (7:00 a.m.–7:00 p.m.). The animals were divided in five groups: 

Controls; Diabetics (STZ); Diabetics treated with insulin (STZ-INS); Diabetics treated with 

clonazepam (STZ-CNZ); Diabetics treated with insulin plus clonazepam (STZ-INS-CNZ). All 

groups were submitted to Forced Swimming Test (FST) plus Streptozotocin (STZ), except 

control group that was not submitted to STZ. All in vivo experiments followed the guidelines 

of the International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS) and were approved by 

the Ethical Committee for Animal Experimentation of UFCSPA (08404). All efforts were 

made to minimize animal suffering and to use only the number of animals necessary to 

produce reliable scientific data. 

 

Reagents 

All chemicals were of PA purity and purchased from Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO). 

 

Drugs 

 Insulin (4 IU/mL; Humulin®, Lilly, USA) was prepared in saline, CNZ (0.25 mg/mL; 

Rivotril®, Roche, Brazil) was prepared in saline with Tween 0.05% (v.v) and Streptozotocin 

(STZ) – Sigma, St. Louis, MO, USA – 60 mg/mL was prepared in citrate buffer (pH 4.3). All 

solutions were prepared immediately before I.P. administration. 



 
29 

29 

Diabetes induction 

 Diabetes was induced by a single I.P. dose of STZ 60 mg/kg as already described 

(Gomez and Barros 2000). Increased blood glucose levels (≥ 250 mg/dL) of the STZ group 

rats were confirmed with a glucometer (Accu Chek Aviva, Roche, Germany) after 72 h to 

confirm the hyperglycemic status. Nondiabetic control rats received intraperitoneal injections 

of saline (1mL/kg) and were also submitted to blood glucose measurement. 

 

Forced swimming test (FST) 

 After 21 days of diabetes induction by a single I.P. dose of STZ 60 mg/kg, animals 

were submitted to the forced swimming test (Porsolt et al. 1977; Sanvitto et al. 1992). In the 

first day, the animals were introduced for 15 min in aquarium (22×22×35 cm) with 27 cm of 

height of water (temperature of 24–26 °C), 24 h before the test. Soon after, the rats were dry 

with towels and were administered with the first dose of 4 IU/kg of insulin, 0.25 mg/kg of 

CNZ, insulin plus CNZ at the same doses, or 1 ml/kg of saline, as each group, corresponding 

the dose 24 h before the test (Porsolt et al. 1977). Before the swimming test the animals 

received repeated dosing of the same treatments 5 h and 1 h before being submitted again to 

the forced swimming test. The behavioral experiments were performed between 8 h and 18 h. 

The FST session was videotape recorder for further analysis. 

 

 

Blood sample collection 

Thirty minutes after the FST, animals were sacrificed by decapitation and whole blood 

samples were collected under sterile conditions in heparinized vials. Whole blood was 

centrifuged at 1,000 ×g, plasma was removed by aspiration and frozen at −80 °C until 

determinations. Erythrocytes were washed three times with cold saline solution (sodium 



 
30 

30 

chloride 0.153 M). Lysates were prepared by addition of 100 µL of washed erythrocytes to 1 

mL of distilled water and frozen at −80 °C until determination of the antioxidant enzyme 

activities. For antioxidant enzyme activity determination, erythrocytes were frozen and 

thawed three times, centrifuged at 13,500 ×g for 10 min. The supernatant was diluted to 

approximately 0.5 mg/mL of protein. 

 

Carbonyl content  

Protein carbonyl formation was measured spectrophotometrically according to Levine 

(1990). One hundred microlitre of plasma was treated with 1 mL of 10 mM 2,4-

dinitrophenylhidrazine (DNPH) dissolved in 2.5N HCl or with 2.5N HCl (blank) and left in 

the dark for 90 min. Samples were then precipitated with 500 µL 20% TCA and centrifuged 

for 5 min at 10,000 ×g. The pellet was then washed with 1 mL ethanol:ethyl acetate (1:1, v/v) 

and dissolved in 200 µL 6M guanidine prepared in 2.5N HCl at 37 ºC for 5 min. The 

difference between the DNPH-treated and HCl-treated samples (blank) was used to calculate 

the carbonyl content determined at 370 nm. The results were calculated as nmol of carbonyl 

groups/mg of protein. 

 

Malondialdehyde measurement (MDA) 

MDA was measured by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) following 

method described by Karatepe (2004). One hundred microlitre of 0.1 M perchloric acid and 1 

mL of distilled water were added to a 100 µL aliquot portion of plasma. Addition of 

perchloric acid was necessary to precipitate proteins and release the MDA bound to the amino 

groups of proteins and other amino compounds. The samples then were centrifugated at 1.500 

×g for 5 min and used for HPLC analysis. The mobile phase was 82.5:17.5 (v/v) 30 mM 

monobasic potassium phosphate (pH 3.6)-methanol, the column used was Supelcosil C18 
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(5µm) 15 cm x 4.6 mm, the flow rate was 1.2 mL/min and the chromatograms were monitored 

at 250 nm. The system was calibrated with a standard solution of MDA, which was used for 

quantification. Results were expressed in µM. 

 

Catalase assay (CAT) 

CAT activity was assayed measuring the absorbance decrease at 240 nm in a reaction 

medium containing 20 mM H2O2, 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0 and 0.1–0.3 mg 

protein/mL (Aebi 1984). One unit of the enzyme is defined as one µmol of H2O2 consumed 

per minute and the specific activity is reported as units per mg protein.  

 

Superoxide dismutase (SOD) 

SOD activity was determined using the RANSOD kit (Randox, Antrim, United 

Kingdom). The method is based on the formation of red formazan from the reaction of 2-(4-

iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride and superoxide radical (produced 

in the incubation medium from the xanthine-xanthine oxidase reaction system), which is 

assayed spectrophotometrically at 505 nm. The inhibition of the produced chromogen is 

proportional to the activity of the SOD present in the sample. A 50% inhibition is defined as 

one unit of SOD and the specific activity is represented as units per mg protein. 

 

Glutathione Peroxidase (GSH-Px) 

GSH-Px was measured using the RANSEL kit (Randox, United Kingdom). The 

method is based on Paglia and Valentine (1967). Glutathione peroxidase catalyses the 

oxidation of glutathione by cumene hydroperoxide. In the presence of glutathione reductase 

and NADPH, oxidized glutathione is immediately converted to its reduced form with a 

concomitant oxidation of NADPH to NADP+. The decrease in absorbance at 340 nm is 
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measured. One GSH-Px unit is defined as 1 µmol of NADPH consumed per minute and the 

specific activity is represented as units per mg protein.  

 

Total protein determination 

Total protein concentrations were determined in plasma by Biuret method (Labtest 

Kit®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brazil) and in erythrocytes by the method of Lowry et al. 

(1951), using bovine serum albumin as standard. 

 

Statistical analyses 

 Data are expressed as mean ± standard deviation and were analyzed by one-way 

analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan multiple range test when F value was 

significant. A p value of less than 0.05 was considered to be significant. The values were 

presented as mean ± S.D. All analyses were performed using the Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS) software in a PC-compatible computer. 
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Results 

 

Glycemia of the animals from different groups after FST and before the decapitation is 

showed in Figure 1. It can be observed that isolated insulin or insulin plus clonazepam acute 

treatment significantly decreased glycemia when compared to non treated STZ rats 

[F(4,53)=14.185 p<0,05].  

Figure 2 shows the immobility time of STZ rats submitted to FST treated or not with 

insulin and/or CNZ and controls. It is possible to observe that STZ-induced diabetic rats 

presented longer immobility time when compared to control group [F(4,57)=4.211 p<0,05]. The 

association of insulin plus CNZ acute treatment was capable to partially reverse this effect. 

Moreover, immobility latency time (Figure 3) corroborate with this result, showing that STZ 

group presented lower immobility latency time, when compared to control group, and STZ-

INS-CNZ group presented higher immobility latency time, when compared to the STZ group 

[F(4,55)=2.853 p<0,05]. 

The plasma carbonyl content from STZ-induced diabetic rats submitted to FST treated 

or not with insulin and/or CNZ is presented in figure 4. The level of protein oxidation 

expressed as carbonyl content indicates the extent of oxidative damage to proteins in plasma 

and this value was significantly higher in STZ group when compared to STZ treated groups 

and control [F(4.54)=3.675, p<0.05].  

The lipid peroxidation index was determined on the basis of MDA levels (figure 5). It 

can be verified that plasma MDA levels were significantly increased in STZ group when 

compared to control animals and significantly reduced in STZ-INS and STZ-INS-CNZ groups 

when compared STZ and STZ-CNZ rats. In addition, STZ-INS-CNZ group presented plasma 

levels of MDA significantly lower than the STZ-INS animals [F(4.51)=29.571, p<0.05]. 
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The activities of the antioxidant enzymes CAT, SOD and GSH-Px determined in 

erythrocytes of STZ animals is showed in figures 6, 7 and 8, respectively. No significant 

differences in antioxidant enzymes activities where observed among the groups of animals.  
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Discussion 

 

Oxidative stress is known to be a component of molecular and cellular damage 

mechanism in a wide spectrum of human diseases (Halliwel 2001; Dalle-Donne et al. 2006; 

Halliwel and Gutteridge 2007). It is well known that oxidative stress is a contributor to the 

development of complications in DM. There are several evidences indicating that oxidative 

stress is increased in diabetes (Monnier et al. 2009) due to the overproduction of ROS and 

decreased efficiency of antioxidant defenses as a result of hyperglycemia (Wiernsperger 2003; 

Ramakrishna and Jailkhani 2007; Sadi et al. 2008; Pan et al. 2008). Protein glycation, 

oxidation of lipids and other macromolecules (such DNA) and inflammation are major causes 

of diabetic complications in persons with type 1 or type 2 diabetes (Brownlee 2001; Brownlee 

2005; Stetina et al. 2006).  

Previous studies in STZ-induced diabetic rats showed that the increased oxidative 

stress is an important factor in the pathogenesis of the disease (Maritim et al. 2003; 

Kamalakkannan and Prince, 2003). Balkis et al. (2008) reported that in STZ-induced 

diabetic rats oxidative stress parameters (MDA and tail moment in comet assay) were higher 

and antioxidant status (SOD and Vitamin C) was lower than in nondiabetic rats. In this 

context, a previous study from our laboratory showed a significant increase of thiobarbituric 

acid-reactive species (TBARS), a lipid peroxidation parameter, and a significant decrease of 

total antioxidant reactivity (TAR) in plasma from STZ-induced diabetic rats submitted to 

forced swimming test, an experimental model of depression. Additionally, clonazepam, a 

positive GABAA receptor modulator, reverted these alterations (Haeser et al. 2007). 

Considering that insulin has effect on cognitive functions (Laron 2009), modulating 

synaptosomal GABA and/or glutamate transport, with a neuroprotective role under oxidizing 

and/or diabetic conditions (Duarte et al. 2004) and that CNZ exerts protective effect upon 
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oxidative stress, decreasing immobility in the FST of diabetic rats (Haeser et al. 2007), our 

goal in this work was to evaluate the effect of insulin and/or CNZ acute treatment on protein 

and lipid oxidative damage in streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced 

swimming test. To our knowledge, this is the first report that evaluated the effect of these 

drugs upon oxidative stress parameters studied in this experimental animal model.  

Therefore, we determined the level of protein oxidation expressed as carbonyl content 

in plasma. It was verified a significant higher carbonyl group content in STZ group when 

compared to control rats. Treatment with insulin and/or CNZ significantly reduced carbonyl 

content to similar levels of controls. Protein oxidation is involved in the pathogenesis of a 

large number of diseases, including diabetes (Witko-Sarsat et al. 1998; Kalousova et al. 2002; 

Cakatay 2005; Piwowar et al. 2008). Many different types of protein oxidative modifications 

can be induced by free radicals. Protein carbonyl content is the most general and well-used 

biomarker of severe oxidative protein damage, being considered an early and stable marker of 

protein oxidation (Pan et al. 2008; Cakatay 2005). Therefore, our results allow to suggest that 

protein oxidative damage occurs in STZ diabetic rats submitted to forced swimming test and 

that insulin and clonazepam have a protecting action upon these process. 

Lipid peroxidation is initiated by free radicals attack to membrane lipids, generating 

large amounts of reactive products, which have been implicated in diabetes and its 

complications. MDA is a decomposition product of peroxidized polyunsaturated fatty acids. 

Increased serum MDA levels have been found in diabetes mellitus patients (Sundaram et al. 

1996; Kedziora-Kornatowska et al. 1998; Bhatia et al. 2003; Pan et al. 2008). In our study we 

found a significantly higher MDA plasma levels in STZ and STZ-CNZ groups when 

compared to control rats and that treatment with insulin alone or in association with CNZ 

decreased significantly MDA plasma levels when compared with STZ group. STZ-INS-CNZ 

group presented plasma levels of MDA significantly lower than the STZ-INS group, 
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suggesting that CNZ when administered in association with insulin has a possible important 

effect against lipid peroxidation. 

To control the flux of ROS, aerobic cells have developed an antioxidant defense 

system which includes enzymatic and non-enzymatic components (Ahmed 2005). CAT, SOD 

and GSH-Px are the major enzymes that remove and protect cells from free radicals (Sadi et 

al. 2008). The stability and capacity of antioxidants status during chronic diabetes 

significantly influences the outcome of the long-term complications caused by oxidative 

stress (Sasvári and Nyakas 2003). Our investigation of the erythrocytes antioxidant enzymes 

activities (CAT, SOD and GSH-Px) in an acute model of diabetic (STZ) rats submitted to 

forced swimming test treated or not with insulin and/or CNZ showed no significant 

differences among the groups. However it is important to emphasize that there is a tendency 

to a decrease in SOD activity in STZ, STZ-INS and STZ-CNZ groups when compared to 

control group, suggesting that the association INS-CNZ could revert these effect. 

Our findings showed that protein and lipid oxidative damage were increased in plasma 

of this diabetes/depression experimental animal model and that the associated treatment with 

insulin and clonazepam was capable to protect against this process. The benefits upon 

oxidative stress are probably more related to the action of insulin than CNZ. Insulin acute 

treatment probably acts by controlling glycemia, since hyperglycemic status leads to oxidative 

stress, increasing the production of free radicals and reducing the antioxidant potential 

(Wiernsperger 2003). Moreover, the hyperglycemic status can lead, through the imbalance 

between production of reactive species and antioxidant defenses to protein glycation, to lipid 

peroxidation and to DNA damage (Imaeda et al. 2002). Besides, insulin could be acting as an 

antioxidant scavenger, since it was demonstrated that the application of intensive insulin 

treatment regime significantly improves total antioxidant plasma capacity as compared to the 

application of conventional therapy regime insulin (Kocic et al. 2007).  
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There are evidences that CNZ reverse the immobility time and did not alter the 

glycemia in diabetic rats submitted to FST (Gomez and Barros 2000; Haeser et al. 2007). Our 

findings showed that STZ-induced diabetic rats really presented a significantly longer 

immobility time when compared to control group. Only the association of insulin and CNZ 

acute treatment was capable to partially reverse this effect in the dosage tested, which could 

be related to either altered GABA function and/or glutamate transmission. Besides, it is 

believed by some authors that increase in serotonin, dopamine and noradrenaline synthesis 

and enhancement of serotonin and monoamine function mediated via de GABA system are 

related to antidepressive effects. (Borowicz et al. 1999; Harvey, 2008; Morishita, 2009). 

Moreover, immobility latency time, which is the time elapsed between the introduction of the 

animal in the water until it is completely immobile for the first time (Contreras et al. 1998), 

corroborate with the result above, showing that STZ group presented lower immobility 

latency time when compared to the control group. This behavior, as well as the total duration 

of immobility, reflects a depressive-like behavior in animals. In this context, STZ-INS-CNZ 

group was capable to partially reverse this effect. These results allow to suggest that the 

association of insulin and CNZ has a possible important antidepressant effect under the 

depressive-like behavior in this experimental animal model. 

Chevassus et al. (2004) described that CNZ may significantly decrease the glucose 

tolerance, insulin secretion and glucose effectiveness at basal insulin in volunteers. Besides, 

Pearce et al. (2004) showed that diabetic animals present low levels of GABA in the CNS, as 

well as a reduction of dopamine and serotonin, which is known be related to depressive 

symptoms. So, the reduction of the levels of GABA could be related to the destruction of 

GABAergic neurons and may be a causal role in diabetic encephalopathy. 

The results presented here may suggest that the association of insulin plus CNZ could 

be clinically useful for diabetic depressed patients, since these drugs may be having an 
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antioxidant effect in streptozotocin-induced diabetic rats submitted to FST, protecting against 

the action of ROS which can contribute for the development and complications of diabetes.  

Moreover, it is possible to hypothesize that oxidative stress could lead the destruction of 

GABAergic neurons, which could be involved in the pathophysiology of depression in 

diabetes and that CNZ associated with insulin could have a protective action upon this 

process. 

In conclusion, this work provide the first experimental evidence that insulin in 

association with CNZ is capable to protect against protein and lipid oxidative damage in 

streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced swimming test.
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Figure legends 

 

Fig. 1 Glycemia from streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced swimming test 

not treated (STZ) and treated with insulin (STZ-INS) or clonazepam (STZ-CNZ) or 

insulin plus clonazepam (STZ-INS-CNZ) (n = 12-13) and controls (n = 8). Data 

represent mean ± S.D. * p < 0.05 compared to the control group; # p < 0.05 compared to 

the STZ group (ANOVA followed by DUNCAN test). 

 

Fig. 2 Immobility time of streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced swimming 

test not treated (STZ) and treated with insulin (STZ-INS) or clonazepam (STZ-CNZ) or 

insulin plus clonazepam (STZ-INS-CNZ) (n = 12-13) and controls (n = 12). Data 

represent mean ± S.D. * p < 0.05 compared to the control group (ANOVA followed by 

DUNCAN test). 

 

Fig. 3 Immobility latency time of streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced 

swimming test not treated (STZ) and treated with insulin (STZ-INS) or clonazepam 

(STZ-CNZ) or insulin plus clonazepam (STZ-INS-CNZ) (n = 12-13) and controls (n = 

12). Data represent mean ± S.D. * p < 0.05 compared to the control group (ANOVA 

followed by DUNCAN test). 

 

Fig. 4 Measure of carbonyl content in plasma from streptozotocin-induced diabetic rats 

submitted to forced swimming test not treated (STZ) and treated with insulin (STZ-INS) 

or clonazepam (STZ-CNZ) or insulin plus clonazepam (STZ-INS-CNZ) (n = 11-13) and 

controls (n = 11). Data represent mean ± S.D. * p < 0.05 compared to the control group; 

# p < 0.05 compared to the STZ group (ANOVA followed by DUNCAN test). 
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Fig. 5 Measure of malondialdehyde (MDA) in plasma from streptozotocin-induced diabetic 

rats submitted to forced swimming test not treated (STZ) and treated with insulin (STZ-

INS) or clonazepam (STZ-CNZ) or insulin plus clonazepam (STZ-INS-CNZ) (n = 10-

12) and controls (n = 11). Data represent mean ± S.D. * p < 0.05 compared to the 

control group; # p < 0.05 compared to the STZ group; a p < 0.05 compared to the STZ-

INS group (ANOVA followed by DUNCAN test). 

 

Fig. 6 Activity measurement of catalase in erythrocytes from streptozotocin-induced diabetic 

rats submitted to forced swimming test not treated (STZ) and treated with insulin (STZ-

INS) or clonazepam (STZ-CNZ) or insulin plus clonazepam (STZ-INS-CNZ) (n = 10-

11) and controls (n = 10). Data represent mean ± S.D. p > 0.05 (ANOVA followed by 

DUNCAN test). 

 

Fig. 7 Activity measurement of superoxide dismutase (SOD) in erythrocytes from 

streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced swimming test not treated 

(STZ) and treated with insulin (STZ-INS) or clonazepam (STZ-CNZ) or insulin plus 

clonazepam (STZ-INS-CNZ) (n = 12-13) and controls (n = 10). Data represent mean ± 

S.D. p > 0.05 (ANOVA followed by DUNCAN test). 

 

Fig. 8 Activity measurement of glutathione peroxidase (GSH-Px) in plasma from 

streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced swimming test not treated 

(STZ) and treated with insulin (STZ-INS) or clonazepam (STZ-CNZ) or insulin plus 

clonazepam (STZ-INS-CNZ) (n = 9-12) and controls (n = 10). Data represent mean ± 

S.D. p > 0.05 (ANOVA followed by DUNCAN test). 
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Figure 4: 
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Figure 5: 
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Figure 6: 
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Figure 8: 

Control STZ STZ-INS STZ-CNZ STZ-INS-CNZ
0

50

100

150

200

250

300

350

G
S

H
-P

x 
(U

/m
g 

pr
ot

e
in

)

 

 



 53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. ARTIGO SUBMETIDO Nº 2 I 

_________________________________________________________________ 

DNA Damage in Streptozotocin-Induced Diabetic Rats Submitted to Forced 

Swimming Test: The Insulin and Clonazepam Effect 

 

Diabetologia 

JCR: 6.418 

Manuscript 

Data submetida: 18/02/2010 

 

. 



 54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
55 

55 

 DNA Damage in Streptozotocin-Induced Diabetic Rats Submitted to Forced 

Swimming Test: The Insulin and Clonazepam Effect 

 

 

C. A. Y. Wayhs1,2*; V. Manfredini1,2; A. Sitta2,3; M. Deon2; G. S. Ribas1,2; C. S. Vanzin2; G. 

B. Biancini2; M. S. Nin4; H. M. T. Barros4; C. R. Vargas1,2,3* 

 

1 Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas, Porto Alegre, RS, Brasil. 

2Serviço de Genética Médica, HCPA, Porto Alegre, RS, Brasil. 

3 Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica, UFRGS, Porto Alegre, 

RS, Brasil. 

4Departamento de Farmacologia, UFCSPA, Porto Alegre, RS, Brasil. 

 

 

* Corresponding authors: 

Serviço de Genética Médica, HCPA, Rua Ramiro Barcelos, 2350  

CEP 90.035-903, Porto Alegre, RS, Brasil.  

Telefone: +55 51 33598011 

Telefax: +55 51 33598010 

 E-mail address: crvargas@hcpa.ufrgs.br (C. R. Vargas) 

                          manowayhs@yahoo.com.br (C. A. Y. Wayhs) 

 

Word count: 2,679 (both of abstract and main text). 

Word count (abstract): 173. 

Word count (Main text): 2,506 



 
56 

56 

Abstract 

 

Aims/hypothesis In this work we investigated DNA damage in peripheral whole blood 

leukocytes from streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced swimming test and 

evaluate the effect of insulin and clonazepam acute treatment. Methods We analyzed DNA 

damage using the alkaline (pH > 13) comet assay in peripheral whole blood leukocytes from 

streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced swimming test. Results Our results 

showed a greater and significant DNA migration in terms of damage index in diabetic group 

(DI = 61.00 ± 4.95) when compared to the control group (DI = 34.00 ± 1.26). Additionally, 

diabetic animals treated with insulin (DI = 45.00 ± 1.82) or clonazepam (DI = 52.00 ± 1.22) 

presented a significant decrease in damage index, when compared to untreated animals. 

Furthermore, it was observed a reversion in damage index at level of controls in diabetic rats 

treated with insulin plus clonazepam (DI = 39.50 ± 1.68). Conclusions/Interpretation These 

results may suggest that the treatment with insulin plus clonazepam protect against DNA 

damage in diabetic rats submitted to forced swimming test. 

 

Key words: Comet Assay; DNA Damage; Diabetes; Depression; Insulin; Clonazepam. 
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Introduction 

  

Diabetes Mellitus (DM), a metabolic disorder characterized by a hyperglycemic 

chronic state, is considered one of the major metabolic diseases of 21st century [1], being able 

to cause complications affecting the retina, kidney, muscle and blood vessels, besides the 

central nervous system (CNS) [2]. Cognitive dysfunction in diabetic subjects has been 

recognized since the early 20th century [3]. Since then, a wealth of studies have described a 

series of neuropsychological and neurobehavioral changes in both type 1 and type 2 diabetic 

subjects, suggesting that diabetic encephalopathy should be recognized as a complication of 

diabetes [4, 5]. In fact, psychiatric manifestations seem to accompany this encephalopathy, 

since the prevalence of depression in diabetic patients is much higher than in the general 

population [6-9]. 

 In this context, it well established that in animal models of diabetes the 

encephalopathy may be replicated, since diabetic mice and rats also present depressive-like 

behavior when submitted to the forced swimming test (FST) [10-12]. Studies have 

demonstrated that insulin is able to prevent the neuronal damage in cortex of streptozotocin 

(STZ) diabetic rats and also produce behavioral changes in diabetic rats [11, 13]. Also, it was 

verified that insulin affects synaptosomal GABA and glutamate transport under oxidative 

stress conditions [14] and that clonazepam (CNZ), a positive GABAA receptor modulator, 

decreases immobility of diabetic rats in the FST, showing an antidepressant effect in these 

animals [10, 15].  

Oxidative stress may play a role in the development of diabetes complications [16], 

since hyperglycemia generates abnormally high levels of free radicals by autoxidation of 

glucose and by protein glycation [17]. These free radicals induce a variety of lesions in DNA, 

including oxidized bases, abasic sites, DNA strand breaks and formation of cross-links 
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between DNA and proteins. It was shown that hydroxyl radical, which is produced by the 

Fenton reaction in the presence of transition metal ions, is responsible for DNA damage [18].  

 In this context, the present work aimed to investigate DNA damage in peripheral 

whole blood leukocytes from streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced 

swimming test and evaluate the effect of insulin and clonazepam acute treatment using the 

comet assay.  
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Methods 

 

Animals 

 Male Wistar rats (250 ± 50g) were obtained from the Animal House of Universidade 

Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre (UFCSPA). The animals were housed in groups 

of four per polypropylene cage. Food and water were available ad libitum, except when 

otherwise stated and the animals were maintained in a temperature-controlled room (22 ± 

2°C) under a light–dark cycle (7:00 a.m.–7:00 p.m.). The animals were divided in five groups: 

Control (nondiabetic); Diabetics (STZ); Diabetics  treated with insulin (STZ-INS); Diabetics 

treated with clonazepam (STZ-CNZ); Diabetics treated with insulin plus clonazepam (STZ-

INS-CNZ). All in vivo experiments followed the guidelines of the International Council for 

Laboratory Animal Science (ICLAS) and were approved by the Ethical Committee for 

Animal Experimentation of UFCSPA (08404). All efforts were made to minimize animal 

suffering and to use only the number of animals necessary to produce reliable scientific data. 

 

Drugs 

 Insulin (4 IU/mL; Humulin®, Lilly, USA) was prepared in saline immediately before 

intraperitoneal (I.P.) administration. CNZ (0.25 mg/mL; Rivotril®, Roche, Brazil) was 

prepared in saline with Tween 0.05% (v.v) immediately before I.P. administration. 

Streptozotocin (STZ) – Sigma, St. Louis, MO, USA – 60 mg/mL was prepared in citrate 

buffer (pH 4.3) immediately before I.P. administration. 

 

Diabetes induction 

 Diabetes was induced by a single I.P. dose of STZ 60 mg/kg as already described [10]. 

Increased blood glucose levels (≥ 250 mg/dL) of the STZ group rats were confirmed with a 
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glucometer (Accu Chek Aviva®, Roche, Germany) after 72 h. Nondiabetic control rats 

received I.P. injections of saline (1 mL/kg) and were also submitted to blood glucose 

measurement. 

 

Forced swimming test (FST) 

 After 21 days of diabetes induction, animals were submitted to the forced swimming 

test [10, 19]. In the first day, the animals were introduced for 15 minutes in aquarium 

(22×22×35 cm) with 27 cm of height of water (temperature of 24–26 °C), 24 h before the test. 

Soon after, the rats were dry with towels and were administered insulin (4 IU/kg I.P.), CNZ 

(0.25 mg/kg I.P.) or saline (1 mL/kg) 24, 5 and 1h before the test [19]. The FST session was 

videotape recorder for further analysis. 

 

Blood sample 

Thirty minutes after the FST, animals were sacrificed by decapitation, and whole 

blood was collected under sterile conditions in heparinized vials. Whole blood was frozen at – 

80°C until analysis.  

  

Single cell gel electrophoresis (Comet Assay) 

 The alkaline comet assay was performed as described by Singh et al (1988) [20]. The 

assay was performed in accordance with general guidelines for use of the comet assay [21, 

22]. Isolated human leukocytes were suspended in agarose and spread into a glass microscope 

slide pre-coated with agarose. Agarose was allowed to set at 4°C for 5 min. Slides were 

incubated in ice-cold lysis solution to remove cell proteins, leaving DNA as “nucleoids”. 

After the lysis procedure, slides were placed on a horizontal electrophoresis unit, covered 

with fresh buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA, pH > 13) for 20 min at 4°C to allow 
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DNA unwinding and the expression of alkali-labile-sites. Electrophoresis was performed for 

20 min (25 V; 300 mA; 0.9 V/cm). Slides were then neutralized, washed in bi-distilled water 

and stained using a silver staining protocol [23]. After drying at room temperature overnight, 

gels were analyzed using an optical microscope. One hundred cells (50 cells from each of the 

two replicate slides) were selected, and analyzed. Cells were visually scored according to tail 

length and receive scores from 0 (no migration) to 4 (maximal migration) according to tail 

intensity. Therefore, the damage index (DI) for cells ranged from 0 (all cells with no 

migration) to 400 (all cells with maximal migration). The slides were analyzed under blind 

conditions at least by two different individuals. 

 

Statistical analyses 

 Blood glucose measurement were expressed as mean ± standard deviation and 

analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan multiple range test 

when F value was significant. A p value of less than 0.05 was considered to be significant. 

Comet assay data were analyzed using nonparametric Kruskal-Wallis test followed by 

Mann-Whitney U-test. A p value lower than 0.05 was considered significant. Correlation 

between variables was calculated using the Spearman correlation test. The values were 

presented as median ± S.E. All analyses were performed using the Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS) software in a PC-compatible computer. 
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Results 

 

Tables 1-5 show individual DI values and the number of cells found in each damage 

class for each one of the five groups, respectively. Figure 1 shows glycemia of the animals 

after 30 minutes of the section of FST and before the decapitation of different groups of 

animals. It can be observed that isolated insulin or insulin plus clonazepam acute treatment 

significantly decrease glycemia [F(4,53)=14,185, p<0,05]. Figure 2 shows the effect of the 

insulin and CNZ acute treatment on DNA damage in peripheral blood leukocytes of STZ-

induced diabetic rats submitted to FST and controls. We verified a significantly increased 

damage index (DI = 61.00 ± 4.95) in STZ group when compared to the control group (DI = 

34.00 ± 1.26). Additionally, STZ animals treated with insulin (DI = 45.00 ± 1.82) or CNZ (DI 

= 52.00 ± 1.22) presented a significant decrease in damage index, when compared to STZ 

untreated rats. Furthermore, in STZ rats treated with insulin plus CNZ (DI = 39.50 ± 1.68) 

there was a reversion on the damage index to equal statistical level presented by the control 

group. In addiction, it was verified a positive significant correlation between glycemia and 

damage index (r=0.4460; p<0.05) in treated and non treated rats submitted to FST. 
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Discussion 

 

Oxidative stress has been suggested as a potential contributor to the development of 

complications in DM. Growing evidences indicate that oxidative stress is increased in 

diabetes due to the overproduction of reactive oxygen species (ROS) and decreased efficiency 

of antioxidant defenses as a result of hyperglycemia [24]. Oxidation of lipids, proteins and 

others macromolecules such as DNA occurs during the development of diabetes and its 

complications [25].  

DNA is a molecule that can be harmed easily. The DNA in every cell of the human 

body is exposed to attack of free radicals approximately 10,000 times a day and DNA-

targeted free-radical attacks causes mutations and cell deaths to take place [26-28]. Besides 

the DNA being affected by aggravated glycosylation products in DM, chromosomal changes, 

breaks in DNA chain, failures in DNA repair, replication, and transcription may occur. In 

diabetic hyperglycemias, acceleration of these events may cause early cell aging and death 

[29].  

In this context, studies demonstrated the significantly higher DNA damage in 

lymphocytes from streptozotocin-induced diabetic rats, measured by percentage of tail DNA 

in the comet assay, when compared with non diabetic rats [30, 31]. Furthermore, tail moment, 

which is defined as the product of the tail length and the fraction of DNA in the tail, has been 

measured in diabetic showing significantly higher levels of tail moment than non diabetic rats 

[32].  

Studies with comet assay have shown increased levels of oxidative DNA breakage in 

peripheral blood lymphocytes of diabetic patients with poor glycemia control, but not in 

patients with normal glycemia [33, 34]. Dandona et al. (1996) [35] reported that in DM 

patients of both type 1 and type 2, oxidative DNA damage are higher than in healthy control 
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group. Type 1 male and female DM patients were investigated by Dinçer et al (2003) [36] and 

it was verified that the DNA damage in mononuclear leukocyte, analyzed by comet assay, 

were increased significantly compared with the healthy control group.  

Considering that the risk to develop depression is greater in patients with diabetes than 

in the general population [37], that insulin modulates synaptosomal GABA and/or glutamate 

transport, thus having a neuroprotective role under oxidizing and/or diabetic conditions [14], 

that oxidative stress occurs in diabetic rats submitted to experimental depression model and 

that CNZ exerts protective effect upon oxidative stress, decreasing immobility in the FST of 

diabetic rats [12], our goal in this work was to evaluate the effect of insulin and CNZ acute 

treatment on DNA damage in leukocytes from streptozotocin-induced diabetic rats submitted 

to forced swimming test.  

We determined DNA damage in leukocytes by using the alkaline comet assay that 

measures DNA strand breaks in single cells. In the alkaline (pH > 13) version of the comet 

assay (single cell gel electrophoresis) developed by Singh et al. (1988) [20], increased DNA 

migration can be associated with incomplete excision repair sites [21], which are generated as 

an intermediate step during the action of different DNA repair systems [38].  This assay 

possesses a number of advantages when compared to other tests, being extremely sensitive to 

detect low levels of DNA damage, besides its low cost and short time necessary to perform 

the assay [39]. 

We verified significantly increased levels of DNA migration, and thus DNA damage, 

in leukocytes from diabetic group when compared to the control group. It has been 

demonstrated in literature that DNA damage occurs in diabetic rats [30-32]. Additionally, 

STZ animals treated with insulin or clonazepam presented significant decrease in damage 

index. Treatment of diabetic rats with insulin plus clonazepam reverted the greater DNA 

migration that was found in the diabetic group to equal statistical level presented in control 
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group. To our knowledge, this is the first report that measured DNA damage in diabetic rats 

submitted to FST evaluating the effect of insulin and a benzodiazepine (CNZ). 

It is also important to emphasize that a significant positive correlation was observed 

between glycemia and DNA damage index in streptozotocin-induced diabetic rats. So, our 

results reinforce previous studies in diabetes showing that DNA damage can be provoked by 

an oxidative event, since the hyperglycemia leads to high free radicals production attacking 

essential molecules as DNA. 

 When comparing the distribution of damage class in studied groups, it is possible to 

observe that the differences were primarily caused by an increased number of cells in damage 

class 1, reflecting a homogeneously distributed increase in the number of slightly damage 

cells rather than a low number of highly damage cells. On the other hand, a significant 

number of cells presented damage class 2 and 3 in diabetic rats, when compared to the control 

group and diabetic treated with insulin and clonazepam groups. Moreover, just one animal of 

diabetic group presented cells with damage class 4. In this context, it should be emphasized 

that the association of the two treatments (insulin plus CNZ) presented better results, in terms 

of oxidative DNA damage, when compared to each one alone, once the distribution of cells in 

damage classes 3 and 4 were very similar to the control group. 

Our findings showed that the DNA damage index is increased in this 

diabetes/depression animal model, and that the associated treatment with insulin and 

clonazepam is capable to protect against DNA damage. The effect of insulin can be explained 

by the combat to the hyperglycemia, since this pathological chronic state leads to oxidative 

stress, increasing the production of free radicals and reducing the antioxidant potential [24]. 

Oxidative stress is able to produce modifications in DNA bases, strand breakage and various 

other DNA damages [40]. On the other hand, insulin acute treatment may be acting as an 

antioxidant scavenger, since KOCIC et al. (2007) [41] demonstrated that the application of 
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intensive insulin treatment regime significantly improves total antioxidant plasma capacity as 

compared to the application of conventional therapy regime insulin. In addiction, Monnier et 

al. (2009) [42] showed an independent inhibitory effect on oxidative stress in patients with 

type 1 and type 2 diabetes. 

In a previous study [12] it was demonstrated that CNZ treatment reverted the 

immobility time in diabetic rats submitted to FST, suggesting that this drug could be clinically 

useful for diabetic depressed patients. Moreover, it was showed that CNZ exerts an 

antioxidant effect in streptozotocin-induced diabetic rats submitted to FST, protecting against 

the action of free radicals which can contribute for the development of diabetes long-term 

complications, like oxidative DNA damage. This could be related with the reduction of the 

levels of GABA, through the destruction of GABAergic neurons in diabetic encephalopathy. 

It was described that CNZ may significantly decrease the glucose tolerance, insulin 

secretion and glucose effectiveness at basal insulin in volunteers [43]. Besides, diabetic 

animals present low levels of GABA in the CNS [44], as well as a reduction of dopamine and 

serotonin. It was also described that diabetic patients have high titer of anti-glutamic acid 

decarboxylase autoantibodies (anti-GAD) in serum and cerebrospinal fluid, the enzyme 

responsible for the synthesis of GABA in CNS [45]. So, it is possible to hypothesized that 

oxidative stress could lead to destruction of the GABAergic neurons, which could be involved 

in the pathophysiology of depression in diabetes and that CNZ associated with insulin could 

have a protect action upon this process. 

In conclusion, this work provide experimental evidence that  DNA damage is 

increased in streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced swimming test and the 

treatment of insulin and clonazepam associated is capable to protect against oxidative DNA 

damage.  
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Figure legends 

 

Fig. 1 Glycemia from Streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced swimming test 

(n = 12-13) and controls (n = 8). Data represent mean ± S.D. * p < 0.05 compared to the 

control; # p < 0.05 compared to the diabetic group (ANOVA followed by DUNCAN 

test) 

 

Fig. 2  DNA damage (comet assay) of peripheral blood leukocytes from streptozotocin-

induced diabetic rats submitted to forced swimming test (n = 9-12) and controls (n = 9). 

Data represent median ± S.E. * p < 0.05 compared to the control; # p < 0.05 compared 

to STZ group; a p < 0.05 compared to STZ-INS. b p < 0.05 compared to STZ-CNZ 

(Kruskal-Wallis test followed by Mann-Whitney U-test)  
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Table1 Individual DI values and number of cells found in each damage class in the Control 

group 

Rats DI Damage Class 

0           1              2              3          4 

1  33 67 33 0 0 0 

2  31 73 26 0 0 0 

3  31 70 29 1 0 0 

4  40 62 36 2 0 0 

5  34 66 34 0 0 0 

6  34 68 30 2 0 0 

7  37 63 37 0 0 0 

8  42 67 26 5 2 0 

9  35 72 21 7 0 0 

∑  608 272 17 2 0 

DI: damage index 
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Table 2 Individual DI values and number of cells found in each damage class in the STZ 

group 

Rats DI Damage Class 

0           1              2              3          4 

1  75 44 39 15 2 0 

2  74 46 34 20 0 0 

3  61 52 38 7 3 0 

4  40 68 28 2 0 2 

5  59 52 39 6 3 0 

6  63 52 37 7 4 0 

7  70 50 36 8 6 0 

8  31 69 31 0 0 0 

9  60 54 34 10 2 0 

∑  487 316 75 20 2 

DI: damage index 
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Table 3 Individual DI values and number of cells found in each damage class in the STZ 

group treated with insulin 

Rats DI Damage Class 

0           1              2              3          4 

1  46 57 40 3 0 0 

2  44 58 40 2 0 0 

3  50 54 42 4 0 0 

4  33 70 27 3 0 0 

5  48 56 40 4 0 0 

6  45 58 39 3 0 0 

7  33 70 27 3 0 0 

8  49 56 40 3 1 0 

9  45 58 39 3 0 0 

10  45 58 39 3 0 0 

11  37 66 32 1 1 0 

∑  661 405 32 2 0 

DI: damage index 
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Table 4 Individual DI values and number of cells found in each damage class in the STZ 

group treated with clonazepam 

Rats DI Damage Class 

0           1              2              3          4 

1  44 58 40 2 0 0 

2  53 54 41 3 2 0 

3  50 54 42 4 0 0 

4  55 54 39 5 2 0 

5  52 55 40 3 2 0 

6  56 53 40 5 2 0 

7  53 56 38 3 3 0 

8  46 56 42 2 0 0 

9  52 55 40 3 2 0 

10  48 61 32 5 2 0 

∑  556 394 35 15 0 

DI: damage index 
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Table 5 Individual DI values and number of cells found in each damage class in the STZ 

group treated with insulin and clonazepam 

Rats DI Damage Class 

0           1              2              3          4 

1  40 61 38 1 0 0 

2  38 62 38 0 0 0 

3  34 67 32 1 0 0 

4  34 67 32 1 0 0 

5  42 60 38 2 0 0 

6  34 70 27 2 1 0 

7  40 61 38 1 0 0 

8  45 57 41 2 0 0 

9  28 74 24 2 0 0 

10  48 55 42 3 0 0 

11  46 56 42 2 0 0 

12  39 62 37 1 0 0 

∑  752 429 18 1 0 

DI: damage index 
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Fig. 2 

 

 

 

 



 80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
81 

81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. DISCUSSÃO GERAL 

_________________________________________________________________ 



 82 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
83 

83 

Existem várias evidências indicando que o estresse oxidativo está aumentado 

no diabetes (MONNIER et al., 2009) e contribui para o desenvolvimento de suas 

complicações. Ainda, o estresse oxidativo é conhecido por estar envolvido no 

mecanismo de danos moleculares e celulares em um amplo espectro de doenças 

humanas (DALLE-DONNE et al., 2006; HALLIWEL e GUTTERIDGE, 2007). A 

glicação de proteínas, oxidação de lipídeos e outras macromoléculas (DNA) e 

inflamação são as principais causas de complicações nas pessoas com diabetes tipo 

1 ou tipo 2 (BROWNLEE, 2001; BROWNLEE, 2005; STETINA et al., 2006). Essas 

causas podem ser explicadas em virtude da superprodução de ERO e a diminuição 

das defesas antioxidantes, como resultado da hiperglicemia no decorrer do 

desenvolvimento do DM (WIERNSPERGER, 2003; RAMAKRISHNA e JAILKHANI, 

2007; SADI et al., 2008 ; PAN et al., 2008). 

A indução do diabetes em animais experimentais através da administração de 

estreptozotocina (STZ) vem sendo intensamente utilizada para melhor elucidar a 

fisiopatologia do diabetes. A resposta metabólica à STZ é trifásica, iniciando com 

hiperglicemia que dura de 12 a 24 horas, seguida de uma fase marcada pela 

hipoglicemia decorrente da destruição das células β e conseqüente liberação da 

insulina armazenada. A terceira, e, última fase, resulta em hiperglicemia permanente 

e diabetes, dose-dependente, proporcional aos danos causados sobre as células. 

Os picos hiperglicêmicos estabilizam-se em 72 horas. 

Uma das vantagens do estudo do diabetes por STZ em ratos está no fato de 

que é possível isolar e manipular diretamente variáveis individuais, caracterizando a 

relação entre elas, além do que, em doses apropriadas, os animais sobrevivem sem 

insulina. Desta forma, as conseqüências fisiológicas da hiperglicemia crônica e o 

tratamento com insulina podem ser observados independentemente. Embora devam 

ser tomados cuidados na extrapolação de resultados obtidos com modelos animais 

para desordens clínicas em humanos, o estudo do diabetes em animais tem 

explicado muitas das alterações metabólicas complexas induzidas pelo diabetes. 

Esse método é de fácil execução e permite a utilização de um grande número de 

animais, destruindo a parte endócrina do pâncreas, com preservação de sua função 

exócrina. 

Em nosso estudo foi possível evidenciar algumas características clínicas 

apresentadas pelos animais ao longo do seguimento do modelo de diabetes por 

STZ. Os animais diabéticos apresentaram progressiva queda em seu estado geral, 
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quando comparados aos animais não diabéticos. Foi possível notar uma perda inicial 

de massa corporal após a indução do diabetes, e ganho de massa corporal 

significativamente menor (235,32g ± 28,43; n=50) em relação aos ratos do grupo 

controle (280,83g ± 13,62; n=12) após os vinte e um dias de indução do diabetes. A 

ingestão hídrica por caixa (quatro ratos por caixa) dos animais diabéticos em 24 

horas analisada após treze dias da indução do diabetes por STZ apresentou valores 

significativamente elevados (489,28 mL ± 101,03; n=14), quando comparados com 

os dos ratos do grupo controle (200,00 ± 86,60; n=3). Também observamos 

alteração na pelagem dos animais diabéticos, pois o pêlo tonou-se menos brilhoso e 

mais amarelado, muito em função da diurese extremamente elevada desses 

animais, quando comparado aos do grupo controle. 

Estudos anteriores em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, bem 

como em pacientes, mostraram que o estresse oxidativo está aumentado e é um 

fator importante na patogênese e progressão da doença (MARITIM et al., 2003; 

KAMALAKKANNAN e PRINCE, 2003). RAMAKRISHNA e JAILKHANI (2007) 

relataram que foi observado níveis estatisticamente maiores de grupamentos 

carbonilas (dano a proteínas) e de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

(dano a lipídeos) em pacientes diabéticos, sugerindo que a hiperglicemia induz uma 

alta produção de radicais livres de oxigênio, e consequentemente, aumenta a 

oxidação de proteínas e lipídeos. Ainda, observaram uma diminuição 

estatisticamente significativa na concentração média do status antioxidante total 

(vitaminas A, C, E; β-caroteno, CAT, SOD e GSH-Px) desses pacientes diabéticos, 

quando comparado com o grupo controle. BALKIS e col. (2008) relataram que em 

ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, os parâmetros de estresse oxidativo 

(MDA e o tamanho da cauda no ensaio cometa) foram maiores e o status 

antioxidante (SOD e vitamina C) foi inferior quando comparado com ratos não-

diabéticos. Além disso, pesquisas com modelos experimentais que estudam os 

efeitos do diabetes não controlado na fisiopatologia da doença tem demonstrado que 

o diabetes diminui a capacidade antioxidante do cérebro de ratos, provoca grandes 

alterações neuroquímicas e estruturais e, ainda, proporciona déficits de memória e 

aprendizado nesses animais (ZARROS et al., 2009). Neste contexto, estudos 

prévios do nosso laboratório mostraram um aumento significativo de TBARS, um 

parâmetro de medida de peroxidação lipídica, e uma redução significativa da 

reatividade antioxidante total (TAR) em plasma de ratos diabéticos induzidos por 
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estreptozotocina submetidos ao teste de natação forçada, um modelo experimental 

de depressão, e o clonazepam, um modulador positivo do receptor GABAA reverteu 

essas alterações (HAESER et al., 2007). 

Considerando que a insulina tem um efeito sobre as funções cognitivas 

(LARON, 2009) modulando o transporte sináptico de GABA e/ou de glutamato, com 

um papel neuroprotetor em condições oxidativas e/ou no diabetes (DUARTE et al. 

2004) e que CNZ exerce efeito protetor sobre o estresse oxidativo, diminuindo o 

tempo de imobilidade no FST de ratos diabéticos (HAESER et al. 2007), nosso 

objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento agudo da insulina e/ou do 

CNZ sobre o dano oxidativo em proteínas, lipídeos e no DNA de ratos diabéticos 

induzidos por estreptozotocina submetidos ao teste de natação forçada. Cabe 

salientar que este é o primeiro trabalho em que foi avaliado o efeito dessas drogas 

sob estes parâmetros de estresse oxidativo neste modelo experimental. 

Quando os animais são submetidos ao teste de natação forçada (FST), 

modelo proposto por Porsolt e colaboradores (1977), apresentam um 

comportamento do tipo depressivo, que pode ser revertido pelo emprego de 

antidepressivos. Em um primeiro momento os animais permanecem num aquário 

durante 15 minutos, etapa chamada de “treino” ou “pré-teste”, com o objetivo de 

ambientar o animal a este evento. Após 24 horas os animais são recolocados no 

aquário, em seguida recebem três doses consecutivas do fármaco a ser avaliado 

(insulina e/ou clonazepam, no nosso caso), 24 horas, 5 horas e 1 hora antes da 

etapa “teste”, que tem duração de 5 minutos. Quando são submetidos a esta etapa 

na ausência de qualquer tipo de tratamento se observa um predomínio da 

imobilidade dos animais frente a uma situação aversiva, o que estaria relacionado 

com um comportamento do tipo depressivo. Este comportamento de imobilidade, 

onde o animal realiza apenas movimentos suficientes para permanecer com o 

focinho para fora da água e, então respirar, representaria um estado de 

desesperança frente a esta situação, que se segue de um período de 

hipolocomoção e hipotermia. 

Além da observação do tempo total de imobilidade no “teste”, pode-se aferir a 

latência para imobilidade (CONTRERAS et al., 1998). Neste caso, considera-se o 

tempo que o animal leva, desde sua introdução na água, até ficar completamente 

imóvel. Fármacos com atividade antidepressiva prolongam o tempo para que o 

animal apresente pela primeira vez o comportamento de imobilidade. 
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Evidências de que CNZ reverte o tempo de imobilidade e não altera a 

glicemia em ratos diabéticos submetidos a FST vem sendo demonstradas (GOMEZ 

e BARROS, 2000; HAESER et al. 2007). Nossos resultados mostraram que ratos 

diabéticos induzidos por STZ realmente apresentaram maior tempo de imobilidade 

quando comparado ao grupo controle. A associação do tratamento agudo com 

insulina e CNZ foi capaz de reverter parcialmente esse efeito. Além disso, a latência 

para imobilidade corrobora para o resultado acima citado, mostrando que o grupo 

STZ apresentou menor tempo de latência para imobilidade quando comparado ao 

grupo controle. Esse comportamento, bem como a duração total do tempo da 

imobilidade reflete um comportamento do tipo depressivo nos animais, o que pode 

ser revertido através do uso de antidepressivos. Neste contexto, o grupo STZ-INS-

CNZ apresentou maior tempo de latência para imobilidade, quando comparado ao 

grupo STZ. Estes resultados permitem sugerir que a associação de insulina e CNZ 

tem um possível efeito antidepressivo importante sob o comportamento do tipo 

depressivo neste modelo experimental. 

O dano oxidativo às proteínas pode afetar a função de receptores, enzimas, 

proteínas de transporte, e pode gerar novos antígenos que podem provocar 

respostas imunológicas. Ainda, pode contribuir para danos secundários a outras 

biomoléculas, como por exemplo, a inativação de enzimas de reparo do DNA e 

perda de fidelidade do DNA, danificado a replicação de DNA polimerases 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). A oxidação de proteínas está envolvida na 

patogênese de um grande número de doenças, incluindo diabetes (WITKO-SARSAT 

et al., 1998; KALOUSOVA et al., 2002; CAKATAY, 2005). Em nosso estudo foi 

determinado o nível de oxidação de proteínas através da medida do conteúdo de 

proteínas carboniladas no plasma. Verificou-se uma concentração significativamente 

maior de grupamentos carbonilas no grupo STZ quando comparado ao grupo 

controle e que o tratamento com insulina e/ou CNZ reduziu significativamente o 

conteúdo de grupamentos carbonilas.  

Muitos tipos diferentes de oxidação de proteínas podem ser induzidos pelos 

radicais livres. A medida do conteúdo de grupamentos carbonilas é o parâmetro 

mais utilizado como biomarcador de dano oxidativo severo a proteínas, sendo 

considerado um marcador precoce e de oxidação estável de proteínas (CAKATAY, 

2005; PAN et al. 2008). Os grupamentos carbonilas podem surgir como resultado de 

glicação de proteínas por açúcares, pela ligação de aldeídos (incluindo muitos 
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daqueles formados durante a peroxidação lipídica) às proteínas  

e pela oxidação direta de cadeias laterais de aminoácidos por espécies reativas para 

gerar produtos como o glutamato (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Assim, 

nossos resultados permitem sugerir que ocorra dano a proteínas em ratos diabéticos 

induzidos por estreptozotocina submetidos ao teste de natação forçada e que a 

insulina e o clonazepam tem uma ação protetora sobre esses danos. Os resultados 

das dosagens dos grupamentos carbonilas foram correlacionados aos níveis de 

glicemia dos animais. Todavia, não houve correlação estatisticamente significativa 

entre esses dois parâmetros. 

A peroxidação lipídica é um processo complexo a qual é iniciada pelo ataque 

de radicais livres a lipídeos de membrana, gerando grandes quantidades de 

produtos reativos, que tem sido relatado no diabetes e nas suas complicações. A 

oxidação de lipídeos pode ser avaliada através de diversas maneiras, dentre elas, 

pode-se citar a medida dos níveis de malondialdeído (MDA) por “High Pressure 

Liquid Chromatografic” (HPLC). Esta metodologia consiste num dos melhores 

parâmetros de análise de dano a lipídeos, pois tem uma alta especificidade e 

sensiblidade na dosagem do MDA no plasma, quando comparado a métodos 

espectrofotométricos, proporcionando uma análise muito mais fidedigna deste 

parâmetro de estresse oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).  

MDA é um produto da decomposição da peroxidação de ácidos graxos 

poliinsaturados que pode reagir com bases de DNA, o que pode vir a induzir lesões 

mutagênicas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). O aumento dos níveis séricos de 

MDA foi encontrado em pacientes com diabetes mellitus (SUNDARAM et al., 1996; 

KEDZIORA-KORNATOWSKA et al., 1998; BHATIA et al., 2003; PAN et al. 2008). 

Em nosso estudo encontramos níveis plasmáticos de MDA significativamente mais 

elevados em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ) e no grupo STZ-

CNZ, quando comparados aos ratos do grupo controle. A insulina isoladamente ou 

em associação com CNZ diminuiu significativamente os níveis plasmáticos de MDA. 

O grupo STZ-INS-CNZ apresentou níveis plasmáticos de MDA significantemente 

menor do que o grupo STZ-INS, sugerindo que CNZ quando administrado em 

associação com a insulina tem um possível efeito importante contra a peroxidação 

lipídica. É importante ressaltar que uma correlação positiva significativa foi 

observada entre a glicemia e os níveis de MDA dos ratos diabéticos induzidos por 
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STZ (r = 0,4035), demonstrando que o dano a lipídeos (lipoperoxidação) está 

relacionado com a hiperglicemia dos animais. 

Para controlar o fluxo de ERO, as células aeróbicas desenvolveram um 

sistema de defesa antioxidante, que inclui componentes enzimáticos e não-

enzimáticos (AHMED, 2005). CAT, SOD e GSH-Px são as principais enzimas que 

removem e protegem as células dos radicais livres (SADI et al., 2008). A enzima 

SOD catalisa a dismutação do radical superóxido (O2
•-) a peróxido de hidrogênio 

(H2O2). A enzima CAT é responsável pela decomposição direta do H2O2, formando 

água (H2O). A enzima GSH-Px catalisa a decomposição de peróxidos através da 

oxidação da glutationa reduzida (GSH) formando glutationa oxidada (GSSG). 

Fisiologicamente a GSH-Px atua acoplada a enzima glutationa redutase (GR) que, 

por sua vez, catalisa a redução da GSSG, usando NADPH como enzima 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). 

A estabilidade e a capacidade dos antioxidantes durante o estado crônico do 

diabetes influencia significativamente o resultado das complicações a longo prazo 

causados pelo estresse oxidativo (SASVÁRI e NYAKAS, 2003). Nossos resultados 

das atividades das enzimas antioxidantes neste modelo agudo de diabetes induzido 

por estreptozotocina em ratos tratados ou não com insulina e/ou CNZ não 

apresentaram diferenças significativas entre os grupos. 

O DNA é uma molécula que pode ser facilmente lesada, visto que é alvo de 

ataques de radicais livres. Esta situação pode vir a gerar mutações e morte celular. 

O ensaio cometa pode ser aplicado diretamente às células e avaliando as quebras 

na fita de DNA (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Estudos através do ensaio 

cometa mostraram níveis aumentados de quebra de DNA em linfócitos do sangue 

periférico de pacientes diabéticos com perfil glicêmico descontrolado, mas não nos 

pacientes com glicemia normal (ANDERSON, 1998; SAYDAH, 2003). DANDONA e 

colaboradores (1996) relataram que em pacientes com DM do tipo 1 e tipo 2, os 

danos oxidativos do DNA foram mais elevados do que no grupo controle saudável. 

Pacientes do sexo masculino e feminino com DM tipo 1 foram investigados por 

DINÇER e colaboradores (2003) e foi verificado que o dano ao DNA em leucócitos 

mononucleares, analisados pelo teste do ensaio cometa, aumentou 

significativamente em comparação com o grupo controle saudável. 

Foi verificado em nosso estudo níveis significativamente maiores de migração 

de DNA e, desse modo, dano ao DNA, em leucócitos do grupo diabético induzido 
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por estreptozotocina (STZ) quando comparado ao grupo controle. O aumento da 

migração de DNA pode ser associado com os locais de reparação incompletos, que 

são gerados como um passo intermediário durante a ação de diferentes sistemas de 

reparo do DNA (TICE et al., 2000). A literatura descreve o dano ao DNA em ratos 

diabéticos (WU et al., 2006; FIDAN et al., 2008; BALKIS et al., 2008). Além disso, os 

animais STZ tratados com insulina ou clonazepam apresentaram uma diminuição 

significativa no índice de dano, quando comparados com os não tratados. O 

tratamento de ratos diabéticos com insulina + clonazepam reverteu o índice de dano 

ao DNA para níveis estatisticamente iguais aos apresentados pelo grupo controle. 

Cabe salientar que este é o primeiro trabalho em que foi avaliado o dano no DNA de 

ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina submetidos ao FST e o efeito da 

insulina e de um benzodiazepínico (CNZ) sobre este dano. 

No ensaio cometa, as células são classificadas visualmente em quatro 

classes, de acordo com o tamanho da cauda: tamanho 0 - sem dano; tamanho 4 – 

máximo dano, e, a partir disso, calcula-se o índice de dano ao DNA (SINGH et al., 

1988). Ao analisar a distribuição de classe de danos em cada um dos grupos 

estudados, pode-se observar um predomínio de células com dano do tipo classe 1, 

refletindo um aumento homogeneamente distribuído no número de células com 

pouco dano ao invés de um número reduzido de células com dano alto. Por outro 

lado, um número significativo de células apresentaram dano classe 2 e 3 em ratos 

diabéticos, quando comparados ao grupo controle e aos grupos diabéticos tratados 

com insulina ou clonazepam. Além disso, apenas um animal do grupo diabético 

apresentou células com dano classe 4. Neste contexto, cabe salientar que a 

associação dos dois tratamentos (insulina + CNZ) apresentou os melhores 

resultados, em termos de dano oxidativo ao DNA, quando comparado com o 

tratamento somente com insulina ou somente com CNZ, uma vez que a distribuição 

de danos de classes tipo 3 e 4 foram muito semelhantes ao grupo controle. 

É importante ressaltar que uma correlação positiva significativa foi observada 

entre a glicemia e o índice de dano ao DNA em ratos diabéticos induzidos por STZ. 

Assim, nossos resultados reforçam estudos anteriores em diabéticos que mostram 

que o dano ao DNA pode ser provocado por um evento oxidativo, uma vez que a 

hiperglicemia leva à alta produção de radicais livres que atacam moléculas 

essenciais como DNA. 
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Nossos resultados mostram que o dano oxidativo a proteínas, a lipídios e ao 

DNA estão aumentados no plasma deste modelo animal experimental de diabetes e 

depressão e que o tratamento agudo da insulina e do clonazepam associados foi 

capaz de proteger contra esse processo. O tratamento com a insulina provavelmente 

está agindo por controlar a glicemia, sendo que o estado hiperglicêmico leva ao 

estresse oxidativo, aumentando a produção de radicais livres e reduzindo o potencial 

antioxidante (WIERNSPERGER, 2003). Além disso, o estado hiperglicêmico pode 

levar, mediante o desequilíbrio entre a produção de espécies reativas e defesas 

antioxidantes, a glicação de proteínas, a peroxidação lipídica e a danos ao DNA 

(IMAEDA et al., 2002). Além disso, a insulina poderia estar atuando como um 

scavanger antioxidante, uma vez que foi demonstrado que a aplicação do regime de 

tratamento intensivo de insulina melhora significativamente a capacidade 

antioxidante total do plasma, em comparação com a aplicação da terapia 

convencional de insulina (KOCIC et al., 2007). Foi sugerido por MONNIER e 

colaboradores (2009) que do ponto de vista clínico, o tratamento com insulina pode 

ter um efeito benéfico pela inibição da ativação do estresse oxidativo (MONNIER et 

al., 2009). 

HAESER e colaboradores (2007) sugeriram que o CNZ poderia ser 

clinicamente útil para pacientes diabéticos deprimidos. Além disso, foi demonstrado 

por estes autores que o CNZ exerce um efeito antioxidante em ratos diabéticos 

induzidos por estreptozotocina submetidos ao FST, protegendo contra a ação dos 

radicais livres. Isto poderia estar relacionado com a redução dos níveis de GABA, 

através da destruição dos neurônios GABAérgicos na encefalopatia diabética. Foi 

descrito, também, que o CNZ pode diminuir significativamente a tolerância à glicose, 

e a secreção de insulina em voluntários (CHEVASSUS et al., 2004). Além disso, 

animais diabéticos apresentam baixos níveis de GABA no SNC (PEARCE et al., 

2004), bem como uma redução de dopamina e serotonina. Assim, é possível supor 

que o estresse oxidativo pode levar à destruição dos neurônios GABAérgicos, que 

poderiam estar envolvidos na fisiopatologia da depressão em diabéticos e que CNZ 

associado com insulina poderia ter uma ação protetora sobre este processo. Os 

resultados de nosso estudo permitem sugerir que a associação de insulina e CNZ 

poderia ser clinicamente útil para pacientes diabéticos deprimidos, protegendo 

contra a ação de ERO, que podem contribuir para o desenvolvimento e as 

complicações do diabetes.  
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Em conclusão, este trabalho fornece a primeira evidência experimental que o 

estresse oxidativo está aumentado em ratos diabéticos induzido por estreptozotocina 

submetidos ao teste de natação forçada e que o tratamento com insulina e 

clonazepam em associação é capaz de proteger contra o dano oxidativo a proteínas, 

lipídios e ao DNA nesse modelo experimental. 
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6. CONCLUSÕES 
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6.1) CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

 

a) Através da determinação do conteúdo de grupamentos carbonilas, pode-

se concluir que ocorre dano a proteínas no plasma de ratos diabéticos 

induzidos por estreptozotocina submetidos ao teste de natação forçada e 

que o tratamento agudo com insulina e/ou clonazepam tem uma ação 

protetora sobre esse dano; 

 

b) Através da determinação dos níveis de malondialdeído, pode-se concluir 

que ocorre dano a lipídeos no plasma de ratos diabéticos induzidos por 

estreptozotocina submetidos ao teste de natação forçada e que o 

tratamento agudo com insulina, isoladamente, ou em associação com o 

clonazepam, tem uma ação protetora sobre a lipoperoxidação nesses 

animais; 

 

c) Através da determinação da atividade das enzimas antioxidantes 

(catalase, superóxido dismutase e glutationa peroxidase), pode-se concluir 

que não há diferenças significativas entre os grupos tratados ou não com 

insulina e/ou clonazepam neste modelo agudo de diabetes induzido por 

estreptozotocina em ratos;  

 
d) Através da determinação do índice de dano ao DNA pelo ensaio cometa, 

pode-se concluir que ocorre dano ao DNA de ratos diabéticos induzidos 

por estreptozotocina submetidos ao teste de natação forçada e que o 

tratamento agudo com insulina e/ou clonazepam tem uma ação protetora 

sobre esse dano nesses animais; 

 
e) Através da análise etológica dos animais pela avaliação do tempo de 

imobilidade e de latência para a imobilidade, pode-se concluir que em 

ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina submetidos ao teste de 

natação forçada apresentam comportamento do tipo depressivo e que a 

associação do tratamento agudo com insulina e clonazepam foi capaz de 

reverter parcialmente esse efeito; 
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f) Através de análises estatísticas de correlação entre os parâmetros de 

estresse oxidativo e a glicemia dos animais submetidos ao modelo 

experimental de diabetes e depressão tratados ou não com insulina e/ou 

clonazepam, pode-se concluir que não há correlação estatisticamente 

significativa entre o conteúdo de carbonilas (dano a proteínas) e os níveis 

de glicemia no referido modelo animal experimental; em contrapartida, há 

correlação positiva entre os níveis de glicemia e os níveis de MDA (dano a 

lipídeos), assim como com o índice de dano ao DNA nesse modelo animal 

experimental de diabetes e depressão. 

 
 

6.2) CONCLUSÃO GERAL  

 

Este trabalho fornece de forma pioneira evidências experimentais de que o 

tratamento com insulina e clonazepam em associação é capaz de proteger contra o 

estresse oxidativo (dano oxidativo a proteínas, a lipídeos e ao DNA), que está 

aumentado em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina submetidos ao teste 

de natação forçada. 
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Pretendemos dar continuidade a este trabalho, através da investigação do 

efeito da insulina e do clonazepam sobre o dano oxidativo no cérebro de ratos 

diabéticos induzidos por estreptozotocina e submetidos ao modelo animal 

experimental depressão, o teste de natação forçada. Desse modo, pretende-se 

avaliar o estresse oxidativo em tecidos cerebrais (córtex, hipocampo e estriado) dos 

animais através dos seguintes parâmetros: 

 
A) Dano a lipídeos: 

a) Determinação de espécies reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS); 

b) Determinação de malondialdeído (MDA); 

c) Determinação da quimiluminescência; 

 

B) Dano a proteínas: 

a) Medida dos grupamentos carbonilas; 

b) Medida dos grupamento sulfidrilas; 

 

C) Status antioxidante: 

a) Determinação do potencial antioxidante total (TRAP); 

b) Determinação da medida da reatividade antioxidante total (TAR); 

c) Medidas de atividades enzimáticas (superóxido dismutase, catalase e 

glutationa peroxidase); 

d) Medida da glutationa (GSH); 

 

D) Marcadores Bioquímicos: 

a) Medida de glicose; 

b) Medida de insulina; 

 

E) Dano ao DNA: 

a) Ensaio Cometa. 
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9.1) ANEXO 1 
 

Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa 
 

 

Título do Projeto: Efeito central e periférico da insulina e do clonazepam sobre o estresse oxidativo em 
modelo animal de diabetes e depressão. 

 

Pesquisador Responsável : Profa. Helena Maria Tannhauser Barros          Parecer nº  775/09 
 

Data da Versão 30/09/2008  Cadastro 404/08  Data do Parecer 15/01/2009 
 

Grupo e Área Temática     III - Projeto fora das áreas temáticas especiais 
 

Objetivos do Projeto     
Avaliar o efeito da insulina e do clonazepan sobre o estresse oxidativo em animais 

diabéticos deprimidos  
 

Sumário do Projeto 

      
 
 

Itens Metodológicos e Éticos Situação 

Título Adequado 
Autores Adequados 
Local de Origem na Instituição Adequado 

Projeto elaborado por patrocinador Não 
Aprovação no país de origem Não necessita 

Local de Realização Outro (citar no comentário) 
Outras instituições envolvidas  Não 
Condições para realização Comentário 

Comentários sobre os itens de Identificação 

       
 

 

Introdução Adequada 

Comentários sobre a Introdução 
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Comentários sobre os Objetivos 
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Participantes pertencentes a grupos especiais Não 
Seleção eqüitativa dos indivíduos participantes Não se aplica 
Critérios de inclusão e  exclusão Ausentes 
Relação risco- benefício Adequada 
Uso de placebo Não utiliza 
Período de  suspensão de uso de drogas (wash out) Nâo utiliza 
Monitoramento da segurança e dados  Não necessário 
Avaliação dos dados Adequada - quantitativa 
Privacidade e confidencialidade Não se aplica 
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9.2) ANEXO 2 

 

Comprovante de envio do artigo 1 “Protein and lipid oxidative damage in 

streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced swimming test: the insulin 

and clonazepam effect” para a revista Metabolic Brains Disease. 

            Serviço de Genética Médica, HCPA,  
            UFRGS 
            Rua Ramiro Barcelos, 2350 
            CEP 90.035-903, Porto Alegre, RS, Brazil 
            Tel: +55 51 33598011 
            Fax: +55 51 33598010 
            E-mail: crvargas@hcpa.ufrgs.br   
 
    
    

       February 18th, 2010. 
 
 
 
Vilmary Friederichs   

Managing Editor 

Metabolic Brain Disease 

 

 

 Dear Prof. Friederichs, 

 

 

 I am sending you our manuscript entitled “Protein and lipid oxidative damage in 

streptozotocin-induced diabetic rats submitted to forced swimming test: the insulin and 

clonazepam effect” which we would like to submit in Metabolic Brain Disease. 

 

 I hereby certify that all authors have approved this version of the manuscript. 

 

 I look forward to hearing from you soon. 

 

 Yours sincerely, 

 

 Carmen Regla Vargas, PhD, MD 
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9.3) ANEXO 3 

 

Comprovante de envio do artigo 2 “DNA Damage in Streptozotocin-Induced 

Diabetic Rats Submitted to Forced Swimming Test: The Insulin and Clonazepam 

Effect”. 

 

18-Feb-2010 

 

Dear Mr Yasin Wayhs 

 

Re: Diab-10-0286 

DNA Damage in Streptozotocin-Induced Diabetic Rats Submitted to Forced Swimming Test: The 

Insulin and Clonazepam Effect 

 

Thank you for submitting this manuscript to Diabetologia. We will now begin processing your paper, 

and will be in touch once a decision has been reached. Since all our correspondence with you will be 

via e-mail it is essential that you notify us of any changes to your e-mail address. 

 

You can view the status of your manuscript at any time by logging into our online submission and 

peer-review system, ScholarOne Manuscripts (http://mc.manuscriptcentral.com/diabetologia ). Once 

you have logged into the site, click on your 'Corresponding Author Centre' and follow the link to 

'Submitted Manuscripts'. Alternatively, you can contact Charlotte, Shelagh, Michelle or myself in the 

Editorial Office (e-mail: diabetologia-j@bristol.ac.uk; tel: +44 (0)117 9595338). 

 

With best wishes, 

 

 

Judy 

 

************************** 

Dr Judy Naylor 

Managing Editor, Diabetologia 
 

 

 

 

 

 

 


