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“If nothing we do matters, 

then all that matters is what 

we do.” 

Angel, “Epiphany” 
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RESUMO  
Hiperglicinemia não cetótica (HNC) é um erro inato do catabolismo da glicina 
caracterizado por convulsões, disgenesia do corpo caloso e atrofia cortical, porém o papel 
da glicina, um co-agonista do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), nos mecanismos 
desses achados clínicos ainda não está claro. Assim, o objetivo deste trabalho foi 
investigar possíveis alterações bioquímicas e celulares causadas pela glicina. 
Inicialmente, avaliamos os efeitos ex vivo de uma injeção intracerebroventricular de glicina 
sobre parâmetros de defesas antioxidantes e dano oxidativo em estriado, hipocampo e 
córtex cerebral de ratos de 30 dias de vida eutanasiados 30 min após a administração. A 
glicina aumentou a atividade da superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase 
(GPx), glutationa redutase (GR) e glicose-6-fosfato desidrogenase em estriado, sem 
provocar dano oxidativo. Em experimentos in vitro, observaram-se aumento de níveis de 
malondialdeído e diminuição nas concentrações de glutationa reduzida (GSH) em estriado 
em um curto período de incubação, implicando que o aumento das defesas antioxidantes 
enzimáticas ex vivo ocorre em resposta a um dano oxidativo rápido. Em hipocampo, 
houve diminuição nas concentrações de GSH, no conteúdo total de glutationa e na razão 
GSH/GSSG. Não houve modificações em córtex cerebral. É possível que a 
heterogeneidade nos resultados seja devido a diferenças na composição de subunidades 
do receptor NMDA nas regiões cerebrais, conferindo-as susceptibilidade diferencial ao 
dano. Também se testou o efeito do bezafibrato, o qual atenuou o aumento da atividade 
da GPx e preveniu os aumentos de SOD e GR, sugerindo que a indução de biogênese 
mitocondrial causada pelo bezafibrato preveniu a produção de espécies reativas em 
primeiro lugar, e, assim, não houve a regulação positiva das enzimas antioxidantes. 
Estudamos também os efeitos da injeção de glicina sobre parâmetros celulares e 
teciduais em animais neonatos eutanasiados 14 dias após a administração. Houve 
diminuição na marcação da proteína básica da mielina (MBP) e da glicoproteína 
associada à mielina (MAG), envolvidas na estrutura da mielina, em estriado e corpo 
caloso. Esse efeito foi possivelmente causado por redução do número de 
oligodendrócitos, já que observamos diminuição de NG2 em estriado, marcador de 
precursores de oligodendrócitos. A glicina também diminuiu o conteúdo de NeuN e 
aumentou a da proteína ácida fibrilar glial (GFAP) no estriado, sem alterações em córtex 
cerebral. Por outro lado, o conteúdo de NR1, a subunidade com sítio de ligação para 
glicina no receptor NMDA, estava diminuída em ambas as estruturas cerebrais, 
provavelmente por causa de feedback negativo da glicina. A gliose estriatal foi 
acompanhada por aumento no conteúdo do transportador de glutamato e aspartato 
GLAST, porém não observamos alteração na captação de [3H]glutamato nos tecidos, 
indicando que o aumento de proteínas astrocitárias não foi acompanhado de melhora de 
função dessa célula. Além disso, avaliamos a translocação do fator nuclear eritroide 2 
relacionado ao fator 2 (Nrf2) e do co-ativador de receptor ativado por proliferadores de 
peroxissomos alfa (PGC1α) e o conteúdo do fator de transcrição mitocondrial A (TFAM) 5 
dias após a injeção de glicina em ratos neonatos. A glicina diminuiu o conteúdo citosólico 
do Nrf2 em córtex cerebral e o conteúdo nuclear de Nrf2 em estriado, indicando dano à 
resposta antioxidante dos tecidos. Ainda encontramos aumento da translocação do 
PGC1α em córtex cerebral e diminuição do conteúdo citosólico de TFAM. No estriado não 
houve alterações nos conteúdos de PGC1α e TFAM. Nossos resultados mostram 
prejuízos em vias de sinalização importantes para homeostase energética e redox celular, 
representando possíveis mecanismos envolvidos no dano cerebral da HNC.



3 

 

ABSTRACT  

Non ketotic hyperglycinemia (NKH) is an inborn error of glycine catabolism characterized 
by seizures, disgenesis of the corpus callosum and cortical atrophy, but the involvement of 
glycine, an N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor co-agonist, in the mechanisms of these 
clinical findings is not completely understood yet. Therefore, the aim of this work was to 
investigate potential biochemical and cellular alterations caused by glycine. We initially 
investigated the ex vivo effects of an intracerebroventricular injection of glycine on 
parameters of antioxidant defenses and oxidative damage in striatum, hippocampus and 
cerebral cortex of 30-day-old rats euthanized 30 min after glycine administration. Glycine 
increased the activities of superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), 
glutathione reductase (GR), and glucose-6-phosphate dehydrogenase in striatum, without 
causing oxidative damage. We also performed in vitro experiments where we observed 
increased levels of malondialdehyde and decreased concentrations of reduced glutathione 
(GSH) in striatum after a short incubation, implying that the increase in antioxidant 
defenses ex vivo occurs in response to early oxidative damage. In hippocampus, there 
was a decrease in GSH concentrations, total glutathione content and in the GSH/GSSG 
ratio. No alterations were found in cerebral cortex. It is possible that the heterogeneity of 
our results is due to distinct compositions in NMDA receptor subunit in the brain regions, 
conferring them differential susceptibility to damage. In this model, we also tested the 
effects of bezafibrate, which attenuated the increase in GPx activity and prevented the 
increase in SOD and GR activities, suggesting that the induction of mitochondrial 
biogenesis caused by bezafibrate prevented the production of reactive species in the first 
place, thus the upregulation of antioxidant enzymes did not occur. We also studied the 
effects of glycine on cellular and tissue parameters in neonatal rats euthanized 14 days 
after administration. There was a decrease in myelin basic protein (MBP) and myelin 
associated glycoprotein (MAG) staining, involved in myelin structure, in striatum and 
corpus callosum. This effect was likely caused by reduction in the number of 
oligodendrocytes, once we observed a decrease of NG2 in striatum, a marker of 
oligodendrocyte precursor. Glycine also decreased NeuN content and increased glial 
fibrillary acidic protein (GFAP) content in striatum, with no alterations in cerebral cortex. 
On the other hand, the immunocontent of NR1, the subunit that contains the glycine 
binding site in NMDAr, was decreased in both brain structures, probably due to negative 
feedback by glycine. The gliosis seen in striatum was accompanied by increased 
glutamate aspartate transporter GLAST content, but [3H]glutamate uptake was not 
modified by glycine in the tissues, indicating that the increase in astrocytic proteins was 
not followed by ameliorated cell function. Additionally, we evaluated the translocation of 
nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC1α) and the content of mitochondrial 
transcription factor A (TFAM) 5 days after a neonatal injection of glycine. We verified that 
glycine reduced Nrf2 cytosolic content in cerebral cortex and the nuclear content in 
striatum, indicating impairment in antioxidant response. Moreover, an increased 
translocation of PGC1α was found in cerebral cortex, where glycine decreased the 
cytosolic content of TFAM in cerebral cortex. There were no changes in the striatal content 
of PGC1α and TFAM. Our results demonstrate impairment in important cell redox and 
energy homeostasis pathways, which may represent possible mechanisms involved in the 
neurological damage of NKH. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

AMPA - receptor ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiônico 

ARE - elementos de resposta antioxidante 

BDNF - fator neurotrófico derivado do encéfalo  

BrdU - bromo-desoxiuridina 

CAT - catalase  

CB1 - receptor canabinoide 1 

DCFH - 2,7-diclorofluoresceína  

DTN - defeitos do tubo neural 

EAAC1 - carreador de aminoácidos excitatórios 1  

EAAT (1-5) - transportadores de aminoácidos excitatórios 1-5  

EIM - erros inatos do metabolismo 

ERK 1/2 - cinase extracelular regulada por sinal 1/2 

G6PDH - glicose-6-fosfato desidrogenase 

GCL - glutamato cisteína ligase 

GFAP - proteína ácida fibrilar glial  

GLAST - transportador de glutamato e aspartato 

GLT-1 - transportador de glutamato 1 

GlyR - receptor de glicina  

GlyT1 - transportador de glicina 1 

GPx - glutationa peroxidase  

GR - glutationa redutase 

GSH - glutationa reduzida 

GSK3β - glicogênio sintase cinase 3β 

GSSG - glutationa oxidada 

GST - glutationa S-transferase 

HNC - hiperglicinemia não cetótica 

Keap1 - proteína tipo-Kelch associada a ECH 1 

MAG - glicoproteína associada à mielina  

MAPKs - proteínas cinases ativadas por mitógeno 

MBP - proteína básica da mielina  

MDA - malondialdeído 

NADP+ - β-nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato, oxidado 
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NADPH - β-nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato, reduzido 

NeuN - núcleos de neurônio  

NG2 - antígeno proteoglicano condroitina sulfato neurônio/glia2 

NMDAr - receptores N-metil-D-aspartato 

NR 1-3 A-D - subunidades dos receptores NMDA 1-3 e subtipos A-D 

NRF1 – fator respiratório nuclear 1 

Nrf2 - fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2  

OPCs - células precursoras de oligodendrócitos 

PGC1α - co-ativador de receptor ativado por proliferadores de peroxissomos 

alfa 

PPAR - receptores ativados por proliferadores de peroxissomos 

S100B - proteína B de ligação ao Ca2+ S100 

SCG - sistema de clivagem da glicina  

SOD - superóxido dismutase 

TFAM - fator de transcrição mitocondrial A 
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I.1 INTRODUÇÃO 

I.1.1 Metabolismo da Glicina 

 A glicina é um aminoácido não-essencial, que pode ser obtido a partir da 

serina pela ação da enzima serina hidroximetiltransferase, com uso de piridoxal 

fosfato como cofator, ou reação reversa do sistema de clivagem da glicina 

(SCG). A reação reversível da SCG também realiza a degradação deste 

aminoácido (Hamosh e Johnston 2001). Esse sistema é composto por três 

enzimas e uma proteína, fracamente associadas à membrana mitocondrial 

interna: proteína P (glicina descarboxilase dependente de piridoxal fosfato), 

proteína H (proteína carreadora contendo ácido lipoico), proteína T 

(aminometiltransferase) e proteína L (dihidrolipoamida desidrogenase) (Kikuchi 

et al. 2008). A função orquestrada desse sistema ocorre como se fosse uma 

reação em três passos, ilustrados na figura 1. Alternativamente, a glicina 

também pode ser interconvertida à serina pela reação reversa da serina 

hidroximetiltransferase, ou, em menor proporção, oxidada a glioxalato pela 

glicina oxidase. O SCG, no entanto, ainda é a principal via de degradação da 

glicina conhecida.  

 A glicina possui diversas funções, atuando como constituinte de 

proteínas, substrato para vias biossintéticas e neurotransmissor. Por conter 

apenas um hidrogênio na sua cadeia lateral, a interferência estérica da glicina é 

mínima, sendo, portanto, comumente encontrada nas regiões de alfa-hélice de 

proteínas, tais como colágeno e elastina (Hamosh e Johnston 2001). Além 

disso, compõe o tripeptídeo glutationa (GSH), e seu metabolismo está 

relacionado à síntese de purinas, creatina, porfirinas e folato para o 
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metabolismo de um carbono (Hamosh e Johnston 2001; Narisawa et al. 2012). 

No cérebro, atua como neurotransmissor excitatório, sendo um co-agonista de 

receptores N-metil-D-aspartato (NMDAr); já no tronco encefálico, a glicina tem 

ação inibitória, ligando-se em receptores glicina (GlyR) (Dutertre et al. 2012). 

 

 Figura 1. Representação ilustrativa da reação do sistema de clivagem da glicina. Proteína P 

(glicina descarboxilase dependente de piridoxal fosfato) em laranja, à direita; proteína H (proteína 

carreadora contendo ácido lipoico) em roxo, ao centro; proteína T (aminometiltransferase) em azul, 

embaixo; proteína L (dihidrolipoamida desidrogenase) em verde, à esquerda. Reação em sentido horário: 

a glicina é descarboxilada com concomitante redução de tiol no lipoato da proteína H, subsequente 

transferência de grupamento metileno para o tetrahidrofolato (H4FOLATO) e liberação de NH3 (não 

ilustrado). Por fim, a proteína L reoxida grupamentos tiol do lipoato com a redução de NAD
+
. Adaptado de 

Kikuchi et al., 2008.  

 

I.1.2 Erros Inatos do Metabolismo 

 O termo erro inato do metabolismo (EIM) foi usado pela primeira vez por 

Sir Archibald Garrod, em 1908, para descrever a alcaptonúria, um defeito do 
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catabolismo dos aminoácidos tirosina e fenilalanina, levando à elevada 

excreção urinária de ácido homogentísico na urina dos pacientes afetados. 

Como um grupo, essas doenças são causadas por mutações genéticas, que 

levam à síntese de proteínas disfuncionais (geralmente enzimas), causando um 

bloqueio na rota em que essa proteína é integrante. Há, portanto, uma 

diminuição do produto dessa via e um acúmulo do seu substrato, o qual pode 

ser desviado para rotas alternativas, produzindo metabólitos secundários 

(Scriver 2001). Já foram descritos mais de 1.000 EIM, os quais podem ser 

divididos em defeitos em síntese, degradação, transporte ou armazenamento 

de moléculas. Individualmente, essas doenças são bastante raras, mas como 

um grupo, têm frequência estimada de 1:800 recém nascidos (Mak et al. 2013). 

 

I.1.3 Hiperglicinemia não cetótica 

 A hiperglicinemia não cetótica (HNC), também chamada de 

encefalopatia por glicina, é um erro inato do catabolismo da glicina causado por  

mutações nos genes que codificam as proteínas do SCG, prejudicando sua 

atividade. Aproximadamente 80% dos casos são atribuídos a mutações no 

gene GLDC, que codifica a proteína P, 20% no gene AMT, que codifica a 

proteína T, e apenas alguns casos reportados de pacientes com proteína H 

defeituosa (gene GCSH) (Coughlin et al. 2017). Há, ainda, uma pequena 

parcela de pacientes acometidos por HNC atípica, cuja mutação genética não 

ocorre nos genes que codificam proteínas do SCG em si, mas prejudicam a 

sua atividade (Baker et al. 2014). 

Apesar de a maioria dos pacientes serem deficientes para proteína P, 

não parece haver uma relação entre mutação ou proteína deficiente com o 
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fenótipo observado. A prevalência mundial da doença é desconhecida, porém 

um estudo multicêntrico estimou em 1:76.000 nascidos vivos (Coughlin et al. 

2017). Por outro lado, acredita-se que a frequência da HNC seja subestimada 

devido a dificuldades de diagnóstico em regiões carentes, diagnósticos 

incorretos ou pacientes que falecem prematuramente sem diagnóstico definitivo 

(Zahid et al. 2019).  

 O fenótipo da HNC, similarmente a vários outros EIM, é bastante 

heterogêneo. Os pacientes geralmente são classificados conforme a idade de 

aparecimento dos sintomas, havendo as formas neonatal, infantil, tardia, 

episódica e transitória. A sua apresentação mais comum é a forma clássica ou 

neonatal (85% dos casos), em que a sintomatologia se manifesta já nos 

primeiros dias ou semanas de vida. Os sintomas mais marcantes são 

convulsões, frequentemente refratárias ao tratamento (Genc Sel et al. 2018), e 

dificuldades respiratórias, como soluço e apneia (Panayiotou et al. 2017), 

acompanhados de letargia, dificuldade de se alimentar e hipotonia, podendo 

levar ao coma e à morte (aproximadamente 30% dos casos) (Hoover-Fong et 

al. 2004). Dados da literatura sugerem que a gravidade da doença está 

relacionada à precocidade do início dos sintomas (Swanson et al. 2015). Além 

disso, observações clínicas sugerem que meninas parecem ter fenótipo pior 

que meninos diagnosticados com HNC (Hoover-Fong et al. 2004; Swanson et 

al. 2015). 

 Exames de imagem evidenciam atrofia cortical e cerebelar, 

hipomielinização (Genc Sel et al. 2018), vacuolização difusa da mielina (Lim et 

al. 2019), alargamento dos ventrículos e/ou da cisterna magna (Butler et al. 

2017) e disgenesia do corpo caloso, sendo essa a malformação mais comum 
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em pacientes com HNC grave (Stence et al. 2019). Estudos post mortem 

demonstram ainda degeneração da substância branca e graus diversos de 

gliose em pacientes com até 3 anos de idade (Shuman et al. 1978). Também 

existem evidências de dano neurológico in utero (Paupe et al. 2002), o que é 

sustentado pelo fato de que o corpo caloso se desenvolve no período 

gestacional e que malformações nessa estrutura cerebral são bastante comuns 

(Goldstein et al. 2019; Weinstein et al. 2003).  

 

I.1.3.1 Diagnóstico  

 Considerando-se a inespecificidade dos achados clínicos observados na 

HNC, o diagnóstico depende da quantificação da glicina no líquido 

cerebrospinal e no plasma, sendo uma razão líquido cerebrospinal/plasma 

maior do que 0,08 definitiva para diagnóstico (valor de referência < 0,02) 

(Hamosh e Johnston 2001). Valores normais de glicina no plasma e no líquido 

cerebrospinal variam de 104-254 µM e 3,0-7,0 µM, respectivamente, enquanto 

um trabalho recente mostrou que pacientes com HNC neonatal apresentavam 

até 2 mM de glicina no plasma e 510 µM no líquido cerebrospinal (Swanson et 

al. 2015). Valores similares já haviam sido previamente demonstrados 

(Tekinalp et al. 1995). Estudos com espectroscopia por ressonância magnética 

de prótons evidenciaram, em momentos de descompensação metabólica, picos 

de glicina no cérebro de pacientes de até 7,3 mM (Hamosh e Johnston 2001). 

A pesquisa de ácidos orgânicos na urina por cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massas é usada para diagnóstico diferencial de acidemias 

orgânicas com hiperglicinemia cetótica, como as acidemias propiônica, 

isovalérica e metilmalônica. A análise mutacional e medida da atividade do 
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SCG também são utilizadas para a confirmação do diagnóstico e em casos de 

HNC tardia, pois esses pacientes apresentam pouca ou nenhuma alteração 

nas concentrações de glicina (Applegarth e Toone 2001; Hamosh e Johnston 

2001; Swanson et al. 2015). 

 I.1.3.2 Tratamento 

 O tratamento consiste no controle das convulsões e diminuição das 

concentrações de glicina. Para isso, são usados dieta cetogênica (Kava et al. 

2019; Shbarou et al. 2019) e/ou administração de anticonvulsivantes, 

geralmente mais de um tipo em casos graves, com a ressalva de que deve ser 

evitado o uso de valproato por causar aumento nos níveis de glicina nos 

pacientes. A diminuição das concentrações de glicina é feita pelo controle da 

ingestão de glicina e serina na dieta e administração de benzoato de sódio, que 

se conjuga com a glicina e favorece a sua excreção urinária na forma de ácido 

hipúrico (Bjoraker et al. 2016). Além disso, alguns pacientes são tratados com 

antagonistas de NMDAr, tais como dextrometorfano e cetamina, uma vez que 

se acredita que as convulsões apresentadas pelos pacientes se devem, ao 

menos em parte, à ativação exacerbada desses receptores excitatórios, dos 

quais a glicina é um co-agonista. Como a HNC é bastante heterogênea e 

mesmo pacientes com fenótipos similares respondem diferentemente aos 

tratamentos, é necessária a análise de cada caso para determinar a estratégia 

terapêutica mais adequada (Bjoraker et al. 2016; Van Hove et al. 1993). 

 I.1.3.3 Fisiopatologia 
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 Os exatos mecanismos responsáveis pelo aparecimento e progressão 

do dano neurológico característico da HNC neonatal ainda não estão 

totalmente esclarecidos. Nos EIM, é bem aceito que os metabólitos 

acumulados das rotas truncadas são potencialmente tóxicos e podem ter 

importante papel no mecanismo dos danos observados nessas doenças. 

Nesse sentido, dados da literatura sugerem fortemente que a glicina esteja 

diretamente relacionada aos sintomas e achados clínicos na HNC. Estudos in 

vitro já demonstraram que a glicina induz disfunção bioenergética e estresse 

oxidativo em córtex cerebral e cerebelo de ratos jovens (Busanello et al. 2010; 

Leipnitz et al. 2009; Moura et al. 2014). Trabalhos anteriores também 

verificaram, em modelos ex vivo, que o aminoácido modifica parâmetros de 

metabolismo energético e equilíbrio redox em diferentes estruturas cerebrais de 

ratos (Moura et al. 2013; Seminotti et al. 2011), e altera vias de sinalização 

importantes para sobrevivência celular, como a via das proteínas cinases 

ativadas por mitógenos (MAPKs) (Moura et al. 2018). Da mesma forma, em um 

estudo com animais neonatos, foi observado que a glicina parece ser 

particularmente prejudicial para o cérebro em desenvolvimento, já que, além de 

alterações nos mesmos parâmetros supracitados, também foram encontradas 

alterações celulares, como aumento de proteína B de ligação ao Ca2+ S100 

(S100B) e proteína ácida fibrilar glial (GFAP) cinco dias após a exposição ao 

aminoácido (Moura et al. 2016). Em modelos de HNC quimicamente induzida 

em que foram administrados MK-801, um antagonista competitivo NMDAr, ou 

melatonina, um antioxidante, foi observada a prevenção de alguns dos efeitos 

causados pela glicina (Moura et al. 2018; Moura et al. 2016). Isso sugere que 
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excitotoxicidade e estresse oxidativo estão, ao menos parcialmente, envolvidos 

no dano neurológico presente na HNC.  

 Também há relatos de modelos da HNC em camundongos e zebrafish 

geneticamente modificados no gene análogo ao humano GLDC (Pai et al. 

2015; Riche et al. 2018; Santos et al. 2019). Estes trabalhos mostraram que os 

animais knockout desenvolvem um fenótipo similar ao da HNC, com acúmulo 

de glicina, sendo que os camundongos ainda apresentam achados 

neurológicos similares (Pai et al. 2015; Santos et al. 2019), e os peixes, 

hipotonia, a qual é possivelmente causada pela superativação tanto de NMDAr 

como de GlyR. Além disso, o mesmo estudo demonstrou que a modulação da 

concentração de glicina sináptica recuperou a função motora dos peixes, 

reforçando a hipótese de que o acúmulo de glicina está mediando os achados 

da HNC (Riche et al. 2018). Por outro lado, os camundongos desenvolvem 

hidrocefalia (discutida a seguir) e malformações encefálicas, mostrando-se um 

modelo fidedigno de HNC (Pai et al. 2015; Santos et al. 2019). 

 I.1.4 Bezafibrato 

 Bezafibrato é um composto do grupo dos fibratos, amplamente usado no 

tratamento de dislipidemias (Wang et al. 2015). Assim como os outros 

fármacos desse grupo, o bezafibrato é um agonista de receptores ativados por 

proliferador de peroxissomo (PPAR), ativando vias de sinalização e fatores de 

transcrição promotores de proliferação celular e biogênese mitocondrial (Wenz 

et al. 2008). Além do seu uso clássico, no tratamento de doenças 

cardiovasculares (Goldenberg et al. 2008), o bezafibrato tem sido sugerido 

como adjuvante terapêutico para doenças neurológicas (Corona e Duchen 
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2015), e seu benefício também já foi demonstrado em modelos animais para 

outros erros inatos do metabolismo (da Rosa-Junior et al. 2019; Grings et al. 

2017). 

 

 I.1.5 Defeitos do tubo neural, hidrocefalia e o metabolismo de um 

carbono 

 Espinha bífida e anencefalia são exemplos de defeitos do tubo neural 

(DTN) que ocorrem por uma falha no dobramento embrionário do tubo neural 

(Greene e Copp 2009). A hidrocefalia também é uma anomalia congênita que 

leva ao alargamento dos ventrículos e subsequente patologia (Rekate 2009). 

Embora sejam relativamente comuns, com prevalência de aproximadamente 

1:1.000 nascimentos vivos, a exata causa dessas condições não é conhecida 

(Dewan et al. 2018). É bem aceito que envolva tanto fatores genéticos como 

ambientais. Destes, o envolvimento do metabolismo de um carbono é um forte 

candidato, já que a deficiência materna de folato predispõe ao aparecimento de 

DTN, ao passo que a suplementação materna com ácido fólico pode reduzir a 

ocorrência dessa condição (Beaudin e Stover 2009). 

 A reação do SCG produz 5,10-metilenotetrahidrofolato, um intermediário 

do metabolismo de um carbono (Kikuchi et al. 2008). Sendo assim, é possível 

que deficiências no SCG também estejam envolvidas no aparecimento de DTN 

(Narisawa et al. 2012). Além disso, deve ser considerado que a hidrocefalia é 

um achado característico de aproximadamente 8% dos pacientes com HNC 

(Hennermann et al. 2012; Hoover-Fong et al. 2004). Nesse sentido, alguns 

dados já demonstraram que existe uma relação entre os genes que codificam 

as proteínas do SCG e DTN tanto em animais como em humanos (Narisawa et 
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al. 2012). Em um modelo de camundongo knockout para o gene Gldc, o 

análogo murino do gene GLDC humano, foi visto que esses animais 

apresentam um fenótipo condizente com HNC e ainda têm maior tendência a 

terem DTN e hidrocefalia, os quais são totalmente prevenidos quando as 

genitoras são suplementadas com ácido fórmico, um doador de um carbono. 

No entanto, outros aspectos característicos da HNC não são alterados pelo 

ácido fórmico, como a presença de altas concentrações de glicina (Leung et al. 

2017; Pai et al. 2015). Nos estudos com este modelo, os animais que 

sobreviviam após 5 semanas tiveram uma frequência de hidrocefalia de 20-

25% entre os homozigotos mutantes (Pai et al. 2015). 

 Considerando-se essa relação entre o metabolismo de um carbono, 

defeitos congênitos e o SCG e seus genes correspondentes, os quais já são 

expressos no neuroepitélio no dia embrionário E9,5 (Pai et al. 2015), fica clara 

a importância da atividade desse sistema já no período gestacional.  

 

 I.1.6 Equilíbrio redox 

 I.1.6.1 Espécies reativas e radicais livres 

 Os elétrons de uma molécula geralmente orbitam em pares. As 

chamadas espécies reativas são moléculas instáveis e com alta reatividade, 

portanto, sendo capazes de reagir rapidamente com outras moléculas. Essas 

espécies reativas podem apresentar tanto elétrons pareados (em pares) quanto 

desemparelhados. Contudo, no caso de espécies reativas com um ou mais 

elétrons desemparelhados, ou seja, que estão “sozinhos” em um determinado 

orbital, essas são chamadas de radicais livres. Apesar de os radicais livres 

serem instáveis, eles possuem diferentes níveis de reatividade; no entanto, 
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devido ao elétron desemparelhado, todos os radicais livres interagem 

facilmente com moléculas não-radicais, podendo gerar novos radicais, 

causando assim a perpetuação dessa reação (reação em cadeia) (Halliwell 

1994). Um destes radicais livres é o hidroxil, que potencialmente reage com 

quaisquer moléculas biológicas, tendo meia vida curta e assim oxidando 

quaisquer moléculas próximas do seu sítio de formação, como ácidos 

nucleicos, lipídios, carboidratos ou proteínas (Pastor et al. 2000). 

 Os radicais livres são produzidos em diferentes processos fisiológicos e, 

portanto, possuem uma função biológica. Nesse sentido, o óxido nítrico é um 

importante vasodilatador, ao passo que o ânion superóxido, gerado pela 

redução parcial de oxigênio molecular, é produzido por células do sistema 

imune que visam eliminar agentes infecciosos (Halliwell e Gutteridge 1984). 

Sabe-se também que o ânion superóxido é produzido em quantidades 

relevantes pela cadeia transportadora de elétrons. Os radicais ainda podem 

reagir entre si, como o óxido nítrico e o superóxido que, ao reagirem, produzem 

peroxinitrito, um composto não radical, porém tóxico (Halliwell 1994). Por outro 

lado, dentre as espécies reativas não radicais, o peróxido de hidrogênio é o 

mais abundante, sendo uma importante molécula sinalizadora de processos 

celulares e que tem função fundamental em peroxissomos, onde favorece a 

degradação de outras moléculas.  

  

 I.1.6.2 Defesas antioxidantes 

 Considerando-se a velocidade de reação das espécies reativas com 

moléculas biológicas, os organismos desenvolveram mecanismos de reparo e 

prevenção de dano oxidativo. Dentre esses mecanismos, as enzimas 
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antioxidantes estão entre os mais importantes, uma vez que podem otimizar o 

clearance de espécies reativas, como a conversão de ânion superóxido, um 

radical livre, em peróxido de hidrogênio, um não radical, a qual é catalisada 

pela enzima superóxido dismutase (SOD). As células expressam diferentes 

isoformas dessa enzima dependendo do compartimento, incluindo 

mitocôndrias, onde o vazamento de elétrons da cadeia transportadora é 

considerado a mais importante fonte geradora de radicais livres das células 

(Halliwell 1994). Tanto o peróxido de hidrogênio resultante da redução de 

superóxido como aquele produzido fisiologicamente nos peroxissomos deve ter 

sua concentração finamente controlada. Para isso, as peroxirredoxinas são as 

enzimas mais importantes envolvidas na eliminação de peróxido de hidrogênio, 

contribuindo para a regulação das concentrações fisiológicas dessa molécula 

para funções de sinalização celular (Halliwell 2012). Além disso, enquanto os 

peroxissomos expressam a enzima catalase (CAT), que finaliza a redução do 

peróxido de hidrogênio à água, em outros compartimentos encontra-se a 

enzima glutationa peroxidase (GPx), uma selenoproteína que, além de 

detoxificar o peróxido de hidrogênio, também interage com peróxidos orgânicos 

numa reação de oxirredução dependente da oxidação de GSH (Gutteridge 

2007; Halliwell 1994). A GSH também é utilizada pela enzima glutationa S-

transferase (GST), que a conjuga com xenobióticos, reduzindo a toxicidade 

desses compostos. Para a manutenção do pool de GSH, a enzima glutationa 

redutase (GR) reduz novamente a glutationa oxidada (GSSG) com a oxidação 

simultânea de um NADPH. Por sua vez, é necessário também manter a razão 

NADPH/NADP+ normal, o que é feito pela glicose-6-fosfato desidrogenase 
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(G6PDH), enzima do ciclo das pentoses fosfato cuja reação reduz o cofator 

NADP+ a NADPH e assim contribui para a reciclagem de GSSG em GSH. 

 A GSH é um tripeptídeo composto por resíduos de glutamato, glicina e 

cisteína, sendo o grupamento tiol deste aminoácido o responsável pelo seu 

poder redutor. Além de funcionar como substrato de enzimas antioxidantes, 

com sua função redutora, também pode sequestrar diretamente moléculas pró-

oxidantes. A síntese de GSH é limitada pela velocidade da enzima glutamato 

cisteína ligase (GCL), seguida pela GSH sintetase, que adiciona o resíduo de 

glicina. Visto que a GSH é o antioxidante mais abundante em células de 

mamíferos, muitas patologias estão ligadas à desregulação da sua síntese. 

Nesse contexto, já está bem descrito que os fatores de transcrição fator nuclear 

eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) e fator nuclear kappa B (NFκB) podem 

influenciar a síntese da GSH (Lu 2013).  

 Além dos antioxidantes endógenos, os organismos também dispõem de 

antioxidantes provenientes da dieta, como as vitaminas E e C, carotenoides e 

flavonoides. Contudo, há trabalhos sugerindo que antioxidantes sintetizados 

pelas células são mais importantes, desde que não haja uma deficiência na 

aquisição dos antioxidantes exógenos que são essenciais para a síntese de 

determinadas biomoléculas (Halliwell 2011). 

 

 I.1.6.3 Estresse oxidativo 

 Quando há distúrbios na remoção de espécies reativas, um aumento da 

sua produção, ou ambos, pode ocorrer o que se chama de estresse oxidativo, 

em que as espécies de oxigênio e nitrogênio interagem e oxidam biomoléculas. 

Isso pode ocorrer em pequena escala, e as defesas antioxidantes devem ser 
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capazes de conter e reparar o dano oxidativo. No entanto, havendo disfunção 

nessas defesas ou produção exacerbada de radicais livres e não radicais, a 

oxidação pode levar a modificações estruturais e consequente perda de 

função, como a modificação de grupamentos tióis em proteínas, peroxidação 

de lipídios de membrana, levando à sua desorganização, entre outras 

alterações, caracterizando o quadro de estresse oxidativo (Gutteridge 2007; 

Halliwell 1994). 

 

 I.1.7 Sistema glutamatérgico 

 O glutamato é o principal e mais abundante neurotransmissor excitatório 

do sistema nervoso central, utilizado em cerca de 50-70% das sinapses 

corticais (Kalivas 2009; Reis et al. 2009). Ele pode ser mobilizado pela 

desaminação da glutamina catalisada pela enzima glutaminase em neurônios, 

ou sintetizado de novo em astrócitos por reações que utilizam o α-cetoglutarato 

(Schousboe 2019).  

 

 I.1.7.1 Receptores glutamatérgicos 

 O glutamato age através de diversos tipos de receptores, os quais 

podem ser divididos em duas categorias: receptores ionotrópicos e 

metabotrópicos. Os receptores ionotrópicos, como o nome sugere, são canais 

iônicos que, quando abertos pela ligação de um agonista, permitem a entrada 

de determinados cátions que desencadeiam diferentes ações no meio 

intracelular. Estes são os receptores cainato, ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-

4-isoxazolpropiônico (AMPA), δ e o já mencionado NMDAr (Cull-Candy et al. 

2001; Traynelis et al. 2010).  
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 O NMDAr é um heterotetrâmero, necessariamente formado por pelo 

menos duas subunidades 1 (NR1), onde se encontra o sítio de ligação da 

glicina, e outras duas subunidades, sendo pelo menos uma delas é do tipo 2 

(NR2), onde se encontra o sítio de ligação para o glutamato (Mayer 2016). Já 

foram descritas diversas combinações dessas subunidades entre si, incluindo 

os diferentes tipos de NR2 e uma terceira (NR3) (Mayer 2016; Pinky et al. 

2018), sendo que diferentes conformações já foram encontradas em regiões 

cerebrais (Cull-Candy e Leszkiewicz 2004) e subpopulações neuronais e 

conferem propriedades distintas ao receptor, além de serem diferentemente 

expressas durante o desenvolvimento (Cull-Candy et al. 2001; Pinky et al. 

2018). O funcionamento do receptor é dependente da ligação tanto do 

glutamato, o agonista deste receptor, como da glicina, seu co-agonista. A 

glicina se liga na subunidade NR1 e modula a amplitude e a duração de 

abertura do canal, permitindo o influxo de Ca2+ (Cummings e Popescu 2015; 

Zhou e Danbolt 2014).  

 As sinapses via NMDAr estão relacionadas, entre outros, com 

plasticidade neural, e a disfunção desses receptores já foi implicada em muitas 

doenças, como acidentes vasculares cerebrais, esclerose múltipla e doença de 

Parkinson (Lau e Tymianski 2010). O acúmulo de glutamato na fenda sináptica 

pode levar à excitotoxicidade, quadro caracterizado pela hiperativação dos 

NMDAr, provocando um excesso de Ca2+ intracelular. O tamponamento celular 

desse cátion é feito, primariamente, pelo retículo endoplasmático, porém já foi 

relatado que as mitocôndrias também têm importante papel nesse processo. 

Se o influxo de Ca2+ persistir além da capacidade de tamponamento, a célula 

fica suscetível a disfunções da cadeia transportadora de elétrons e 
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superprodução de espécies reativas, o que pode levar à morte celular (Vishnoi 

et al. 2016). 

 

 I.1.7.2 Transportadores de glutamato 

 Para evitar a excitotoxicidade, a concentração de glutamato na fenda 

sináptica deve ser finamente controlada. Isso é realizado pelos transportadores 

de glutamato. Já foram descritos cinco destes, os chamados transportadores 

de aminoácidos excitatórios (EAAT 1-5). O EAAT1, mais conhecido como 

GLAST (transportador de glutamato e aspartato), é o único transportador 

exclusivamente expresso na glia e representa a maior parte dos 

transportadores em cerebelo, apesar de ser expresso por todo o encéfalo 

(Danbolt et al. 2016). O GLT-1 (transportador de glutamato 1, EAAT2) foi o 

primeiro transportador a ser descrito, provavelmente pela sua abundância, uma 

vez que representa até 1% de todo o conteúdo proteico no cérebro (Lehre e 

Danbolt 1998). Estima-se que 95% de toda a captação de glutamato seja 

mediada por GLT-1, que é majoritariamente expresso em astrócitos, porém 

também está presente em pequena proporção em terminais axonais (Danbolt 

et al. 2016). O EAAT3 (carreador de aminoácidos excitatórios 1, EAAC1), por 

sua vez, é exclusivamente encontrado em dendritos e soma de neurônios, e 

expresso em virtualmente todos os neurônios através do sistema nervoso 

central (Danbolt et al. 2016; Holmseth et al. 2012). Os EAAT4 e 5 são 

transportadores lentos e de alta condutividade a cloreto e, diferentemente dos 

outros, têm menor importância para o sistema nervoso central (Danbolt et al. 

2016; Gameiro et al. 2011; Mim et al. 2005). 
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 Uma vez que o glutamato é internalizado nos astrócitos, a enzima 

glutamina sintetase condensa uma molécula de amônia a esse aminoácido, 

convertendo-o em glutamina, a qual não tem atividade sináptica e pode ser 

liberada com segurança para captação por neurônios. Nessas células ocorre a 

desaminção de volta a glutamato pela glutaminase, fechando o chamado ciclo 

glutamato-glutamina (Olsen e Sonnewald 2015). É bem aceito que astrócitos 

são os grandes responsáveis pela manutenção da homeostase glutamatérgica 

(Mahmoud et al. 2019). 

 

 I.1.8 Mielina 

 Os oligodendrócitos projetam longas extensões de sua membrana 

plasmática em camadas concêntricas em torno de axônios (processos 

mielinizantes), formando a bainha de mielina, uma estrutura formada por uma 

membrana lipídica rica em glicofosfolipídeos e colesterol. A mielina, ao 

contrário do que se pensava anteriormente, não é uma estrutura passiva que 

apenas facilita a condutividade axonal, mas também é importante para o 

fornecimento de suporte metabólico e trófico para o axônio que envolve 

(Kondiles e Horner 2018; Saab e Nave 2017). É importante ressaltar que o 

próprio processo de mielinização depende tanto de sinais intrínsecos do 

oligodendrócito como vindos de outras células, tais como neurônios (Monje 

2018).  

 Ao contrário do sistema nervoso periférico em que a proporção é de um 

axônio por célula de Schwann, muitos axônios no sistema nervoso central 

podem ser mielinizados por um único oligodendrócito. A população dessas 

células é mantida por seus precursores, as células precursoras de 
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oligodendrócitos (OPCs), células unipotentes que podem diretamente maturar a 

oligodendrócitos, ou fazer mitoses simétricas ou assimétricas, a última gerando 

uma OPC e um oligodendrócito, sendo as células mais proliferativas no cérebro 

adulto. As OPCs estão presentes desde o desenvolvimento pré-natal e 

persistem até a idade adulta, formando novos oligodendrócitos (Monje 2018). 

Essas células também são chamadas de glia NG2 devido à expressão de 

antígeno proteoglicano condroitina sulfato neurônio/glia 2 (NG2), e representam 

5-10% de toda a população celular no cérebro, distribuída igualmente em todas 

as regiões (Eugenin-von Bernhardi e Dimou 2016).   

 No sistema nervoso central, aproximadamente 30% do conteúdo de 

proteína da mielina correspondem à proteína básica da mielina (MBP), 

responsável pela adesão das superfícies citosólicas das camadas da mielina. A 

MBP é considerada a única proteína indispensável para a formação da mielina, 

e sua deficiência está implicada em doenças com leucodistrofia como a 

esclerose múltipla (Boggs 2006; Han et al. 2013). A MBP interage amplamente 

com lipídios da membrana e também com outras moléculas proteicas, como 

actina, tubulina e especialmente calmodulina, cuja interação com a MBP 

diminui a sua ligação com superfícies lipídicas. Por sua vez, a glicoproteína 

associada à mielina (MAG), assim chamada pela grande quantidade de 

modificações pós-traducionais na sua estrutura, está localizada na camada 

mais profunda da mielina, na porção não compactada, e interage com 

gangliosídios. Visto que animais deficientes para a MAG apresentam 

neurodegeneração, é possível que a sinalização a partir dessa proteína entre 

oligodendrócito e axônio seja necessária para a manutenção dessas estruturas 

(Han et al. 2013; Schmitt et al. 2015).  
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I.2. OBJETIVOS 

I.2.1 Objetivo geral 

 Considerando-se que os mecanismos neurotóxicos desencadeados pela 

glicina que possam estar envolvidos no aparecimento e progressão dos 

sintomas e achados neuropatológicos na HNC ainda não estão totalmente 

estabelecidos, o objetivo deste trabalho foi avaliar parâmetros bioquímicos e 

celulares em cérebro de ratos após a administração intracerebral de glicina. 

2.2 Objetivos específicos 

 Avaliar os efeitos da glicina sobre: 

 a) Parâmetros de estresse oxidativo em diferentes estruturas cerebrais 

de ratos de 30 dias de vida e o potencial protetor do bezafibrato sobre as 

possíveis alterações; 

 b) Marcadores de neurônios, glia e mielina em diferentes estruturas 

cerebrais 14 dias após a administração da glicina em animais de 1 dia de vida 

(neonatos); 

 c) Parâmetros de homeostase glutamatérgica em córtex cerebral e 

estriado 14 dias após a injeção do aminoácido em animais de 1 dia de vida 

(neonatos); 

 d) Vias de sinalização importantes para homeostase celular e 

marcadores de dano celular 5 dias após a injeção do aminoácido em animais 

de 1 dia de vida (neonatos). 
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III.1 DISCUSSÃO 

 A HNC é uma doença genética de herança autossômica recessiva 

causada por defeitos no SCG, levando ao acúmulo de glicina nos líquidos 

biológicos e tecidos dos pacientes afetados. Os principais sintomas da doença 

são hipotonia, dificuldade de se alimentar, convulsões e dificuldades 

respiratórias que podem levar a óbito. A precocidade no início dos sintomas 

geralmente está relacionada a um pior prognóstico e, portanto, pacientes 

acometidos pela forma clássica neonatal da doença geralmente apresentam 

sequelas neurológicas mais graves (Swanson et al. 2015; Van Hove et al. 

1993). Exames de imagem mostram atrofia cortical e cerebelar, 

hipomielinização, hidrocefalia e disgenesia do corpo caloso, um achado comum 

da HNC que pode ser evidenciado já no período gestacional (Butler et al. 2017; 

Hamosh e Johnston 2001Hamosh e Johnston 2001; Pai et al. 2015). 

 Apesar de os mecanismos do dano cerebral característico da HNC ainda 

não estarem totalmente elucidados, é bem aceito na literatura que o acúmulo 

de glicina, especialmente no sistema nervoso central, está fortemente 

relacionado com fenótipo (Hamosh e Johnston 2001; Hoover-Fong et al. 2004; 

Swanson et al. 2015). A excitotoxicidade via NMDAr é frequentemente 

implicada na HNC, mecanismo que pode provocar disfunção redox e 

energética nas células, sendo que ambos efeitos já foram observados tanto in 

vitro como ex vivo em estruturas cerebrais expostas à glicina (Busanello et al. 

2010; Leipnitz et al. 2009; Moura et al. 2013; Moura et al. 2014; Seminotti et al. 

2011). Com relação ao cérebro em desenvolvimento, estudos realizados em 

roedores nos períodos pré- e neonatal, utilizados como modelos para a HNC, 
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evidenciaram alterações estruturais e celulares no cérebro desses animais 

(Moura et al. 2016; Pai et al. 2015). Também foi demonstrado que 

antioxidantes e moduladores do NMDAr alteram ou previnem os efeitos 

deletérios da glicina, sugerindo fortemente o envolvimento de estresse 

oxidativo e excitotoxicidade na patologia da HNC (Moura et al. 2013; Moura et 

al. 2018; Moura et al. 2016). Ainda assim, pouco se sabe sobre vias de 

sinalização específicas potencialmente afetadas pela glicina, além de não 

haver estudos abordando a neurotransmissão glutamatérgica e a 

hipomielinização, esta um achado clássico da HNC.  

 No primeiro capítulo desta tese, foram estudados os efeitos da glicina 

em animais de 30 dias de vida sobre parâmetros de estresse oxidativo. Os 

animais foram eutanasiados 30 min após a injeção intracerebral do aminoácido 

e tiveram estriado, hipocampo e córtex cerebral dissecados. Foi observado, 

com relação a defesas antioxidantes, que a glicina induziu um aumento na 

atividade das enzimas SOD, GPx, GR e G6PDH em estriado. Em contraste, 

quando investigamos os parâmetros níveis de malondialdeído (MDA), 

concentrações de GSH, oxidação de 2’,7’-diclorofluoresceína (DCFH), 

conteúdo de grupamentos sulfidrila e formação de carbonilas, não observamos 

modificações significativas em estriado. Em conjunto, esses achados sugerem 

que a glicina potencialmente inicia uma resposta pró-oxidante, a qual induz um 

aumento na atividade dessas enzimas, removendo as espécies reativas 

formadas e mantendo o conteúdo de GSH normal, o que preveniu o dano 

oxidativo. Em concordância com essa hipótese, verificamos que a exposição in 

vitro de sobrenadantes de estriado à glicina durante 20 min (curto período de 
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tempo) já foi suficiente para causar a diminuição das concentrações de GSH e 

o aumento dos níveis de MDA. De forma interessante, um estudo já 

demonstrou que um acúmulo transitório de glicina por bloqueio do seu 

transportador GlyT1 induz proteção, a curto prazo, contra morte celular 

mediada por excitotoxicidade (Pinto et al. 2015). Assim, pode ser especulado 

que a exposição direta à glicina seja capaz de induzir disfunção na homeostase 

redox (abordagem in vitro), porém, quando administrada em um sistema 

complexo (por exemplo, na abordagem ex vivo através da injeção 

intracerebral), é possível que a ativação de determinadas vias de sinalização 

provoque uma resposta protetora a esses efeitos tóxicos causados pela glicina, 

o que incluiria uma upregulation de enzimas antioxidantes. Além disso, não 

podemos descartar a hipótese de que a concentração de glicina atingida pela 

injeção intracerebral tenha sido capaz de induzir adaptação, ao passo que a 

concentração in vitro foi suficientemente elevada para causar dano 

pronunciado. 

 Por outro lado, um trabalho anterior de nosso grupo evidenciou que a 

administração intraestriatal de glicina (4 µmol) em ratos induz dano oxidativo 

lipídico e proteico (Seminotti et al. 2011). Apesar de a dose utilizada nesse 

estudo ser menor que a do presente trabalho (5 µmol), deve ser considerado 

que a injeção no estriado possivelmente causa dano por ser uma aplicação 

direta nessa estrutura cerebral, o que seria similar ao experimento in vitro 

realizado em sobrenadantes de estriado, em comparação à injeção 

intracerebroventricular da glicina, a qual permite a difusão do metabólito por 

todo o cérebro e não apenas numa estrutura cerebral isolada. 
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 Com relação ao hipocampo, a glicina diminuiu a concentração de GSH e 

o conteúdo total de glutationa (reduzida e oxidada), além de ter diminuído a 

razão GSH/GSSG nessa estrutura, porém não alterou a atividade da enzima 

GCL, o passo limitante da síntese desse tripeptídeo. Sendo assim, outros 

mecanismos não investigados neste estudo devem estar envolvidos nesses 

efeitos. É necessário ressaltar aqui que não apenas encontramos um aumento 

na oxidação de GSH (formação de GSSG), mas também uma diminuição do 

seu pool total, sugerindo menor síntese ou maior degradação dessa molécula. 

Ainda que a atividade da GCL não tenha sido alterada, é possível que a 

formação de GSH tenha sido prejudicada no passo seguinte, reação catalisada 

pela glutationa sintetase, cuja deficiência já foi associada com anormalidades 

psiquiátricas e cognitivas (Njalsson et al. 2005), ou ao nível de fornecimento de 

substrato, já que estudos verificaram diminuição na síntese de GSH por 

bloqueio no transportador de cisteína xCT em outras condições patológicas 

(Kritis et al. 2015).  

 Curiosamente, não foram observadas modificações em nenhum dos 

parâmetros analisados em córtex cerebral. Outros trabalhos demonstraram que 

não apenas as estruturas cerebrais podem responder de maneira distinta a um 

mesmo estímulo, sendo ele pró-oxidante (Piloni et al. 2017) ou antioxidante 

(Franco-Enzastiga et al. 2017), mas mesmo as diferentes regiões corticais 

podem apresentar respostas diferenciadas (Al-Amin et al. 2015). Isso pode 

estar relacionado tanto à fisiologia das subdivisões corticais bem como às suas 

características bioquímicas, visto que diferem até mesmo na capacidade de 

captação de glutamato (Romanos et al. 2019). Portanto, pode ser especulado 
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que a glicina provoque alterações redox em determinadas regiões corticais, 

porém esse efeito não foi verificado em nosso estudo porque utilizamos todo o 

córtex cerebral para a avaliação dos parâmetros, sem dissecar as diferentes 

regiões dessa estrutura. Além disso, já foi descrito que o estriado e o 

hipocampo reagem a insultos de maneira mais semelhante entre si, 

comparativamente ao córtex cerebral (Franco-Enzastiga et al. 2017; Piloni et al. 

2017). 

 Há uma heterogeneidade em nossos resultados demonstrados no 

capítulo I, que pode ter explicação nas diferentes características bioquímicas e 

metabólicas das estruturas cerebrais estudadas. A própria expressão do SCG 

deve ser considerada, uma vez que não trabalhamos com animais deficientes 

para as proteínas constituintes desse sistema, sendo que hipocampo, cerebelo 

e bulbo olfatório têm maior expressão do SCG do que outras regiões cerebrais 

(Sakata et al. 2001), provavelmente conferindo ao hipocampo uma maior 

capacidade de metabolizar a glicina comparativamente às outras estruturas. O 

hipocampo também é mais eficiente no clearance de glutamato, tanto pela 

difusão pós-sináptica mais rápida como pelo fato de seus transportadores de 

glutamato terem maior tolerância à saturação do que os do estriado. Enquanto 

essas diferenças fisiológicas são importantes para que cada uma dessas 

estruturas execute suas funções corretamente, é possível que o clearance de 

glutamato mais lento no estriado o torne mais susceptível ao dano via NMDAr, 

como por exemplo ocorre na doença de Huntington (Pinky et al. 2018). Além 

disso, as diferenças na composição do NMDAr entre as estruturas encefálicas 

também podem contribuir para a variação nos efeitos induzidos pela glicina que 
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foram observados, visto que as diferentes subunidades conferem uma 

afinidade diferenciada para esse aminoácido (Goebel e Poosch 1999). Nesse 

contexto, receptores com subunidade NR2A são chamados sinápticos, têm 

maior afinidade por D-serina e transduzem preferencialmente sinalização de 

sobrevivência, enquanto receptores contendo subunidade NR2B são 

extrasinápticos, têm maior afinidade por glicina e desencadeiam sinalização 

que induz excitotoxicidade e morte celular (Zhang e Luo 2013). Com isso em 

mente, uma maior susceptibilidade do estriado ao dano parece ser plausível 

considerando que essa região expressa, proporcionalmente, maior quantidade 

de NR2B do que NR2A, diferentemente do córtex cerebral e do hipocampo 

(Cowan e Raymond 2006). Há também diferença na capacidade mitocondrial 

de retenção de Ca2+, sendo que as mitocôndrias neuronais e astrocitárias no 

estriado têm capacidade menor do que as corticais (Oliveira e Goncalves 

2009), podendo levar ao extravasamento desse íon e indução de dano. Ainda 

foi constatado em um estudo que o ácido quinolínico, um agonista NMDAr, 

causa efeitos distintos em diferentes regiões cerebrais com relação a dano 

oxidativo (Vandresen-Filho et al. 2015), e em outro trabalho, foi observado que 

a própria glicina provoca alterações bioenergéticas diferentes em córtex 

cerebral e estriado (Moura et al. 2013).  

 Também estudamos os efeitos do bezafibrato sobre as alterações 

provocadas pela glicina. O bezafibrato é um pan-agonista de receptores 

ativados por proliferadores de peroxissomos (PPAR), e a ativação dessa via de 

sinalização promove a expressão de genes envolvidos no metabolismo de 

lipídios e energético, defesas antioxidantes e biogênese mitocondrial, dentre 
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outros processos (Corona e Duchen 2015). Esse composto é comumente 

utilizado no tratamento de dislipidemias, porém estudos com modelos animais 

de doenças neurodegenerativas como a doença Huntington vêm mostrando 

seu potencial neuroprotetor (Johri et al. 2012).  

 Dentre as enzimas antioxidantes que tiveram sua atividade aumentada 

pela glicina em estriado, o pré-tratamento com bezafibrato preveniu o aumento 

na atividade da SOD e da GR, atenuou o aumento da GPx, porém não teve 

efeito sobre a atividade aumentada da G6PDH, nem sobre a diminuição nas 

concentrações de GSH hipocampal. Considerando-se que o bezafibrato 

geralmente leva ao aumento na expressão de enzimas antioxidantes 

(Chaturvedi e Beal 2013), nossos resultados são aparentemente contraditórios. 

No entanto, pode ser sugerido que, pela indução de biogênese mitocondrial e 

consequente aumento na expressão de subunidades dos complexos da cadeia 

transportadora de elétrons mitocondrial (Valero 2014), a suposta 

superprodução inicial de espécies reativas provocada pela glicina foi prevenida, 

removendo a necessidade de promover a expressão gênica de mais defesas 

antioxidantes em primeiro lugar. Essa suposição é reforçada pelo fato de que 

prejuízos na bioenergética e homeostase mitocondrial provocados por glicina 

foram, de fato, encontrados anteriormente em outros modelos em períodos 

relativamente curtos após a administração de glicina (Busanello et al. 2010; 

Moura et al. 2013; Moura et al. 2016).  

 Em conjunto, os achados do capítulo I demonstram uma maior 

susceptibilidade do estriado aos efeitos tóxicos da glicina, provavelmente 

iniciados por um prejuízo na função mitocondrial, que levaria a um desequilíbrio 
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redox e consequente dano celular. Além disso, vimos que o bezafibrato poderia 

ser utilizado como adjuvante no tratamento da HNC, uma vez que demonstrou 

efeitos benéficos no nosso e em outros modelos de EIM (da Rosa-Junior et al. 

2019; Grings et al. 2017).  

 No segundo capítulo, utilizamos um modelo de injeção intracerebral de 

glicina (0,2 µmol) em animais neonatos, de modo a melhor mimetizar a forma 

clássica da HNC e estudar o impacto da glicina no cérebro em 

desenvolvimento. Para isso, iniciamos com a análise por fluorescência de MBP, 

MAG e FluoroMyelinTM, marcadores de mielina, em corpo caloso, córtex 

cerebral e estriado de animais eutanasiados com 15 dias de vida. Nossos 

resultados mostraram uma diminuição acentuada na fluorescência de MBP em 

corpo caloso e estriado, e uma tendência à diminuição em córtex cerebral dos 

animais do grupo glicina. Da mesma forma, a marcação de MAG foi 

significativamente diminuída no corpo caloso, com tendência à redução no 

estriado e sem alteração no córtex cerebral. A modificação na marcação 

dessas proteínas, esses experimentos, em conjunto com a marcação com a 

sonda lipofílica FluoroMyelinTM, sugerem um prejuízo na organização e 

compactação da mielina, mais evidente no estriado, onde os feixes axonais se 

mostram mais difusos e menos compactados.  

 Alterações na MBP e MAG já foram descritas em doenças 

desmielinizantes (Boggs 2006), porém a ordem dos eventos não é clara, isto é, 

se a falta dessas proteínas leva à perda de mielina, ou se estão diminuídas 

porque há menos áreas mielinizadas. Nossos achados mostrando que os 

feixes axonais estão mais difusos devido à glicina são condizentes com o fato 
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de MBP ser responsável pela compactação das camadas lamelares da mielina. 

Além disso, a MBP e a MAG também interagem amplamente com lipídios das 

membranas, e alterações nessa organização podem modificar a conformação 

de outras proteínas associadas à membrana, além dos próprios lipídios, 

potencialmente prejudicando a sinalização. É importante lembrar também que a 

MBP possui dois sítios de ligação para calmodulina, uma proteína responsiva 

ao Ca2+, podendo ter sua função alterada por esse cátion, assim como por 

MAPKs (Boggs 2006), as quais já foram demonstradas estar alteradas em um 

modelo de HNC (Moura et al. 2018).  

 Contemplando a hipótese de que a diminuição da MBP e MAG é 

causada por alterações na própria mielinização, deve-se pensar na 

possibilidade de estar ocorrendo uma disfunção em oligodendrócitos, as 

células mielinizantes no sistema nervoso central. Nesse contexto, um modelo 

da doença de Parkinson mostrou, por exemplo, que a deposição de α-

sinucleína diminui os níveis de MBP e leva a uma menor maturação de 

oligodendrócitos em estriado, causando problemas de mielinização nessa 

estrutura ao longo do tempo (Grigoletto et al. 2017). Ainda deve ser 

considerado que os oligodendrócitos expressam NMDAr responsivos a 

glutamato, os quais são necessários para controlar a liberação de lactato das 

células gliais, majoritariamente dos oligodendrócitos, a fim de suprir a demanda 

energética axonal  no corpo caloso (Meyer et al. 2018; Saab e Nave 2017). A 

composição desse receptor na mielina difere daqueles em neurônios por conter 

alta expressão subunidades NR2C/D e/ou NR3A (Paoletti e Neyton 2007), e 

pode mediar dano à mielina por aumento do influxo de Ca2+, como comentado 

anteriormente (Doyle et al. 2018; Rinholm et al. 2016), especialmente porque 
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receptores que co-expressam subunidades NR1 e NR3 podem ser ativados 

exclusivamente por agonistas do sítio de ligação da glicina, dispensando 

glutamato para sua atividade (Pina-Crespo et al. 2010). Ainda tendo em vista 

que os receptores estão presentes nos processos mielinizantes dos 

oligodendrócitos, é possível que haja uma concentração relativa maior de Ca2+ 

nesse local em resposta ao agonista (Karadottir et al. 2005). Nesse contexto, é 

importante frisar que, apesar de culturas de astrócitos do corpo caloso 

expressarem toda a maquinaria necessária para o metabolismo do glutamato 

(Goursaud et al. 2009), lesões no corpo caloso induzidas por glutamato já 

foram documentadas in vivo (Starkey et al. 2017) e in vitro, esta 

comprovadamente mediada por NMDAr (Zhang et al. 2013). Sendo assim, é 

possível que o NMDAr esteja mediando excitotoxicidade que leva ao dano à 

mielina (Benarroch 2011). 

 O corpo caloso foi dramaticamente afetado no nosso modelo, em 

concordância com os achados clínicos da HNC (Swanson et al. 2015). 

Diferentemente de outras malformações apresentadas pelos pacientes, como 

hidrocefalia, que é principalmente relacionado ao metabolismo de um carbono 

(Pai et al. 2015), a disgenesia do corpo caloso, apesar de já ser visualizada em 

estágio pré-natal (Paupe et al. 2002), parece estar ligada ao acúmulo de 

glicina, o que é reforçado pelo relato de um paciente afetado por HNC causada 

por deficiência do transportador de glicina GLYT1, que também apresentava 

malformação do corpo caloso (Alfallaj e Alfadhel 2019). Outras patologias do 

sistema nervoso central, tipicamente associadas à mielina ou não, mostram 

alterações no corpo caloso, como esclerose múltipla (Beckmann et al. 2018), 

doença de Huntington (Pepin et al. 2016) e depressão (Coloigner et al. 2019), 
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porém os mecanismos do dano à substância branca variam. Quanto à diferente 

magnitude de efeito nas estruturas estudadas, dados da literatura sugerem que 

o corpo caloso é mais sensível a dano do que outras regiões. Isso já foi 

observado em estudos com modelos da doença de Huntington caracterizada 

por atrofia estriatal, mostrando comprometimento da mielina especialmente em 

corpo caloso (Pepin et al. 2016), antecedente ao dano neuronal em estriado e 

ligado aos oligodendrócitos (Teo et al. 2016). 

 A partir desses dados, surgiu-nos a seguinte questão: o dano à mielina 

causado pela glicina é devido à falta de OPCs (também chamadas de glia 

NG2) e, portanto, de oligodendrócitos? Para tentar responder essa pergunta, 

fizemos uma marcação por imunofluorescência de NG2, um marcador de 

OPCs, e verificamos uma redução na fluorescência total causada pela glicina 

no estriado de animais de 15 dias de vida. A proteína NG2 nas OPCs está 

relacionada a vias de migração e sobrevivência, função neuromodulatória via 

receptores AMPA e adesão celular (Sakry e Trotter 2016). Além disso, o NG2 

também é expresso em algumas populações de pericitos, células do sistema 

vascular que compõem a barreira hematoencefálica, porém é sugerido que não 

tenha a mesma função nos dois tipos celulares, uma vez que glutamato induz 

modificações estruturais em NG2 das OPCs que não são visualizadas em 

pericitos (Eugenin-von Bernhardi e Dimou 2016). Dessa forma, o menor 

conteúdo de NG2 pode representar uma menor quantidade de OPCs, células 

altamente mitóticas que mantêm o número de oligodendrócitos, responsáveis 

pela mielinização. Além disso, a diminuição na fluorescência dessa proteína 

pode representar tanto uma perda de função como uma diminuição no próprio 

pool de glia NG2 (Sakry e Trotter 2016). Analisando em conjunto, nossos 
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dados sobre mielinização indicam que o comprometimento da mielina 

verificado nos animais injetados com glicina pode ser por hipomielinização e/ou 

desmielinização. 

 Uma vez que nossos resultados indicam que as OPCs foram alteradas 

pela glicina, decidimos determinar, por western blotting, o conteúdo de 

marcadores celulares de neurônios e astrócitos em córtex cerebral e estriado 

de animais de 15 dias, células que também podem ter sido afetadas pela 

glicina e estarem envolvidas no dano à mielina. Verificamos que o 

imunoconteúdo de NeuN foi reduzido em estriado, sem alteração em córtex 

cerebral. A marcação com a proteína NeuN é amplamente aceita e utilizada 

como um marcador neuronal que não faz distinção entre os tipos de neurônios, 

e sua diminuição é, geralmente, relacionada à perda neuronal. Ressalte-se 

que, apesar de o pico de expressão de NeuN ser similar em córtex cerebral e 

estriado, os neurônios de cada estrutura maturam em momentos diferentes 

(Duan et al. 2016), e a maturação modifica a expressão de subunidades 

NMDAr em cada região, sendo que no estriado há uma manutenção de alto 

conteúdo de receptores contendo a subunidade NR2B (Cowan e Raymond 

2006). Isso é fundamental para entender a maior vulnerabilidade do estriado a 

dano excitotóxico, porque a expressão de NR2B aumenta a afinidade do 

receptor à glicina (ao invés de D-serina) e a ativação exacerbada dos NMDAr 

pode então estar ligada à toxicidade e morte celular, em contraste com 

receptores com NR2A, cuja sinalização geralmente promove sobrevivência 

(Zhang e Luo 2013). 

 Nos últimos anos, alguns estudos vêm apontando a necessidade de se 

interpretar com mais cuidado alterações em NeuN, visto que este marcador é 
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uma proteína que pode ter sua expressão alterada em determinados 

tratamentos ou períodos da vida  (Duan et al. 2016). De fato, já foi visto que a 

deleção dessa proteína causa aumento de sinapses excitatórias (Lin et al. 

2016), o que é de especial importância para o estriado, já que esta região 

recebe um grande input de sinapses glutamatérgicas (Reig e Silberberg 2016), 

podendo então aumentar a susceptibilidade de células estriatais à 

excitotoxicidade. Ainda, num trabalho anterior do nosso grupo, neste mesmo 

modelo animal, foi observado que não há alteração na marcação 

imunofluorescente de NeuN em córtex cerebral ou estriado 5 dias ou 2 

semanas após a injeção neonatal de glicina (Moura et al. 2016). Visto que 

naquele estudo foi usada imunofluorescência, uma técnica que propicia uma 

quantificação menos sensível que a de western blotting, e que não foi feita a 

contagem de células, acreditamos que nossos achados não estão em conflito 

com os dados anteriores, e sim acrescentam a essa discussão. Desse modo, 

apesar de a diminuição de NeuN não significar, necessariamente, perda de 

neurônios, é fortemente sugestivo de, pelo menos, prejuízos na função dessas 

células. Além disso, danos à substância branca estão presentes mesmo em 

doenças neurológicas tipicamente “neuronais”, indicando uma relação entre 

disfunção neuronal e desmielinização (Saab e Nave 2017). 

 Quanto à GFAP, marcador de astrócitos, houve aumento no 

imunoconteúdo no estriado de animais de 15 dias após a injeção neonatal de 

glicina. A GFAP é o principal filamento intermediário de astrócitos, logo é 

amplamente utilizado para a identificação dessas células, mas também como 

marcador de reatividade glial, principalmente pela relação entre o aumento 

dessa proteína com dano cerebral e neurodegeneração (Middeldorp e Hol 
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2011). Sendo assim, como os marcadores anteriormente discutidos, um 

aumento no imunoconteúdo de GFAP pode ser interpretado como um aumento 

no número de astrócitos ou como um efeito direto na expressão da proteína. 

Dentre as funções atribuídas à GFAP, pode-se citar o suporte à mielinização, a 

formação da barreira hemato-encefálica, o isolamento de tecido danificado e a 

supressão de proliferação neuronal, evidenciando a sua óbvia importância não 

só para os astrócitos propriamente ditos, mas para todo o sistema nervoso 

central (Brenner 2014). O aumento de GFAP tem sido claramente relacionado 

a problemas na mielina, já que uma das primeiras descrições da proteína foi 

em placas do cérebro de pacientes com esclerose múltipla, compostas por 

axônios desmielinizados e astrócitos (Middeldorp e Hol 2011). Nesse contexto, 

a doença de Alexander, uma doença genética que provoca o aumento de 

GFAP, é classicamente caracterizada por leucodistrofia. De forma interessante, 

a morte neuronal não é comum na doença de Alexander, mas quando ocorre, 

parece ser correlacionada com áreas de maior input glutamatérgico, inclusive 

encontrando-se perda de neurônios no estriado (Sosunov et al. 2018).  

 Similarmente à alteração na marcação de NeuN, a alteração em GFAP 

também foi encontrada apenas em estriado, e não no córtex cerebral. Essa 

diferença pode ser explicada por diversos fatores, tais como a existência de 

uma identidade molecular e morfológica específica em astrócitos dependendo 

da região em que se encontram (Chai et al. 2017) e pelo fato de que as 

estruturas têm níveis constitutivos de GFAP distintos (Zhang et al. 2019) e, 

desse modo, a sua resposta a lesões é metabolicamente e temporalmente 

diferente (Cragnolini et al. 2018; Pierozan et al. 2014). Finalmente, neurônios e 

astrócitos estriatais têm menor capacidade de retenção de Ca2+ do que os 



92 

 

corticais, diferença essa encontrada especificamente nas mitocôndrias dessas 

células, mas não no retículo endoplasmático. É importante ressaltar aqui que o 

Ca2+ tem implicações diretas sobre a homeostase e sobrevivência celulares 

(Oliveira e Goncalves 2009). Acrescente-se ainda que, em um modelo de 

doença de Parkinson, as lesões estriatais afetaram áreas distintas do córtex 

cerebral (Becker et al. 2018), demonstrando mais uma vez a heterogeneidade 

dessa estrutura e, retomando a discussão do capítulo I, sugerindo a 

possibilidade de dano em regiões específicas do córtex cerebral, o que não foi 

avaliado no presente trabalho. Nesse contexto, o trabalho anterior do nosso 

grupo com o mesmo modelo de injeção neonatal de glicina demonstrou, por 

imunofluorescência, aumento de GFAP em corpo caloso e de S100B em córtex 

cerebral e estriado 5 dias após a injeção de glicina em ratos de 1 dia de vida 

(Moura et al. 2016). Dessa forma, é possível especular que, devido a essa 

maior susceptibilidade a dano no estriado, essa região se mantenha com 

alterações astrocitárias aos 15 dias de vida do animal, enquanto o córtex 

cerebral se recupera desse dano.  

 O passo seguinte foi o de investigar se há alterações em proteínas 

tipicamente relacionadas às funções de neurônios e astrócitos já que foram 

verificadas modificações em NeuN e GFAP. Para isso, realizamos a medida do 

imunoconteúdo proteico de NR1, a subunidade do NMDAr em que se encontra 

o sítio de ligação para glicina, do receptor canabinoide 1 (CB1) e de GLAST, 

transportador de glutamato exclusivamente expresso na glia. 

 A administração de glicina diminuiu o conteúdo de NR1 nas duas 

estruturas cerebrais estudadas. O mecanismo envolvido nesse achado parece 

ser direto, ou seja, já que essa subunidade tem o sítio de ligação para a glicina, 
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os resultados sugerem um feedback negativo pelo excesso de glicina após a 

injeção desse aminoácido. De fato, já foi visto que o conteúdo proteico de NR1 

tem uma downregulation em neurônios após a ativação excessiva de NMDAr, 

numa sinalização dependente de NR2B (Gascon et al. 2005), subunidade que, 

como já comentado, está envolvida na indução de excitotoxicidade mediada 

por glutamato (Zhang e Luo 2013). Outro aspecto importante é que a NR1 é 

expressa ubiquamente por todo o cérebro, sendo que a montagem do NMDAr é 

necessariamente iniciada pela formação de heterodímeros de NR1. O 

funcionamento adequado do NMDAr depende, portanto, da presença de NR1, 

cuja diminuição já mostrou alterar comportamento em modelos animais (Finlay 

et al. 2015) e modificar a regulação temporal do desenvolvimento do corpo 

caloso (Elberger e Deng 2003), que também foi uma área bastante afetada em 

nosso modelo. É relevante mencionar ainda que essa subunidade está sujeita 

à regulação redox através da oxidação de resíduos de cisteína na sua 

estrutura, o que diminui a sua atividade e culmina em uma menor expressão do 

fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) (Ibi et al. 2017), e que estudos 

anteriores (assim como resultados do capítulo I) já mostraram que a glicina 

altera a homeostase redox (Leipnitz et al. 2009; Moura et al. 2016; Seminotti et 

al. 2011). Esses achados em conjunto sugerem potenciais alterações que não 

foram investigadas neste trabalho, tais como os níveis de BDNF. Por sua vez, o 

imunoconteúdo de CB1 não foi alterado em nenhuma das estruturas avaliadas, 

o que reforça que a diminuição em NR1 seja de fato uma resposta regulatória, 

e não simplesmente um reflexo de uma redução no número de neurônios, já 

que o CB1 é expresso em neurônios e está funcionalmente e fisicamente ligado 

ao NMDAr (Sanchez-Blazquez et al. 2014). 
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 De acordo com os resultados anteriores em astrócitos, observamos um 

aumento no imunoconteúdo de GLAST em estriado após injeção de glicina, 

sem efeitos sobre esse transportador em córtex cerebral. Comparativamente, o 

GLT1 é mais expresso (Lehre e Danbolt 1998) e tem maior taxa de transporte 

de glutamato do que o GLAST, porém este tem maior afinidade pelo substrato 

(Rose et al. 2018). Por outro lado, tem sido sugerido que a importância do 

GLAST vem sendo, talvez, subestimada, já que bloqueio de GLT1 não diminui 

a captação de glutamato na proporção esperada, mesmo em condições basais 

(Pinky et al. 2018). O aumento de GLAST pode ser facilmente explicado pelo 

aumento de GFAP, já que essas proteínas não só estão fisicamente 

associadas, como também a GFAP é fundamental para a manutenção de 

GLAST nas membranas (Sullivan et al. 2007). Além disso, o aumento de 

glutamato extracelular induz aumento no conteúdo de GLAST (Munir et al. 

2000), provavelmente num mecanismo compensatório, o que estaria de acordo 

com os nossos resultados e com achados em outros EIM (Lagranha et al. 

2014). 

 Para averiguar se o aumento no conteúdo de GLAST é acompanhado de 

um aumento no transporte de glutamato, realizamos experimentos de medida 

de captação de [3H]glutamato em córtex cerebral e estriado de animais de 15 

dias. Nossos dados mostram que não houve diferença na captação desse 

neurotransmissor em nenhum dos tecidos avaliados. Ainda que tal resultado 

fosse o esperado em córtex cerebral, foi relativamente surpreendente em 

estriado, onde encontramos um aumento de GLAST. Deve ser considerado 

que, apesar de exercerem a mesma função, a expressão de GLAST e GLT-1 é 

diferentemente regulada, não se descartando um efeito sobre este 
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transportador (Jimenez et al. 2014). Por isso, a nossa hipótese é que, embora 

os astrócitos pareçam estar respondendo ao insulto causado pela glicina, como 

evidenciado pelo aumento de GFAP e GLAST, essa reação não culmina em 

um melhor funcionamento dessas células. As alterações do imunoconteúdo 

proteico em estriado estão ilustradas na figura 2. 

 

 

Figura 2. Ilustração da localização das alterações de imunoconteúdo proteico encontradas em estriado, 

comparando controle (a) e glicina (b). Astrócitos em amarelo/laranja, mostrando aumento de proteína glial 

fibrilar ácida (GFAP) e transportador de aspartato e glutamato (GLAST); neurônios em azul, mostrando a 

diminuição de núcleo neuronal (NeuN) e de subunidade NR1 do receptor NMDA (NR1); oligodendrócitos 

em roxo, demonstrando a diminuição na glicoproteína associada à mielina (MAG). 

 

 Para melhor entender o passo seguinte de nosso estudo, algumas 

considerações são importantes: 1) há uma disfunção neuronal e glial 

generalizada, especialmente em estriado; 2) astrócitos, que são os principais 

reguladores de homeostase redox e glutamatérgica, se mostraram 

estruturalmente e funcionalmente alterados; 3) os efeitos causados pela glicina 

parecem estar ligados com excitotoxicidade; e 4) estudos já mostraram que a 

glicina altera a homeostase redox, inclusive no mesmo modelo deste trabalho 

a) b) 
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(Moura et al. 2016). Por esses motivos, decidimos avaliar parâmetros de 

produção de espécies reativas e dano oxidativo em córtex cerebral e estriado 

de animais 14 dias após injeção neonatal de glicina. Foi verificado que a 

oxidação de DCFH, concentrações de GSH e níveis de MDA não foram 

modificados pela glicina em córtex cerebral e estriado, o que foi surpreendente 

tanto pela quantidade de alterações teciduais já encontradas nesse modelo, 

como por esses mesmos parâmetros já terem se mostrado alterados 

anteriormente. Em detalhe, Moura e colaboradores (2016) reportaram dano 

oxidativo e modificação na atividade de enzimas antioxidantes em córtex 

cerebral no modelo de injeção neonatal de glicina. Nesse estudo, os 

experimentos foram realizados 1, 5 e 10 dias após a administração do 

aminoácido, e foi observada uma maior magnitude de alterações em 5 dias, 

como uma curva em sino. Com isso, hipotetizamos que os efeitos bioquímicos 

da glicina estariam precedendo e, potencialmente, causando os efeitos 

celulares e teciduais que observamos em 15 dias. Para avaliar isso, nos 

propusemos a investigar a ativação de importantes fatores de transcrição 5 

dias após a injeção neonatal de glicina, partindo do pressuposto que as 

alterações nos parâmetros bioquímicos estariam sinalizando respostas 

celulares que causariam uma compensação, tornando indetectáveis as 

modificações nesses parâmetros no cérebro dos animais em uma idade maior. 

 A investigação dos fatores de transcrição foi feita pela medida de seus 

imunoconteúdos em fração citosólica e fração enriquecida em núcleo de uma 

mesma amostra de córtex cerebral ou estriado em animais de 6 dias de vida. 

Iniciamos pela avaliação de Nrf2, um importante sensor de estresse oxidativo 

nas células. Nossos resultados mostram que a glicina diminuiu o conteúdo 
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citosólico de Nrf2 em córtex cerebral, com consequente diminuição da razão 

citosol/núcleo desse fator de transcrição. Essa diminuição na razão, no entanto, 

não parece refletir a uma maior translocação ativa do Nrf2, já que em um 

trabalho anterior não foi vista uma indução de enzimas antioxidantes nessa ou 

em idades subsequentes (Moura et al. 2016). Por outro lado, pelo fato de que o 

conteúdo nuclear de Nrf2 não foi modificado, especulamos que esteja 

ocorrendo uma disfunção na atividade de GSK3β, que é responsável pela 

exportação desse fator de transcrição após sua ação no núcleo (Liddell 2017). 

Nesse sentido, já foi visto que essa enzima pode ser inibida por estresse 

oxidativo (Lavu et al. 2019), e que mesmo a ativação constitutiva de Nrf2 

também pode causar aumento de espécies reativas (Kovac et al. 2015). 

 Já no estriado, o conteúdo nuclear de Nrf2 foi diminuído pela glicina, 

com tendência em aumentar a razão citosol/núcleo. O controle do Nrf2 é feito 

pela proteína tipo-Kelch associada a ECH 1 (Keap1), que mantém o Nrf2 no 

citosol até que, havendo aumento de espécies reativas, a oxidação de tióis na 

sua estrutura permite a liberação e translocação de Nrf2 para o núcleo, onde 

exerce a sua atividade ligando-se a elementos de resposta antioxidante (ARE) 

na região promotora de genes de regulação redox e metabólica e de 

regeneração de NADPH (Tonelli et al. 2018). Considerando que este não é um 

efeito agudo da glicina, é possível, como visto antes, que o aumento de 

espécies reativas estimule maior expressão de Nrf2, mas esse conteúdo 

elevado fica retido no citosol (Verma et al. 2018). Nesse contexto, iniciamos a 

investigação de Keap1 citosólico, mas a quantificação das densidades das 

bandas do western blot não foi possível devido ao intenso background (dados 
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não mostrados). Assim, sugerimos algumas alternativas para tentar explicar 

nossos resultados. 

 Há uma via não-canônica de regulação de Nrf2 que envolve diversas 

cinases, incluindo a cinase extracelular regulada por sinal 1/2 (ERK 1/2) cuja 

atividade é necessária para a translocação nuclear de Nrf2 (Bruna et al. 2018; 

Liddell 2017). Nesse sentido, um trabalho do nosso grupo evidenciou que a 

glicina induz diminuição na fosforilação de ERK1/2 em córtex cerebral e 

estriado de ratos neonatos (Moura et al. 2018). Foi visto ainda que a 

melatonina é capaz de prevenir efeitos tóxicos da glicina na mesma idade de 6 

dias (Moura et al. 2016), e, nesse contexto, é bem evidenciado que esse 

antioxidante é capaz de ativar a via do Nrf2 (Shah et al. 2017). Tais 

observações sugerem que a glicina altera a translocação do Nrf2 em estriado, 

e que isso pode ser devido a danos na via da ERK. Dessa forma, concluímos 

que os resultados aqui verificados estão alinhados com achados anteriores do 

nosso grupo em ratos neonatos. Além disso, como a indução de Nrf2 parece 

ser mais expressiva em astrócitos do que em neurônios (Liddell 2017), é 

possível especular que nossos dados provavelmente reflitam, ao menos em 

parte, um prejuízo na sinalização por Nrf2 em astrócitos, que, por sua vez, são 

responsáveis pela manutenção da homeostase redox em neurônios, 

novamente mostrando a integração das alterações celulares nos tecidos. 

Também é importante considerar que a desestabilização de Nrf2 ocorre de 

maneira distinta em cada estrutura cerebral; portanto, é possível que genes 

diferentes sejam afetados em córtex cerebral e estriado (Ehrnhoefer et al. 

2018), o que explicaria porque efeitos inicialmente similares em 6 dias têm 

desfecho diferenciado em 15 dias de vida. 
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 Considerando-se que a sinalização de Nrf2 também está relacionada 

com o processo de biogênese mitocondrial, a qual é classicamente controlada 

pela cascata do coativador de PPAR 1α (PGC1α), e que os resultados do 

capítulo I mostram que o bezafibrato, um indutor de biogênese mitocondrial, 

afeta os efeitos provocados pela glicina, investigamos a ativação de PGC1α e o 

conteúdo citosólico do fator de transcrição mitocondrial A (TFAM) no nosso 

modelo neonatal. Desta vez, tivemos resultados mais pronunciados no córtex 

cerebral, onde encontramos aumento nos conteúdos citosólico e nuclear e 

diminuição da razão citosol/núcleo de PGC1α, indicando maior translocação 

desse fator de transcrição, com concomitante diminuição de TFAM. Esses 

dados estão em aparente desacordo porque tanto a translocação de Nrf2 e a 

expressão de TFAM são promovidas por PGC1α (Gureev et al. 2019). Embora 

TFAM seja um alvo downstream clássico de PGC1α (Li et al. 2017), dados da 

literatura evidenciam que suas expressões não estão obrigatoriamente 

correlacionadas (Remels et al. 2014; Rice et al. 2014). Nesse sentido, é 

possível que alterações no fator respiratório nuclear 1 (NRF1) estejam 

envolvidas nos nossos achados, já que este fator intermedeia a ação de 

PGC1α sobre TFAM (Li et al. 2017). Por sua vez, a glicina não alterou o 

conteúdo estriatal de PGC1α ou de TFAM.  

 Apesar de os mecanismos que desencadearam esses efeitos sobre o 

conteúdo de PGC1α não estarem claros, eles estão de acordo com os efeitos 

observados em 15 dias de vida, ou seja, de danos mais pronunciados em 

estriado do que em córtex cerebral. Como já mencionado, as mitocôndrias 

astrocitárias e neuronais do estriado são menos resistentes do que as corticais 

(Oliveira e Goncalves 2009), e dados da literatura sugerem que isto pode ser, 
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ao menos em parte, por diferenças intrínsecas na sinalização via PGC1α em 

resposta a insulto (Crescenzo et al. 2019), e a ativação desta via poderia ter 

efeito protetor no córtex cerebral. Um modelo knockout para PGC1α em 

camundongos mostra lesões espongiformes mais abundantes e pronunciadas 

em estriado do que outras regiões, inclusive o córtex cerebral (Lin et al. 2004), 

o que está de acordo com o nosso modelo. A expressão de PGC1α também 

pode ser aumentada por estresse oxidativo (St-Pierre et al. 2006), o que está 

de acordo com nossos presentes resultados e um trabalho anterior de nosso 

grupo demonstrando que a glicina induz estresse oxidativo em córtex cerebral 

de ratos 5 dias após a injeção do aminoácido (Moura et al. 2016). 

 Os resultados apresentados no capítulo II indicam que há efeitos 

bioquímicos sendo desencadeados pela glicina, os quais provocam mudanças 

iniciais em vias de sinalização importantes para homeostase metabólica e 

sobrevivência celular. Por sua vez, essas modificações parecem ter efeitos 

duradouros a médio prazo, pois tanto córtex cerebral como estriado têm 

alteração na composição do NMDAr (diminuição do conteúdo de NR1). Efeitos 

importantes também são vistos sobre a mielina, especialmente em corpo 

caloso, a região mais mielinizada de todo o cérebro. Além disso, também foram 

observadas alterações em astrócitos, dando indícios de prejuízos no 

metabolismo glutamatérgico e possível indução de excitotoxicidade que, por 

sua vez, explicaria a perda neuronal. Pelo que temos conhecimento, esses 

efeitos da glicina não haviam sido reportados na literatura e apresentam 

importantes correlações entre o acúmulo de glicina e metabolismo energético e 

redox. Nossos dados também relacionam o papel dos astrócitos sobre o 
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sistema glutamatérgico e a mielinização, indicando potenciais participantes do 

dano neurológico característico da HNC. 

 Em conjunto, os dados apresentados nos capítulos I e II reforçam a 

noção que o acúmulo de glicina promove estresse oxidativo, evidenciado pelo 

aumento da atividade de enzimas antioxidantes, diminuição de GSH e prejuízo 

da sinalização de Nrf2. O tratamento com bezafibrato, um pan-agonista de 

receptores PPAR que leva à ativação do PGC1α utilizado no capítulo I, atenuou 

ou preveniu as alterações provocadas pela glicina em estriado (Gureev et al. 

2019). Além disso, o fato de a injeção neonatal de glicina aumentar a 

translocação desse coativador de transcrição para o núcleo em córtex cerebral 

está de acordo com a ausência de modificações redox mostrada no capítulo I, 

sugerindo que está ocorrendo uma resposta adaptativa desse tecido em reação 

à glicina (Oliveira e Goncalves 2009). É possível ainda que essas 

características intrínsecas do córtex cerebral possam ser reforçadas pelo pré-

tratamento com bezafibrato. Com isso, temos a perspectiva de que o 

bezafibrato poderia beneficiar pacientes afetados pela HNC.  

 Especificamente com relação ao estriado, essa estrutura se mostrou 

particularmente susceptível aos danos causados pela glicina, o que já foi 

evidenciado, por exemplo, na doença de Huntington. Nossa hipótese de 

trabalho é que a maior proporção de NMDAr expressando a subunidade NR2B 

nessa região contribua para esse fenômeno (Cowan e Raymond 2006), já que 

essa característica geralmente confere uma maior susceptibilidade à indução 

de excitotoxicidade mediada por glutamato (Zhang e Luo 2013), acrescido da já 

mencionada menor resistência das mitocôndrias estriatais a dano (Oliveira e 

Goncalves 2009).  
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Nossos achados ainda sugerem que os astrócitos sejam os pivôs do 

dano neurológico na HNC, já que indicam que a glicina induz uma gliose 

“disfuncional”, ou seja, que não é acompanhada por melhora da função 

astrocitária, como demonstrado pela medida da captação de [3H]glutamato, 

potencialmente permitindo acúmulo extracelular de glutamato e morte 

excitotóxica de neurônios. Considerando que o glutamato pode induzir lesões à 

mielina, inclusive no corpo caloso que é a área cerebral mais mielinizada 

(Zhang et al. 2013), que a glicina per se já pode causar hiperativação de 

NMDAr em oligodendrócitos (Pina-Crespo et al. 2010), e que houve diminuição 

tanto de proteínas estruturais da mielina como de NG2, marcador de OPCs, é 

possível que o dano à mielina causado pela glicina ocorra tanto por 

hipomielinização quanto por desmielinização com envolvimento do sistema 

glutamatérgico.  
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III.2 Conclusões 

 A glicina, metabólito acumulado na HNC, induz alterações em neurônios, 

astrócitos e em glia NG2, além de prejudicar a homeostase redox em cérebro 

de ratos. Observamos também importantes alterações na estrutura e 

composição da mielina, em especial no corpo caloso, estrutura 

caracteristicamente comprometida na HNC. Não surpreendentemente, todos 

esses efeitos parecem estar interligados, e nossos dados reforçam que isso 

seja mediado pela glicina, via NMDAr, provocando alterações bioquímicas a 

curto prazo, como nas vias de sinalização do Nrf2 e do PGC1α, que 

culminariam no dano cerebral observado a médio prazo no nosso modelo. 

Além disso, a alteração em PGC1α, somada aos efeitos do bezafibrato sobre 

os efeitos causados pela glicina, sugere esse composto como um potencial 

adjuvante no tratamento para HNC.  
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III.3 Perspectivas 

a) Avaliar, no modelo de HNC neonatal: o conteúdo citosólico de Keap1 

em córtex cerebral e estriado 5 dias após a injeção de glicina; a co-

localização da imunomarcação de GFAP e NG2 com bromo-

deoxiuridina (BrdU), um marcador de proliferação, em córtex 

cerebral, estriado e corpo caloso; o imunoconteúdo de glutamina 

sintetase em córtex cerebral e estriado e a imunomarcação para 

GFAP e O4 (marcador de oligodendrócito) em córtex cerebral, 

estriado e corpo caloso 14 dias após a injeção de glicina. 

b) Estudar os efeitos da glicina sobre parâmetros de estresse oxidativo 

e metabolismo energético e sobre vias de sinalização (Nrf2 e PGC1α) 

em culturas celulares de astrócitos e oligodendrócitos. 

c) Investigar o potencial efeito protetor do Infeprodil, um inibidor de 

NR2B, sobre os efeitos da glicina em mielina, astrócitos e neurônios 

14 dias após a injeção neonatal de glicina. 
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