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    Nossos resultados demonstram que a GLI aumentou significativamente a oxidação de DCFH (Fig. 1A) e os níveis de TBA-RS (Fig. 2A) em cerebelo de ratos, indicando que esse 

aminoácido induz oxidação lipídica a partir do aumento na produção de espécies reativas. A GLI também reduziu as concentrações de GSH (Fig. 3A), comprometendo as defesas 

antioxidantes não enzimáticas no cerebelo. Os antioxidantes melatonina (MEL) e trolox (TRO; análogo hidrossolúvel do α-tocoferol) preveniram o aumento das TBA-RS (Fig. 2B) e 

a diminuição do conteúdo de GSH (Fig. 3B) induzidos pela GLI, reforçando que os efeitos pró-oxidantes da GLI são mediados por espécies reativas. No entanto, a GLI não alterou 

produção mitocondrial de H2O2 (Fig. 1B), a formação de carbonilas, o conteúdo de sulfidrilas e as atividades da CAT e da SOD (Tabela 2). Além disso, a GLI não modificou as 

atividades dos complexos da CTE e da CK (Tabela 1). 

Considerando que o presente estudo mostra que a GLI aumenta a produção de espécies reativas, induz peroxidação lipídica e diminui as concentrações de GSH em cerebelo de 

ratos in vitro, os nossos dados indicam que este aminoácido induz o estresse oxidativo nesta região cerebral. Portanto, pode ser presumido que esse patomecanismo contribua, 

pelo menos em parte, para a disfunção cerebelar encontrado na HNC. 
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   A hiperglicinemia não-cetótica (HNC) é um erro inato do metabolismo de herança autossômica recessiva causado por um defeito no sistema de clivagem da glicina (GLI), 

levando ao acúmulo desse aminoácido nos tecidos e líquidos biológicos dos pacientes. O quadro clínico é caracterizado por espasmos, apneia, retardo mental, leucoencefalopatia 

e convulsões graves que podem levar à morte do paciente. Além disso, os indivíduos afetados também apresentam frequentemente atrofia e degeneração cerebelares.   

 

    Considerando que a fisiopatogenia do dano cerebelar encontrado em pacientes com HNC ainda não está esclarecida, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos in vitro 

da GLI sobre parâmetros de estresse oxidativo e metabolismo energético em cerebelo de ratos jovens.  

    Ratos Wistar de 30 dias de idade foram utilizados no presente estudo. Os animais foram mortos por decapitação, o cerebelo foi isolado e homogeneizado em tampão 

específico de cada técnica. Os parâmetros bioquímicos analisados foram: oxidação 2',7'- diclorofluorescina (DCFH) [1], produção mitocondrial de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

[2], níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) [3], concentrações de glutationa (GSH) [4], formação de carbonilas [5], conteúdo de sulfidrilas [6] e atividades 

das enzimas antioxidantes catalase (CAT) [7] e superóxido dismutase (SOD) [8]. Também foram determinados os seguintes parâmetros de metabolismo energético: atividades 

dos complexos da cadeia transportadora de elétrons (CTE) (I-III,II, II-III e IV) [9,10,11] e da enzima creatina quinase (CK) [12].  
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Fig.3 Efeito da glicina (GLI) sobre as concentrações de glutationa (GSH) em cerebelo de ratos (A). Em alguns 

experimentos, os sobrenadantes de cerebelo foram incubados na presença de GLI (5 mM) e melatonina (MEL, 1000 μM) 

ou trolox (TRO, 7,5 μM) (B). Os valores estão representados como média ± desvio padrão de cinco experimentos 

independentes (animais) e estão expressos como porcentagem do controle (Controles: concentrações de GSH [nmol.mg 

proteína-1]: (A) 12,2 ± 1,54; (B) 15,4 ± 5,18). Os grupos controle não continham os compostos testados no meio de 

incubação. ** P <0,01, comparado aos controles; #P <0,05, comparado a GLI 5 mM (ANOVA de uma via seguida do teste 

de Duncan) . 

Fig.2 Efeito da glicina (GLI) sobre os niveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) em cerebelo de ratos (A). Em alguns experimentos, os sobrenadantes de 

cerebelo foram incubados na presença de GLI (5 mM) e melatonina (MEL, 1000 mM), trolox (TRO, 7,5 μM) ou glutationa (GSH, 1000 μM) (b). Os valores estão  representados 

como média ± desvio padrão de quatro a seis experimentos independentes (animais) e estão expressos como porcentagem dos controles (Controles: TBA-RS [nmol.mg proteina-

1]:(A) 0,12 ± 0,01; (B) 1,52 ± 0,20 ). Os grupos controle não continham os compostos testados no meio de incubação. * P <0,05, ** P <0,01 em comparação com os controles, # P 

<0,05, comparado a GLY 5,0 mM (ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan) .  

Fig.1 Efeito da glicina (GLI) sobre a oxidação da 2',7'-diclorofluorescina (DCFH) (A) e sobre a produção de peróxido de hidrogênio (B) em cerebelo de ratos. Fatias de cerebelo 

foram incubadas na presença de GLI (1-5 mM) e a oxidação de DCFH foi medida em seguida. Os valores estão representados como média ± desvio padrão de quatro a cinco 

experimentos independentes (animais) e estão expressos como porcentagem do controle (Controle: oxidação da DCFH [pmol.g de tecido-1]: 275 ± 27,7). * P <0,05, comparado ao 

controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Duncan) (A). Para os experimentos de medida da produção de peróxido de hidrogênio, preparações mitocondriais de cerebelo 

(0,5 mg protein.mL-1), 2,5 mM de glutamato e 2,5 mM de malato (substratos), e 5 mM de GLI foram adicionados ao meio de incubação no início do ensaio. Antimicina A (AA) (0,1 

μg.mL-1) foi adicionada no final dos ensaios, como indicado na figura. Os traços são representativos de quatro experimentos independentes e estão expressos em unidades 

arbitrárias de fluorescência (UAF) (B). Para A e B, o grupo controle não continha a GLI no meio de incubação. 

Os valores estão representados como média ± desvio padrão de quatro a seis experimentos independentes (animais) e estão expressos como porcentagem do controle (atividade 

dos complexos: CI-III [nmol citocromo c reduzido.min−1.mg proteina−1]: Controle: 4,77 ± 1,31; CII [nmol DCIP reduzido.min−1.mg proteina−1]: Controle: 5,82 ± 0,39; CII-III [nmol 

citocromo c reduzido.min−1.mg proteina−1]: Controle: 8,47 ± 1,19; CIV [nmol citocromo c oxidado.min−1.mg proteina−1]: Controle: 81,8 ± 7,80; CK [nmol creatina.min−1.mg proteina−1]: 

Controle: 1,57 ± 0,24). Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos (ANOVA  de uma via). 

Os valores estão representados como média ± desvio padrão de quatro a seis experimentos independentes (animais) e 

estão expressos como porcentagem do controle (Formação de carbonilas [nmol.mg proteina-1]: Controle: 2,03 ± 0,40; 

Conteúdo total de sulfidrilas [nmol.mg proteina-1]: Controle: 32,2 ± 2,52; Atividade da CAT [U.mg proteina-1]: Controle: 4,10 ± 

0,37; Atividade da SOD [U.mg proteina-1]: Controle: 6,40 ± 0,52). Os grupos controle não continham o composto testado no 

meio de incubação. Nenhuma diferença significativa entre grupos foi observada (ANOVA de uma via). 
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