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Resumen

Numerosos compuestos naturales que poseen propiedades quimiopreventivas
0 quimioprotectoras son de importancia vital en el manejo de patologias con un
componente inflamatorio. Dichas propiedades suelen atribuirse a su actividad
antioxidante o antiinflamatoria. La glicina posee actividad quimioprotectora debido a
que reduce eficazmente los niveles séricos de citocinas proinflamatorias y aumenta
los niveles de citocinas antiinflamatorias en células 3T3-L1. Disminuye
significativamente el porcentaje de hemoglobina glicada (A1c), la sensibilidad a
estimulos proinflamatorios e incrementa la expresién de interleucina 10 (IL-10) en
monocitos. Una dieta suplementada con glicina disminuye el estrés oxidativo y
aumenta la actividad de enzimas antioxidantes en ratas sometidas a shock
hemorragico. Recientemente, se ha demostrado que la glicina disminuye la
expresion y secrecién de adipocinas proinflamatorias en ratones obesos inducidos
con glutamato monosédico (GMS/Ob).

Se ha postulado que estos efectos pueden ser explicados por una reduccion
en la activacion del factor nuclear kappa B (NF-xB). NF-xB es un factor de
transcripcion esencial para la respuesta inflamatoria. Hasegawa et al. (2011)
reportaron una reduccién de NF-kB por empleo de la glicina. En este sentido, la
presente investigacion se centrd en estudiar la influencia de la glicina sobre la via del
NF-kB en cultivos de fibroblastos diferenciados a adipocitos.

Para evaluar el efecto de la glicina en la activacion del NF-xB, sobre los
inhibidores de este factor de transcripcién (IkB’s), sus subunidades y la expresion de
adipocinas, las células fueron tratadas con TNF-[1 5 ng/mL durante 30 min (control
positivo) con glicina 10 mM (30 min, 1 hy 2 h), seguido de la adicion de 5 ng/mL de

TNF-[1 (30 min), o bien solo el pretratamiento con glicina 10 mM (30 min, 1 h, 2 h)



sin ningun otro estimulo. La glicina y el TNF-[] se disolvieron en DMEM. Las células
control fueron tratadas con el mismo volumen del disolvente. Las proteinas
nucleares y citosolicas fueron cuantificadas a través de ensayos de EMSA, Western
Blot y Oxy-Blot, mientras que la expresion de citocinas se midié por RT-PCR en
tiempo real.

Los resultados muestran que el pretratamiento con glicina interfiere con la
activacién de NF-kB, que es estimulada por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
1). La glicina sola estimula la activacion de NF-kB de una manera inusual, donde la
degradacion del inhibidor xB-[1 (IkB-[7) es mas importante que la de inhibidor kB-[’
(IkB-17). El pretratamiento durante 60 minutos con glicina, seguido por TNF-[1,
suprime la expresion de TNF-[] e interleucina 6 (IL-6). Sin embargo, el tratamiento
con glicina sin estimulacion de TNF-[], no modificé los niveles de expresién de
ninguna adipocina. Estos resultados apoyan la idea de que la glicina podria ser
utilizada en el tratamiento alternativo de la inflamacion cronica que se caracteriza por
una elevada produccién de citocinas proinflamatorias, que es una caracteristica de la

obesidad y otras comorbilidades.



Abstract

Many natural compounds that possess chemopreventive or chemoprotective
properties are of vital importance in the management of diseases with an
inflammatory component. These properties are attributed to its antioxidant or anti-
inflammatory activity. Glycine has chemoprotective activity because it strongly
reduces serum levels of proinflammatory cytokines and increased inflammatory
cytokine levels in 3T3-L1 cells. Significantly reduces the percentage of glycated
hemoglobin (A1c), proinflammatory stimuli sensitivity and increases the expression of
interleukin 10 (IL-10) in monocytes. A diet supplemented with glycine reduces
oxidative stress and increases antioxidant enzymes activity in rats subjected to
hemorrhagic shock. Recently, it was demonstrated that glycine reduces the
expression and secretion of proinflammatory adipokines in monosodium glutamate-
induced obese mice (MSG/Ob).

It has been postulated that these effects can be explained by a reduction in
the activation of nuclear factor kappa B (NF-xB). NF-xB is a transcription factor
essential for inflammatory response. Hasegawa et al. (2011) reported a reduction of
NF-xB by employing glycine. In this sense, this research focused on studying the
influence of glycine on the pathway of NF-xB in cultured fibroblasts differentiated into
adipocytes.

The effects of glycine in activation of NF-kB, on the inhibitors of this
transcription factor (IkB's) and its subunits, as well as in the expression of
adipokines, were evaluated in cells treated with TNF-[1 5 ng/mL during 30 min
(positive control), 10 mM glycine (30 min, 1 h and 2 h), followed by addition of TNF-[]
5 (ng/mL, 30 min), either alone or with pretreatment with 10 mM glycine (30 min, 1 h,

2 h) without further stimulation. Glycine and TNF-[1 were dissolved in DMEM. Control



cells were treated with the same volume of solvent. Nuclear and cytosolic proteins
were quantified by EMSA assays, Western blot and Oxy-blotting, whereas the
expression of cytokines was measured by RT-PCR in real time.

The results show that pretreatment with glycine interferes with activation of
NF-xB, that is stimulated by tumor necrosis factor alpha (TNF-[7). The glycine alone
stimulates the activation of NF-xB in an unusual way, where degradation kB-[]
inhibitor (IkB-[1) is more important than xB-[1 inhibitor (IxB-[1). Pretreatment with
glycine for 60 minutes, followed by TNF-[1, suppresses the expression of TNF-[1 and
Interleukin 6 (IL-6). However, treatment with glycine alone without stimulation of TNF-
1 did not change expression levels of any adipokine. These results support the idea
that the glycine may be used in alternative treatment of chronic inflammation that is
characterized by a high production of proinflammatory cytokines, which is a

characteristic of obesity and other comorbidities.



1.- Introduccién

El proceso inflamatorio se desarrolla como parte de los mecanismos de
defensa que tienen lugar en el organismo en respuesta a diferentes estimulos,
como: lesiones provocadas por traumatismos mecanicos, procesos isquémicos,
agentes patdégenos (virus, parasitos, bacterias), hasta la accion de diversos
productos quimicos. Sélo en los casos en que estos factores puedan ser eliminados
por la activacién de los sistemas de defensa del organismo, no se presentan
visiblemente las consecuencias de un proceso inflamatorio (Ali et al., 1997). Sin
embargo, cuando el organismo no es capaz de contrarrestar el proceso inflamatorio,
surge un estado de inflamacion crénico y de baja intensidad, el cual se ha asociado
con enfermedades metabdlicas del tipo de la obesidad, diabetes tipo 2 (DT2),
hipertension, dislipidemias, enfermedades cardiacas, etc. (Berg y Scherer, 2005; Lau
et al., 2005; Fantuzzi, 2005).

Existen diversos compuestos enddégenos que participan y regulan la
respuesta inflamatoria. Dentro de estas sustancias las mas estudiadas y las mas
importantes son las citocinas (Xing et al., 1999) y los radicales libres (Nathan y
Hibbs, 1993), entre otros.

Las citocinas se dividen en proinflamatorias y antiinflamatorias. El factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-[1) e interleucina 6 (IL-6), se encuentran dentro del grupo
de las citocinas que poseen propiedades proinflamatorias (Beutler, 1990), y pueden
ser inducidas en los procesos inflamatorios, atribuyéndose a estas citocinas un papel
protagdénico y determinante en el desarrollo de la reaccion inflamatoria (Vassalli,
1992). A pesar del importante papel que les ha sido atribuido al TNF-[1 e IL-6 en la

fisiopatologia de la reaccion inflamatoria, no son los unicos mediadores



responsables de este proceso, ya que no basta su simple inhibicion para lograr
revertir el desarrollo de un proceso inflamatorio (Brandtzaeg et al., 1991).

En este sentido, resulta de gran relevancia el papel que desempefnan los
factores de transcripcidon nuclear, que son los encargados de regular la sintesis de
mas de 50 genes involucrados en el proceso inflamatorio (Baeuerle, 1998). El factor
nuclear kappa B (NF-xB) es uno de los factores de transcripcion mas importantes

que esta regulando de manera directa al proceso inflamatorio.

1.1 Factor de transcripcion NF-xB

Existen diversas patologias en las cuales estd presente el proceso
inflamatorio. En ellas existe una desregulacion en la expresion de las citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias. La complejidad de este proceso puede atribuirse
a la induccién de la expresion de un vasto numero de proteinas con diversas
acciones que, en conjunto, inducen eventos moleculares y celulares que diferencian
al tejido normal del inflamado. La caracteristica principal que distingue a los genes
que son activados en las enfermedades inflamatorias es que su expresion puede ser
inducida por citocinas como el TNF-[1 e IL-6, entre otros agentes proinflamatorios. Al
interactuar con los receptores de la superficie celular, TNF-[J e IL-6 activan una
forma citoplasmatica del NF-kB (Baeuerle, 1998; Fox, 2000; Boone et al., 2002),
activando mas de 50 genes relacionados con la inflamacién (Baeuerle, 1998;
Hayden y Ghosh, 2004).

El NF-xB esta particularmente preparado para la defensa en aquellas
condiciones que atenten contra la vida (infecciones virales y bacterianas o estrés
fisico) y se encuentra en el citoplasma de casi todas las células (Baldwin, 1996;

Gloire et al., 2006).



En el tejido cronicamente inflamado, en el que los estimulos patogénicos
externos parecen estar ausentes, TNF-[1 e IL-6 actuan como inductores enddégenos
primarios de NF-xB. Cuando las células son expuestas a TNF-[], una cascada de
eventos conduce a la fosforilacién y subsecuente degradacion de sus inhibidores,
por lo que NF-kB es liberado para entrar en el nucleo, en donde activa la expresion
de genes (Baldwin, 1996). Estos complejos citoplasmaticos que son capaces de
efectuar una translocacion nuclear son conocidos como la familia de transcripcion
NF-kB/Rel. Esta incluye a NF-kB1 (p50/p105), NF-xB2 (p52/p100), p65 (RelA), RelB,
y c-Rel (Chen et al., 1999; Karin y Ben-Neriah, 2000). Muchos miembros de esta
familia (con excepcion de RelB) pueden "homodimerizarse" y también formar
heterodimeros entre ellos. La forma activada de NF-kB que mas prevalece es un
heterodimero que consiste en una subunidad p50 o p52 y una p65, la cual contiene
dominios de transactivacién necesarios para la induccion de genes (Baldwin, 1996;
Beinke y Ley, 2004).

La expresion de proteinas de NF-kB puede proveer especificidad por sitios y
eventos en respuesta a estimulos particulares. Las proteinas p50 y p65 desempefian
un papel fundamental en la produccion constitutiva de IL-6 en los fibroblastos
sinoviales en la artritis reumatoide (Miyazawa et al., 1998), mientras la activacion de
p65 por trombina regula la expresion de la molécula de adhesién intercelular 1
(ICAM-1) en células endoteliales (Rahman et al., 1999). Los heterodimeros p50 y
p65 estan intimamente involucrados en la activacion de genes proinflamatorios
inducida por interleucina 1 (IL-1) o TNF-[J en monocitos humanos, y estos efectos
son bloqueados por las citocinas antiinflamatorias IL-10 (Schottelius et al., 1999) y

adiponectina.



Estas diferencias, junto con multiples variaciones en los sitios de enlace
semejantes a NF-kB que interactuan con ciertos hetero y homodimeros de NF-«xB,
permiten a las células responder al ambiente externo en el tiempo adecuado y con
los genes estrictamente relacionados con ese estimulo (Baldwin, 2001).

El NF-xB existe en el citoplasma en una forma inactiva asociada a proteinas
reguladoras llamadas inhibidores de kB (IkB), de los cuales las mas importantes son
IkB-[1, IkB-[1, e IkB-[1 (Chen et al, 1999). La fosforilacion de kB, un paso
importante en la activacién de NF-xB, esta mediada por un complejo de proteinas
cinasas llamado IKK. El complejo IKK contiene al menos tres subunidades, que
incluyen las cinasas I|KK-[1 e IKK-[1 (también llamadas IKK-1 e IKK-2,
respectivamente) (Zandi et al., 1998) y la subunidad reguladora IKK-y (Saitoh et al.,
2002). La activacion de IKK inicia la fosforilacion de IkB-[1 en el extremo amino
terminal que contiene residuos de serina. IkB-[1 fosforilado es entonces
ubiquitinizado, lo que lo convierte en un blanco facil para la degradacién por el
proteosoma 26S (Chen et al., 1995). IkB-[] libera a NF-xB del complejo NF-xB—IxB
citoplasmatico y las proteinas NF-kBs se translocan al nucleo, donde se unen a
elementos especificos en las regiones promotoras de los genes diana, donde
activan a sus genes blanco. IKK también fosforila a 1kB-[1 e IkB-[1 (Baldwin, 2001;
Baeuerle y Henkel, 1994; Chen y Greene, 2004).

NF-xB es eficientemente activado en sitios de inflamacion en diversas
enfermedades y puede inducir la transcripcién de citocinas proinflamatorias, tales
como TNF-J, interleucina 1 beta (IL-1(7), IL-6, e interleucina 8 (IL-8), quimiocinas,
moléculas de adhesion, metaloproteinasas de la matriz (MMPs), ciclooxigenasa 2
(COX-2), etc. (Yamamoto y Gaynor, 2001; Karin y Ben-Neriah, 2000; Tak y Firestein,

2001). En la artritis reumatoide NF-kB es sobre-expresado, y su actividad puede
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aumentar el reclutamiento de células inflamatorias y la produccién de mediadores
proinflamatorios, tales como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-[], etc. (Han et al., 1998; Aupperle

et al., 1999).

1.2. Modulacién farmacolégica de los procesos inflamatorios

Como se ha expresado anteriormente, la inflamacion es un proceso
multicausal y multifactorial, por lo que el estudio de los agentes capaces de inhibir
este fendbmeno ha llevado al desarrollo de farmacos que actuan a diferentes niveles.

Los esteroides constituyen un grupo muy importante, ya que inhiben de
manera eficaz la inflamacién cualquiera que sea la causa, en un tiempo
relativamente breve, y actuan a través de la induccidn de la sintesis de proteinas,
como las lipocortinas, que a su vez, inhiben la actividad de la fosfolipasa A2 (FLA2),
por lo que se impide la liberacion de los mediadores proinflamatorios lipidicos.
También son capaces de inhibir la COX-2 por activacion de receptores
glucocorticoides citoplasmaticos los cuales pueden regular la transcripcion de dichas
enzimas. Ademas pueden inhibir la sintesis de citocinas (TNF-[1 e IL-1) asi como la
expresion de sus receptores. Estos agentes desempefian un papel importante como
anti-inflamatorios, por la capacidad que tienen para inhibir el reclutamiento de
leucocitos y monocitos-macréfagos asi como la produccion, por parte de las
citocinas, de sustancias quimiotacticas y otros factores que intervienen en el proceso
inflamatorio (Wozniacka y Sysa-Jedrzejowska, 2001).

También se ha descrito que esta familia de compuestos estimula la sintesis
del inhibidor del factor de transcripcion nuclear NF-xB por un mecanismo que
consiste en la capacidad de estos compuestos de inducir la expresion de 1kB-[1, para

aumentar la retencion citosolica de NF-kB. Sin embargo, otros mecanismos



involucran la represién de la ruta NF-xB mediada por los glucocorticoides. Por
ejemplo, la dexametasona puede reprimir la expresion de IL-6 y la transactivacion
dependiente de p65 en fibroblastos endoteliales de ratdn, sin variar los niveles de las
proteinas IkB o la actividad de NF-kB de union al acido desoxirribonucleico (ADN)
(Yamamoto y Gaynor 2001). No obstante su efecto antiinflamatorio potente, éstos
compuestos presentan numerosos efectos toxicos. Por ejemplo, insuficiencia renal
aguda, sindromes similares a la reactivacion de artritis reumatoide, hipertension
arterial, hiperglucemia etc. (Marks, 1992).

Se sabe que varias sustancias antioxidantes son capaces de suprimir o
prevenir los procesos inflamatorios mediante induccién o prolongacién de la vida
media de enzimas antioxidantes, como la superdxido dismutasa, la catalasa o la
glutation peroxidasa, o el secuestro de las especies reactivas de oxigeno
involucradas en el proceso, hechos que en su conjunto limitan la produccion de
radicales libres de oxigeno (Conner y Grisham, 1996).

Una fuente importante de productos con importancia farmacoldgica lo
constituyen los productos naturales, minerales y, en tal sentido, la busqueda de
principios activos o compuestos quimicos con posible efecto antiinflamatorio,
también ha estado dentro de las prioridades de quienes investigan en este campo
(Bremner y Heinrich, 2002).

Una gran variedad de sustancias naturales y sintéticas poseen actividad
quimiopreventiva o quimioprotectora. Esta actividad suele atribuirse a sus

propiedades antioxidantes o antiinflamatorias, como es el caso de la glicina.
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1.3 Glicina
1.3.1 Glicina y su efecto antiinflamatorio

La glicina es el mas simple de los aminoacidos, ligeramente toxico y no
esencial; como tal, es parte constitutiva de las proteinas. Ha sido bien caracterizada
en la médula espinal como un neurotransmisor inhibitorio que facilita el flujo de cloro
a través del receptor acoplado al canal de cloro dependiente de glicina como ligando
(GlyR), favoreciendo la hiperpolarizacién de la membrana plasmatica. Tiene efectos
similares inhibitorios en varios tipos celulares, incluyendo las células de Kupffer,
macrofagos alveolares, neutrdéfilos y linfocitos, disminuyendo su sensibilidad a los
estimulos proinflamatorios (Wheeler et al., 1999; Matilla et al., 2002). Bajo
condiciones fisiolégicas los niveles de glicina en humanos oscilan entre 200-400
pMmol/L (Zhong et al., 2003).

En estudios in vitro se ha corroborado la capacidad de la glicina para inhibir la
produccion de TNF-[1 y del anidon superdxido en macréfagos alveolares (Wheeler y
Thurman, 1999). Ademas de corroborar este efecto, Spittler y colaboradores
encontraron que la glicina suprime la expresion de IL-117 e incrementa la de IL-10 en
monocitos aislados, confirmando los efectos inmunosupresores de este aminoacido
(Spittler et al., 1999). En estudios realizados en animales de laboratorio la glicina ha
mostrado efectos antiinflamatorios potentes ante ciertos estimulos. Se demostré que
una dieta enriquecida con 5% de glicina disminuye las lesiones hepaticas y la
mortalidad en un modelo de choque endotdxico en ratas, a la vez que evita la
elevacion sérica de TNF-1 (Ikejima et al., 1996). En este mismo modelo se observé
que la administracion de 5% de glicina en la dieta durante 4 semanas disminuye la

inflamacién pulmonar neutrofilica, en comparacion con animales controles que
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consumieron 5% de caseina en su dieta (Wheeler et al., 2000). Ademas, otros
estudios en modelos animales han encontrado que la glicina protege al intestino, al
rindn y al pulmoén de la lesion por isquemia-reperfusion, que es un tipo de lesion
donde se considera que los neutrofilos desempenan un papel importante en la
produccion del dafo endotelial (Omasa et al., 2003; Lijima et al., 1997; Jaeschke y
Smith, 1997). También se han encontrado que la glicina disminuye el efecto
nefrotdéxico, la hipoxia y la produccion de radicales libres inducidos por la
ciclosporina A (Zhong et al., 1998).

No se sabe con exactitud como actua la glicina, pero se considera que los
efectos inhibitorios se llevan a cabo por medio de los mecanismos de sefalizacion
en células que expresan a su receptor. A nivel hepatico, en un modelo de sepsis en
ratas por ligadura y puncion del ciego, se encontré que la glicina (0.6 mmol/Kg),
administrada 1 h por via intravenosa conservo la funcién hepatica, probablemente al
disminuir un 80% la produccion de TNF-[], medida a las 5 horas. Ademas, la glicina
evito totalmente la mortalidad de los animales al dia 10, que en el grupo control era
del 50% (Yang et al., 2001). En modelos animales experimentales con asma, una
dieta suplementada con glicina disminuyé el estrés oxidativo, aumento la actividad
de enzimas antioxidantes y disminuy6 la expresion de NF-kB y de la sintasa del
oxido nitrico, ambos asociados con la inflamacién en esta enfermedad (Rahman y
MacNee, 2000). Curiosamente se ha reportado que la glicina y otros aminoacidos,
interfieren en la activacion de NF-xB mediada por TNF-[1 en la linea celular THP1

(Hasegawa et al., 2011; Hasegawa et al., 2012).

1.3.2 Uso de glicina en seres humanos
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En el ser humano la glicina se ha utilizado desde hace mas de 50 afios como
solucién de lavado en intervenciones quirurgicas (Nesbit y Glickman, 1948). Como
suplemento se administra en forma de polvo blanco de sabor ligeramente dulce,
facilmente soluble en agua. También ha sido utilizada en forma parenteral como
complemento de aminoacidos en la alimentacién parenteral total y como un
antiacido. En México, se ha empleado para el manejo adicional de la diabetes
mellitus debido a su capacidad para disminuir la glicacién no enzimatica de proteinas
(Carvajal et al., 1995). En este ultimo estudio, 38 pacientes adultos con diabetes
tomaron glicina durante un lapso variable (2 a 57 meses) a dosis de 20 g/dia disuelta
en liquidos, sin experimentar efectos adversos y obteniendo una disminucion de la
hemoglobina glicada.

En un estudio reciente se reportd el efecto de la glicina sobre la reestenosis
después de angioplastia coronaria; un total de 111 pacientes recibieron glicina por
via oral dos veces al dia durante 6 meses (Khan et al., 2006). Si bien la glicina no
modifico la proporcion de pacientes con reestenosis, tampoco se observaron efectos
adversos atribuibles a este aminoacido. Entre el afno 1996 y 1999 se estudiaron 33
pacientes con esquizofrenia resistentes a tratamiento, a quienes se les administré
glicina por via oral por 6 semanas a dosis de 0.8 g/Kg/dia. En este experimento se
observé una reduccion importante en los sintomas psiquiatricos y so6lo en 3
pacientes hubo nausea y vomito como posibles efectos adversos (Heresco-Levy et
al., 1999; Heresco-Levy et al., 1996).

En otro trabajo se estudié a un paciente de 8 afos de edad con diagndstico
de acidemia isovalérica, al cual le administraron glicina por via oral a dosis de 250
mg/Kg/dia, asociado a L-carnitina a dosis de 100 mg/Kg/dia, por un periodo de 21

dias (Fries et al., 1996). El tratamiento fue bien tolerado por el paciente y, como se
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esperaba, incrementd la excrecion urinaria del acido isovalérico. También se han
estudiado los efectos benéficos de la glicina (2 mg/Kg/dia por 7 dias) sobre la
memoria y atencion de 30 adolescentes y adultos jovenes. Los autores encontraron
una mejoria en la memoria y atencion, sin efectos adversos (File et al., 1999).

En un estudio aleatorizado doble ciego se utilizd la glicina en 200 pacientes
con menos de 6 horas de haber sufrido un evento isquémico cerebral (Gusev et al.,
2000). Se administro glicina o placebo (0.5 a 2 g/dia) sublingual por 5 dias. Los
resultados sugirieron que la glicina puede proteger contra la expansion del dafo
cerebral que generalmente se presenta después de una apoplejia, el efecto se
acompafio de una tendencia en la disminucion de la mortalidad a los 30 dias y
mejord significativamente la evolucion clinica. Se confirmé el perfil seguro de la
administracion de glicina, aunque como unico efecto secundario se observo ligera
sedaciéon en 9 pacientes. Debido a la capacidad de la glicina de prevenir la
activacion de las células de Kupffer y la lesidn por isquemia-reperfusion, algunos
investigadores llevaron a cabo un estudio clinico controlado y multicéntrico para
investigar los efectos hepatoprotectores de este aminoacido (Luntz et al., 2005).
Este grupo de trabajo afirma que los estudios experimentales y clinicos han
demostrado que la glicina es segura para su uso en pacientes.

Basados en todos los hallazgos in vitro e in vivo, tanto en animales como en
humanos, se propone a la glicina para el tratamiento de multiples enfermedades
inflamatorias en el humano. Dentro las enfermedades respiratorias se establece que
hay suficiente evidencia para probar su utilidad en sindrome de dificultad respiratoria
del adulto y asma (Wheeler et al., 1999). En un estudio de casos y controles
realizado en 89 adultos asmaticos y 89 controles se encontré que el tratamiento con

glicina incrementa la concentracidon plasmatica de este aminoacido y se asocio con
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menor riesgo de presentar asma (Fogarty et al., 2004). Los autores de este estudio
apoyan un posible papel protector de la glicina al formar parte del glutation, una
molécula que regula el estado de oxidacién intracelular y que puede ser importante
en la patogénesis del asma, también debido a que en modelos experimentales con
suplemento de glicina en la dieta se disminuye el estrés oxidativo, aumenta la
actividad de enzimas antioxidantes, disminuye la expresion de NF-kB y de la sintasa
del oxido nitrico, estos ultimos asociados con la inflamacion en asma (Rahman y
MacNee, 2000).

Estos estudios y muchos otros mas realizados en humanos y animales no han
reportado efectos nocivos por el empleo de glicina (Carvajal et al., 1995; Khan et al.,
2006; File et al., 1999), sélo con efectos adversos leves, como malestar abdominal,
nausea y vomito, que desaparecen al suspender su administracion (Heresco-Levy et
al., 1999; Heresco-Levy et al., 1996). Estos trabajos documentan el beneficio que
tiene el empleo de la glicina, tanto en modelos celulares como animales, pero aun no
se sabe con exactitud cual es el mecanismo de accién de la glicina a nivel celular.

Para entender los mecanismos biolégicos de la accion de la glicina se han
realizado experimentos con cultivos de lineas celulares secretoras de insulina. La
presencia de este aminoacido induce ligeros incrementos en la secrecion de insulina
que puede estar relacionado con la funciéon de los canales de K* dependientes de
ATP y/o canales de Ca**dependientes de voltaje (Mc Clenaghan et al., 1996). De
manera general, el efecto promovido por la glicina en procesos proinflamatorios y de
estrés se considera benéfico. En células del sistema inmune, células de Kupffer y de
origen endotelial, el tratamiento con glicina inhibe la produccion de TNF-[1 e induce
la respuesta antinflamatoria por la expresion de IL-10. El efecto de la glicina para

modular estos procesos se relaciona con canales de glicina dependientes de cloro a

15



los cuales se une y provoca hiperpolarizacion de la membrana, regulando la entrada
de calcio (Yamashima et al., 2001; Zhong et al., 2003).

Por todo lo anterior, y considerando que los pacientes con obesidad cursan
con un proceso inflamatorio crénico de bajo grado de intensidad y que la glicina tiene
efectos antiinflamatorios, sin efectos adversos graves, se propone el siguiente
estudio para evaluar la capacidad de este aminoacido para disminuir el proceso
inflamatorio relacionado con la activacion de NF-xB.

Dado que a la glicina se le ha atribuido gran variedad de efectos benéficos, el
objetivo de la presente investigacidén fue determinar las rutas de accién de la glicina,
sobre la via del NF-xB, un factor de transcripcion determinante en la respuesta
inflamatoria. Aunque previamente demostramos que la glicina puede ser util como
complemento en el tratamiento de diversos trastornos inflamatorios, como la
obesidad y DT2, resulta de suma importancia conocer los mecanismos celulares por

los cuales este aminoacido ejerce su accion antiinflamatoria.
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2.- Antecedentes

Estudios realizados en la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa, en colaboracion con el Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional Siglo XXI del IMSS y de la Unidad de Bioquimica, del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, se han encontrado resultados
interesantes sobre el uso de la glicina. Recientemente se demostré que la glicina
tiene efectos en el paciente con DT2. Los pacientes tratados con glicina presentan
una disminucion significativa en el porcentaje de A1c (de 8.3 a 6.9 al final del
tratamiento), disminuciéon en los niveles séricos de citocinas proinflamatorias e
incremento en los niveles de interferon gamma (IFN-y) (Cruz et al., 2008).

En otro trabajo se encontré que el tratamiento con glicina provoca disminucién
en los niveles de expresion del RNAm de IL-6, TNF-[1 y resistina, en adipocitos de
ratdbn de la linea celular 3T3-L1. Ademas, la glicina aumenta la produccién de
adiponectina, citocina que es considerada como antiinflamatoria y capaz de revertir
la resistencia a la insulina y es secretada exclusivamente por el adipocito (Garcia-
Macedo et al., 2008).

En ratones GMS/Ob (obesos) se encontrdé que la glicina suprime la expresién
de TNF-[1 e IL-6 en el tejido adiposo y redujo significativamente los niveles de
proteina plasmaticas de IL-6, resistina y leptina (Alarcon-Aguilar et al., 2008). Los
resultados sugieren que la glicina mejora el perfil inflamatorio in vivo a través de la

activacion de PPAR-y.
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3.- Justificacién

Muchas patologias metabdlicas, incluyendo la obesidad y la DT2, cursan con
un proceso inflamatorio que genera desregulacion en los adipocitos, produciendo
altos niveles de citocinas proinflamatorias y bajos de antiinflamatorias. Una de las
alternativas para tratar de mejorar el perfil inflamatorio, es el empleo de la glicina,
aminoacido considerado como un nutriente antioxidante protector celular.

Es importante por lo tanto conocer si el mecanismo por el cual la glicina
mejora el perfil inflamatorio es a través del NF-xB, el cual estd implicado en la
expresion de citotocinas proinflamatorias. Si la glicina mejora el perfil inflamatorio es
probable que esto sea el resultado, al menos en parte, de la inactivacion de este
factor nuclear. Si se comprueba la inactivacion del NF-xB por empleo de la glicina en
las lineas celulares 3T3-L1, entonces estos datos apoyarian la idea de que este
aminoacido puede ser utilizado como tratamiento de los pacientes con resistencia a
la insulina, obesidad y DT2, evitando la presencia de multiples complicaciones como
las mostradas por los medicamentos ya existentes.

Los resultados obtenidos contribuiran al conocimiento del proceso inflamatorio
y proporcionaran el fundamento para considerar a la glicina como una alternativa

para el tratamiento de dichas patologias.
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4.- Hipotesis
Si la glicina disminuye el perfil inflamatorio, debe modificar la activacién del

NF-xB inducida por TNF-[] en células 3T3-L1.
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5.- Objetivos
5.1.- Objetivo general
Demostrar la participacion de la glicina en la activacién del NF-kB inducida por TNF-

[1 en células 3T3-L1.

5.2.- Objetivos particulares
Determinar en células 3T3-L1 si la glicina afecta:
* La actividad de NF-«B.
* Las concentraciones citosodlicas de su inhibidor ([, [Ty [1).
* Las concentraciones de los dimeros que componen al NF-xB.
* La expresién de los RNAm de IL-6, TNF-[1 y adiponectina.

* La oxidacion de proteinas.
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6.- Diseno experimental
6.1.- Cultivos celulares

Los fibroblastos 3T3-L1, una linea celular de preadipocitos comprometida a
diferenciarse a adipocitos y derivada de células embrionarias de ratén (Green y
Meuth, 1974; Green y Kehinde, 1975), se sembraron y se cultivaron en cajas de
Petri (5 X 10° células por caja Petri de 10 cm de diametro) que contenian 6 ml de
medio completo DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), suplementado con
25 mM de glucosa, piruvato de sodio 1 mM, glutamina 2 mM, aminoacidos no
esenciales 0.1 mM, gentamicina 10 ug/ml y 10% de suero fetal bovino (SFB). El
cultivo se mantuvo a 37°C en atmésfera de CO; al 5% y el medio se cambié cada
tercer dia. Dos dias después de alcanzar la confluencia (dia 0), la diferenciacién de
fibroblastos a adipocitos fue inducida con metilhidroxibutilxantina (MIX, 0.5 mM),
dexametasona (DX, 0.25 uM) e insulina (0.8 yM) en DMEM con 10% de suero fetal
bovino. Al segundo dia se cambid el medio adicionado con insulina (0.8 pM), sin MIX
ni DX y se mantuvo por dos dias mas. A partir del cuarto dia, el medio se remplazé
cada dos dias con DMEM sin insulina y con 10% de SFB. Las células fueron usadas
para experimentacion el dia 8 de diferenciacion; en este dia, mas del 95% de las
células expresaron el fenotipo de adipocitos, presentando una forma circular-oval
con depdsitos de grasa en forma de pequefias vacuolas (Garcia-Macedo et al.,

2008; Fasshauer et al., 2001).

6.1.2- Preparacion de los extractos citosélicos y nucleares de fibroblastos 3T3-

L1 diferenciadas a adipocitos.
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Para evaluar el efecto de la glicina en la actividad del NF-xB, los inhibidores
de este factor de transcripcion (IkB’s) y la expresion de adipocinas, las células fueron
tratadas con TNF-[1 5 ng/mL durante 30 min (control positivo) con glicina 10 mM (30
min, 1 h'y 2 h), seguido de la adicién de 5 ng/mL de TNF-[1 (30 min), o bien sélo el
pretratamiento con glicina 10 mM (30 min, 1 h, 2 h) sin ningun otro estimulo. La
glicina y el TNF-[1] se disolvieron en DMEM. Las células control fueron tratadas con
el mismo volumen del disolvente.

La obtencién de extractos proteinicos se realiz6 como se describid
originalmente (Dignam et al., 1983) con pequefias modificaciones (Debaibo et al.,
1993; Lopez-Bojorquez et al., 2004; Estrada-Bernal et al., 2003). Al final de los
tratamientos, las células se lavaron con 10 ml de PBS a 4°C y se colocaron en 1 ml
de esta misma solucién salina, raspando con espatula de plastico y transfiriendo las
células a tubos Eppendorf de 1.5 ml para su centrifugacién durante 5 min a 800 x g.
Luego de retirar cuidadosamente la mayor cantidad posible de sobrenadante, el
botdn con las células fue congelado rapidamente sumergiendo la punta del tubo en
un bafio de hielo seco y etanol (5-10 seg). Posteriormente la muestra se descongeld
en un bafo de hielo (4°C), con la adicién de 100 pl de solucidon hipotdnica (Hepes 10
mM a pH 7.9, KCI 10 mM, MgCl, 1.5 mM, ditiotreitol 1 mM) para promover la lisis de
todas las células por choque osmatico. Los nucleos fueron centrifugados a 800 x g
durante 10 min a 4°C. El sobrenadante fue retirado cuidadosamente para el analisis
de los I1kB’s en el citoplasma. El botéon de nucleos se resuspendié en 20 pl de un
amortiguador salino hiperténico (Hepes 20 mM a un pH 7.9, NaCl 400 mM, MgCl; 1.5
mM, glicerol al 25% v/v, EDTA 0.2 mM, ditiotreitol 1 mM, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 0.5 mM) para promover el intercambio i6nico de las proteinas

unidas electrostaticamente al DNA. La muestra se incubd con agitacién suave
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durante 30 min a 4°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, los nucleos fueron
centrifugados durante 20 min a 14000 x g a 4°C. Los sobrenadantes con los
extractos de proteinas nucleares fueron colectados en tubos Eppendorf de 0.6 ml.
Los extractos se diluyeron 1:1 con el amortiguador salino (Hepes 20 mM a un pH
7.9, KCI 50 mM, glicerol al 20% v/v, EDTA 0.2 mM, ditiotreitol 1 mM, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 0.5 mM). Los extractos nucleares y citosolicos se mantuvieron en
congelacién (-70°C) hasta realizar los ensayos. Los experimentos se realizaron por

triplicado para cada tratamiento.

6.1.3.- Cuantificacion de proteina nuclear y citosélica

Para cuantificar el contenido proteinico de los extractos nucleares vy
citosdlicos se utilizd el método de Bradford. Este se basa en la formacién de un
complejo entre las proteinas y el colorante Azul Brillante G, lo que provoca un

cambio en la absorbancia del colorante de 465 a 595 nm (Sigma).

6.1.4.- Ensayo de retardo de movilidad electroforética (EMSA)

Previamente, se marcé radiactivamente un oligonucleétido de doble cadena
con 21 pares de bases que contenia 10 bases de la secuencia consenso para el sitio
de union de NF-«xB (5 '-AGT-TGA-GGG-GAC-TTT-CCC-AGG-3 ', Santa Cruz) con
*2P-ATP (NEN, 6000 Ci /mmol) empleando a la cinasa T4 (Boehringer Manheim)
para catalizar la reaccion. Se incubaron 0.5 (1l de la enzima con 1 [l del
oligonucledtido y 0.5 (1l del **P-ATP junto con 1 [l de la solucién amortiguadora
concentrada 10X y 7 [l de agua en un tubo Eppendorf de 1.5 ml a 37°C durante 30

min. La reaccién se detuvo calentando a 65°C durante 15 min. Se agregaron 30 [
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de TBE 1X y la muestra se conservo en congelacion hasta realizar el ensayo de
retardo.

EMSA. Este procedimiento se realiz6 como se describié originalmente (Nabel
y Baltimore, 1987; Ghosh y Baltimore, 1990) con pequefas modificaciones (Lopez-
Bojérquez et al., 2004; Estrada-Bernal et al., 2003). Se preparé un gel no-
desnaturalizante de acrilamida al 7.5% y se precorrié a 80 volts durante 1 h. La
union entre la sonda premarcada y el factor NF-kB presente en los extractos
nucleares se determiné mezclando proteina nuclear 10 (g, poli dI/dC 1 [1g, pd (N)s
1 [1g y albumina sérica bovina 10 (g, mas la cantidad correspondiente de H,O para
tener un volumen final de 20 [1l. La incubacion se realizé en solucidon amortiguadora
HDKE (Hepes 20 mM a pH 7.9, KCI 50 mM, EDTA 1 mM vy ditiotreitol 5 mM). La
sonda marcada (10-50,000 cpm) se adiciond al final para iniciar la reaccion de union.
Después de 10 min a temperatura ambiente se terminé la reaccion adicionando 6 [l
de una solucion de ficol al 15% complementada con colorantes para electroforesis.
Las mezclas de reaccion se corrieron en el gel con buffer TBE 1X a 200 V. Una vez
terminada la corrida, el gel se sec6é después de envolverlo en papel celofan dulce
para secarlo (Gel Dryer Model 583, BIO-RAD) a 90°C bajo vacio (HydroTech™
Vacuum Pump, BIO-RAD) durante 1.5 h. El gel seco se colocé en un “cassette” de
auto-radiografia Phosphorimager (Molecular Dynamics/GE) durante toda una noche
y la imagen se reveld en un equipo Thyphon 9400 (Molecular Dynamics/GE). Para
identificar las diferentes subunidades de NF-kB se realizé el procedimiento ya
mencionado, incubando los extractos proteinicos nucleares con 1 [ig de los
anticuerpos contra p50 y p65 (Sta. Cruz, Sta. Cruz, Ca) durante 30 min después de

la adicién de las sondas kB. Las imagenes se analizaron por densitometria.
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6.1.5.- Western Blot

Para cada ensayo se utlizaron 30 (g de los extractos de proteinas
citoplasmaticas en “buffer” de muestra (Tris-HCI 125 mM, pH 6.8, SDS 1% v/p,
glicerol 10% v/v, azul de bromofenol 0.1%, 2-mercaptoetanol 2% v/v) se incubaron a
90°C por 5 min. Las muestras se separaron en geles de poliacrilamida al 12% con
SDS y se transfiieron a una membrana de Hybond-ECL (Amersham,
Buckinghamshire, UK) 80 Volts 2 h. Las membranas se incubaron con anticuerpos
primarios de ratén anti-lkB-11 (C-21), IkB-1 (C-20), IkB-[1 (M-121) (Sta. Cruz, Sta.
Cruz, Ca) diluidos 1:1000 en TBS por 2 h a temperatura ambiente. Después del
lavado, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo secundario de anticabra
acoplado a peroxidasa (Pierce, Rockford). Las sefales generadas por
quimioluminiscencia se detectaron utilizando el sistema de “Super-Signal” (Pierce,
Rockford, 1), exponiendo una pelicula autoradiografica (Kodak) a la membrana
tratada con el sistema “Super-Signal”. Las sefales de las manchas se cuantificaron

por densitometria.

6.1.6.- Extraccion del RNA de los adipocitos y cuantificaciéon de la expresiéon de
los RNA’s mensajeros por RT-PCR

Se aislo el RNA de las células tratadas mediante el uso de TriPure, un
reactivo de aislamiento (Invitrogen) (Chomczynski y Sacchi, 1987). Para determinar
la pureza del RNA se midié la absorbancia a 260 y 280 nm para cada muestra. Para
confirmar la integridad del RNA se corrié en un gel de agarosa al 1%, tefido con

bromuro de etidio. El gel se visualiz6 en un analizador de imagenes (BioRad,
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EE.UU.). La transcripcion en reversa (RT), para sintetizar DNA complementario
(cDNA) a partir de RNA, se realizé mediante la reaccion catalizada por la enzima
transcriptasa reversa del kit ImProm Il (Promega) a partir de 2 ['g de RNA total. Se
utilizé un volumen total de 20 [l de reaccion, la cual se incubd en el termociclador
de Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700, con el siguiente programa de
ciclos: 25°C por 5 min, seguido por la extensién a 42°C por 55 min y, por ultimo, se
detuvo la reaccion inactivando la enzima por calentamiento a 70°C por 15 min y
enfriando a 4°C por 5 min.

El cDNA se amplific6 mediante la enzima DNA polimerasa del kit de “DNA
master plus SYBR Green 1” para las adipocinas: TNF-[], IL-6, adiponectina y como
gen de normalizacién se utilizé la proteina ribosomal 36B4 (Tabla 1). El proceso se
llevé a cabo empleando la tecnologia SYBR Green con el equipo LightCycler 2.0
(Roche Molecular Biochemicals Mannheim Germany), que mide continuamente la
amplificacion de productos de PCR en cada ciclo, usando iniciadores normales de
PCR vy el fluorocromo SYBR Green que se intercala en el surco menor de las hebras
de doble cadena de DNA, emitiendo fluorescencia. La mezcla de reaccion con un
volumen final de 10 [l contenia 0.5 mM de oligonucle6tidos mencionados
previamente y la mezcla de reaccidbn 1X que contiene la enzima Fast Start,
amortiguador para PCR, SYBR Green y MgCl, 3.5 mM.

Las muestras se amplificaron en el equipo LightCycler 2.0 de Roche utilizando
capilares de borosilicato de 20 ul. Se siguié un programa de amplificacion para
SYBR Green con un primer segmento de 10 min a 95°C para la preincubacion de la
enzima, un segundo segmento de amplificacién constituido por 35 ¢ 40 ciclos y cada
ciclo constituido por una desnaturalizaciéon de 95°C por seg a una rampa térmica de

20°C por seg; un alineamiento a 61°C por 7 seg a una rampa térmica de 20°C por
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seg; una amplificacién a 72°C por 10 seg a una rampa térmica de 20°C por seg. La
adquisicién de la fluorescencia se realizé de manera sencilla al terminar este ciclo de
PCR.

Se realizd un programa para el analisis de temperatura de fusion (“melting”)
para verificar la amplificacion especifica, que consiste en el seguimiento de la
desnaturalizacion lenta del producto final de amplificacion, donde se obtuvo el punto
en el que la pérdida de la fluorescencia refleja la Tm del producto especifico de
amplificacion. El programa consistié de una desnaturalizacién a 95°C con una rampa
térmica de 20°C por seg, un realineamiento a 65°C durante 15 seg, a una rampa
térmica de 20°C por seg; y por ultimo, una desnaturalizacién lenta hasta 95°C a una
rampa térmica de 0.1°C por seg y se cuantificd la fluorescencia de manera continua
(Fasshauer et al., 2003 a,b).

Posteriormente se verifico la integridad de los productos de PCR mediante el
corrimiento de los productos de amplificacion por electroforesis en geles de agarosa
al 2%, tenidos con bromuro de etidio.

Tabla 1. Primers de las adipocinas. Como gen de normalizacién se empled

una proteina ribosomal (36B4).

TNF-a F5°-AAGGACAAGGCCGTTCTCT-3"
R5-TATGGGTAGTTGCAGTCAGTTGG-3°
IL-6 F5°-AAGGACAAGGCCGTTCTCT-3"

R5-TATGGGTAGTTGCAGTCAGTTGG-3’
Adiponectina F5-AAGGACAAGGCCGTTCTCT-3"

R5- ACTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’
36B4 F5-TTCCATCCAGTTGCCTTCTT-3"

R5-CAGAATTGCCATTGCACAAC-3’
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6.1.7.- Oxidacioén de proteinas (Oxi-Blot)

Para cada ensayo se utilizaron 20 pg de los extractos de proteinas nuclear.
Las proteinas de las muestras se derivatizaron con DNPH (2,4-Dinitrofenilhidrazina)
en un solucion que contenia SDS al 6%, DNPH 10 mM disuelto en 10% de TFA
(acido trifluoroacético). La reaccion se incubé durante 10 min a temperatura
ambiente y se detuvo por neutralizacion con Tris base 2 M y glicerol al 30%. Las
muestras se prepararon en la ausencia de DNPH como control. Se corrieron las
muestras en un gel de poliacrilamida con SDS al 10% a 4°C. Se transfirié el gel a
una membrana de PVDF toda la noche a 30-40 volts. Posteriormente las
membranas se bloquearon en TBS-Tween con 5% de leche durante 1 h. Las
membranas se incubaron 1 h a temperatura ambiente en agitacion constante con el
anticuerpo primario (anti-DNPH 1:200). Las membranas se lavaron tres veces
durante 10 min y posteriormente se incubaron durante 1 h con el anticuerpo
secundario (anti-a-lgG de ratén peroxidasa 1:10000). Las membranas se lavaron
tres veces durante 10 min. Después de los lavados, a las membranas se les
adiciond el sustrato quimioluminicente (Kit SuperSignal). Las membranas fueron
expuestas en un fotodocumentador (Kodak). Las manchas se analizaron por

densitometria.

6.1.8.- Analisis estadistico

Los ensayos de EMSA, Western blot y Oxy-blot que se muestran en este
trabajo son los resultados representativos (densitometria) de al menos 3
experimentos independientes realizados en cultivos de fibroblastos diferenciados a

adipocitos. Los valores de expresion se muestran como media + S.E.M. Se utilizd
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ANOVA para determinar si hay diferencias entre los grupos, complementado con
una prueba de Tukey-Kramer. El analisis estadistico se realizé con el software

NCSS 2000. Una P<0.05 fue aceptada como estadisticamente significativa.

7.- Resultados

Se utilizé el aminoéacido glicina ya que previamente hemos documentado su
efecto antiinflamatorio al inhibir la expresién de los genes proinflamatorios.
Decidimos evaluar su efecto a nivel intracelular, midiendo posibles alteraciones en la
activacion de NF-kB, dado que este es el factor de transcripcién principal con el que

se inicia la respuesta inflamatoria.

7.1.- La glicina disminuye la translocacién de NF-xB al nucleo

Para investigar si la glicina puede modular la activacién de NF-kB inducida por
TNF-[1 en adipocitos diferenciados 3T3-L1, las células fueron incubadas con 10 mM
de glicina durante 30 min antes de la estimulacion con TNF-[1. Esta concentracion
reportado por Garcia et al. (2008) mostré cambios significativos en el perfil
inflamatorio y sin efectos adversos aparentes.

Los resultados del ensayo de retardo de movilidad electroforética para evaluar
la actividad de unién de NF-xB al DNA bajo diferentes condiciones experimentales
se muestran en la Figura 1. En respuesta a TNF-[] la sefial de NF-kB aumentd en un
100%. Con media hora de pretratamiento con glicina, la activacion del factor de
transcripcion disminuye 32%, a diferencia del pretratamiento por 1 h, donde el nivel
de activacion de NF-xB es menor (50% menos), comparado con el nivel basal de
los controles. Este efecto desaparece a las 2 h. Para corroborar que el complejo

observado correspondié a NF-kB se empled un exceso de competidor en frio y una
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sonda mutada. Esto sugiere que el complejo es, en efecto NF-xB. La identidad de
este complejo fue confirmada en la Figura 5 cuando los anticuerpos contra las
subunidades p65 y p50 retrasan la sefial del complejo NF-kB.

A) N

o —_ - - e —

NF-kB —> d W

ns —

Oligo __,
Libre
B)
50
S 407
ke
€ 304
©
(3}
S
@ 20
[]
z
o 10
Glicina (min) 0" 30°30°60" 120" 30°60°120°
Glicina 10 mM T T T e
TNF-[1 5 ng/ml (30 min) . N 2T
Competidor frio e O T
Oligo Mutado e T

Figura 1. Efectos de la glicina (10 mM) sobre la activacién de NF-xB inducido por
TNF-1 (5 ng/mL) en adipocitos diferenciados de células 3T3-L1. A) Los cultivos
fueron tratados con TNF-[ solo o después de una preincubacion de 30 min, 1 hy 2
h con glicina. Un tercer grupo se traté solo con glicina en los mismos tiempos. Los
extractos nucleares para cada condicidbn se analizaron mediante EMSA. B) El

histograma muestra media + S.E.M. de tres experimentos independientes. El
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asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa con respecto al TNF-
sin glicina. *P< 0.05.

Es evidente que el pretratamiento con glicina (30 min y 1 h) disminuyé la
activacién de NF-xB dependiente de TNF-[1. Sin embargo, esta caida no se observa
con el simple pretratamiento con glicina (sexto, séptimo y octavo carril de la Figura
1), donde se muestra un patrén similar a los carriles tratados con glicina mas TNF-[1.
Resulté interesante, por lo tanto, entender el efecto de la glicina a diferentes tiempos

con la aparente activacion de NF-xB.

7.2.- Senalizacion de lkB-a por glicinay TNF-a

Con el fin de establecer si el efecto inhibidor de la glicina en la activacion de
NF-xB dependiente de TNF-[1 se produce a través de la via candnica, el contenido
citoplasmico del inhibidor IkB-[1 se determin6 por western blot (Figura 2A).

De acuerdo con los resultados de la Figura 1, donde TNF-[1 aumenté la
actividad de NF-xB, el contenido citoplasmico de IkB-[1 se redujo en un 76% en las
células tratadas con TNF-[1. Cuando las células fueron pretratadas con glicina antes
de la exposicion a TNF-[] durante 30 min |IkB-[7 se redujo sélo 61%. Con la adiciéon
de glicina por 1 h previa a la adicion TNF-[], los niveles del inhibidor lxB-’
incrementaron; el pretratamiento con glicina por 2 h mantuvo el mismo incremento
de IkB-[1. Lo que indica que la glicina disminuye la actividad de NF-kB,
aparentemente incrementando los niveles de IkB-[1, en células 3T3-L1 tratadas con
TNF-[7.

Al tratar las células con glicina sin estimulo de TNF-[1 se observdé un
comportamiento totalmente distinto, ya que el IkB-[] incrementé con el paso del

tiempo de tratamiento y esto curiosamente no equipara lo observado en la activacién
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de NF-kB por el pretratamiento con glicina (Figura 1). En todos los casos se utilizé
‘J-actina para normalizar.

Estos resultados indican que la glicina disminuye la actividad de NF-xB al
interferir con la degradacién de IkB-[1 dependiente de TNF-[1 en los adipocitos
diferenciados 3T3-L1. Curiosamente, la glicina sola provocé una disminucion del
contenido de IkB-[1 de 26%, o sea, inferior a la provocada por TNF-[1 (76%) (Figura
2B). Estos cambios en |kB-[1 no corresponden con el aumento de NF-xB en la

Figura 1 y sugieren que la glicina activa a NF-xB con una degradacion parcial de

IkB-1.
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Figura 2. Efecto de la glicina (10 mM) en el contenido de IkB-[1 en adipocitos

diferenciados 3T3-L1. A) Las células fueron tratadas como se describe en la Figura
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1. Los extractos citosodlicos se analizaron mediante western blot como se describe en
los materiales y métodos. B) El histograma muestra la media + S.E.M. de tres
experimentos independientes. El asterisco indica una diferencia estadisticamente
significativa con respecto al control. *P< 0.05.

7.3.- La glicina promueve la translocacion de NF-xB al nucleo en células 3T3-
L1

Para evaluar el efecto de la glicina sobre la actividad nuclear de NF-«kB, se
realizé un tratamiento en un curso de tiempo en adipocitos con TNF-[1 y glicina.
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Figura 3. Efecto de TNF-[1 y glicina en la activacién de NF-xB en adipocitos
diferenciados 3T3-L1. Las células fueron tratadas con: A) TNF-[1 por 15, 30 min, 1y
2 h; B) glicina en los mismos intervalos de tiempo. Los extractos nucleares fueron
analizados por EMSA. C) El histograma muestra la media + S.E.M. de tres
experimentos independientes.

Como se informé anteriormente, el TNF-[] induce un desplazamiento rapido y
transitorio de NF-kB al nucleo. El pico maximo se alcanzé después de 30 min y
volvié a los niveles basales a las 2 h después del tratamiento (Figura 3A). En
contraste, la respuesta de NF-kB en células tratadas con glicina, se mantuvo durante
todos los tiempos (Figura 3B). Este comportamiento también se observa en la Figura

1 con el tratamiento de glicina sin estimulo de TNF-[7.

7.4.- Glicina y TNF-a difieren en su patréon de degradacion de lkBs

Con el fin de caracterizar el mecanismo de accién de la glicina sobre el
complejo de proteinas asociada a NF-kB en adipocitos diferenciados 3T3-L1, se
estudio el destino de las tres diferentes isoformas de I-xB (IxB-[1, IkB-[1 e IkB-[1) en
un curso de tiempo de 15, 30 min, 1 y 2 h con TNF-[1 (Figura 4A) o glicina (Figura
4B).

La Figura 4A muestra una degradacion rapida de IkB-[], que alcanza su nivel
minimo después de 30 min y es seguida por una recuperacion a las 2 h después de
la estimulacion con TNF-[1. En contraste, cuando se analizaron los cambios en IkB-
1, se observd una degradacién continua y significativa que iban desde -37 hasta -
80% después de 15 min y 2 h respectivamente. El contenido de IkB-[1 no se
modificé por TNF-[1 en cualquiera de los puntos de tiempo analizados. La Figura 4B
muestra las tasas de degradacion de los tres inhibidores estimulados con glicina.

Los resultados muestran que el tratamiento con glicina reduce el contenido
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citoplasmico de IkB-[1 en un 10% a los 15 min y un 28% después de 30 min.

Después de 1y 2 h los niveles IkB-[1 disminuyen en un 19%. La glicina causa una

disminucion relativamente lenta y gradual de IkB-[1 que van desde -24 hasta -42%

después de 15 min y 2 h, respectivamente. El contenido de IkB-1 no presenté

cambios en cualquiera de los diferentes puntos de tiempo. Sin embargo, la glicina

induce menos degradacion de ambos IkB’s ([1y [1) en comparacion con TNF-[1y en

consecuencia su contribuciéon en la via del NF-xB debe ser menor.
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Figura 4. (A) Western blot de IkB-[1, [ y [1 presentes en la fraccidén citosolica de
adipocitos diferenciados 3T3-L1 tratados con 5 ng/ml de TNF-[1 o con 10 mM de
glicina (B). El histograma muestra la media + S.E.M. de tres experimentos
independientes. El asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa con
respecto al control sin tratar. *P<0.05.

7.5.- ¢La glicina y el TNF-a activan el mismo complejo NF-xkB?

Para investigar la composicion (homo o heterodimeros) de los complejos de
translocacién al nucleo de NF-kB con union al DNA en respuesta a glicina, se
realizaron ensayos de supershift, utilizando anticuerpos contra las subunidades p50
y p65 (Figura 5).

Las pruebas se realizaron con extractos nucleares obtenidos 30 min después
de la estimulacion, que corresponde al pico de la actividad inducida por TNF-[J. La
movilidad de los complejos proteina-DNA tratados con TNF-[J y/o glicina son
idénticos, lo que sugiere una composicion similar.

Los ensayos de supershift, confirman la similitud de los componentes de las
subunidades. En ambos casos, la adicion de anti-p65 redujo significativamente la
intensidad del complejo NF-kB y coincidié con la aparicion de un complejo altamente
retardado. Se sospecha que este complejo de baja movilidad se forma
probablemente por el anticuerpo unido a la subunidad p65 (etiquetada como
complejo p65). La adicion de anti-p50 redujo significativamente la intensidad del
complejo NF-kB y coincidié con la aparicion de un complejo de mayor movilidad
electroforética. Sin embargo, este complejo tenia una sefial mas fuerte en los
extractos nucleares de células tratadas con glicina sugiriendo que bajo esta

condicion mas subunidades p50 son reclutadas.

36



En conjunto, estos resultados indican que tanto la glicina como el TNF-[]
promueven la translocacion nuclear de NF-kB, en los complejos que contienen

subunidades p65 y p50 con un exceso de ésta ultima.

A) TNF-a B) Glicina

p65 ——

NF-xB——

n.s —_—

Oligo 5
Libre

Glicina 10 mM - -
TNF-[J 5 ng/ml -+

Competidor frio + -
p65 - -+
p50 -
Figura 5. Composicién de las subunidades del complejo NF-xB en adipocitos
diferenciados 3T3-L1 después de la estimulacion con TNF-[1 o glicina. Los

complejos con diferentes proteinas se etiquetan como inespecificos (n.s), NF-«xB,

anticuerpos anti-p50 + antigeno unido (p50) y anticuerpo anti-p65 + antigeno unido
(p65).
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7.6.- Modulacion de la expresion génica de adipocinas por glicina en
adipocitos diferenciados 3T3-L1

La Figura 6A muestra el analisis de la expresidén de tres adipocinas por RT-
PCR en respuesta a glicina con y sin estimulo de TNF-[1. El pretratamiento durante 1
h con glicina, seguido por TNF-[], suprime la expresion de TNF-[1 e IL-6. La
adiponectina reveld una tendencia creciente sin diferencias estadisticamente
significativas. Esta disminucion en la expresion de TNF-[1] e IL-6 se invirtié a las 2 h.
Por el contrario, el tratamiento sélo con glicina sin estimulacion con TNF-[1 no
modificd los niveles de expresion de cualquiera de estas tres adipocinas en
cualquiera de los tiempos de tratamiento (Figura 6B). Estos resultados indican que la
interferencia mediada por glicina en la activacién de NF-kB inducida por el TNF-[ se

correlaciona con una reduccion transitoria en los niveles de RNAmM de TNF-[ e IL-6.

iy

2.0

@ Q
A) = By =
£.4 £ 1
zZ 3 zZd
z = I
3- @ -
398 T2 T
A * S & 1.04
cuw 24 cw
‘.QE 0 Z
g 2= o5
& M 5
i i
0 0.0 T T T T
e 5m e 2.0
S £ s
z z . T T
23 s e T
o oo
° 3 * 32 1.0
6 27 6 =
§ g 05
3 3
w w
0 0.0 T T T T
e 2.0 o 2,01
Ed £
< @ 1.5 £3 s
%"?a Z8
€3
— £ "
33 101 2 E 104 —
c c c o
29 o5
o 5 0.54 ggo.s-
g &
0.0l 0.0 T r T T
& & 2 £ g
PG <& & o o

38



Figura 6. Analisis por RT-PCR de la expresién de adipocinas en adipocitos
diferenciados 3T3-L1 tratados con glicina. A) Adipocitos diferenciados 3T3-L1 fueron
pretratados con glicina durante los tiempos indicados (30 min, 1 o 2 h) antes de la
estimulacién con TNF-[1 durante 30 min. B) El mismo disefio experimental como en
A se utilizd, pero sin estimulacion de TNF-[1. Los resultados son la media + S.E.M.
de tres experimentos independientes. El asterisco indica una diferencia

estadisticamente significativa con el control. *P<0.05.

7.7.- La glicina disminuye la oxidacién de proteinas en células tratadas con
TNF-a
Como la glicina es considerada un nutriente con potencial antioxidante, se

evaluo la capacidad de este aminoacido para disminuir el estado de oxidacion de las

proteinas.
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Glicina 10 mM - - + + + + + +

Figura 7. Efecto de la glicina sobre el estado de oxidacién de proteinas en
adipocitos diferenciados 3T3-L1. Las bandas representan el estado de oxidacion de
cada muestra en los distintos tratamientos. Los resultados son la media + S.E.M. de
tres experimentos independientes. El asterisco indica una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control. *P<0.05.

Teniendo en cuenta que la intensidad del patron de bandas es un indicador de
estado de oxidacion de proteinas, se hizo evidente que el tratamiento con TNF-[J
aumentd la oxidacidon de proteinas. Curiosamente, el pretratamiento con glicina a los
30 min y 1 h causé una disminucidon en la oxidacion de proteinas. Este efecto
protector no se presentd después de 2 h de preincubacion con glicina (Figura 7). Sin
embargo, cuando las células fueron estimuladas sélo con glicina se observd un
aumento en el estado de oxidacion de proteinas. Después de 30 min de tratamiento
el estado de oxidacion de proteinas aumentd significativamente y se mantuvo alto

hasta 1 h, pero disminuyé a las 2 h.
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8.- Discusion

La glicina es parte de muchas proteinas y es el mas simple de los
aminoacidos. En condiciones normales la concentracién sérica de glicina en los
seres humanos oscila entre los 200-400 uM (Zhong et al., 2003). Los seres humanos
han ingerido glicina durante casi 60 afios sin efectos adversos aparentes; del mismo
modo, no se han reportado efectos toxicos en una gran variedad de modelos
experimentales (Carvajal et al, 1995; Khan et al, 2006; File el al., 1999; Heresco-
Levy et al.,, 1996, 1999). La glicina se ha utilizado como un complemento en el
tratamiento de la DT2 porque su administracion disminuye la glicacion de proteinas
(Andalibi et al., 1993).

El presente trabajo ofrece una serie de datos experimentales que contribuyen
al conocimiento sobre las vias de accion de la glicina a nivel celular. En particular
revelan un bloqueo en la activacion del factor NF-xB. Este factor de transcripcion
estd implicado en la expresion de una amplia variedad de genes en respuesta a
citocinas proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno. Previamente nuestro
grupo demostré, tanto en un modelo animal de obesidad como en adipocitos 3T3-L1,
que el tratamiento con glicina reduce la expresién de citocinas proinflamatorias,
como TNF-[1, IL-6 y resistina, mientras que aumenta la expresion de adiponectina,
una citocina antiinflamatoria, y de su regulador el PPAR-y. Ya que la glicina mejora el

perfil inflamatorio, tanto en animales como en cultivos celulares, se esperaria que
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disminuyera la activacion de NF-xB, un regulador importante en el proceso
inflamatorio.

Nuestros resultados revelan que el pretratamiento con glicina 10 mM durante
30 min y 1 h (Figura 1) antes de la estimulacién con TNF-[1 (5 ng/ml), disminuye la
activaciéon de NF-kB en un 32% y 50%, respectivamente. Este efecto se revierte a
las 2 h. Curiosamente se ha reportado que glicina y otros aminoacidos interfieren
con la activacion de NF-kB mediada por TNF-[1 (Hasegawa et al., 2011; Hasegawa
et al., 2012).

Teniendo en cuenta que el TNF-J activa una via candnica, multiples
explicaciones se pueden plantear en la reduccién de NF-kB observada después del
tratamiento con glicina. Es posible que la glicina interfiera con la fosforilacion o con
la degradacién dependiente de la ubiquitinacion de IkB, también podria acelerar la
eliminacion de las formas activas de NF-xB desde el nucleo, o una combinacién de
estos mecanismos (Beinke y Ley, 2004; Basseres y Baldwin, 2006). En
consecuencia, se postula que la glicina podria activar a los inhibidores de NF-kB. Sin
embargo, dado que la glicina puede hiperpolarizar la membrana celular, este efecto
también podria contribuir a la reduccién en la activacion de NF-kB en respuesta a
TNF-[1.

Como era de esperarse, la estimulacion con TNF-[1 promueve la degradacion
del 76% de la IkB-[1 y el tratamiento previo con glicina durante 30 min mostré una
pequefa interferencia en la degradaciéon de IkB-[1, ya que |kB-[] se redujo soélo un
61%. Con la adicién de glicina por 1 h previa a la adicién TNF-[1, los niveles del
inhibidor IkB-[1 incrementaron; el pretratamiento con glicina por 2 h mantuvo el
mismo incremento de IkB-[1 (Figura 2). El pretratamiento con glicina redujo por la

mitad a NF-xB (Figura 1), pero tuvo un pequefio efecto sobre IkB-[1 (Figura 2) en
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células tratadas con TNF-[1. Este fendmeno es diferente al observado en otros tipos
de células expuestos a tratamientos antiinflamatorios, tales como Ilos
glucocorticoides (GC), que pueden interferir con NF-xB (De Bosscher et al., 2003).

En linfocitos y monocitos se ha demostrado que la dexametasona, un
glucocorticoide sintético, induce un incremento en la transcripcién del gen de 1kB-[1,
un aumento en el contenido de proteina y una marcada reduccion en la activacién de
NF-xB (Scheinman et al., 1995).

De acuerdo con lo anterior, la glicina bloqueé la activacién de NF-xB por
estimulo de TNF-[1. Sin embargo, cuando se da tratamiento unicamente con glicina,
sin estimulo de TNF-[1, el NF-xB se activa en los tres tiempos de tratamiento (30
min, 1 hy 2 h) (Figura 1). En contraparte, el inhibidor de NF-xB deberia degradarse
en los tres tiempos de tratamiento con glicina. Sin embargo, ocurre lo contrario: el
IkB-[7 presenta un incremento a partir de la hora de tratamiento con glicina,
sosteniéndose este efecto hasta las 2 h. Entonces la glicina inactiva y activa al NF-
kB por igual. Al parecer, cuando existe un estimulo inflamatorio como TNF-[1, la
glicina es capaz de inhibir a NF-xB a través del incremento de IkB-[1. Pero cuando
no existe ningun otro estimulo mas que glicina, se “activa” NF-xB e incrementa IkB-
1. Por supuesto que la activacion ésta acompanada de otras sefales celulares que
ponen de manifiesto si esta activacion lleva a una respuesta inflamatoria. Cabe la
posibilidad de que la activacién de NF-kB por la glicina sea por la via antioxidante.

Hemos examinado por separado los efectos de la glicina y TNF-[1 sobre la
activacion de NF-xB y de sus inhibidores (IkB-1, IkB-[1 e IkB-[1) en adipocitos
diferenciados 3T3-L1. TNF-[1 induce una translocacion rapida y transitoria de NF-kB
al nucleo (30 min) y este desplazamiento disminuye hasta las 2 h (Figura 3A). Este

comportamiento es comparable a lo observado en otros tipos celulares estimulados
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con TNF-[1. Llegamos a la conclusién de que las células 3T3-L1 cuentan con un
mecanismo de activacién de NF-kB similar a otros tipos celulares, pero cuya via de
sefalizacion no ha sido completamente descrita. En contraste, la translocacion de
NF-xB al nucleo después de la exposicidén con glicina se mantuvo (Figura 3B). Asi, la
glicina puede tener un efecto pleiotropico.

Analizando el patron de degradacién de los inhibidores de NF-kB (lkB-[1, lxB-
1 e IkB-[1), los resultados revelaron que la glicina difiere en su capacidad para
promover su degradacion y recuperacion (Figura 4). TNF-[1 induce una degradacion
rapida de IkB-[1 a los 30 min, una rapida recuperacion después de 1 h y hasta las 2
h. IkB-[1 mostré una degradacién gradual, mientras que IkB-1 se mantuvo sin
cambios.

Cuando las células fueron tratadas solo con glicina, el complejo nuclear NF-
kB con unién al DNA esta siempre presente, lo que indica una activacion persistente
de NF-xB en el sistema (Figura 3). Curiosamente, la presencia de NF-xB en el
nucleo correlaciona con una disminucion en la degradacion de IkB-[1 después de 15,
30 min, 1 y 2 h de tratamiento (entre 10, 28, 19 y 19%), como se muestra en la
Figura 4B.

Este hallazgo sugiere que la glicina no activa la via candnica de una manera
significativa, NF-kB podria ser reclutado por otros IkBs. Una fuente probable de NF-
kB durante la estimulacion con glicina podria ser 1kB-[1 ya que este inhibidor mostré
una cinética de degradacion significativa en la respuesta a glicina en un curso de
tiempo de 15 min a 2 h (-24, -21, -37 y -42%) como se muestra en la Figura 4B.
Todo esto concuerda con el efecto antiinflamatorio postulado para la glicina.

IkB-[1 fue el unico inhibidor cuya degradacion en respuesta a glicina

correlaciona con el NF-kB presente en el nucleo, aunque también podria tener una
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pequefa contribucion IkB-[1 . En conjunto, esto indica que la compleja dinamica de
activacién de NF-kB comparte algunos aspectos con la activacidén canonica.

Se considera que IkB-[] es el clasico inhibidor citoplasmico y principal de NF-
kB (Malek et al., 2001). A pesar de que se pensaba que IkB-] e IkB-[1 eran
redundantes, los resultados de IkB-[1 en ratones knock-out con la sustitucion de la
IxB-7 han revelado diferencias funcionales después de la isquemia/reperfusion. Esta
condicién esta relacionada con el estrés oxidativo (Chenguang et al., 2004). El
mecanismo exacto responsable de la seleccion de qué forma de kB se degrada
todavia se desconoce. Se ha informado que IkB-[1 se degrada y sirve como una
fuente importante de NF-kB (Lépez-Bojérquez et al., 2004). Sin embargo, se ha
demostrado que la subunidad p65 de NF-xB regula la localizaciéon subcelular de
IkB-[1 y la actividad transcripcional de los dimeros unidos a NF-xB (Valovka vy
Hottiger, 2011).

De igual forma que TNF-[1, glicina no tuvo ningun efecto sobre el contenido
celular de IkB-17, lo que sugiere que no participa en la activacion de NF-kB mediada
por glicina. Sin embargo, todavia es posible que IkB-[1 pueda ser degradada
después de un tiempo de exposicion.

Una de las formas mas frecuentes de NF-kB es el heterodimero p65/p50
(Hayden y Ghosh, 2004).

En los adipocitos diferenciados 3T3-L1, la incubacion con glicina o TNF-[]
condujo a la formacién de complejos similares que contenian tanto la subunidad p65
como la subunidad p50 (Figura 5A y B), lo que sugiere que ambos tratamientos
conducen a complejos nucleares de NF-xB similar. Esto quiere decir que

dependiendo del tipo celular, del estimulo e incluso de las diferentes combinaciones
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de homodimeros o heterodimeros de NF-xB (de los cinco conocidos), puede
translocarse al nucleo y activar o suprimir la transcripcion de distintos grupos de
genes que contienen el motivo kB.

Si la glicina suprime la activacion de NF-xB dependiente de TNF-[1, esta
reduccion probablemente resultarda en una disminucion en la expresion de genes
dependientes de NF-«kB, tales como TNF-[] e IL-6 (Figura 6A). La supresion fue
transitoria a pesar de que la glicina estuvo presente durante todo el experimento (2
h). Se observé una tendencia a aumentar la expresion de adiponectina, pero ésta no
fue estadisticamente significativa. Por el contrario, cuando glicina por si sola, activa
al NF-kB, la expresion de estas tres adipocinas no mostré cambios significativos en
los diferentes tiempos de tratamiento (Figura 6B). A pesar del hecho de que la
glicina y el TNF-[1 activan el mismo heterodimero p50/p65, las consecuencias
funcionales son diferentes. Este resultado es relevante cuando se considera el
potencial de la glicina como un agente antiinflamatorio, ya que, en ausencia de
condiciones proinflamatorias, los niveles de citocinas no caen por debajo de los
niveles basales.

La glicina es considerada como un antioxidante. En este sentido encontramos
que la glicina redujo el estado de oxidacion de las proteinas inducidas por el
estimulo con TNF-[J. Por si misma, la glicina condujo primero a un aumento en el
estado de oxidacion de las proteinas, pero este efecto disminuyé después de 2 h
(Figura 7). Se debe tomar en cuenta que las células control presentaron un
porcentaje basal de proteinas oxidadas. La glicina provocé una pequefia condicion
oxidante que activa las defensas antioxidantes de las células, y esta activacion
puede ser responsable de la reduccién del contenido de proteina oxidada a las 2 h

después de la exposicion con glicina. Cualquiera que sea el mecanismo antioxidante
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activado por la glicina, es claramente un efecto complejo que indica una temprana
condicion prooxidante.

El oxi-blot en la Figura 7 indica que la glicina provoca un ambiente intracelular
prooxidante. Esto es interesante porque el estrés oxidante es un conocido activador
del NF-xB en una variedad de sistemas celulares (Andalibi et al., 1993; Meyer et al.,
1993; Adcock et al., 1994), incluyendo adipocitos diferenciados 3T3-L1 (Ogihara et
al., 2004; Scazzocchio et al., 2009; Zhou et al., 2010). La glicina exhibié efectos
benéficos transitorios, sin embargo, es necesario estudiar el efecto de este
aminoacido después de largos periodos de tiempo.

El uso de la glicina en el tratamiento de la inflamacién es muy alentador, sin
embargo, es importante continuar con la elucidacion del mecanismo exacto por el

cual este aminoacido inactiva al NF-xB.
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9.- Conclusiones

1. La glicina interfiere transitoriamente en la activacion de NF-xB dependiente de
TNF-[1.

2. La dlicina por si sola estimula la activacion de NF-xB de una manera inusual,
donde la degradacion de 1kB-T1 es fundamental.

3. La inactivacion de NF-kB por empleo de la glicina puede estar asociada con la
reduccion en la expresion de TNF-[J e IL-6, dos citocinas proinflamatorias.

4. Al disminuir el estado inflamatorio presente en los adipocitos, la glicina redujo el
porcentaje de proteinas oxidadas, corroborando su capacidad antioxidante.

5. La comprensidén de este complejo proceso puede conducir al desarrollo de
nuevos moduladores farmacolégicos como la glicina, un aminoacido con alto
potencial terapéutico para ser empleado en trastornos con un componente

inflamatorio sistémico.
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10.- Perspectivas

i)

ii)

Corroborar el efecto antiinflamatorio observado en este trabajo, utilizando
un modelo animal que curse con un proceso inflamatorio (como el ratén
GMS/Ob), para demostrar si el tratamiento con glicina disminuye la
activacion del NF-xB en tejido adiposo.

Determinar si la glicina es capaz de intervenir en la inactivacién de otros
factores de transcripcién, como la proteina activadora 1 (AP-1) que
responde a diversos estimulos, entre los que se encuentran las citocinas
altamente implicadas en el proceso inflamatorio; la proteina STAT también
es un blanco importante en la respuesta inflamatoria producida por el
desbalance de las citocinas.

Cuantificar el grado de fosforilacion del inhibidor de NF-xB (IkB) y la
participacion del proteosoma durante el tratamiento con glicina.

Realizar inmunohistoquimica para detectar el comportamiento de NF-xB
en las células 3T3-L1.

Determinar si los fibroblastos diferenciados a adipocitos tienen en su
membrana receptores para glicina con el fin de explicar si la glicina ejerce
su funcién directamente sobre el NF-kB o su efecto es a través de

receptores.
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