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Resumen

La prevalencia de la obesidad infantil ha aumentado a nivel global de forma preo-
cupante, especialmente por las consecuencias que se pueden manifestar en la edad
adulta. Se ha demostrado que esta afeccion aumenta el estrés de reticulo endoplas-
mico (ERE) y, por lo tanto, activa la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). El
ejercicio fisico es una de las principales propuestas para atajar este reto de salud pu-
blica y, especificamente, para resolver el ERE. Por consiguiente, el objetivo de este
estudio fue la evaluacion del efecto de un programa de entrenamiento combinado
de fuerza y resistencia de 12 semanas sobre la UPR en células mononucleares de la
sangre periférica (PBMC) de pacientes pediatricos obesos. Para ello, se distribuye-
ron aleatoriamente 12 nifios obesos (9 — 11 afnos) en un grupo entrenado (GE, n =
8), que se someti6 al protocolo de entrenamiento, y un grupo control (GC, n = 4),
que mantuvo sus rutinas habituales. Se analizaron proteinas de la UPR (ATF4, ATF6
p50, BiP, CHOP, p-elF2qa, p-IRE1 y XBP1s) por Western Blot antes y después del
periodo de entrenamiento. Los resultados demostraron que el entrenamiento atenu6
el aumento en la fosforilacion de eIF2a e IRE1 en comparacion con el GC. Ademas,
se observo un efecto tiempo x grupo en la expresion de CHOP tras el entrenamiento.
Sin embargo, no se encontraron diferencias en la expresion de ATF4, ATF6 p50, BiP
0 XBP1 tras el periodo de entrenamiento. En conclusion, los resultados sugieren que
el programa de entrenamiento promueve un alivio en el ERE de los pacientes pedia-
tricos obesos. No obstante, se necesitan nuevas investigaciones para determinar la
eficacia de programas de entrenamiento alternativos.
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Introduccion

El aumento en la prevalencia de la obesidad infantil es uno de los proble-
mas de salud pablica méas preocupantes del siglo XXI. La apariciéon de la obesidad
durante la infancia aumenta las probabilidades de desarrollar enfermedades car-
diovasculares o diabetes de forma precoz. Asi, la prevencién y tratamiento de la
obesidad infantil se postula como uno de los grandes retos de la sociedad actual
(Organizaciéon Mundial de la Salud, 2021).

La obesidad es responsable de diversas alteraciones a nivel celular como
la acumulacion de proteinas no plegadas o mal plegadas en el lumen del reticulo
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endoplasmico (RE), generando una situacion conocida como estrés de RE (ERE)
(Pagliassotti et al., 2016). Las células alivian el ERE a través de la respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR), tratando de restaurar la homeostasis del RE y, de
no ser posible, induciendo la apoptosis (Hetz et al., 2020). Esto se manifiesta en
las células de los pacientes con obesidad en forma de una activacién crénica de la
UPR (Pagliassotti et al., 2016).

La UPR puede activarse mediante tres vias (Fig. 1), cada una de ellas ini-
ciada por una proteina transmembrana del RE: la quinasa de reticulo endoplas-
matico de tipo proteina quinasa R (PERK), la enzima 1a dependiente de inositol
(IRE1) y el factor activador de transcripcion 6 (ATF6). En condiciones norma-
les, la proteina de unién a inmunoglobulina (BiP o GRP78), una de las chapero-
nas mas abundantes en el RE, mantiene inactivos a estos iniciadores de la UPR.
Cuando, durante una situacién de ERE, se incrementan los niveles de proteinas
mal plegadas, BiP se une a ellas, activando a los iniciadores al liberarse de los
mismos (Kopp et al., 2019).
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Figura 1. Activacion de la UPR. La disociaciéon de la chape-
rona BiP de PERK, IRE1 y ATF6 para unirse a las proteinas mal
plegadas en una situacion de ERE, induce la activacion de las tres
vias de senalizacion de la UPR. Los factores de transcripcion ac-
tivados en estas vias conducen a cambios en la expresion génica
con el objetivo de restaurar la homeostasis. Figura modificada de
Flores-Santibafiez et al. (2019).

La autofosforilacion de PERK, desencadena la fosforilacion de la subu-
nidad a del factor de iniciacion de la traduccion eucariota 2 (eIF2a), reduciendo
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la traduccion proteica. A su vez, elF2a fosforilado induce la sintesis del factor de
transcripcion activador 4 (ATF4), que activa la expresion de genes implicados en
la restauracion de la homeostasis. La autofosforilacion de IRE1 permite la sintesis
de la forma activa de la proteina 1 de union a X-box (XBP1), que también activa
genes dirigidos a paliar el ERE. Por tltimo, la activacién de ATF6 supone su tras-
locacion al aparato de Golgi, donde se escinde un fragmento activo de la misma
(ATF6 p50) encargado de inducir la expresion de BiP, entre otros factores. Cuan-
do no se consigue aliviar el ERE por medio de la UPR, se activan vias apoptoticas
promovidas por la proteina homologa de C/EBP (CHOP o GADD153), cuya ex-
presion esta, principalmente, inducida por ATF4 (Fernandez et al., 2015; Hetz et
al., 2020).

Se ha demostrado que la practica regular de ejercicio fisico puede con-
tribuir a la recuperaciéon de la homeostasis de RE. Numerosos estudios (Da Luz
et al., 2011; Cai et al., 2016; Khadir et al., 2016) describen como, tras distintos
programas de entrenamiento, los niveles de activacion de la UPR en células de
individuos obesos disminuyen acercandose a los de individuos normopeso, evi-
denciando una atenuacion del ERE.

Objetivo

El objetivo de este trabajo consistio en la evaluacion de un entrena-
miento de fuerza y resistencia de 12 semanas como agente terapéutico para
atenuar el ERE en nifios obesos mediante la UPR, algo que, en este grupo
de poblacion, a nuestro conocimiento, no se habia probado hasta el momen-
to. Especificamente, se investigd su capacidad para modificar los principales
biomarcadores de la UPR (ATF4, ATF6 p50, BiP, CHOP, p-elF2qa, p-IRE1y
XBP1s) en las células mononucleares de la sangre periférica (PBMC) de nifios
diagnosticados con obesidad.

Materiales y métodos

En el estudio participaron 12 nifios diagnosticados con obesidad de entre
9 y 11 anos del Servicio de Pediatria y Neonatologia del Complejo Asistencial y
Universitario de Le6én (CAULE), divididos en 2 grupos aleatoriamente: un grupo
control (GC; n = 4), en el que los nifios no se someterian al programa de entrena-
miento y mantendrian sus rutinas habituales, y un grupo de entrenamiento (GE;
n= 8), en el que los nifios completaron 30 sesiones de ejercicios combinados de
fuerza y resistencia.

El disefio experimental const6 de 14 semanas. El plan de entrenamiento
se desarroll6 en 2-3 sesiones semanales de 40 minutos cada una a lo largo de 12
semanas en las que se combinaron ejercicios de fuerza y resistencia. Durante la
semana anterior y posterior al periodo de entrenamiento se tomaron muestras
de sangre y se aislaron las PBMC mediante el procedimiento esquematizado en
la Figura 2.

El anélisis de expresion de las proteinas se llevo a cabo mediante Western
Blot, relativizando la cuantificacion proteica a la de la B-actina. Los analisis es-
tadisticos se realizaron utilizando SPSS version 24 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.
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UU.). Se utiliz6 una prueba de Shapiro-Wilk para confirmar la normalidad de los
datos para todas las variables de resultados. El anélisis de varianza de dos vias
(ANOVA) con medidas repetidas por grupo (GCy GE) y tiempo (pre y post entre-
namiento) con un post hoc de Bonferroni se utilizé para comparar los niveles ba-
sales y el efecto del entrenamiento. Las diferencias se consideraron significativas
cuando p <0,05. Los datos se presentan como media + error estdndar de medias
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Figura 2. Proceso de extraccion de las PBMC. Tomado de
Estébanez, B (2016).

Resultados

En la via de senalizacion de PERK/elF2a/ATF4/CHOP, se produjo un
aumento significativo de p-elF2a en el GC (p = 0,033), mientras que en el GE se
detect6 un aumento no significativo (p = 0,056) (Fig. 3A). En el caso de ATF4,
no se detectaron variaciones significativas ni en el GC (p = 0,408) ni en el GE (p
=0,959) (Fig. 3B). Por otro lado, se observo un descenso significativo en los nive-
les de CHOP en el GC (p = 0,005), mientras que en el GE no se apreciaron varia-
ciones significativas (p = 0,350) (Fig. 3C). Ademas, se detect6 un efecto tiempo x
grupo significativo entre ambos grupos en CHOP (p = 0,021) y se observo que el
estado basal de ambos grupos era diferente (p = 0,005).

En cuanto a la via de senalizacion de IRE1/XBP1, en la Figura 4A se
reflej6 una tendencia de aumento no significativa de la fosforilacién de IRE1
en el GC (p = 0,111), mientras que se detect6 un descenso no significativo en el
GE (p = 0,207). En cuanto a XBP1s, no se apreciaron variaciones significativas
en ninguno de los grupos experimentales a estudio (GC: p = 0,229; GE: p =
0,407) (Fig. 4B).

Por altimo, en la via de ATF6/BiP, se obtuvieron descensos no significati-
vos en ATF6 p50 en ambos grupos (GC: p = 0,252; GE: p = 0,393) (Fig. 5A). Del
mismo modo, tampoco se detectaron variaciones significativas en la expresion de
BiP (GC: p = 0,991; GE: p = 0,659) (Fig. 5B).
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Figura 3. Cuantificacion densitométrica y Western Blots repre-
sentativos de p-elF2a (A), ATF4 (B) y CHOP (C) en las PBMC
de nifios obesos, antes (pre) y después (post) de un programa
de entrenamiento de 12 semanas. Los valores se presentan como
la media + EEM. *Diferencias significativas con respecto al va-
lor preentrenamiento del mismo grupo (p < 0,05). #Diferencias
significativas con el valor preentrenamiento del grupo control.
Grupo control (GC) y grupo entrenado (GE).
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Figura 4. Cuantificacion densitométrica y Western Blots re-
presentativos de p-IRE1 (A) y XBP1s (B) en las PBMC de nifios
obesos, antes (pre) y después (post) de un programa de entrena-
miento de 12 semanas. Los valores se presentan como la media +
EEM. Grupo control (GC) y grupo entrenado (GE).
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Figura 5. Cuantificacion densitométrica y Western Blots re-
presentativos de ATF6 p50 (A) y BiP (B) en las PBMC de ninos
obesos, antes (pre) y después (post) de un programa de entrena-
miento de 12 semanas. Los valores se presentan como la media +
EEM. Grupo control (GC) y grupo entrenado (GE).
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Discusion

La obesidad provoca una situacion cronica de ERE, conduciendo a una
activacion de la UPR (Pagliassotti et al., 2016). Ademas, se ha puesto de manifies-
to que el ejercicio fisico a largo plazo tiene capacidad para atenuar esta activacion
de la UPR, evidenciando un alivio del ERE (Hong et al., 2017). Por ello, en este
estudio se evalud la capacidad de un programa de entrenamiento para aliviar el
ERE en las PBMC de nifios con obesidad.

El aumento significativo en la fosforilacion de elF2a en el GC, que no
ocurre en el GE, sugiere que el entrenamiento podria estar evitando el aumento
en la activacion de esta via. De un modo similar, Da Luz et al. (2011) y Cai et al.
(2016), en estudios llevados a cabo en ratas obesas, observaron una reduccion en
la fosforilacion de elF2a tras distintos programas de entrenamiento, revirtiendo
asi la situacién que se observaba en ratas obesas sedentarias con respecto a ratas
normopeso y evidenciando un alivio del ERE.

El ejercicio fisico puede potenciar la expresion de la proteina inducible
por dafo en el ADN y detencion del crecimiento (GADD34) (Wu et al., 2011),
que participa en la desfosforilacién de eIF2a para restaurar la traduccién (Nakka
et al., 2016). Asi, la atenuacion en la fosforilacion de eIF2a podria deberse a un
aumento en la expresion de GADD34 por el entrenamiento.

En cuanto a la expresiéon de ATF4, no se encontraron cambios significa-
tivos en ninguno de los grupos. Estudios como el de Kim et al. (2014) demues-
tran que la intensidad del ejercicio influye en la expresion de ATF4, por lo que
la intensidad de este protocolo de entrenamiento podria no ser suficiente para
modificar su expresion.

La obesidad esta estrechamente vinculada con trastornos de autoinmuni-
dad, ya que aumenta la secrecion de algunas adipocinas inhibidoras de la apop-
tosis células inmunes (Baranowska-Bik y Bik, 2020). Es posible que este hecho
pueda provocar una disminucién en la expresion de CHOP en las PBMC del GC,
desregulando la respuesta inmunitaria al dificultar la apoptosis. En esta linea,
los resultados obtenidos para el GE podrian sugerir una mayor regulacion de la
respuesta inmune tras el entrenamiento.

Ademas, se ha visto que, en macrofagos, vias inflamatorias como la sefia-
lizacion por receptores de tipo Toll (TLR) inhiben la expresion de ATF4, provo-
cando que su diana, CHOP, se exprese también en menor cantidad (Grootjans et
al., 2016). En concreto, la expresion TLR4 se encuentra disminuida en células in-
munes de humanos obesos sometidos a programas de entrenamiento (Robinson
et al., 2015). De forma similar, en un estudio previo realizado sobre los propios
pacientes del presente trabajo, se determiné que el protocolo de entrenamiento
inhibi6 significativamente la activacion de la via inflamatoria del receptor de tipo
Nod con dominio de pirina 3 (NLRP3), asociada a la obesidad (Quiroga et al.,
2020). Por consiguiente, el ejercicio estd mitigando la respuesta inflamatoria en
el GE, lo que provoca una atenuacién de la regulaciéon negativa sobre CHOP.

Adicionalmente, se ha visto que el ejercicio fisico puede promover la auto-
fagia (Andreotti et al., 2020), un proceso capaz de inducir la expresion de CHOP
(Altman et al., 2009), lo que también podria evitar el descenso observado en el GC.
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De la misma manera que p-elF2q, el protocolo de ejercicio parece atenuar
el aumento en la fosforilacion de IRE1 observado en el GC (aunque de forma
no significativa). De hecho, diversos estudios reportan un descenso paralelo en
los niveles de fosforilacion de ambas proteinas tras protocolos de entrenamiento
(Cai et al., 2016; Khadir et al., 2016), lo que implicaria un alivio del ERE mediado
por el ejercicio fisico. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en
los niveles de XBP1s en ninguno de los grupos, al igual que en estudios previos
(Deldicque et al., 2013).

Por ultimo, los niveles de ATF6 p50 y los de su diana transcripcional BiP
no se vieron afectados por el entrenamiento. En este mismo sentido, en un estu-
dio con PBMC de ancianos, la expresion de ATF6 permanecio inalterada pese al
entrenamiento (Estébanez et al., 2019).

Conclusiones

En este estudio se detect6é un aumento en la activacion de la UPR en el GC,
evidenciado por un aumento en la fosforilacién de eIF2a e IRE1, mientras que el
protocolo de ejercicio implementado atenud esta respuesta en el GE. Esto sugiere
que el programa de entrenamiento es capaz de promover la restauracion de la
homeostasis del RE, aliviando el estado de ERE en las PBMC de nifios con obe-
sidad. Los resultados obtenidos son consistentes con la literatura existente hasta
este momento, aunque todavia no existiesen evidencias para el caso concreto de
nifios obesos.

Sin embargo, en otras proteinas de la via no se aprecian variaciones con-
siderables. Por otro lado, en el caso de CHOP, se observa justo el efecto contrario,
aunque esto podria ser explicado atendiendo a procesos inflamatorios que dis-
minuyen su expresion y que son atenuados como consecuencia del protocolo de
entrenamiento o procesos de autofagia promovidos por el ejercicio fisico y que
potenciarian su expresion.
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