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MATERNAL FRUCTOSE INTAKE MODULATES CHOLESTEROL METABOLISM IN

RESPONSE TO A WESTERN DIET IN THE OFFSPRING

LA INGESTA MATERNA DE FRUCTOSA MODULA EL METABOLISMO DEL
COLESTEROL EN RESPUESTA A UNA DIETA OCCIDENTAL EN LA DESCENDENCIA

Paloma Lopez Laiz, Elena Fauste, M2 Isabel Panadero, Cristina Donis, Paola Otero y Carlos Bocos
Facultad de Farmacia, Universidad San Pablo-GEU, CEU Universities, Monteprincipe, Boadilla del Monte, Madrid, Spain

corresponding author: p.lopez83@usp.ceu.es

REVISION Trabajo ganador del Premio Raffaella Pagani del Concurso Cientffico de la RANF 2021

ABSTRACT

Fructose consumption has increased during the last decades, while a simultaneous rise in the incidence of pathologies such
as type 2 diabetes and metabolic syndrome has also taken place. Although there is evidence that fructose can cause alterations
in the offspring related to the development of the aforementioned diseases, exposure to fructose during pregnancy is not
contraindicated for women. This effect is explained by the concept of foetal programming, which suggests that changes that
occur during the embryogenic and foetal stages are permanent in the adult, due to maternal health, diet and other envi-
ronmental factors.

Therefore, the effect of fructose on cholesterol metabolism in the offspring of mothers fed with or without fructose during
gestation was studied. In addition, the progeny also received different diets: fructose (with and without supplementation
of cholesterol) or tagatose solutions.

Tagatose increased non-HDL cholesterol in the offspring of water-fed mothers, whereas fructose consumption during gestation
dampened this effect, indicating foetal programming. In addition, fructose and tagatose feeding increased atherogenic
indices by decreasing HDL-cholesterol concentration and increasing triglycerides levels.

On the other hand, the addition of cholesterol to fructose consumption caused an increase in total cholesterol and a change
in its distribution: higher concentration of non-HDL cholesterol and lower concentration of HDL cholesterol, independently
of maternal feeding. This also caused an increase in atherogenic indices.

Ultimately, the results indicate that cholesterol metabolism is influenced by both maternal fructose consumption, and the
subsequent intake of fructose (alone or in combination with cholesterol) and tagatose in the offspring.

RESUMEN

El consumo de fructosa ha aumentado en las iltimas décadas, en paralelo a la incidencia de sindrome metabdlico y diabetes
tipo 2. Miltiples evidencias sugieren que la ingesta materna de fructosa provoca alteraciones en la descendencia favoreciendo
el desarrollo de sindrome metabdlico. Sin embargo, la ingesta de fructosa durante el embarazo no estd contraindicado.
Este efecto se produce a través de la programacion fetal, segin la cual cambios como la dieta materna y ambientales durante
las etapas embrionaria y fetal conducen a alteraciones en la etapa adulta de la descendencia.

Con estos antecedentes, estudiamos el efecto de la ingesta materna de fructosa sobre el metabolismo del colesterol en la
descendencia. Ademds, la progenie también se sometid a diferentes tratamientos dietéticos: fructosa, fructosa con colesterol
y tagatosa.

La tagatosa provocd un aumento del colesterol no HDL en la descendencia de madres control, mientras que el consumo
materno de fructosa amortigud este efecto, sugiriendo una programacion fetal. Ademds, la suplementacién con fructosa y
con tagatosa provocaron un aumento de los indlices aterogénicos disminuyendo la concentracion de colesterol HDL y au-
mentando la de triglicéridos.

Ademds, la suplementacién con colesterol y fructosa provocé un aumento en los niveles plasmdticos de colesterol total y co-
lesterol no HDL y una disminucion del colesterol HDL, independientemente de la alimentacién materna, provocando un
aumento de los indlices aterogénicos.

En definitiva, los resultados indican que el metabolismo del colesterol estd inflvenciado tanto por el consumo materno de
fructosa como por los tratamientos dietéticos posteriores de la descendencia: fructosa, fructosa con colesterol y fagatosa.
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1. INTRODUCCION

1. 1. Fructose intake

During the last five decades, there has been an exponen-
tial increase in the consumption of sugars, because of their ability
to enhance the palatability of food. Among them, the high intake
of free fructose appears particularly significant. The traditional swe-
efener, sucrose, a disaccharide containing one glucose and one fruc-
tose molecule joined together, has been replaced by high-fructose
corn syrup (HFCS) as caloric sweetener in beverages and other foods
(1, 2). High-fructose corn syrup was developed in the 1960s as a
cheaper sweetener. It is produced from corn syrup through an enzy-
matic isomerisation process that converts some of its original glu-
cose content into fructose. There are two main forms of HFCS
commercialised: HFCS-42 and HFCS-55, which contain 42% and
55% fructose respectively (3, 4). However, studies have shown that
the exact fructose load may vary among manufacturers, with a ma-
ximum of 65% of fructose content. This indicates that a higher than
assumed fructose consumption may have been taking place unk-
nowingly (5).

Added sugars consumption, especially in the form of ca-
lorically sweetened beverages, has been linked to an increased body
weight (6, 7), reduced high-density lipoprotein (HDL) levels and
augmented low-density lipoprotein (LDL) and triglyceride levels
(7, 8), which are parameters known to increase the risk of cardio-
vascular diseases. This is why the World Health Organisation (WHO)
recommends that the energy provided by the consumption of added
sugars should not exceed 10% of the total energy in a diet (9).

1. 2. Pathologies related to fructose intake
Many studies have demonstrated that the increasing con-
sumption of fructose is related to the epidemics of metabolic
syndrome, type 2 diabetes and cardiovascular diseases (10, 11).
Metabolic syndrome has been defined by the WHO as a
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group of disorders, including abdominal obesity, insulin resistance,
hypertension and hyperlipidaemia (12). The mechanisms that cause
its onset are unknown, but it is believed to be a combination of en-
vironmental and genetic factors (13). Given that fructose reduces
leptin production (1), satiety signals are bypassed and overcon-
sumption, weight gain and insulin resistance are promoted (14).
Moreover, fructose produces dyslipidaemia and an increase in vis-
ceral adipose volume (15).

Type 2 diabetes is characterised by insulin resistance, whe-
reby the cells are unable to uptake circulating blood glucose. Coun-
tries with a high HFCS consumption present a 20% higher
prevalence of type 2 diabetes, independently of Body Mass Index
(BMI) or total sugar intake (16).

1. 3. Tagatose

Tagatose is a monosaccharide discovered by Dr Gilbert V.
Levin, in his attempt to find a new sweetener (17). It fulfilled his
aim, given that tagatose is 92% as sweet as sucrose and provides
virtually no available energy (18). It has been approved for human
consumption by the Food and Drug Administration (FDA) and the
European Union (19, 20). Nevertheless, it has laxative properties
at high doses, because only 20% of the intake is absorbed in the
intestine. Tagatose passes into the lower infestine, where it produces
an osmotic effect (18, 21, 22).

Tagatose can be synthesised by a chemical and enzymatic
treatment of the lactose found in deproteinised whey, which is a
waste product of the dairy industry. It can be also directly obtained
from the galactose derived from lactose (22).

Tagatose has been proposed as an antidiabetic drug, as
it controls post-prandial hyperglycaemia, hyperinsulinemia and
HbATC levels (20, 22, 23). lts consumption can also cause weight
loss at a clinically desirable rate and has antioxidant and prebiotic
properties (22); and unlike fructose, it does not cause elevations
in plasma uric acid concentration (24).
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Figure 1. Structures of D-glucose, D-fructose and D-tagatose. The yellow boxes indicate the ketone or aldehyde group present in the molecules, while the green boxes
refer to the spatial arrangement of substituents af stereogenic carbon 4 that differentiates both epimers, fructose and tagatose. Created with BioRender.com.

La ingesta materna de fructosa modula el metabolismo del colesterol
en respuesta a una dieta occidental en la descendencia
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1. 4. Structure of fructose, glucose and tagatose

Monosaccharides are crystalline solids that tend to have a
sweet taste. They are made up by carbon chains of varying length
with a ketone or an aldehyde group. The most representative mo-
nosaccharides are the hexoses, and among them, glucose and fruc-
tose, due to their free availability. They are found in fruits and honey.
Tagatose, on the other hand, is referred to as a rare sugar, which
means that it is a monosaccharide that rarely exist in nature. These
three compounds have structural differences, as it is shown in Figure
1: glucose contains an aldehyde group, while fructose and tagatose
present ketone groups in carbon 2. Fructose and tagatose are epimers
at carbon 4 (2, 25, 26).

Due to the differences in their structure, these three mo-
nosaccharides undergo different metabolic pathways, shown in Figure
2,

Frudose is transported info the enterocytes through glucose
transporter 5 (GLUT5), a process that is not dependent on either so-
dium cotransport or adenosine triphosphate (ATP). Then, it is rele-
ased fo the bloodstream through GLUT2 (1, 2, 28). Afterwards,
fructose uptake into the liver cells mainly occurs through GLUT2 by
a non-insulin dependent mechanism (1, 29). Fructose is preferentially
sent to the liver, where it is phosphorylated through the action of an
enzyme called fructokinase, yielding fructose-1-phosphate. This
enzyme has a high affinity for fructose, so the reaction rate is high
(30). As ATP is a required substrate for the phosphorylation, large

quantities of AMP are produced, which in turn increase uric acid
synthesis (2). Fructose-6-phosphate is then cleaved by aldolase B,
producing glyceraldehyde and dihydroxyacetone phosphate (31).
These trioses-phosphate can be converted into pyruvate and enter
the fricarboxylic acid cycle, to finally obtain CO, and H,0. Even so,
part of the triose phosphates will result in lactate and glucose for-
mation (via gluconeogenesis), which can be converted fo glycogen
(2,14, 32). Afraction of the carbons of fructose become constituents
of lipids, through a process called de novo lipogenesis (DNL) (33). It
has been demonstrated that in fructose-fed rats, lactate is the subs-
tance with the highest lipogenic capacity (34).

Glucose is absorbed in the intestine by a sodium-glucose
cotransporter (or sodium-glucose linked transporter, SGLT) (35). Once
it reaches the liver, it can be degraded through glycolysis. In the first
reaction of this pathway, glucose is phosphorylated to glucose-6-phos-
phate by the action of glucokinase. This enzyme has a low affinity
for glucose, so its conversion depends on glucose concentrations (36).
Then, glucose-6-phosphate is transformed into fructose-6-phosphate,
which in the next step is converted into fructose-1,6-bisphosphate.
This last reaction is catalysed by the enzyme phosphofructokinase,
which is inhibited by ATP and citrate (37). Fructose-1,6-bisphosphate
is also deaved info glyceraldehyde-3-phosphate and dihydroxyace-
tone phosphate. Both, the strict regulation of phosphofructokinase
and the low affinity of glucokinase for glucose allow a greater control
of the speed at which glucose is degraded through glycolysis (2).
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Figure 2. Glucose, fructose and tagatose metabolism. The colours correspond to the metabolism of one of the hexoses: blue-fructose, green-glucose and purple-tagatose.
The blue arrows also indicate how glucose and glycogen are formed as a result of fructose metabolism. The enzymes are represented in italics. Created with BioRender.com.
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The metabolism of tagatose is identical to that of fructose,
but it takes place of a slower speed. Tagatose is also transformed
into tagatose-1-phosphate and it is cleaved by aldolase B into glyce-
raldehyde and dihydroxyacetone phosphate. This is the point at
which glucose, tagatose and fructose metabolisms are connected.
Tagatose-1-phosphate is an activator of glucokinase, so glucose is
transformed into glucose-6-phosphate at a higher rate. The higher
concentration of glucose-6-phosphate promotes the action of the
hepatic glycogen synthase, and glycogenesis takes place. Moreover,
tagatose-1-phosphate is an inhibitor of glycogen phosphorylase, so
glucose remains stored as glycogen. These effects lead to a lower
post-prandial glycaemia (22, 38).

1.5.Cholesterol metabolism
Cholesterol and lipid esters, like triacylglycerols, are
hydrophobic molecules, but they need to be transported in blood to
the tissues where they will be stored or consumed. For that purpose,
there are some particles called lipoproteins, that act as lipid carriers.
They form complexes through the non-covalent association of lipids
to apoproteins. Lipoproteins are water soluble particles with a
hydrophobic core and a polar surface. There are several types of li-
poproteins, depending on their densities and functions (39, 40):
— Chylomicrons: they carry mainly triacylglycerols from the diet
and transport them from the intestine fo other tissues. These
lipoproteins are the largest in size, and the ones with the lowest
density.
— Very-low-density lipoprotein (VLDL): they transport all the
lipids that have been synthesised in the liver (mainly triglyce-
rides) to the other tissues (i.e., muscle and adipose tissue).
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VLDL is higher in density than chylomicrons. The microsomal
triglyceride transfer protein (MTTP) plays a central role in the
assembly of VLDL.
— Low-density lipoproteins (LDL): they contain primarily cho-
lesterol and cholesteryl esters. These molecules are transported
to extrahepatic tissues. LDL uptake by the tissues is mediated
through the specific interaction of its apoB protein with the LDL
receptor (LDLR) present in the cell membrane. After this inter-
action, LDL reaches the cytosol of the cells through an endocy-
tosis mediated mechanism.
— High-density lipoproteins (HDL): they are responsible for
the reverse cholesterol transport (RCT), as they carry cholesterol
and cholesteryl esters from extrahepatic tissues fo the liver. HDL
uptake by the liver occurs via the Scavenger receptor class B
type 1 (SR-B1) receptor.

These lipoproteins work together to transport the lipids

throughout the body, as can be seen in Figure 3.

1.6.Foetal programming

Foetal programming postulates that there is programming
during the embryogenic and foetal stage that induces permanent
changes in the adult. These modifications can be structural, physio-
logical and metabolic and they will increase the risk of individuals
to develop various diseases (41).

The programming can be performed through epigenetics:
the nutritional conditions and the environment of the mother during
the gestation can vary the expression of some genes. Also, imprinted
genes are differentially expressed depending on the sex of the in-
dividual (42).
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Figure 3. Lipoproteins and lipid transport. Created with BioRender.com.
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Some studies have already shown the deleterious effect
that fructose consumption during gestation can produce in the pro-
geny: dyslipidaemia (43), lipids oxidative stress (44), modified lep-
tin signalling (45) and impaired hippocampal function (46).
Moreover, the outcome can be gender-dependent, as it is shown in
a study (47) that demonstrated that cholesterol levels varied de-
pending on the sex of the animal.

2. OBJECTIVES

The objectives of the present work are:

—To study whether fructose intake by pregnant rats during ges-
tation has any effect on cholesterol metabolism of the male
offspring.

—To determine whether fructose (or tagatose) and fructose plus
cholesterol intake by male descendant rats produces any va-
riation in their cholesterol metabolism and, in this case, to study
whether these changes are affected by the maternal diet.

3. MATERIALS AND METHODS

3.1.Experimental design
The experiment was approved by the Ethics Committee.
The experimental design was carried out as follows:
First, female and male Sprague-Dawley rats were mated.
Once gestation was confirmed, female pregnant rats were provided
with a standard diet, and they were separated in two groups accor-
ding to the drink they received throughout gestation. The fructose

group received a 10% fructose solution (w/v), while the control
group was provided with tap water. Then, after parturition, the litter
was standardised to nine rats and both, the mother and the offspring
drank water. The lactation finished at day 21, and only the male
rats were kept until three months of age. They received a standard
diet and water without any supplement. Once they reached 3 months
of age, male rats were also separated into various groups, depen-
ding on the diet:

— Control group: they consumed water without additives and

a standard diet.

— Fructose group: they received a 10% fructose solution (w/v)

and a standard diet.

— Tagatose group: they consumed a 10% tagatose solution

(w/v) and a standard diet.

— Frudtose plus cholesterol group: they were given a 10% fruc-

tose solution (w/v) and a standard diet supplemented with 2%

cholesterol.

In total, since the maternal treatment was also taken into
account, there were 8 experimental groups of male rats, which are
shown in Figure 4. After the 21 days of diet, the rats were sacrificed.
Their blood was collected in EDTA-K, tubes, which was centrifuged
to separate the plasma. Also, their livers were weighted. Both
plasma and livers were frozen at — 80 °C for their later use.

3.2.Biochemical parameter assays
3.2.a. Total plasma cholesterol determination
It was performed with an enzymatic colorimetric end-point
assay, using a Spinreact (Spain) kit.

Day 0 - Standardisation Day 21 - Weaning Day 90 - Start of Sacrifice
r of litter to 9 babies r protacol
Gestation - FO Lactation Growth Protocol (21d)
o ™
Water Water — Control = Control (Water)
¥ o . . Control - Fructose
CONTROL PREGNANT RATS MALEDESCENDANTS = Control - Fructose + Cholesterol
3 /
i R
Frisctose Water - Fructose — Control (Water)
FRUCTOSE PREGNANT RATS MALEDESCENDANTS TR (S GRS (Ve (LR 01 (6] ST ]|
3 J

Figure 4. Experimental Design. Created with BioRender.com.
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3.2.h. Plasma triglycerides determination
It was performed with an enzymatic colorimetric end-point

assay, using a Spinreact (Spain) kit.

3.2.c. HDL cholesterol determination
The objective was the determination of High-density Li-
poprotein (HDL) cholesterol levels. For this purpose, a two-step pro-
cess was carried out:

3.2.c.a. Precipitation of non-HDL cholesterol lipopro-
teins
Phosphotungstic acid, in combination with magnesium
chloride, is able to precipitate apo B containing lipoproteins (chylo-
microns, VLDL and Low-density Lipoproteins (LDL)). The kit used
was from Spinreact, Spain. The volumes employed were 100pL of
sample and 10jL HDLc-P (the precipitating reagent). After a 10-
minute incubation af room temperature, the samples were centri-
fuged at 12,000rpm for 30 minutes at room temperature. The
supernatant was used for subsequent HDL-cholesterol levels deter-
mination.
3.2.c.h. HDL cholesterol determination
The determination of HDL cholesterol levels was perfor-
med with an enzymatic colorimetric end-point assay, using a Spin-
react (Spain) kit. It is based on the detection at 505nm of a coloured
compound (quinoneimine), that is generated from cholesterol after
sequential enzymatic reactions. The calculation of non-HDL choles-
terol was obtained from the difference of total cholesterol concen-
tration minus HDL cholesterol concentration.

3.2.d. Coronary Risk Index (CRI)
The CRI is calculated from total cholesterol and HDL-cho-
lesterol data. The formula is:

Total cholesterol
CRI=

HDL cholesterol
3.2.e. Atherogenic Index of Plasma (AIP)
The AIP is calculated from triglyceride and HDL-cholesterol

data. The formula is:

Triglycerides

API= log
HDL cholesterol

La ingesta materna de fructosa modula el metabolismo del colesterol

252 en respuesta a una dieta occidental en la descendencia
Paloma Ldpez Laiz, Elena Fauste, et al.

y ANAlESI

RANF

3.3.Molecular parameters assays
3.3.a. RNA Extraction

The Ambion® RiboPureTM kit was used to isolate ribo-
nucleic acid (RNA) from liver tissues. For this purpose, 100mg of
liver tissue were obtained and were later homogenised in the pre-
sence of TRI Reagent® with the Tissuelyser®. TRI Reagent® con-
tains both phenol and guanidine thiocyanate, which lyse the cells
and inactivate nucleases in order fo prevent nudleic acid degradation.
Then, this mixture was centrifuged to separate all the insoluble com-
ponents. The supernatant was collected and bromochloropropane
(BCP) was added. BCP produces the formation of two phases:
aqueous phase and organic phase. RNA will stay in the aqueous
phase, while desoxyribonucleic acid (DNA) and proteins remain in
the interphase or the organic phase. The aqueous phase was sub-
sequently infroduced in a series of columns to purify and extract the
RNA, which was later quantified in the Nanodrop®. Then, an aga-
rose gel electrophoresis was performed to verify the integrity of RNA
(Figure 5).

To ensure the total elimination of DNA from the sample,
the Ambion® TURBO DNA-freeTM kit was employed. This kit con-
tains deoxyribonucleases (DNases) that degrade the DNA present.
Then, as a way to confirm that any contamination of DNA had been
removed, a polymerase chain reaction (PCR) using RPS29 (riboso-
mal protein $29) primers, and the subsequent agarose gel electro-
phoresis were performed. The outcome was as expected: only the
positive control showed a nitid result and no bands appeared in the
samples containing RNA treated with DNase, confirming the absence
of DNA contaminant.

Figure 5. Agarose gel electrophoresis of RNA extraction. The two more visible bands
correspond to the 28S and 18S ribosomal RNA.

3.3.b. Reverse Transcription-PCR (RT-PCR)

After the purification step with DNase, the sample only
contained RNA. In order to quantify the amount of messenger RNA
(mRNA) in the samples through real time PCR, it is previously re-
quired to convert the mRNA into complementary DNA (cDNA). With
this aim, a reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)
was carried out using the SuperScriptTM Il Reverse Transcriptase
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Figure 6. Agarose gel electrophoresis of RT-PCR.

(InvitrogenTM, USA). After this procedure, both a normal PCR and
an agarose gel electrophoresis (Figure 6) were performed to ensure
that the cDNA obtained was functional. This PCR was done with pri-
mers that bind to a housekeeping gene sequence, the ribosomal
protein S29 (RPS29) gene. As shown in Figure 6, all cDNA samples
correctly amplified the product of RPS29 gene, confirming the func-
tionality of the cDNA that had been obtained.

3.3.c. Real-Time Polymerase Chain Reaction (Real-Time
PCR)
3.3.c.a. Basic principles of the method
The real-time PCR is a technique that allows the quanti-
fication of the DNA present in a sample due to the detection of fluo-
rescent particles that bind specifically to the double stranded DNA
(dsDNA) (Figure 7). The measurement of fluorescent intensity is
performed after each cycle of PCR, because, as it is the point af which
more dsDNA is present, the signal will be greater. The fluorophore
used was SYBR Green |, which binds preferentially to dsDNA.
The rate at which DNA is generated is not linear and there
are four stages in its production, according to the intensity of fluo-
rescence detected (48):

— Baseline: the initial amount of dsDNA is minimal, and the
fluorescence intensity is too low to be detected.

— Exponential: when the detection threshold has been over-
passed, the intensity changes exponentially. The cycle at which
the fluorescence is detected and starts raising exponentially is
called Crossing Point (Cp). This parameter is inversely propor-
tional to the initial quantity of DNA. Thus, the lower the DNA
amount, the higher the number of cycles required to get the
signal detected, resulting in a higher Cp value.

— Linear: the reaction rate decreases because there are not
enough DNA polymerase molecules to grow all the DNA strands
already produced.

— Plateau: the DNA polymerase is saturated, so the signal is
maintained constant, resulting in a plateau region.

The initial amount of (DNA can be quantified using a ca-
libration line. To create it, serial 1/10 dilutions of a standard sample
with a known DNA concentration were prepared and their Cp ob-
tained. Then, the c(DNA concentration of the samples is obtained by
the interpolation of their Cp value in the calibration line.
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Figure 7. Scheme of the mechanism of the Real-Time PCR. The fluorophore (SYBR Green 1) is only able fo emit fluorescence in the excited state, i.e., when bound to double

stranded DNA (dsDNA). Created with BioRender.com.
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Table 1. Sequence of the primers used for the cDNA amplification.

Gen Forward Primer Reverse Primer Amplicon Origin
LDLR 5'-CACCCAAGTTCACCTGCGCTTGCC-3' 5'-AGGACACTGTCACCGACTCCACTG-3' 291bp Clontech
MTTP 5'-TCTGTGGTACCGCGAGTCTA-3' 5'-GGGTACTGGGAGAACTGCAC-3' 165bp Primer3
SR-BI 5'-GTTCCGTGAAGATGCAGCTGAG-3' 5'-AACCACAGCAATGGCAGGACTAC-3' 97bp (49)

3. 3.c.h. SYBR Green | Real-Time PCR Protocol

The CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad, USA) was used to perform this assay. For each sample, the fo-
llowing volumes were added: 1jL forward primer (10uM), THL
reverse primer (104M), TOIL SYBR green Premix Ex Taq (Takara
Bio Inc., Japan), 6L deionised water and 2L sample. The infor-
mation regarding the primers used in the present work can be found
in Table 1.

An agarose gel electrophoresis was performed after each
real time-PCR experiment to verify that the amplicon obtained mat-
ched the expected result (Figures 8 and 9).

3.4.Statistical analysis

The assays were carried out with samples from 7 animals
per group, except for group Control-Control, which had 8 animals.
Results were expressed as means =+ standard error (SE) and they
were analysed by two-way ANOVA (Analysis of Variance). If the dif-
ferences were statistically significant (p <0.05), they were analysed
through a posteriori Bonferroni correction to identify the variance
significance. There were two factors analysed:

— The effect of fructose intake during gestation by the mothers
(M) on the male offspring. Statistically significant differences
between Control Mothers vs. Fructose Mothers will be indicated
with a hash (#), and in case the difference is almost statistically
significant, it will be indicated with an ampersand (&).

— The effect of the diets received by the male offspring at 3
months of age (D). The differences between treatments within
the same mother will be indicated with an asterisk (*).

The value of eta squared (n?) determines the proportion
of the variance that is attributed to the mother (M), the diet (D) or
the inferaction between both parameters (M*D).

All the statistical determinations were performed with the
program SPSS.

4. RESULTS AND DISCUSSION

To facilitate the comprehension of the findings regarding
the diet provided to the male offspring, the results will be grouped
into two studies:

— Study I. Effect of Fructose consumption versus (vs.) Tagatose.
This analysis will allow to determine if the observed effects are
fructose specific.
— Study II. Effect of Fructose consumption alone vs. Fructose
plus Cholesterol.

In addition, the effect of maternal feeding during gestation
(water or fructose) on the cholesterol metabolism of their offspring
will be analysed within each group.

4.1.Study I. Effect of Fructose consumption vs. Tagatose
4.1.a. Plasma total cholesterol and triglycerides levels

The results of the two-way ANOVA are presented in Table
2. Regarding total cholesterol concentration, the changes observed
seem to be due to the different diets received by the male offspring,
although the difference is not statistically significant (p=0.097). On
the other hand, both the maternal treatment (M) and the diet (D)
seem to affect triglycerides levels, but these differences did not reach
statistical significance (p=0.054 and p=0.094 respectively).

Thus, Figure 10 shows the data after a posteriori Bonfe-
rroni correction.

The total cholesterol concentration in the offspring of con-
trol mothers shows statistically significant differences between the
control and fructose groups when compared to the tagatose group.
This would indicate that tagatose, and not fructose, produces a mar-
ked increase in fotal cholesterol levels. However, when studying the
descendants of fructose supplemented mothers, we can observe that
there are no variations between the groups, which suggests that this

Figure 8. Agarose gel electrophoresis of Real Time-PCR of MTTP

Figure 9. Agarose gel electrophoresis of Real Time-PCR of LDLR.

La ingesta materna de fructosa modula el metabolismo del colesterol
en respuesta a una dieta occidental en la descendencia
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Table 2.
Cholesterol F P value 7
MOTHER 1.272 0.267 0.033
DIET 2.485 0.097 0.118
MOTHER * DIET 2.030 0.146 0.099
Triglycerides F P value 7
MOTHER 3974 0.054 0.097
DIET 2517 0.094 0.120
MOTHER * DIET 0.113 0.893 0.006

Table 2. Two-way ANOVA of total Cholesterol and Triglyceride concentrations in plasma. F: Snedecor’s F which is a statistic parameter based on the analysis of variance.
P value: probability of observing a value which is at least as extreme as the value obtained from the test. n2: proportion of the variance that is atiributed to the mother,
the diet or the interaction between both. The yellow colour in the cell indicates that the difference is almost statistically significant.

effect disappears with fructose consumption during gestation. As in-
dicated in Figure 10 with a hash (#), cholesterol levels in tagatose
supplemented descendants from control mothers are significantly
higher than those of tagatose supplemented descendants from fruc-
tose mothers.

On the other hand, there is a tendency to increase the
plasma triglycerides levels in those groups of descendants receiving
any carbohydrate (fructose or tagatose) versus descendants that con-
sumed water. Moreover, this trend was observed regardless of the
diet of the mothers.

4. 1.b. HDL cholesterol and non-HDL cholesterol con-
centration in plasma

To further study if there was an effect in cholesterol meta-

bolism due to fructose or tagatose intake, HDL cholesterol and non-

HDL cholesterol levels were determined. As shown in Table 3, there

are no significant differences in the HDL cholesterol that could be

attributed to the diet, the mothers or the sum of both factors. Ho-

wever, regarding non-HDL cholesterol, both the consumption of the

mothers (M) during the gestation and the diets (D) that the male

offspring received, showed almost statistically significant differences
(M, p=0.087; D, p=0.064).
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Figure 10. Plasma total cholesterol and triglycerides levels in the male progeny, after 21 days of receiving different treatments (blue bar: water—C, orange bar: fructose—
F, green bar: tagatose—T). The bars that present a lighter colour correspond to the descendants of mothers that were given water during gestation (maternal control
group), and the bars with a darker colour, to the descendants of mothers that drank a fructose solution during gestation (maternal fructose group). The data presented
are means =+ standard error (SE). The symbol * indicates statistically significant differences between diets, and the # between maternal intake.
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Table 3
HDL cholesterol F P value n?
MOTHER 0.554 0.461 0.015
DIET 1.586 0.219 0.081
MOTHER * DIET 2.081 0.140 0.104
non-HDL cholesterol F P value 0
MOTHER 3.100 0.087 0.079
DIET 2974 0.064 0.142
MOTHER * DIET 2.030 1.346 0.070

Table 3. Two-way ANOVA of HDL and non-HDL cholesterol plasma levels. F: Snedecor’s F, which is a statistic parameter based on the analysis of variance. P value:
probability of observing a value which is af least as extreme as the value obtained from the test. %: proportion of the variance that is attributed to the mother, the diet
or the interaction between both. The yellow colour in the cell indicates that the difference is almost statistically significant.

After performing the Bonferroni test, as it can be seen in
Figure 11, no statistically significant differences are found in the
HDL cholesterol. Nevertheless, there is a tendency of higher HDL
cholesterol levels in the group of males from control mothers that
drank the tagatose solution versusthose drinking water and fructose.
However, the effect was not observed in the descendants of fructose
supplemented mothers. Curiously, there is an almost statistically sig-
nificant decrease in HDL cholesterol levels (p=0.086, denoted with
a & symbol in Figure 11), of tagatose supplemented descendants
from fructose-mothers when compared with the descendants of con-
trol-mothers. This decrease would be a non-desirable effect, since
HDL is known as “good” cholesterol, suggesting a lower protection

against cardiovascular diseases. Interestingly, in descendants from
fructose fed mothers, a trend to decrease in HDL-cholesterol was
found in males receiving both fructose and tagatose in comparison
to males drinking water.

Regarding the non-HDL cholesterol concentration, the tre-
atment received by the males in the maternal control group does
produce statistically significant differences, especially between the
ones that drank water and those supplemented with tagatose, sho-
wing this last group higher non-HDL cholesterol levels. Curiously,
this tagatose-induced effect was, again, not observed in descendants
of fructose-mothers and this observation was coincident to that one
found for total cholesterol levels (Figure 10).
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Figure 11. Plasma HDL cholesterol and non-HDL cholesterol concentration in the male progeny, after 21 days of receiving different treatments (blue bar: water—C, orange
bar: fructose—F, green bar:tagatose—T). The bars that present a lighter colour correspond to the descendants of mothers that were given water during gestation (maternal
control group), and the bars with a darker colour, o the descendants of mothers that drank a fructose solution during gestation (maternal fructose group). The data
presented are means == standard error (SE). The symbol * denotes statistically significant differences between diets, and the # between maternal intake. The symbol
(&) corresponds to differences that are almost statistically significant between maternal intake.
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Table 4
MTTP expression F P value 1’
MOTHER 1.231 0.275 0.034
DIET 4.895 0.013 0.219
MOTHER * DIET 0.037 0.964 0.002
LDLR expression F P value n’
MOTHER 2.895 0.097 0.074
DIET 2582 0.090 0.125
MOTHER * DIET 0.943 0.399 0.050
SR-B1 expression F P value n
MOTHER 0.004 0.950 0.000
DIET 0.665 0.521 0.036
MOTHER * DIET 37 0.052 0.152

Table 4. Two-way ANOVA of hepatic MTTP, LDLR and SR-B1 expression. F: Snedecor’s F, which is a statistic parameter based on the analysis of variance. P value: probability
of observing a value which is at least as extreme as the value obtained from the test. 2 proportion of the variance that is attributed to the mother, the diet or the inferaction
between both. The green colour in the cell indicates that the difference is statistically significant, while yellow represents that the difference is almost statistically significant.

4.1.c. Hepatic MTTP, LDLR and SR-B1 expression

Both the MTTP, LDLR and SR-B1 are genes coding for mo-
lecules involved in cholesterol metabolism.

After performing the two-way ANOVA with the expression
data for the three genes, there is only one stafistically significant diffe-
rence (Table 4): in the expression of MTTP gene, for the influence of
the diet (D) received by the male rats (p=0.013). However, almost sta-
tistically significant differences were found in the expression of LDLR

due fo both the maternal treatment (M) and the diet (D) and in SRB1
expression due to the interaction between both treatments (M*D)
(LDLR: p=0.097, M; p=0.090, D; SR-B1: p=0.052, M*D).

These possible statistical differences were further studied
through a posterioriBontferroni test, and they can be seen in Figure 12.

The hepatic expression of MTTP shows a tendency to in-
crease in males that consumed fructose in both groups of descen-
dants, those from control mothers and fructose-mothers. This trend
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Figure 12. MTTP LDLR and SR-BI hepatic gene expression in the male progeny, after 21 days of receiving different treatments (blue bar: water—C, orange bar: fructose—
F green bar: tagatose—T). The bars that present a lighter colour correspond to the descendants of mothers that were given water during gestation (maternal control
roup), and the bars with a darker colour, to the descendants of mothers that drank a fructose solution during gestation (maternal fructose group). The data presented

are means = standard error (SE). The symbol # corresponds to differences that are stafistically significant between maternal consumption, and the symbol & to differences

that are almost statistically significant between maternal intake.
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Table 5
RI F P value 1
MOTHER 2.462 0.126 0.066
DIET 1.157 0.326 0.062
MOTHER * DIET 0.688 0.509 0.038
AlP F P value n?
MOTHER 3.688 0.063 0.098
DIET 5171 0.007 0.254
MOTHER * DIET 4537 0.018 0.211

Table 5. Two-way ANOVA of Coronary Risk Index and Atherogenic Index of Plasma. F: Snedecor’s F, which is a statistic parameter based on the analysis of variance. P
value: probability of observing a value which is at least as extreme as the value obtained from the test. % proportion of the variance that is atiributed to the mother,
the diet or the interaction between both. The green colour in the cell indicates that the difference is statistically significant, while yellow represents that the difference is

almost statistically significant.

is almost statistically significant versus the descendants drinking
water in the control maternal group, which would mean that the
consumption of fructose increases the expression of MTTP. Given that
this gene is involved in the production of non-HDL cholesterol, one
would expect a higher concentration of this parameter in males con-
suming fructose than in those drinking only water. However, this ef-
fect cannot be seen in Figure 11 (non-HDL). Nevertheless, since
MTTP protein also participates in the assembly of TG-rich lipopro-
teins to be released by the hepatocyte, it is logical fo find a similar
trend fo increase in plasma TG of males receiving fructose (Figure
10).

On the other hand, hepatic LDLR gene expression tends
to increase after consuming tagatose in descendants of control mo-
thers, becoming almost significant in comparison to males consu-

ming fructose (p=0.075). Moreover, as it was also observed for total
cholesterol, HDL cholesterol and non-HDL cholesterol levels (Figures
10 and 11) the consumption of fructose by the mothers has a dam-
pening action in the effect of tagatose on gene expression. Conse-
quently, an almost statistically significant difference between the two
groups of tagatose supplemented rats was observed (denoted by a
& symbol in Figure 12, LDLR). This result does not explain the fin-
dings observed in plasma non-HDL cholesterol, as an increase in
the expression of LDLR would mean that more LDL cholesterol
would be taken by the liver and diminished non-HDL cholesterol le-
vels would be found in blood. In contrast, plasma non-HDL choles-
terol concentration turned out to be more elevated in males
consuming tagatose in comparison to the other two groups.
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Figure 13. Coronary Risk Index and Atherogenic Index of Plasma obtained after calculation of with data from the samples obtained after 21 days of receiving different
treatments (blue bar: water—C, orange bar: fructose—F, green bar: tagatose—T). The bars that present a lighter colour correspond to the descendants of mothers that
were given water during gestation (maternal control group), and the bars with a darker colour, fo the descendants of mothers that drank a fruciose solution during
gestation (maternal fruciose group). The data presented are means = standard error (SE). The symbol * represents statistically significant differences between diets, and

the # between maternal intakes.
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Lastly, the profile of the hepatic gene expression of SR-B1
varies among the offspring from the two maternal groups. On one
hand, the effect of carbohydrate’s intake in the expression of SR-B1
in descendants from control-mothers shows a decreasing tendency
when compared to the rats receiving water. However, in descendants
of fructose-fed mothers, this trend is the opposite, i.e., the expression
seems to be induced by the intake of carbohydrates. On the other
hand, there is a statistically significant decrease in the expression of
SR-B1 between control rats from fructose fed mothers versus those
from control mothers. As SR-B1 codes for a protein involved in the
liver uptake of HDL cholesterol, opposite tendencies should be seen
in the plasma HDL concentration (Figure 11), and remarkably we
can confirm that this is the case.

4.1.d. Coronary Risk Index (CRI) and Atherogenic Index
of Plasma (AIP)

Table 5 shows the result of performing a two-way ANOVA
test on the Coronary Risk Index (CRI) and the Atherogenic Index of
Plasma (AIP). As can be seen, there are only statistically significant
differences in the AIP, for the factor of the diet (D) received by the
male progeny (p=0.007) and the inferaction between the two stu-
died factors (diet and maternal feeding, M*D) (p=0.018).

As can be seen in Figure 13, there are no significant dif-
ferences in the Coronary Risk Index when comparing all the groups.
On the other hand, the Atherogenic Index of Plasma varies greatly
among the groups. Firstly, there is a marked decrease in the males
that drank water from fructose fed mothers versus those rats from
control mothers. As AIP is a predictor of the risk for the development
of cardiovascular diseases, this would indicate that maternal fructose
supplementation would have a profective effect. If we look at the

54

HDL cholesterol (Figure 11) and triglycerides plasma levels (Figure
10), this decrease in AIP observed in the rats receiving water from
fructose fed mothers is due to a lower triglycerides concentration
and a slightly higher HDL cholesterol concentration compared to the
males consuming water from control mothers. In addition, there are
statistical differences among diet treatments in the fructose maternal
group, indicating that fructose or tagatose intake in the offspring
from fructose-fed mothers would have a greater tendency to undergo
a cardiovascular event.

4.2.Study Il: Effect of Fructose consumption alone vs.
Fructose plus Cholesterol
4.2.a. Plasma total cholesterol and triglycerides le-
vels

As can be seen in Table 6, the factor diet (D) produces sta-
tistically significant differences for both total cholesterol and trigly-
cerides concentration, p=0.000 and p=0.043 respectively.

Thus, Figure 14, exhibits the data of plasma total choles-
terol and triglycerides concentration of the male offspring.

The cholesterol concentration shows a marked increase in
the males fed a fructose solution and a cholesterol-rich diet (FCh)
when compared to the other dietary treatments (water or only fruc-
tose). This augmentation is statistically significant in both, descen-
dants from control mothers and fructose-fed mothers. This result
demonstrates that the addition of cholesterol to the fructose-rich
dief causes, as expected, higher cholesterol levels in blood.
Regarding plasma triglycerides concentration, there is also a frend
to an increase in the FCh group when compared to the C and F
groups in descendants from both groups of mothers, reaching almost
statistical significance only for descendants from fructose-fed mothers
(p=0.076).

Table 6

Cholesterol F P value 0t

MOTHER 0.046 0.832 0.001

DIET 11.395 0.000 0.381

MOTHER * DIET 0.064 0.939 0.003
Triglycerides F P value 0

MOTHER 0.930 0.341 0.025

DIET 3.425 0.043 0.156

MOTHER * DIET 0.257 0.775 0.014

Table 6. Two-way ANOVA of Cholesterol and Triglyceride concentrations in plasma. F: Snedecor’s F, which is a statistic parameter based on the analysis of variance. P
value: probability of observing a value which is at least as extreme as the value obtained from the test. % proportion of the variance that is atiributed to the mother,
the diet or the inferaction between both. The green colour in the cell indicates that the difference is statistically significant.
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Figure 14. Plasma total cholesterol and triglycerides concentration in the male progeny, after 21 days of receiving different freatments (blue bar: water—C, orange bar:
fructose—F, purple bar: fructose + cholesterol-rich diet—FCh). The bars that present a lighter colour correspond to the descendants of mothers that were given water
during gestation (maternal control group), and the bars with a darker colour, o the descendants of mothers that drank a fructose solution during gestation (maternal
fructose group). The data presented are means = standard error (SE). The symbol * denotes statistically significant differences between diets.

4.2.h. Plasma HDL cholesterol and non-HDL cholesterol
concentration

As Table 7 indicates, there are statistically significant dif-
ferences regarding the diet (D) of the male offspring for both HDL
cholesterol and non-HDL cholesterol concentrations.

After performing a posteriori Bonferroni correction, the
data of HDL cholesterol and non-HDL cholesterol concentrations can
be seen in Figure 15.

The HDL cholesterol concentration shows significant de-
crease in the group supplemented with fructose and cholesterol (FCh)
versus the group that drank water (C), regardless of the maternal
intake. Since fructose alone already produced a tendency to a de-
crease in HDL-cholesterol in males from fructose-fed mothers (but
not in the offspring from control mothers) (Figure 11), the diminu-
tion observed in the males receiving fructose plus cholesterol became

almost significant versus the males drinking fructose alone only in
descendants from control mothers (p=0.059).

Interestingly, the trend found in the non-HDL cholesterol
concentration is the opposite than the one found for HDL cholesterol,
being significantly much higher in the FCh group than in the other
two groups (C and F), regardless of the maternal diet.

These results, taken together with those shown in Figure
14, indicate that the distribution of HDL and non-HDL cholesterol
levels deeply varies in the FCh group: this group of animals presents
elevated plasma non-HDL cholesterol and lower HDL cholesterol
concentrations in comparison to the other two groups, with also a
higher total cholesterol concentration. This would indicate that a
higher cholesterol intake by these rats produces an excess of cho-
lesterol that is distributed in lipoproteins such as VLDL, chylomicrons
and LDL.

Table7

HDL cholesterol F P value n?
MOTHER 0.110 0.742 0.003
DIET 11.519 0.000 0.390
MOTHER * DIET 0.845 0.438 0.045
non-HDL cholesterol F P value n?
MOTHER 0008 0.928 0.000
DIET 59.725 0.000 0.773
MOTHER * DIET 0.572 0.570 0.032

Table 7. Two-way ANOVA of plasma HDL and non-HDL cholesterol. F: Snedecor’s F, which is a statistic parameter based on analysis of the variance. P value: probability
of observing a value which is ot least as extreme as the value obtained from the test. % proportion of the variance that is attributed to the mother, the diet or the
interaction between both. The green colour in the cell indicates that the difference is statistically significant.
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Figure 15. Plasma HDL cholesterol and non-HDL cholesterol concentration in the male progeny, after 21 days of receiving different treatments (blue bar: water—C, orange
bar: fructose—F, purple bar: fructose + cholesterol-rich diet—FCh). The bars that present a lighter colour correspond to the descendants of mothers that were given water
during gestation (maternal control group), and the bars with a darker colour, to the descendants of mothers that drank a fructose solution during gestation (maternal
fructose group). The data presented are means = standard error (SE). The symbol * denotes statistically significant differences between diets.

4.2.c. Hepatic MTTP, LDLR and SR-B1 expression Regarding the MTTP hepatic expression, the trend to an

The Table 8 shows statistically significant differencesinthe ~ increase already commented for descendants receiving fructose alone
expression of MTTP and LDLR genes with regards to the diet of the ~ (Figure 12) was also found in the offspring taking fructose plus cho-
male offspring (p=0.015 and p=0.035, respectively). In the case lesterol with respect to the control groups, regardless the maternal

of SR-B1, this difference is almost significant (p=0.082). intake. Given that the product of this gene is related to the assembly
Thus, Figure 16 shows the hepatic gene expression of o lipoproteins containing cholesterol and triglycerides, the expres-
MTTF, LDLR and SR-B1. sion of this gene in the FCh group is increased in accordance with
Table 8
MTTP expression F P value Lk
MOTHER 1.172 0.287 0.033
DIET 4759 0.015 0.219
MOTHER * DIET 0.039 0.962 0.002
LDLR expression F P value 0t
MOTHER 0.001 0.973 0.000
DIET 3.696 0.035 0.170
MOTHER * DIET 0.612 0.548 0.033
SR-BI expression F P value 0
MOTHER 1.992 0.167 0.052
DIET 2.684 0.082 0.130
MOTHER * DIET 1.772 0.185 0.090

Table 8. Two-way ANOVA of hepatic MTTP, LDLR and SR-B1 expression. F: Snedecor’s F, which is a statistic parameter based on the analysis of variance. P value: probability
of observing a value which is af least as extreme as the value obtained from the test. n’2 proportion of the variance that is attributed to the mother, the diet or the
interaction between both. The green colour in the cell indicates that the difference is statistically significant, while yellow represents that the difference is almost stafistically
significant.
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Figure 16. MTTP, LDLR and SR-B1 hepatic gene expression in the male progeny, after 21 days of receiving different treatments (blue bar: water—C, orange bar: fruc-
tose—F, purple bar: fructose + cholesterol-rich diet—FCh). The bars that present a lighter colour correspond to the descendants of mothers that were given water during
gestation (maternal control group), and the bars with a darker colour, to the descendants of mothers that drank a fructose solution during gestation (maternal fructose
group). The data presented are means + standard error (SE). The symbol # represents stafistically significant differences between maternal intakes.

total cholesterol concentration, triglycerides levels and especially
the non-HDL cholesterol concentration in plasma.

The gene expression of hepatic LDLR exhibits a decrea-
sing trend for the FCh group, the effect being significantly different
versus males drinking only water when they come from control-
mothers.

As the LDLR gene is associated with the uptake of non-
HDL cholesterol from the blood into the liver, this result would co-
rrelate with the higher concentration of non-HDL cholesterol found
in this group (Figure 15).

In addition, the SR-B1 gene expression also shows a slight
decreasing trend between the control and FCh group in descendants
from control mothers, but not in offspring from fructose-fed mo-
thers.

Curiously, this trend had been already observed for males
receiving fructose alone.

4.2.d. Coronary Risk Index (CRI) and Atherogenic Index
of Plasma (AIP)

Table 9 indicates differences regarding the diet (D) for
both indexes (p=0.000 for both) and also regarding the interac-
tion of the diet of the male progeny and the maternal feeding for
the Atherogenic Index of Plasma.

As shown in Figure 17, in the Coronary Risk Index, there
are statistically significant differences between the FCh group and
the other two groups: control and fructose, independently of ma-
ternal intake.

Table 9
RI F P value n?
MOTHER 0.944 0.338 0.027
DIET 64.073 0.000 0.790
MOTHER * DIET 0.374 0.691 0.022
AlP F P value n?
MOTHER 6.824 0.013 0.167
DIET 14.202 0.000 0.455
MOTHER * DIET 3.229 0.052 0.160

Table 9. Two-way ANOVA of Coronary Risk Index and Atherogenic Index of Plasma. F: Snedecor’s F, which is a statistic parameter based on the analysis of variance. P
value: probability of observing a value which is at least as extreme as the value obtained from the test. % proportion of the variance that is attributed to the mother,
the diet or the interaction between both. The green colour in the cell indicates that the difference is statistically significant.
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Figure 17. Coronary Risk Index and Atherogenic Index of Plasma obtained after calculation of with data from the samples obtained after 21 days of receiving different
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fructose solution during gestation (maternal fructose group). The data presented are means = standard error (SE). The symbol * denotes statistically significant differences

between diets, and the # between maternal intakes.

Regarding the Atherogenic Index of Plasma, the same in-
crease was found, being the difference statistically significant versus
the other two groups only in the progeny from control mothers. Cu-
riously, in descendants from fructose-fed mothers, fructose plus cho-
lesterol intake was able to produce a significant increase with respect
to the control group as that one observed with fructose intake.

5. CONCLUSIONS

The conclusions of the present study are:

— In the offspring of mothers that drank water during gestation,
tagatose intake increases plasma non-HDL cholesterol and fotal
cholesterol concentrations. This effect is attenuated in the pro-
geny of fructose fed mothers, which would indicate a foetal pro-
gramming effect.

— In the offspring from fructose-fed mothers, fruciose and ta-
gatose intake tends to cause a decrease in plasma HDL choles-
terol and an increase in triglycerides concentration, leading to
a marked rise in the atherogenic ratio versus the control group.
These findings suggest that both fructose and tagatose intake
can lead to a higher risk of cardiovascular diseases in animals
subjected to foetal programming induced by previous maternal
fructose feeding.

— The combination of a fructose solution plus a cholesterol-rich
diet results in an increase in total plasma cholesterol concen-
tration, which corresponds fo a huge rise in non-HDL levels and
a decrease in HDL concentration, regardless the maternal in-

take. This effect caused by fructose and cholesterol intake would
be detrimental to the animals, since atherogenic indices are in-
creased, and they will be more likely to undergo cardiovascular
disease.

— The increased hepatic expression of MTTP found in both, the
F and FCh group would indicate a higher assembly of choles-
terol and triglycerides containing lipoproteins, which correlates
with the increased values of plasma total cholesterol, non-HDL
cholesterol and triglycerides found in these rats.

— The decreased hepatic expression of LDLR observed in the
FCh group would suggest a lower uptake of non-HDL lipopro-
teins leading to the higher plasma non-HDL cholesterol con-
centration observed in these animals.

Altogether, this study demonstrates that maternal intake
of fructose clearly affects cholesterol metabolism in the progeny le-
ading to a foetal programming effect. Furthermore, the dietary tre-
atment of the progeny with fructose alone or combined with
cholesterol and tagatose also negatively affects cholesterol metabo-
lism increasing their atherogenic indices. These results demonstrate
the deleterious effects of both, a high carbohydrate and cholesterol
intake in the development of cardiovascular diseases. We would like
to emphasize the key role of pharmacists advising the patients to
reduce the consumption of dies rich in carbohydrates and cholesterol
to prevent the further development of cardiovascular diseases.

Maternal fructose intake modulates cholesterol metabolism in res-
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RESUMEN

La enfermedad del higado graso no alcohélico (EHGNA) es la enfermedad hepdtica cronica mds comdn del mundo.
La EHGNA se considera la manifestacion hepdtica del sindrome metabolico al estar directamente asociada con la
obesidad, la resistencia a la insulina, la diabetes mellitus tipo 2 y las complicaciones cardiovasculares. Pese a su pre-
valencia, los factores que desencadenan la progresion de la EHGNA a la esteatohepatitis no alcohdlica, la cirrosis y
el carcinoma hepatocelular son poco conocidos. Actualmente, no existe tratamiento eficaz ni hay disponible un método
fiable para su diagndstico y estatificacion mds alld de la biopsia hepdtica altamente invasiva.

Recientemente, las vesiculas extracelulares (VEs) han emergido como posibles biomarcadores para el diagnéstico de
la EHGNA. Las VEs son vesiculas derivadas de las células que contienen proteinas y dcidos nucleicos, entre otros com-
ponentes, que interactian y desencadenan una gran variedad de respuestas en células diana proximas o distantes.
Varios mecanismos implicados en la progresion de la EHGNA, como la inflamacion, la fibrosis y la angiogénesis, re-
lacionados con la lipotoxicidad, desencadenan la secrecion de VEs por las células hepdticas. En esta revision nos cen-
traremos en las VEs secretadas por los hepatocitos (Hep-VEs) como mensajeros del interactoma entre las diferentes
células hepdticas en la patogénesis de la EHGNA, asi como en su papel como biomarcadores no invasivos para su
diagnastico y estratificacion. Ademds, destacaremos las investigaciones disponibles hasta la fecha, las limitaciones
actuales y las futuras diredirices para su implementacion en un entorno clinico como biomarcadores o dianas fera-
péuticas de la enfermedad hepdtica.

ABSTRACT

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common cause of chronic liver disease worldwide. NAFLD, the
hepatic manifestation of the metabolic syndrome, closely associates with insulin resistance, type 2 diabetes mellitus,
obesity and cardiovascular disease. Until now, the specific factors involved in the progression of NAFLD from fatty
liver to non-alcoholic steatohepatitis, cirrhosis and, ultimately hepatocellular carcinoma have not been totally eluci-
dated.

Also, patients have to face the lack of efficient or personalized treatments, as well as the absence of reliable diagnosis
or staging methods beyond the highly invasive liver biopsy. In the last years, extracellular vesicles (VEs) are considered
as potential biomarkers for the diagnosis many diseases including NAFLD. VEs are released by different cells types
into the circulation and contain nucleic acids and proteins, among other components of their, that interact with su-
rrounding or distant target cells, thereby triggering a plethora of responses. During NAFLD progression, several pro-
cesses such as inflammation, fibrosis and angiogenesis, all related to MS-associated lipotoxicity, lead to VEs release
by liver cells. In this review we will focus in the role of hepatocyte-derived VEs (Hep-VEs) and their interactions with
non-parenchymal liver cells populations during NAFLD pathogenesis, as well as in their role as non-invasive bio-
markers for disease diagnosis and progression. We will highlight the recent work currently available on VEs in the
context of NAFLD, the current limitations and future directions for the implementation of VEs as biomarkers or fargets
of liver disease in the clinical sefting.
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Nuevos conocimientos sobre el papel clave de las vesiculas extra-
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1. INTRODUCCION

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA)
es la enfermedad hepdtica cronica mds comin en el mundo, afec-
tando aproximadamente al 25 % de la poblacion adulta, especial-
mente en los paises industrializados (1). Al mismo tiempo, la
EHGNA es también la forma mds prevalente de enfermedad he-
pdtica cronica en la infancia, afectando aproximadamente al 10 %
de la poblacion pedidtrica general (2, 3). La definicion ddsica de
la EHGNA excluye el consumo excesivo de alcohol, que causa la lla-
mada enfermedad hepdtica alcohdlica. Numerosas evidencias apo-
yan la hipétesis de que la EHGNA es la manifestacion hepdtica del
sindrome metabdlico (SM), siendo la resistencia a la insulina el
factor patogénico comin entre ambas (4). Aunque se han descrito
algunos factores genéticos como elementos de riesgo para la
EHGNA (5), el aumento del peso corporal, asi como la presencia
de varias caracteristicas del SM, como la adiposidad, la hiperglu-
cemia, la dislipidemia o la hipertension, pueden ser determinantes
clave en la patogenia de la EHGNA.

La EHGNA engloba un amplio espectro de lesiones en el
higado, en el que se incluyen la esteatosis simple, la esteatohepa-
titis no alcohdlica (EHNA), la fibrosis y finalmente la cirrosis. Se
estima que alrededor de un 7% de estos pacientes en estadio ci-
rrético desarrollardn un carcinoma hepatocelular (CHC) que puede
llegar a causar una insuficiencia hepdtica cronica y la necesidad de
trasplante de higado en aproximadamente el 50% de los casos.
Mientras que en la esteatosis hepdtica simple no hay signos de
daiio hepatocelular ni de fibrosis, la EHNA se caracteriza por la
presencia de esteatosis e inflamacion lobulillar con degeneracion
balonizante de los hepatocitos, con o sin fibrosis (6, 7).

Los factores desencadenantes, asi como los mecanismos
asociados al desarrollo y la progresion de la EHGNA son complejos
y multifactoriales. Originalmente, la “la teoria del doble impacto”
se formulo para explicar la progresion de la esteatosis simple a la
EHNA. Segun esta vision tradicional, la acumulacion intrahepdtica
de lipidos provocada por el sedentarismo, las dietas hipercaloricas,
la obesidad y la resistencia a la insulina, actda como el "primer
impacto” favoreciendo el aumento de la sensibilidad de los hepa-
tocitos a sucesivos dafios o agresiones. La acumulacion de citoquinas
proinflamatorias, adipoquinas, endotoxinas bacterianas, junto con
la disfuncion mitocondrial y a la aparicion de estrés oxidativo y/o
estrés del reticulo endopldsmico (RE) representan el "segundo im-
pacto” en la progresion hacia estadios mds avanzados. Asi, este se-
gundo impacto provoca un efecto deletéreo en los hepatocitos,
provocando mayor inflamacion y fibrosis. Hoy en dia, la hipotesis
mds aceptada es el "modelo de miltiples impactos” (8), ya que
otros elementos adicionales como las hormonas/adipoquinas se-
cretadas del tejido adiposo, diversos factores nutricionales, la mi-
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crobiota intestinal y numerosos factores genéticos y epigenéticos
también contribuyen en mayor o menor medida a la progresion
de la enfermedad (9-13). A pesar de esta diferencia, la acumulacion
de grasa en el higado, causada por la obesidad y la resistencia a
la insulina, adn representa el primer impacto en ambas hipotesis.
En el tejido adiposo, la resistencia a la insulina conduce a una li-
polisis periférica excesiva, provocando la degradacion de los trigli-
céridos (TG) y una acumulacién masiva de dcidos grasos libres
(AGL) y glicerol. En condiciones normales, los AGL circulantes son
captados por los hepatocitos y de nuevo esterificados en TG. Sin
embargo, una captacion excesiva de AGL puede saturar la capaci-
dad celular para almacenarlos y esterificarlos en TG, lo que con-
llevaria la acumulacion masiva de AGL, provocando el daiio celular
(lipotoxicidad) y la muerte celular apoptética (lipoapoptosis) de
los hepatocitos, procesos fuertemente asociados con la progresion
de la EHGNA a EHNA.

En la mayoria de los casos, la EHNA se desarrolla de

forma asintomatica hasta que la enfermedad progresa a etapas
mds avanzadas en las que el frasplante de higado es la Gnica op-
(ion terapéutica disponible. Por tanto, la defeccion temprana de
esta enfermedad seria Otil para identificar a aquellos individuos
con EHGNA en estadios iniciales, donde la enfermedad es adn si-
lenciosa. Solo en un reducido nimero de pacientes, se sospecha de
enfermedad tras la deteccion de una elevacion, que resulta dificil
de explicar, de los niveles de enzimas hepdticas, tales como la fos-
fatasa alcalina, la alanina aminotransferasa (ALT) o la aspartato
aminotransferasa (AST), o de alguna evidencia de esteatosis por
imagen mediante tomografia computarizada y resonancia mag-
nética (RM). No obstante, estas pruebas no permiten diferenciar la
esteatosis simple de la EHNA con o sin fibrosis.
Por ello, hasta la fecha, la biopsia hepdtica sigue siendo el método
mds fiable para el diagndstico de la EHGNA ya que permite clasi-
ficar el estado de la enfermedad por evaluacion histoldgica. Sin
embargo, este procedimiento altamente invasivo y dafiino para el
paciente no puede predecir la progresion de la enfermedad y
menudo, el diagndstico es tardio.

Hasta ahora, la FDA (U.S. Food and Drug Administration)
no ha aprobado ningiin agente farmacolégico para el tratamiento
de la EHNA. Hoy en dia, cambios en el estilo de vida y dietas para
perder peso son la Gnica estrategia para revertir la EHGNA. Des-
afortunadamente, se ha demostrado que un gran ndmero de pa-
cientes recuperan la mayor parte del peso después de un periodo
de pérdida de peso exitoso, un efecto probablemente debido a la
falta de disponibilidad de un programa multidisciplinar completo
y personalizado centrado en el mantenimiento del peso corporal a
largo plazo para cada paciente (14, 15). Por este motivo, existe
una necesidad urgente de identificar biomarcadores no invasivos
que sean fiables y especificos para el diagndstico de la EHGNA y la
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EHNA en las fases iniciales, donde las intervenciones en el estilo
de vida y los posibles farmacos desarrollados se puedan utilizar
con cierta garantia de éxito a largo plazo.

Hasta la fecha, se considera que la ausencia de un frata-
miento eficaz para la EHGNA podria deberse a la heterogeneidad
en los factores desencadenantes que presentan los pacientes pro-
vocados por la coexistencia de otras patologias asociadas como las
enfermedades cardiovasculares (ECV) o la diabetes mellitus tipo 2
(DM2). Teniendo esto en consideracion, recientemente ha surgido
el término actualizado “MAFLD" (del inglés, metabolic-dysfunc-
tion-associated fatty liver disease), que significa en espafiol en-
fermedad de higado graso asociada a disfuncion metabdlica, para
describir mejor la patogénesis de la EHGNA, definiéndose asi como
la manifestacion hepdtica de un trastorno multisistémico que es
heterogéneo en su origen, desarrollo y progresion (16, 17). De
acuerdo con esta nueva definicion, la EHGNA asociada a disfuncién
metabdlica englobaria moltiples subtipos y se clasificaria en funcion
del factor dominante. Segin los articulos publicados, los criterios
para el diagndstico se basan en la evidencia de esteatosis hepdtica
ademds de uno de los siguientes tres elementos, sobrepeso/obesi-
dad, presencia de DM2 o evidencia de desregulacion metabdlica,
independientemente de la cantidad de alcohol consumida. Asi, la
identificacion de este factor predominante en cada paciente po-
dria ayudar en su estratificacion y podria permitir laim-
plementacion de un tratamiento personalizado para asegurar la
mejor respuesta ferapéutica con pocos efectos secundarios adversos.

Recientes avances en la investigacion bdsica y traslacional
han proporcionado informacion sobre los mecanismos patogénicos
que impulsan la progresion de la EHGNA, involucrando a las célu-
las hepdticas parenquimales y no parenquimales (18). Los hepa-
tocitos afectados tras un dafio lipotoxico liberan moléculas
intracelulares denominadas patrones moleculares asociados al
dafio (DAMPs, del inglés damage-associated molecular patterns)
que activan varios fipos celulares, como las células de Kupffer (KCs,
del inglés Kupffer cells) -los macréfagos residentes en el higado-,
los neutrdfilos y las células estelares hepdticas, también llamadas
células de Ito (HSC, del inglés hepatic stellate cells), provocando
un aumento de la inflamacion y de la fibrosis. Cabe destacar que
la ubicacion de las HSCs y KCs dentro del espacio de Disse facilita
su contacto directo con otros fipos celulares, incluidos los hepatocitos
y las células endoteliales sinusoidales hepdticas (LSECs, del inglés
liver sinusoidal endothelial cells), promoviendo asi el transporte
intercelular de mediadores solubles y citoquinas. De acuerdo con
esto, la progresion de EHNA a estadios mds avanzados es el resul-
tado de un interactoma intrahepdtico complejo entre los diferentes
tipos celulares a través de diversos mediadores secretados, lo que
ilustra la complejidad de la sefializacion célula-célula en la fisio-
logia normal y patoldgica del higado. Ante este escenario,

considerando a la EHGNA como una enfermedad multifactorial,
no existe una Unica diana terapéutica para su fratamiento, lo que
explica la falta de una terapia eficaz para la enfermedad.

2. PAPEL EMERGENTE DE LAS VESICULAS EXTRACELULARES
EN LA COMUNICACION INTERCELULAR

Durante aios se ha pensado que la comunicacion infer-
celular estaba mediada Gnicamente por la interaccion directa cé-
lula-célula o la secrecion de factores solubles. Sin embargo,
actualmente estd ampliamente reconocido que las células son ca-
paces también de secretar, de una manera conservada evolutiva-
mente, diversos tipos de vesiculas de membrana que constituyen
una tercera variedad de comunicacion intercelular. A estas ve-
siculas se las conoce generalmente como vesiculas extrace-
lulares o “VEs” (19).

El término genérico "VE" comprende una poblacion he-
terogénea de vesiculas de famafio nanométrico conformadas por
una membrana de tipo bicapa lipidica que son liberadas por
las células. Actualmente, las VEs se pueden dlasificar en las siguien-
tes tres categorias segin su tamaiio y biogénesis celular: exosomas,
microvesiculas y cuerpos apoptéticos (19, 20). Brevemente, los exo-
somas son las vesiculas mds pequefias (30-150 nm) y se originan
como vesiculas intraluminales (ILV, del inglés intraluminal vesicles)
dentro de los cuerpos multivesiculares (MVB, del inglés multivesi-
cwlar bodies) de la célula que por fusion con la membrana plas-
madtica se liberan al espacio extracelular. Las microvesiculas
(50-1000 nm) y los cuerpos apoptéticos (100-5000 nm) son mds
grandes y se forman directamente por escision de la membrana
plasmdtica o por fragmentacion de células apoptdticas, respectiva-
mente. La Figura 1 muestra las caracteristicas mds comunes que
se utilizan para diferenciar los diferentes subtipos de VEs.

Por otro lado, aunque la biogénesis de los exosomas y de
las microvesiculas ocurre en distintos sitios dentro de la célula, estas
muestran una morfologia y tamaiio similar, y ademds comparten
la maquinaria intracelular en su formacion lo que hace dificil su
diferenciacion. Este hecho junto con la falta de estandarizacion
tanto de los procedimientos de aislamiento como de los métodos
para su caracterizacion complica en la actualidad el diseo de una
nomenclatura mds precisa (20, 21). En este contexto y dado que el
ndmero de publicaciones cientificas en el campo ha aumentado ex-
ponencialmente en la ltima década (22), la Sociedad Infernacional
de Vesiculas Extracelulares (ISEV: www.isev.org) publico en 2014
una guia con la informacion bdsica para los estudios con vesiculas
extracelulares (MISEV, del inglés Minimal Information for Studies
of Extracellular Vesicles) (23) con el objetivo de unificar la nomen-
clatura y las metodologias utilizadas en todos los laboratorios. La
“MISEV” fue actualizada en 2018 (24).

Nuevos conocimientos sobre el papel clave de las vesiculas extra-
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Figura 1. Clasificacion y caracteristicas representativas de los subtipos de vesiculas extracelulares (VEs).

A pesar de que las VEs se describieron por primera vez
en los afios 80 (25, 26), es ahora cuando han cobrado inferés en
el campo de la investigacion biomédica a causa del descubri-
miento de su capacidad de transportar entre las células, moléculas
bioactivas especificas como dcidos nucleicos (DNAs, RNAs y miR-
NAs), proteinas, lipidos, azdcares y otros metabolitos en respuesta
a estimulos celulares concretos. Ademds, cabe destacar que, aunque
se conoce que el proceso por el que se selecciona el cargo que for-
mard parte de las EVs estd altamente regulado, los mecanismos
implicados siguen siendo adn en gran parte desconocidos (27). En
consecuencia, cada tipo de célula podrd regular la produccion de
EVs tanto cuantitativa como cualitativamente dependiendo de su
estado fisioldgico o patoldgico, pudiendo secretar una misma célula
poblaciones heterogéneas de VEs en funcion del estimulo (19, 20,
28).

Tras la secrecion de las VEs al espacio extracelular, éstas
pueden interaccionar con células cercanas (comunicacion célula-cé-
lula) o difundir por el forrente sanguineo u otros fluidos biolégicos
para actuar sobre 6rganos distantes (comunicacion entre drganos).
En definitiva, las VEs transmitirdn un paquete Gnico de informacion
desde la célula donadora a la célula receptora, capaz de desenca-
denar en ésta Gltima, respuestas funcionales y promover cambios
fenotipicos que afectardn finalmente a su estado fisioldgico o pa-
toldgico (19, 20). No obstante, las VEs necesitan acoplarse selecti-
vamente a la membrana plasmdtica de sus células diana para
desencadenar los efectos fenotipicos. Para ello, todas las VEs portan
moléculas de superficie que les permiten ser reconocidas por las
células receptoras y, de hecho, son varios los estudios que indican
que los patrones de glicosilacion de su superficie y los receptores y
ligandos expuestos como por ejemplo, las integrinas, pueden ser
relevantes para que las VEs se unan a las células diana y, por lo
tanto, para su biodistribucion (29, 30).
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Finalmente, una vez unidas a su célula diana, las VEs
pueden iniciar diversas vias de sefializacion intracelular mediante
la simple inferaccion con receptores o ligandos de superficie. Por
ejemplo, las VEs que portan ligandos de superficie como FasL, per-
forina o el ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor
de necrosis tumoral (TRAIL, del inglés tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand) son completamente funcionales a la
hora de inducir la apoptosis mediada por receptores de muerte
(31-33). No obstante, la transferencia de su cargo mediante
la internalizacion vesicular (endocitosis) o la fusion con la célula
diana es generalmente necesaria para desencadenar respuestas
celulares especificas. Las VEs pueden liberar dentro de la célula re-
ceptora las proteinas, los lipidos bioactivos o incluso las moléculas
de sefalizacion activas que contienen, incluidas enzimas, y activar
maltiples vias de sefializacion. Ademds, las VEs también pueden
transferir a las células huésped mRNA y miRNAs activos que regu-
lan la expresion génica a nivel fraduccional o producen modifica-
ciones postraduccionales de mRNAs diana, respectivamente (20,
34).

La comunicacion intercelular mediada por VEs es nece-
saria para el mantenimiento de la homeostasis celular y las fun-
ciones fisiol6gicas, mientras que las alteraciones en este proceso
pueden indicar estados patoldgicos. El hecho de que el cargo de las
VEs pueda modificarse en condiciones patoldgicas, plantea la pre-
gunta de si las VEs podrian tener un papel bioldgico distinto en la
salud o la enfermedad y, por tanto, ser una posible diana terapéu-
tica en el tratamiento de diversas patologias. Ademds, debido a su
cargo asociado a la enfermedad y a su presencia ubicua y estabili-
dad en los fluidos bioldgicos humanos, las VEs también pueden
tener relevancia clinica como biomarcadores no invasivos para la
deteccion temprana y el prognosis de muchas enfermedades (35).
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Por otro lado, las VEs ya sea sin modificaciones o mani-
puladas, también han generado una atencion considerable en la
comunidad cientifica debido a su uso potencial con fines terapéu-
ticos (36). Las VEs son biodisponibles, biocompatibles y resistentes
a las RNasas y proteasas (37), caracteristicas que las convierten en
vehiculos ideales para la administracion de fdrmacos, proteinas,
miRNA, RNAs silenciadores (siRNAs, del inglés silencing RNAs)
y otras moléculas. Con respecto a las enfermedades hepaticas,
el foco principal de esta revision, los esfuerzos se han centrado en
dos dreas principales, por un lado, el uso de las VEs como vehiculos
de administracion de medicamentos directamente al higado (38)
y, por otro lado, el uso de las mismas VEs como agentes terapéuticos
para estimular la regeneracion hepdtica, modular la inflama-
cion, reducir la fibrosis hepdtica o bloquear la hepatocarcinogé-
nesis (39, 40). No obstante, ain deben resolverse multiples desafios
antes de que se pueda llevar a cabo estudios clinicos contro-
lados, sobre la estandarizacion de la metodologia y la seleccion
del tipo de VEs para la administracion de farmacos (41, 42).

La identificacion y el andlisis de patrones moleculares
especificos de células/tejidos son prometedores para fines diag-
nasticos, prondsticos y terapéuticos. La composicion de proteinas
tejido- especificas de las VEs brinda la oportunidad de identificar
patrones celulares especificos para utilizarlos como marcadores de
diagnastico. Sin embargo, los métodos de cribado de proteinas co-
munes actualmente, como la electroforesis en geles bidimensiona-
les y la espectrometria de masas, son técnicas que requieren mucho
tiempo por lo que no son adecuados para un cribado de alto ren-
dimiento cuando se manejan muchas muestras. Ademds, su sensi-
bilidad y reproducibilidad pueden ser en algunos casos limitadas.
En esta lineq, Larsen y colaboradores demostraron que los ensayos
de extension de proximidad multiplex (PEA, del inglés proximity
extension asays) son una herramienta poderosa de deteccion de
profeinas en la investigacion de las VEs (43). Esta tecnologia per-
mite la identificacion, andlisis y validacion de posibles marcadores
asociados a las VEs para identificar con alta especificidad y sen-
sibilidad los perfiles de proteinas de las VEs de diferente ori-
gen. Esimportante destacar que la capacidad de esta tecnologia
para rastrear el origen celular de las VEs podria extenderse a las
VEs circulantes en plasma, facilitando estrategias de diagndstico
eficientes y no invasivas en etapas tempranas de enfermedad. Sin
embargo, este estudio presenta una limitacion y es el hecho de que
los paneles PEA todavia no estdn disponibles para todas las células
secretoras de VEs. Por tanto, se necesita mds investigacion y opti-
mizacion de los PEA para su futuro uso en la deteccion en cohortes
de pacientes mayores y en otros fluidos corporales.

Muchas evidencias respaldan el papel de las VEs en una
amplia gama de enfermedades humanas, incluido el espectro de
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enfermedades asociadas con la obesidad y el SM (44). Ademds,
se ha reportado que el nimero y el fenotipo de las VEs circulantes
en la sangre cambian en la obesidad y en los estados patoldgicos
asociados, incluida la resistencia a la insuling, la DM2 y la EHGNA
(45). Varios mecanismos implicados en la progresion de la EHGNA,
como la inflamacidn, la fibrosis y la angiogénesis, todos ellos re-
lacionados con la lipotoxicidad asociada al SM, desencadenan la
produccion y liberacion de VEs en el higado (45). Por un lado, las
VEs median la comunicacion intercelular local entre las células he-
pdticas, lo que impulsa la patogénesis de la enfermedad y, por otro
lado, las VEs derivadas del higado podrian afectar tejidos y organos
distantes tras su liberacion al torrente sanguineo. Por tanto, las
VEs derivadas del higado tienen alto potencial como biomarcadores
para fines de diagndstico y prondstico en pacientes (46). Sin
embargo, la identificacion de VEs de origen hepdtico en la circu-
lacion como indicadoras de alteraciones metabadlicas en este organo
sigue siendo un desatio para los investigadores bdsicos y clinicos.

Como se ha mencionado previamente, la EHGNA no es
una condicion aislada y, en términos generales, esta enfermedad
se presenta como una complicacion de otros trastornos metabdlicos.
Por esta razon, pueden verse afectados miltiples tejidos y, en con-
secuencia, no se puede excluir la contribucion de las VEs extrahe-
pdticas durante la EHGNA, como por ejemplo las VEs derivadas de
adipocitos o células inmunes. Ademds, la mayoria de las células
hepdticas producen VEs, incluidos los hepatocitos, colangiocitos,
HSC y LSEC (35). No obstante, como el 80% del volumen del hi-
gado estd compuesto por hepatocitos, su participacion en el con-
junto total de VEs hepdticas es probablemente la mds relevante.
Por ello, en esta revision nos centraremos en las VEs derivadas de
hepatocitos (Hep-VEs) como impulsores de la patogénesis de la
EHGNA o biomarcadores no invasivos para su diagnéstico y pro-
nostico.

3. PAPEL DE LAS VES HEPATICAS EN LA EHGNA

La lipotoxicidad es uno de los desencadenantes de la pro-
gresion de la EHGNA, ya que es un proceso mediante el cual se
acumulan lipidos toxicos en los hepatocitos, como los AGL satura-
dos, que activan las vias moleculares relacionadas con el estrés ce-
lular que pueden provocar la muerte celular (47, 48). En esta
seccion analizaremos diferentes estudios con evidencias sobre como
|a lipotoxicidad en los hepatocitos afecta, o incluso desencadena
diversas respuestas de las células hepdticas circundantes a través
de la liberacion de Hep-VEs. Por otro lado, destacaremos los estu-
dios actualmente disponibles sobre la participacion de las Hep-VEs
en las complicaciones asociadas a la EHGNA.

Nuevos conocimientos sobre el papel clave de las vesiculas extra-
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Figure 2. Eventos de sefializacion mediados por las vesiculas extracelulares durante la lipotoxicidad de los hepatocitos.

3.1 Papel clave de las Hep-VEs en la progresion de
EHGNA a EHNA
Como hemos mencionado anteriormente, hay varios
eventos clave estrechamente interconectados que estdn involucrados
en la progresion de EHGNA a EHNA tales como la inflamacion, la
fibrosis, la apoptosis de hepatocitos y la angiogénesis alterada.
Todos estos signos estdn relacionados con la lipotoxicidad asociada
al SM que desencadena la produccion y liberacion de VEs por el hi-
gado (45). A continuacidn, revisaremos en detalle varios estudios
que recopilan el papel de los Hep-VEs proinflamatorios, proangio-
génicos y profibroticos como mediadores patogénicos durante la li-
potoxicidad en la EHGNA (Figura 2).

3.1.1 Hep-VEs implicadas en la inflamacion del higado

El reclutamiento de macréfagos en el higado contribuye
a la respuesta inflamatoria durante la EHNA (49). Sin embargo,
no estd claro cdmo la lipotoxicidad de los hepatocitos promueve la
quimiotaxis, la activacion y la inflamacion hepdtica de los macro-
fagos, siendo todos estos procesos patogénicos esenciales en la pro-
gresion de la EHGNA.

Ibrahim y colaboradores demostraron que la seializacion
lipotdxica proapoptdtica desencadenada por la “MLK3" (del inglés
mixed lineage kinase 3) induce la liberacion de Hep-VEs proinfla-
matorias enriquecidas en un potente ligando, el “CXCL10" (del in-
glés C-X-C motif chemokine ligand 10) que, a su vez, conduce a la
quimiotaxis de los macréfagos al higado pudiendo activar a las KCs
durante la progresién de la EHNA (50). Ademds, los ratones defi-
cientes en MLK3 alimentados con una dieta rica en grasas, fructosa
y colesterol (dieta FFC, del inglés fat-, fructose- and cholesterol-
enriched diet) estaban protegidos contra el desarrollo de esteato-
hepatitis. Este efecto beneficioso se asocid con una reduccion en el
nomero de VEs totales en plasma y VEs que contenian CXCL10 en
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comparacion con los ratones de tipo salvaje. En otro estudio, Ka-
kazu y colaboradores demostraron que las Hep- VEs liberadas tras
la estimulacion con palmitato estaban enriquecidas en ceramida
(16:0, una especie lipidica bioactiva generada a partir del palmi-
tato (51). Los Hep-VEs enriquecidos con ceramida C16:0 se libera-
ban desde los hepatocitos daiiados en respuesta a la lipotoxicidad,
un efecto mediado por una proteina sensora de estrés en el RE, la
“IRE1Q” (del inglés, inositol requiring enzyme 1a). Las VEs indu-
cidas por el tratamiento con palmitato ademds contenian esfingo-
sina 1- fosfato (S1P, del inglés sphingosine 1-phosphate), un
metabolito de la ceramida que activa su receptor en los macro-
fagos, por lo que también actuaban como quimioatrayantes
de estos. Igualmente, estos autores evidenciaron un aumento de
ceramida C16: 0 en la sangre de ratones y humanos con EHNA. En
resumen, estos datos proporcionan una asociacion mecanistica entre
el estrés lipotoxico del RE y la patogénesis de la enfermedad a tra-
vés de las VEs y sugieren que el contenido de ceramida C16:0y STP
en las VEs podria usarse como biomarcador en pacientes con EHNA.
En la misma linea, Hirsova y colaboradores publicaron que ante la
sobrecarga de lipidos toxicos, los hepatocitos pueden iniciar la cas-
cada de sefializacion de la proteina homdloga C/EBP (CHOP, del
inglés C/EBP homologous protein) /receptor de muerte 5 (DR5, del
inglés death receptor 5)/caspasa-8/caspasa-3 que resulta en la ac-
tivacion de la proteina quinasa asociada a Rho 1 (ROCKT, del inglés
Rho-associated protein kinase 1) y la liberacion de VEs que expre-
san TRAIL en su superficie (31). Estas VEs al llevar TRAIL en su su-
perficie eran capaces de activar macréfagos derivados de la médula
6sea de raton hacia un fenotipo inflamatorio (M1) a través de la
sefializacion mediada por el factor nudear « B (NFi3, del inglés
nuclear factor-«3 ). Los autores también demostraron que la libe-
racion de Hep-VEs y, por lo tanto, la activacion de los macréfagos
disminuvia al inactivar la via de sefializacion de DR5 o al usar in-
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hibidores de ROCK1. Asimismo, encontraron que la inhibicion de
ROCK1 en ratones con EHNA conducia a una reduccion de los niveles
de VEs circulantes lo que iba asociado a menor dafio hepdtico, in-
flamacion y fibrosis.

Por otro lado, Guo y colaboradores realizaron un estudio
que proporciona datos sobre el mecanismo por el cual las Hep-VEs
lipotdxicas pueden regular la adhesion de los monocitos de sangre
periférica a las LSECs y su redutamiento y retencion en el higado
durante la EHNA (52). Estos autores descubrieron que la integrina
b1 (ITGb1), una molécula de adhesién celular altamente expresada
en los hepatocitos, juega un papel importante en la progresion de
la EHNA. El daiio lipotdxico en los hepatocitos activa la ITGb1 y fo-
cilita su trdfico endocitico y su liberacion en VEs promoviendo asi la
adhesion de los monocitos a las LSEC, evento esencial en la infla-
macion hepdtica. También demostraron que el bloqueo de ITGb1
en ratones alimentados con una dieta FFC mejora la inflamacion,
las lesiones y la fibrosis del higado. Por tanto, estos autores propo-
nen que reducir la capacidad de las LSEC para reclutar monocitos
proinflamatorios dafiinos mediante la inhibicion de ITGb1 puede
servir como una estrategia ferapéutica antiinflamatoria para com-
batir la EHNA. Por otro lado, Cannito y colaboradores probaron que
las VEs secretadas por los hepatocitos cargados de grasa que expe-
rimentan lipotoxicidad pueden activar directamente el sistema in-
flamasoma  “NLRP3"  (del inglés, nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptor protein 3) tanto en hepato-
citos como en macréfagos, lo que resulta en la activacion de la cas-
pasa 1 y produccion de pro- interleuquina-1B (IL-1B) y
pro-interleuquina-18, lo que finalmente conduce a una liberacion
significativa de IL-1(3 (53). Dado que se ha sugerido que la libera-
cion de VEs por las células lipotoxicas y la posterior activacion del
inflamasoma NLRP3 contribuyen a la progresion de la EHGNA, estos
datos destacan la existencia de un novedoso vinculo entre la lipo-
toxicidad y las respuestas inflamatorias.

Cabe mencionar también el estudio reciente realizado por
Liu y colaboradores que muestra que los hepatocitos lipotdxicos li-
beran exosomas enriquecidos en el miR-192-5p que activan a
los macrofagos proinflamatorios y producen una inflamacion he-
pdtica a través de la regulacion negativa de la via de sefializacion
Rictor/Akt/FoxO1 (54). Ademds, en pacientes con EHGNA, los niveles
séricos de miR-192-5p se correlacionaron positivamente con la in-
flamacion hepdtica y la progresion de la enfermedad. Igualmente,
los niveles séricos de miR-192-5p y el nimero de macréfagos M1,
asi como los niveles de expresion de mediadores proinflamatorios
hepdticos, se correlacionaron con la progresion de la enfermedad
en la EHGNA inducida por una dieta alta en grasas y colesterol
(HFHCD, del inglés high-fat, high-cholesterol dief) en ratas. Por
tanto, este estudio propone el miR-192-5p exosomico sérico como
potencial biomarcador no invasivo y diana terapéutica para la
EHNA.

f;

3.1.2 Hep-VEs implicadas en la angiogénesis

La angiogénesis es una caracteristica patoldgica de la
EHNA y juega un papel central en la progresion de la enfer-
medad hacia estadios mds avanzados. Sin embargo, los me-
canismos moleculares y de sedalizacion que inducen la
angiogénesis, asi como el vinculo potencial entre la lipotoxicidad y
la angiogénesis, siguen sin entenderse completamente.

El estudio publicado por Povero y colaboradores nos pro-
porciona evidencias de que los hepatocitos lipotdxicos sobrecarga-
dos de AGL saturados secretan sefiales proangiogénicas (55). Estos
autores identificaron Hep-VEs cargadas con Vanin-1 (VNNT), una
ectoenzima epitelial con propiedades reconocidas en la migracion
y adherencia celular, que inducian la migracion de células endote-
liales y la formacion de tubos vasculares, dos procesos necesarios
para la angiogénesis. Cabe destacar que las VEs secretadas por cé-
lulas HepG2 deficientes en VNN1 fracasaron en inducir la migracion
de células endoteliales y la formacion de tubos endoteliales. Asi-
mismo, la administracion de siRNA dirigidos a VNN1 a ratones ali-
mentados con una dieta deficiente en metionina y colina protegio
contra la angiogénesis patologica inducida por la EHNA en el hi-
gado. En conjunto, estos hallazgos describen un mecanismo que
vincula la lipotoxicidad de los hepatocitos con la angiogénesis e
identifica una potencial diana terapéutica para desarrollar nuevas
estrategias antiangiogénicas para el tratamiento de la EHNA, asi
como un biomarcador circulante de daio hepdtico.

3.1.3 Hep-VEs implicadas en la fibrosis

Las HSCs desempeiian un papel crucial durante la fibrosis
hepdtica en la EHGNA avanzada (56). En el desarrollo de la este-
atosis hepdtica, las HSCs se activan y expresan varios marcadores
de fibrosis como el fator “TGF-B" (del inglés, transforming growth
factor B), “TIMP-1"y “TIMP-2" (del inglés, fissue inhibitor of me-
talloproteinases 1 and 2) y “MMP2" (del inglés, matrix-metallo-
proteinase-2) (57). Sin embargo, el desencadenante de la
activacion de las HSCs en la EHGNA ain estd siendo investigado.
Los estudios que se mencionan a continuacion sugieren que las VEs
pueden desempefiar funciones importantes en la comunicacion
entre los hepatocitos y las HSCs durante la progresion de simple
esteatosis a EHNA, y las identifican como posibles dianas molecu-
lares para terapias antifibroticas.

En otro estudio Povero y colaboradores demuestran me-
diante la induccion genes profibrogénicos, como el coldgeno-I, la
a-actina del misculo liso y TIMP2, conjuntamente con respuestas
de proliferacion, quimiotaxis y cicatrizacion de heridas, que las VEs
derivadas de hepatocitos cargados de lipidos se internalizan en las
HSCs induciendo el cambio fenotipico de células quiescentes a ac-
tivadas, paso necesario para el desarrollo de la fibrosis hepdtica
(55). Estos autores ademds determinaron que estos cambios iban
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asociados con la presencia del miR-128-3p como cargo de las VEs,
el cual estd descrito que regula la expresion de varias proteinas in-
volucradas en la fibrosis hepdtica y la activacion de las HSCs, asi
como la de “PPAR-y" (del inglés, peroxisome proliferator- activated
receptor gamma) el cual se ha propuesto con anterioridad como
mediador en el mantenimiento de una fenotipo inactivo de las HSCs
en el higado normal (58). Es interesante sefialar que la exposicion
de las HSCs a VEs carentes de miR-128-3p resulto en la regulacion
negativa de los marcadores profibrogénicos y en la regulacion po-
sitiva de PPAR-Y. Igualmente, las VEs carentes de miR-128-3p ate-
nuaron la proliferacion y migracion de las HSC. En esta misma
linea, Lee y colaboradores demostraron que los hepatocitos trata-
dos con dcido palmitico (PA, del inglés palmitic acid) liberaban mds
exosomas con un perfil de miRNAs alterado capaces de aumentar
los niveles de expresion de genes profibréticos en las HSCs. Ademas,
se confirmo que en los exosomas de células tratadas con PA, la ex-
presion del miRNA-122, uno de los miRNAs mds abundantes en el
higado (59, 60), aumentaba conjuntamente con la expresion del
miRNA-192 también asociado con la progresion de la EHNA y la
fibrosis (61, 62). Ademds, en el trabajo también se demuestra que
la transfeccion directa del miRNA-192 en las HSCs aumentaba la
expresion de marcadores de fibrosis. Por otro lado, los autores en-
contraron que la expresion de los miRNA-122 y miRNA-192 se veia
incrementada en los exosomas circulantes de pacientes con EHGNA
avanzada en comparacion con aquellos pacientes en etapas tem-
pranas de la enfermedad (63). Por tanto, en este articulo final-
mente se sugiere que el perfil de miRNAs de los exosomas
circulantes podria ser utilizado como biomarcador para el diag-
nostico de EHGNA o EHNA avanzada.

En conclusion, estos estudios sefialan la relevancia de
las Hep-VEs en la modulacion de las respuestas de las células
no parenquimales del higado, incluidas las LSECs, las HSCs y las
KCs, en un modelo de maltiples impactos que finalmente resulta
en la progresion acelerada de la EHGNA.

3.2 Hep-VEs y complicaciones asociadas a la EHGNA

El efecto nocivo de la EHGNA no solo estd limitado al
dafio de la funcién hepdtica en los procesos metabdlicos y de deto-
xificacion entre ofros, sino que también proporciona un riesgo in-
dependiente para el desarrollo de aterosclerosis y otras ECV
relacionadas, que suponen la principal causa de muerte de estos
pacientes (64). Aunque las evidencias clinicas relacionan la EHGNA
y la ECV, adn es necesario describir los mecanismos moleculares
subyacentes. Jiang y colaboradores (65) han sido pioneros en abor-
dar el papel potencial que desempeiian las Hep-VEs en la infla-
macion endotelial y la aterogénesis en el contexto de la EHGNA.
Estos autores proponen el miR-1 como mediador del efecto proin-
flamatorio de las VEs ya que induce la regulacion negativa del fac-
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tor “KLF4" (del inglés, Kruppel-like factor 4), un regulador trans-
cripcional de la homeostasis vascular, y la activacion de la via me-
diada por el factor de transcripcion NF-iB en las células
endoteliales. Ademds, la inhibicion del miR-1 con un antagonista
especifico en un modelo animal de aterosclerosis con higado graso,
(ratones deficientes en ApoE alimentados con una dieta alta en
grasa (HFD, del inglés high fat dief)), conseguia suprimir el creci-
miento de las células del musculo liso vascular, estabilizo las placas
aterogénicas y redujo la inflamacion endotelial, lo que en conjunto
conducia a una notable mitigacion en la formacion de la placa afe-
rogénica. Este estudio proporciona una evidencia convincente que
implica a las Hep-VEs en la comunicacion entre el higado y la vas-
clatura en la EHGNA, y también describe un mecanismo molecular
subyacente en el desarrollo de la enfermedad cardiometaboélica.

Tal como se ha mencionado previamente, la esteatosis
hepdtica a través de la acumulacion aberrante de TG en los hepa-
tocitos, constituye el primer impacto en el desarrollo de la EHGNA.
La comunicacion entre fejidos con importante funcion metabolica
como el higado y el tejido adiposo regula la distribucion de TGs en
el organismo, lo cual es fundamental para mantener la homeos-
tasis metabélica (66). Un estudio reciente sugiere que, en el con-
texto de la sobrecarga de lipidos, el higado se comunica con el
tejido adiposo a través de VEs que contienen miRNAs especificos
(67). Los autores proponen un mecanismo de comunicacion entre
organos donde el higado en respuesta a la sobrecarga de lipidos
envia la senal al tejido adiposo de modular adaptaciones metabo-
licas con el objetivo de contrarrestar el excesivo depdsito de lipidos
e impulsar la redistribucion de TGs para mantener la homeostasis
sistémica. A nivel molecular, el trabajo responsabiliza a una enzima
de la via del mevalonato, la “GGPPS” (del inglés, geranylgeranyl
diphosphate synthase) importante en la regulacion de la homeos-
tasis de la glucosa y la sensibilidad a la insuling, en la secrecion
de Hep-VEs que contienen los miRNAs especificos. Ademds, en este
estudio se demuestra que la expresion de Ggpps inducida por el
consumo agudo y cronico de una dieta HFD permite la geranilge-
ranilacion de la Rab-GTPAsa Rab27A que, a su vez, aumenta la
secrecion de VEs. Entre los miRNAs de estas VEs se encuentra let-
7e-5p que aumenta el almacenamiento de lipidos en los adipocitos
mediante el incremento de la lipogénesis y la inhibicion de la oxi-
dacion de lipidos a través del eje alet-7e-5p-Pgcla. Ademds, este
fendmeno se inhibe en ratones deficientes para Ggpps en el higado
como consecuencia de una secrecion disminvida de Hep-VEs. Por
tanto, este estudio sugiere la existencia de un eje de sefializacion
tejido adiposo-higado mediado por Hep-VEs que podria ser nece-
sario en las adaptaciones metabdlicas de los adipocitos en respuesta
a la sobrecarga de lipidos con el fin de mantener la homeostasis
sistémica durante la EHGNA.



IANAI.IES I
RANF

.www.analesranf.com

4. VES CIRCULANTES COMO BIOMARCADORES EN EL DIAG-
NOSTICO DE LA EHGNA

Como se ha indicado con anterioridad, la biopsia hepdtica
sigue siendo el procedimiento empleado en el diagnastico, la es-
tratificacion y el sequimiento de los pacientes con EHGNA. Sin em-
bargo, esta es cara, altamente invasiva e inexacta debido a errores
en la toma de la muestra y, ademds, conlleva cierta morbilidad y
un, aunque poco coman, riesgo de mortalidad. En conjunto, todas
estas caracteristicas convierten a la biopsia hepdtica en inadecuada
para su uso rutinario en personas con riesgo de EHGNA (68, 69).
Es importante sefialar que la falta de rastreo sistemdtico de la
EHGNA ha conducido a un infradiagnostico masivo de pacientes
que progresan hacia una EHNA avanzada o cirrosis, etapas mds
graves e irreversibles de la enfermedad.

Actualmente, se estdn utilizando varios métodos no in-
vasivos en la prdctica clinica para evaluar la EHGNA con el fin de
mitigar la necesidad de la biopsia hepdtica. Estos incluyen técnicas
de imagen como la RM y la elastografia basada en ultrasonido, y
el andlisis de las enzimas hepaticas séricas como marcadores sub-
yacentes a la inflamacion y funcion hepdtica. No obstante, estas
técnicas carecen de sensibilidad y especificidad suficiente para la
deteccion de las primeras etapas de la EHGNA y no siempre se co-
rrelacionan con la gravedad o extension de la lesion y/o inflama-
cion hepatocelular (70, 71). Los marcadores ideales de la
enfermedad deberian reflejar no solo la presencia de EHGNA,
sino también su gravedad, lo que es vital para el diagndstico tem-
prano y la adecvada estatificacion de la enfermedad (45). Esta uti-
lidad diagndstica podria proyectarse ademds en un tratamiento
temprano de la EHGNA dirigido a disminuir la incidencia de EHNA
y cirrosis.

En este contexto, las VEs circulantes pueden representar
un biomarcador sanguineo no invasivo optimo proporcionando una
biopsia liquida para el diagnéstico de la EHGNA (35). La Tabla 1
recoge los posibles biomarcadores propuestos basados en las VEs
para el diagnastico de la EHGNA.

Hoy dia se han descrito varios biomarcadores basados en
proteinas de las VEs para el dafio hepdtico de la EHGNA (72), EHNA
(31, 50) o CHC (73-76), aunque hasta la fecha la mayoria de los
estudios se han centrado en caracterizar los dcidos nudleicos aso-
ciados a las VEs, especialmente los miRNAs y particularmente en
el CHC (77-80). Ademds de su utilidad en el reconocimiento de ne-
oplasias malignas del higado, los miRNAs asociados a las VEs tam-
bién pueden servir como biomarcadores en enfermedades hepdticas
no malignas como la fibrosis inducida por la EHNA (81). Ademds,
debido a las interacciones especificas entre las VEs y las células/te-
jido diana, los biomarcadores de las VEs basados en lipidos también
podrian ser importantes en el diagndstico de la EHGNA, aunque
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menos del 3% de los lipidos circulantes se transportan en las VEs
(82). Los dnicos datos disponibles en este drea se muestran en el
estudio antes mencionado realizado por Kakazu y colaboradores
que muestra un aumento de las VEs enriquecidos en ceramida
(16:0 en ratones y humanos con EHNA (51). No obstante, las VEs
circulantes son heterogéneas y no reflejan exclusivamente la
contribucion especifica del higado. Las VEs extrahepdticas pueden,
de hecho, enmascarar las VEs derivadas del higado que, en dltima
instancia, como hemos revisado, tienen un papel relevante en la
patogénesis de la EHGNA. Por tanto, la identificacion de marcado-
res especificos del higado en las VEs podria facilitar la deteccion de
cargos poco abundantes que generalmente no se detectan, propor-
cionando asi informacion directa sobre la progresion de la enfer-
medad, la recuperacion y la respuesta al tratamiento. En este
contexto, el enriquecimiento de las VEs basado en marcadores es-
pecificos del higado, seguido del andlisis del cargo podria repre-
sentar una buena estrategia para el descubrimiento de
biomarcadores en la EHGNA.

4.1 VEs circulantes de origen hepdtico

Uno de los primeros estudios en abordar este desatio fue
realizado por Povero y colaboradores en modelos murinos experi-
mentales de EHGNA inducida por dieta. Los autores observaron
que los niveles de VEs circulantes incrementaban con el tiempo du-
rante la progresion de la EHNA y se correlacionaban con varias ca-
racteristicas histologicas como muerte celular, angiogénesis y
fibrosis (83). De acuerdo con hallazgos previos de otros grupos (84,
85), en un andlisis posterior, Povero y colaboradores revelaron
que las VEs crculantes aisladas de ratones con EHGNA estaban
enriquecidas en miR-122 y miR-192, dos miRNAs expresados abun-
dantemente en los hepatocitos. De acuerdo con estos resultados,
propusieron que los hepatocitos eran probablemente la principal
fuente de VEs circulantes, concluyendo que los Hep-VEs circulantes
aumentaban en ratones con EHGNA (83). Lee y colaboradores va-
lidaron posteriormente los miR-122 y miR-192 asociados a VEs
como biomarcadores de la progresion de la EHNA en sueros de pa-
cientes con EHGNA (63). No obstante, las Hep-VEs, como se sefial6
anteriormente, también estaban enriquecidas en la enzima VNN-
1, que promovio la angiogénesis e indujo daiio hepdtico du-
rante la EHNA, por lo que representa otro biomarcador potencial
(55). Ademds, en el estudio de Liu y colaboradores que se ha men-
cionado fambién se observd un incremento de Hep-VEs y de miR-
192-5p asociado a las VEs en el suero en otro modelo de EHGNA
basado en ratas alimentadas con dieta HFHCD y en pacientes con
EHNA, proponiendo por tanto el miR-192-5p como ofro biomar-
cador (54). En un estudio anterior, encontramos que las VEs cir-
culantes derivadas de hepatocitos que contienen DNA mitocondrial
(mitoDNA) también aumentaron en el plasma tanto de rafones
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como de pacientes con EHNA y, lo que es mds importante, este tra- Brodsky y colaboradores abordaron un enfoque distinto
bajo implico a las VEs en la activacion de los macréfagos que estaba a la hora de identificar las VEs de origen hepatico en la circulacion
mediada por el receptor tipo toll 9 (TLR9, del inglés toll-like re- (87). Los autores aislaron las VEs circulantes enriquecidas en pro-
ceptor 9) (86). teinas de origen hepdtico en pacientes con CHC mediante citometria

Tabla 1. Vesiculas extracelulares como biomarcadores de la enfermedad de higado graso no alcohélica (EHGNA).

Tipo Origen EHNA Cirrosis Fibrosis CHC
ASGPRI, K18
Hepatocitos CXCL10 (P Mm) (P H) Hep Parl (P Hs)
CYP2E1 (S, Mm) '
Macrofagos Gal3 (P Mm)
Basados en
profeinas Neutrofilos Ly6G (P Mm)
Leucocitos (d1 4'45” (P
VNN-1 ASGRI1 Epcum, Cd]33, ASGR],
Desconocido éP Mm) PIGR, LG3BP (S, Hs)
miR-192-5p (S,
Rn y Hs) iR-122, miR-
Hepatocitos 192 (Sy P Mm)
MitoDNA (P, Hs
M
Basados y i)
en dcidos + miR-2]
nucleicos | miR-718
1 miR-18a, miR-221,
Desconocid miR-214 miR-222, miR-224
esconotdo (S, Mm) | miR-101, miR-106b,
miR-122, miR-195
1 miR-939, miR-595, y
miR-519d (S, Hs)
Basados Ceramida (P Mm
en Desconocido y Hs)
lipidos S1P (P Mm)

ANXA2, Annexin A2; ASGR1, asialoglycoprotein receptor 1; CCN2, connective tissue growth factor; (D133, cluster of differentiation 133; (D14, dluster of differentiation
14; CHC, carcinoma hepatocellular; CK18, cytokeratin 18; CXCL10, C-X-C motif chemokine ligand 10; CYP2E1, cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1; EHNA,
esteatohepatitis no alcohélica; EpCAM, epithelial cell adhesion molecule; Gal3, galectin 3; H, humanos; Hep Par 1, hepatocyte paraffin 1; iNKT, invariant natural killer
T; LG3BP, galectin-3-binding protein; Ly6G, lymphocyte antigen complex locus G; miR, mature form of the miRNA; Mm, mus musculus P, plasma PIGR, polymeric im-
munoglobulin receptor; S, suero STP, sphingosine 1 phosphate; sPTPRG, soluble protein tyrosine phosphatase receptor gamma; Rn, Rattus norvegicus; VNNT1, vanin-1.
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de flujo e inmunomarcaje contra la carbamoil fosfato sintetasa 1
con el anticuerpo monoclonal “Hep Par 1” (del inglés, hepatocyte
paraffin 1), utilizado rutinariamente como marcador fisular del CHC.
En este estudio encontraron que los niveles aumentados de las VEs
circulantes derivadas de higado en pacientes con CHC se correlacio-
naban positivamente con el tamaiio de los tumores hepdticos. Tam-
bién se estudiaron las VEs de origen endotelial y se encontré la
misma correlacion (87). En esta linea, mds recientemente Liy cola-
boradores identificaron las VEs derivadas de los hepatocitos utili-
zando citometria de flujo a nanoescala, técnica que detecta
marcadores de superficie selectivos de los hepatocitos en las VEs
como el receptor de asialoglicoproteina 1 (ASGR1, del inglés asia-
loglycoprotein receptor 1) y el citocromo “CYPE2E1” (del inglés,
cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1) (88). Al emplear
esta tecnologia, se encontro un incremento en las Hep-VEs en rato-
nes macho y hembra en una etapa temprana de la EHGNA (12 y
10 semanas de alimentacion con dieta FFC) antes de la apreciacion
histologica de la inflamacion, y permanecieron elevadas con el
tiempo (24, 36 y 48 semanas). También se analizaron las VEs deri-
vadas de macrofagos y neutrdfilos debido al importante papel del
sistema inmune en la EHNA. Las VEs derivadas de macrofagos y
neutrofilos se elevaron significativamente a las 24 semanas de ali-
mentacion con dieta FFC concomitante con la inflamacion histoldgica
en el higado. Ademds, las VEs derivadas de hepatocitos, macréfagos
y neutrofilos se correlacionaron fuertemente con la evaluacion his-
tologica de la EHNA y los biomarcadores de EHNA no invasivos ba-
sados en RM. También se cuantificaron las VEs derivadas de
plaquetas que mostraron un dimorfismo sexual, ya que estaban ele-
vadas en ratones macho a las 12, 24 y 48 semanas de dieta FFC,
mientras que en ratones hembra solo se encontraron elevaciones a
las 24 semanas (88). Este trabajo constituye el primer informe des-
criptivo de los cambios cinéticos en las VEs derivadas de hepatocitos,
macréfagos, neutréfilos y plaquetas en un modelo de raton con
EHNA.

4.2 VEs circulantes derivadas de células inmunes

Con respecto al papel del sistema inmunoldgico en la pro-
gresion de la EHGNA, es importante destacar el estudio pionero de
diagnastico de la EHGNA en pacientes basado en las VEs publicado
por Kornek y colaboradores (89). Estos autores propusieron por pri-
mera vez la existencia de una correlacion entre la abundancia en
circulacion de las VEs especificas derivadas de leucocitos y la grave-
dad de la enfermedad, determinada por los niveles de transami-
nasas hepdticas y el grado de biopsia (en inglés NAFLD activity
score). Hasta la fecha, estos hallazgos adn representan el estudio
mds convincente con muestras clinicas para el diagnastico y la es-
tratificacion de la EHGNA basada en las VEs. De manera consistente,
este estudio ha sido confirmado recientemente por Welsh y colabo-
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radores quienes también reportaron las VEs derivadas de leucocitos
como un marcador de la gravedad de la fibrosis hepatica en la
EHGNA (90). Cabe mencionar que Kornek y colaboradores también
observaron que los pacientes con hepatitis C cronica podrian dife-
renciarse de los pacientes con EHNA utilizando las VEs derivadas de
las células inmunes (89). Esta evidencia ha sido respaldada por otro
estudio en el que el andlisis transcriptomico reveld que los miRNAs
derivados de las VEs en el suero estaban regulados positiva o ne-
gativamente de acuerdo a las caracteristicas histologicas de la en-
fermedad, como la inflamacion y fibrosis, diferenciando asi multiples
etiologias de enfermedad hepdtica (91). En otro estudio, se anali-
zaron tanto las Hep-VEs circulantes como las VEs derivadas de cé-
ulas inmunes (92). Se encontré que las VEs derivadas de hepatocitos
o de origen mieloide aumentaban en los pacientes con cirrosis en
comparacion con los individuos sanos. En pacientes con cirrosis, las
Hep-VEs plasmdticas contenian niveles elevados de citoqueratina
18 (CK18) en comparacion con las de individuos sanos. Ademds, la
gravedad de la cirrosis se correlaciond con los niveles de VEs leuco-
endoteliales y Hep-VEs (92).

En conjunto, todos estos estudios han establecido una base
solida para el descubrimiento de biomarcadores basados en las VEs
para el diagndstico de la EHGNA. Sin embargo, debido a las nota-
bles limitaciones actuales, todavia queda un largo camino por re-
correr antes de que las investigaciones con las VEs tengan utilidad
traslacional. Ademds de la especificidad de la enfermedad y el
tejido, la falta de una estandarizacion de los métodos para el ais-
lamiento de las VEs y las directrices relacionadas con la recoleccion
y el manejo de muestras, pueden interferir con el andlisis posterior,
lo que genera una alta variabilidad que complica la reproducibili-
dad y validacién de las VEs como biomarcadores (35, 45).

5. CONCLUSIONES

En esta revision, hemos resumido algunos de los estudios
mds recientes y originales que investigan el papel clave de las VEs
liberadas por hepatocitos dafiados (Hep-VEs) al dirigirse a células
no parenquimales como las HSCs, LSECs y macréfagos. Este inter-
actoma vincula la lipotoxicidad con la inflamacion y la angiogénesis,
eventos relevantes en la progresion de la EHGNA a EHNA. Ademds,
compilamos varios estudios sobre el interés creciente de las Hep-
VEs liberadas a la circulacion sistémica como posibles biomarcadores
para el diagnastico y la estatificacion de la EHGNA. Sin embargo,
aln se necesitan mds estudios que examinen los mecanismos mo-
leculares adicionales involucrados en la biogénesis y liberacion de
las VEs y las alteraciones que causan en las células diana, asi como
|a identificacion de cargos con valor potencial como biomarcadores
para el diagnstico no invasivo y el seguimiento de la progresion
de la enfermedad.
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6. ABREVIATURAS

AGLs, dcidos grasos libres; ASGR1, del inglés asialogly-
coprotein receptor 1; CHC, carcinoma hepatocelular; CHOP, del in-
glés C/EBP homologous protein; (K18, citoqueratina 18; CXCL10,
del inglés C-X-C motif chemokine ligand 10; CYP2ET, del inglés
cytochrome P450 family 2 subfamily E member 1; DAMPs, del in-
glés damage-associated molecular patterns; DR5, del inglés death
receptor 5; D2M, diabetes mellitus tipo 2; ECV, enfermedad car-
diovascular; EHGNA, enfermedad de higado graso no alcoholica;
EHNA, esteatohepatitis no alcohdlica; FFC diet, del inglés fat-, fruc-
tose- and cholesterol-enriched diet; GGPPS, del inglés geranylge-
ranyl diphosphate synthase; Hep-VEs, VEs derivadas de
hepatocitos; Hep Par 1, del inglés hepatocyte paraffin 1; HFD, del
inglés high fat diet; HFHCD, del inglés high-fat, high-cholesterol
diet; HSCs, del inglés hepatic stellate cells; IRE1q, del inglés in-
ositol requiring enzyme 1a; ITGR1, integrina 31; IL-1B3, interleu-
quina-183; ILV, del inglés intraluminal vesicle; KCs, del inglés
Kupffer cells; KLF4, del inglés Kruppel-like factor 4; LSECs, del in-
glés liver sinusoidal endothelial cells; miR, del inglés mature form
of the miRNA; MISEV, del inglés Minimal Information for Studies
of Extracellular Vesicles; mitoDNA, DNA mitocondrial; MLK3, del
inglés mixed lineage kinase 3; MMP2, del inglés, matrix-metallo-
proteinase-2; MVBs, del inglés multivesicular bodies; NLRP3, del
inglés nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor
protein 3; NFKB, del inglés nuclear factor-kB; PA, del inglés pal-
mitic acid; PPAR-y, del inglés peroxisome proliferator-activated
receptor gamma; RE, reticulo endopldsmico; RM, resonancia mag-
nética; ROCKT, del inglés rho-associated protein kinase 1; STP, del
inglés sphingosine 1-phosphate; TGF-[3, del inglés transforming
growth factor B; TG, triglicéridos; TIMP, del inglés tissue inhibitor
of metalloproteinases; TLRY, del inglés toll-like receptor 9; TRAIL,
del inglés tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand;
VEs, del inglés extracellular vesicles; VNNT, vanin-1.
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REVISION

RESUMEN

A principios de 2020 comenzd la propagacion de la pandemia por el virus SARS-CoV-2. Por la extension y
rapidez de contagio, se declaré un confinamiento domiciliario mds o menos estricto dependiendo del gobierno
de cada pais. El objetivo principal de este articulo es realizar una revision sistemdtica para analizar los
cambios en el estilo de vida debidos al confinamiento en sujetos sanos mayores de 18 afios de 9 paises de
Europa. Se realiza una revision sistemdtica atendiendo a los criterios PRISMA. Para la bisqueda se emplea
la base de datos “ PubMed" basdndose en la siguiente estrategia de bisqueda: "dietary changes” OR "lifestyle
changes” AND "covid-19" OR " covid-19 lockdown" AND adults. Finalmente se incluyen 12 articulos. La mayoria
de los estudios muestran un aumento en la ingesta energética, de dulces, picoteo y de alcohol. Los niveles de
actividad fisica disminuyeron. Estos hdbitos poco saludables han generado un aumento del peso corporal.
Por ende, el confinamiento parece que ha modificado el estilo de vida en poblaciones europeas con cambios
desfavorables para la salud en el estilo de vida. Se necesitan estudios a largo plazo y con mayor tamaiio
muestral para valorar mejor el impacto de la pandemia y mejorar las recomendaciones de estilo de vida en
caso de futuras pandemias.

ABSTRACT

In early 2020, the SARS-CoV-2 pandemic began to spread. Due to the extent and quickness of in-
fection, a more or less strict confinement was declared, depending on each country “s government.
Therefore, the main objective of this systematic review is fo study the changes in lifestyle that occurred
during the lockdown due to the COVID-19 pandemic in healthy subjects over 18 years old in 9 Eu-
ropean countries. A systematic review was performed according fo PRISMA criteria. The "PubMed"
database was used for the search; with the following advanced search strategy: "dietary changes”
OR "lifestyle changes” AND "covid-19" OR "covid-19 lockdown" AND adults. Finally, 12 articles were
included. Most studies showed an increase in energy intake, sweets, snacks and alcohol. Physical ac-
tivity levels diminished. These unhealthy habits have led to an increase in body weight. Thus, COVID-
19 lockdown appears to have modified lifestyle habits in European population. Further research
should be done with larger sample sizes to assess the impact of the pandemic and to improve lifestyle
recommendations in case of future pandemics.
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1. INTRODUCCION

A partir de diciembre de 2019, cuando se diagnosticaron
los primeros casos de un nuevo coronavirus en Wuhan, China, la
propagacion del SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) progreso rapidamente. El 11 de marzo de 2020 la
enfermedad por COVID-19 fue caracterizada como pandemia mun-
dial por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (1). Dos afios
después de su inicio, se han diagnosticado mds de 640 millones de
casos a nivel mundial, entre los cuales 6 millones han fallecido; as-
cendiendo a 1.8 millones de defunciones en Europa (2). Un mayor
indice de masa corporal, asi como la presencia de enfermedades
cardiovasculares o diabetes mellitus tipo 2 se ha asociado con un
mayor riesgo de hospitalizacion, mayores complicaciones y muerte
por el coronavirus (3), todas ellas relacionadas con el estilo de vida
(4).

En vista de esta situacion y como medida para bajar la
cwrva de contagios, se adoptaron medidas drdsticas en numerosos
paises (5), como se muestra en la tabla 1. Una de las medidas que
se tomd fue la de decretar un confinamiento domiciliario, para evitar
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la libre circulacion de personas y disminuir asi el contacto entre in-
dividuos. De esta forma, en algunos paises como ltalia o Espaiia
solo se permitia salir a la calle por motivos de salud, laborales o de
urgencia, mientras que en otros como fue el caso de Austria, Bélgica,
Francia, Holanda o Inglaterra, se permitia salir al exterior a prac-
ticar actividad fisica.

La alimentacion es fundamental para mantener un estilo
de vida saludable y prevenir enfermedades. Una dieta sana segin
la Organizacion Mundial de la Salud es primordial para evitar pro-
cesos infecciosos viricos y para el buen funcionamiento del sistema
inmune (6). Las vitaminas A, B6, B12, C, D y E, asi como zinc, hierro,
selenio, magnesio y cobre son beneficiosos para ello. Ademds, los
dcidos grasos omega-3 contienen propiedades antinflamatorias y
son Gptimas para evitar afecciones respiratorias (7), mientras que
los alimentos procesados y ultra procesados no poseen beneficio al-
guno para el sistema inmunitario (8).

Por otro lado, el ejercicio fisico es otro de los pilares fun-
damentales para llevar un estilo de vida saludable. Segan la OMS,
las personas mayores de 18 aiios deben realizar al menos entre
“150 y 300 minutos por semana de actividad fisica aerdbica a in-

Confinamiento

Ensefanza

Pais S Comercio Hosteleria . Deporte exterior
domiciliario presencial
Alemania No Cierre Cierre Suspendida S
(17 Marzo a 20 Abril) (17 Marzo a 9 Mayo) (16 Marzo a 20 Abril)
Austria 16 Marzo a Cierre Cierre Suspendida Si
1-may. (16 Marzo a 2 Mayo) (16 Marzo a 29 Mayo) (16/18 Marzo a 3 Junio)
[ Cierre Cierre Suspendida .
Belgia 18 Morzo a 10-may. (18 Marzo a 4 Mayo) (14 Marzo a 31 Agosto) (14 Marzo a 8 de Junio) S
. Cierre Cierre Suspendida
Espafia 14 Morzo a 25-may. (14 Marzo a 25 Mayo) (14 Marzo a 22 Junio) (13 Marzo a 8 Junio) No
Cierre Cierre Suspendida
Franda 17 Marzo a 30-may. (15 Marzo a 2 Junio) (15 Marzo a 1 Septiembre) (16 Marzo a 22 Junio) Si
Holanda Parcial Cierre parcial Cierre Suspendida S
23 Marzo a 15-jun. (23 Marzo a 11 Mayo) (23 Marzo a 1 Septiembre) (16 Marzo a 15 Junio)
) Cierre Cierre Suspendida
Mala ? Marzo a 18-may. (11 Marzo a 18 Mayo) (9 Marzo a 31 Julio) (4 Marzo a Septiembre) No
. Cierre Cierre Suspendida .
Inglaterra 23Marzo 0 40l 99 arzo 0 15 Junio) (20 Marzo a 13 Julio) (20 Marzo a 15 Junio) S
. Cierre parcial Cierre Suspendida
Poloala 5 Morzo o 20-obr (31 Marzo a 18 Mayo) (13 Marzo a 30 Mayo) (12 Marzo a 25 Mayo) No

Tabla I. Resumen de las caracteristicas de la restricciones debidas a la propagacién del COVID-19 en ciudadanos de 9 paises europeos. Las fechas corresponden al inicio

y al final de la restriccién (5).

Lifestyle changes during the SARS-CoV-2 pandemic confinement in
Europe: a systematic review
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tensidad moderada, o bien entre 75 y 150 minutos de actividad
fisica aerdbica a intensidad vigorosa, o bien una combinacion equi-
valente”. Ademds, se recomienda un minimo de 2 dias por semana
de ejercicio de fuerza para trabajar todos los grupos musculares
(9).

Este periodo ha generado consecuencias a nivel psicolo-
gico, sobre todo en personas con sobrepeso y obesidad (10). Se ha
observado un aumento de estrés, ansiedad, depresion o insomnio,
asi como una disminucion de la concentracion o rendimiento laboral.
Un empeoramiento de la salud mental se asocia con menores nive-
les de actividad fisica y una mayor ingesta de alimentos (11). Los
pacientes con trastornos de la conducta alimentaria (TCA) se han
visto perjudicados en esta situacion, y estudios demuestran un au-
mento de atracones asi como de conductas compensatorias (12).
Por todo lo visto anteriormente, el objetivo principal de este articulo
es realizar una revision sistemdtica que compile la evidencia cien-
tifica respecto a los cambios en el estilo de vida, tanto en relacion
con la dieta como con la actividad fisica que se dieron durante el
confinamiento por la pandemia de SARS-CoV-2 en sujetos mayores
de 18 afos de 9 paises europeos.

2. METODO

Para realizar esta revision sistemdtica, se han seguido los
criterios correspondientes a la declaracion PRISMA. Se ha utilizado
como herramienta de bisqueda la fuente de datos “ Pubmed”. Se
ha realizado una bisqueda avanzada identificando articulos rela-
cionados con los cambios en los hdbitos dietéticos durante el confi-

namiento por COVID-19. La bisqueda se ha realizado con los si-
guientes términos: (((("dietary changes*") OR ("lifestyle chan-
ges*")) AND ("covid-19*")) OR ("covid-19 lockdown*")) AND
(adults*). Con esta primera bisqueda inicial se obtuvieron un total
de 410 articulos. Para conseguir acotar y obtener resultados mds
especificos, se aplicaron los siguientes filtros:

1. Fecha de publicacion: Desde el afio 2020.

2. Idioma de articulo: Espariol o Inglés.

3. Disponibilidad del texto: Texto completo gratuito

4. Edad: Adultos

Aplicando dichos filtros se obtuvieron un total de 212 ar-
ticulos para evaluar. Se decidio incluir en esta revision sistemdtica
Unicamente estudios realizados en Europa, ya que los hdbitos die-
téticos son mds homogéneos que en otros continentes. Se excluyeron
aquellos estudios que no cumplian con los objetivos de este articulo.
No se han incluido revisiones sistemdticas ni meta-andlisis. Se eli-
minaron 186 referencias tras la lectura del titulo y/o resumen. Se
estudiaron los 26 articulos restantes para comprobar que cumplian
con los objetivos.

Se eliminaron un tofal de 19 articulos, bien porque no es-
taban relacionados con los objetivos del estudio o bien porque es-
tudiaban Gnicamente el impacto del confinamiento en el ejercicio
fisico, por lo que se seleccionaron 7 articulos. Por ofro lado, se in-
cluyeron 5 articulos a partir de las referencias de articulos. Final-
mente se realiza la revision sistematica con un total de 12 estudios.

La figura 1 muestra el diagrama de flujo de acuerdo con
los criterios de la declaracion PRISMA, para la bisqueda de articulos
en esta revision sistematica.

Fecha de publicacion: Desde 2020
Idioma: Inglés o Espafiol

Disponibilidad: “texto completo gratuito”
Edad: Adultos +19afios

186 articulos excluidos tras la lectura del titulo
y/o resumen

N=86 No relacionado con el tema de interés
N=46 Relacionados con salud mental

N= 24 No cumplen el criterio de edad

N= 8 Estudios en diabéticos

N=22 Desarrollo de enfermedades y
consecuencias de infeccion por COVID19

N=410 articulos identificados
5 ; en Pubmed
5!
£
5! N=410 articulos tras exclusion
2 de duplicados
o
o -
8 N=212 articulos para el
S cribado
®
2! N=26 articulos enteros
-Eu estudiados para ser elegibles
@
o |
eedene =
ci = i i i .
5 N=12 arltlcuIOF fr]clutdos +5 estudios
3 en la revision incluidos por
£ referencias

19 articulos excluidos tras lectura completa
N=15 No relacionado con los objetivos
N= 4 Unicamente ejercicio fisico

Figura I. Diagrama de flujo de los estudios incluidos en la presente revision sistemdtica
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Estudios transversales Muestra
Gornicka et a 2020 N=2381 (90%
(13) mujeres)
Poelmanetal 2021 N=1030 (51%
(14) mujeres)
Martyetal 2021  N=1353 (79%
(15) mujeres)

Rodriguez-Pérez et al. N=7514 (71%

2020. (16) mujeres)

Blaszczyk-Bebenek et N=312 (64%
al. (17) mujeres)

Mertens et @ 2020. N=1129 (77%
(18) mujeres)

Cancello et af 2020  N= 497 (84%
(19) mujeres)

Huber et o 2021 (20) N 1984 172%
muijeres)

Skotnicka et @/ 2021 N= 1071 (56%
(21) mujeres)

Romeo-Arroyo et al.
2020 (22)

N= 602 (50%
mujeres)

= 0,
Sidor et a 2020, (23) N~ 1097 (9%

muijeres)
Cohorte Muestra
Deschasaux-Tanguy et  N=37.252

al. 2021. (24) (52% mujeres)

Edad

> 18

> 18
Media: 50

> 18
Media: 39

> 18

> 18
Media: 41

> 18
Media: 35

> 18

>18
Media: 23

>18

>18
Media: 43

>18
Media: 28

Edad

>18

Pais

Polonia

Holanda

Francia

Espafia

Polonia

Bélgica

Italia

Alemania

Europa (Polo-
nia, Austria,
UK)

Espaiia

Polonia

Pais

Francia

Cuestionario empleado

Online PlifeCOVID-19
(dieta, estilo de vida, so-
ciodemogrdfico)

Online (sociodemogrd-
fico, conducta alimenta-
ria y de compra de
alimentos)

Online (sociodemogrd-
fico, F-FCQ, CFCA)

Online (sociodemogrd-
fico, 14 ftem MEDAS, 21
items estilo de vida)

(sociodemogrdfico,
DHNBAQ, antropometria)

Online (Sociodemogrd-
fico, dieta, AF)

Online (sociodemogrd-
fico, hdbitos dietéticos,
AF, suefio)

Online (sociodemogrd-
fico, estilo de vida)

Online (50 items del
FFQ6, actividad fisica,
peso corporal)

Online (CFCGA, hdbitos
clinarios, DEBQ)

Online (demogrfico, fre-
cuencia de consumo, es-
filo de vida)

Cuestionario

Online (cambios dietéti-
cos percibidos, IPAQ 3
R24H, antropometria)

Objetivo del estudio

Efecto del confinamiento
por COVID-19 en el es-
tilo de vida y hdbitos
dietéticos

Examinar los hébitos
dietéticos durante el con-
finamiento

Conocer los cambios de
la calidad nutricional de
la dieta

Influencia del confina-
miento por COVID-19 en
los hdbitos dietéticos

Determinar el efeco del

confinamiento en los hd-

bitos dietéticos y en el es-
tado nutricional.

Conocer el cambio en la

ingesta de alimentos y

AF durante el confina-
miento

Evaluar los cambios en e

estilo de vida durante el

confinamiento por covid-
19

Conocer el cambio de in-
gesta de alimentos y sus
determinantes

Examinar los hdbitos
dietéticos asi como en la
AF

Determinar los hdbitos
dietéticos durante el con-
finamiento

Identificar los hdbitos
dietéticos durante la cua-
rentena

Objetivo

Examinar los cambios en
hdbitos dietéticos, activi-
dad fisica y peso

Resultado sobre hdbitos dietéticos

28% de sujetos patron dietético mds
sano y 19% patron menos sano. 53%
hébitos sostenidos. (+ ingesta, + dul-
ces, + alcohol, + agua,- pescado, -
carne procesada,)

83% no modificd los hdbitos dietéticos.
Un 10% los mejord (+ vegetales, - al-
cohol, - dulces) y un 7% los empeord
(+ bebidas azucaradas, + picoteo, -
pescado).

Disminucion de la calidad de la dieta (+
ingesta, + carne procesada, + bebidas
alcohdlicas, + bebidas azucaradas).

Score + 0.8 MEDAS (+ frutas, +
verduras, + legumbre, - ingesta, -
carne roja, - picoteo, - pescado, - alco-
hol, - bebidas azucaradas)

Cambios significativos en la dieta. (+
tomas diarias, + picoteo, + dulces, +
alcohol, - comida rdpida)

Mds propensos a cambios no saludable.
(+ verduras, + fruta, + agua, +
dulces, + picoteo, + alcohol y — co-
mida rdpida)

34% de sujetos mejor calidad de dieta
y 19% peor calidad. ( + ingesta, +
picoteo, + frutas, + verduras, +
agua, + alcohol)

Alteraciones significativas en hdbitos
dietéticos. (+ ingesta, + pan, + dul-
ces, — comida preparada)

Habitos dietéticos modificados .(+
tomas diarias, + ingesta, + picoteo, +
dulees, + agua, + vegetales, + alco-
hol, + carne, + cereales, - pescados)

No se han visto cambios en la mayoria
de los hdbitos dietéticos. (+ dulees, +
picoteo, - pescado)

Modificacion desfavorable de los hdbitos
dietéticos, sobre todo en sujetos obesos.
(+ ingesta, + picoteo, + alcohol, +
dulces, + carne roja, - verdura, - fruta)

Resultado sobre hdbitos dietéticos

El 19.8% reflejo cambios favorables, el
37.4% no favorables, 43% mantuvo hd-
bitos. (+ ingesta, + picoteo, -+ dulces,
+ agua, + alcohol, - pescado, - carne)

Tabla Il. Resumen de las caracteristicas de los estudios transversales y de cohorte incluidos en esta revision sistemdtica. (AF= actividad fisica / IPAQ = cuestionario in-
ternacional de actividad fisica / R24H =Recuerdos de 24 horas / CFC(G)A= cuestionario de frecuencia de consumo (de grupos) de alimentos / FFQ6=food frecuency
questionnaire) / F-FCQ: french food choice questionnaire / DHNBQ: dietary habits and nutricion beliefs questionnaire.
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En esta revision sistematica se ha recogido la evidencia
sobre los cambios en el estilo de vida (dieta y actividad fisica) de-
bidos al confinamiento en sujetos mayores de 18 afios de 9 paises
de Europa. La tabla 2 recoge los principales hallazgos respecto las
alteraciones en los hdbitos dietéticos.

Once estudios son transversales (13-23) y uno es una co-
horte con trece afios de seguimiento (24). En cuanto al tamaiio
muestral, la cohorte incluia mds de 37.000 sujetos (24), ocho de
ellos presentaban una muestra de mds de mil sujetos (entre 1000
y 10000) (13-16, 18, 20, 21, 23), y tres estudios presentaban una
muestra menor, de 312 (17), 497 (19) y 602 (22) participantes. La
mayoria de los sujetos eran mujeres, siendo el porcentaje muy ele-
vado en algunos estudios (95% (23), 90% (13), 84% (19), 79%
(15). Los estudios se realizaron en paises europeos, tres en Polonia,
dos en Francia y ofros dos en Espaiia. Los restantes trabajos inclu-
yeron sujetos de ltalia, Bélgica, Holanda, Alemania. Uno de los es-
tudios (N=1071) incluyd sujetos de Polonia, Austria e Inglaterra.

A continuacion, se presentan los resultados encontrados
en relacion con el efecto del confinamiento sobre el estilo de vida.
En relacion con la dieta se evaldan los siguientes pardmetros: in-
gesta energética fotal, picoteo, consumo de frutas, verduras, dulces
y alcohol.

3. 1. Cambios en la ingesta energética total debidos al
confinamiento en sujetos adultos de 9 paises de Europa

La ingesta energética total durante el confinamiento fue
mayor. Ocho de los estudios incluidos encontraron que la ingesta
aumentd (13-15, 17, 19-21, 23, 24), mientras que dos mostraron
una disminucion (16, 24). Se han visto incrementos de desde un
9% (14) hasta un 44% (22). Poelman et a/. (14), en Holanda, tam-
bién encontrd que los horarios de comidas se alteraron de forma
irregular, disminuyendo el tiempo entre tomas.

Las mujeres fueron las que mayores ingestas de alimentos
realizaron (14, 20). Huber et a/. (20) también afiadid que los sujetos
de entre 18y 25 aiios, asi como los que tenian sobrepeso y obesidad
fueron aquellos que mds cantidad de alimentos ingirieron. Ademds,
un incremento en el consumo de alcohol, en el hdbito tabdquico o
en el nivel de estrés junto con una reduccion de la actividad fisica
se asocié a una mayor ingesta. Gornicka et al. (13) no encontrd aso-
ciacion entre la ingesta y la edad o sexo, pero un mayor indice de
masa corporal se asocid a un incremento de la ingesta. Se ha sefia-
lado que sujetos que vivian juntos tenian mayores probabilidades
de aumentar la ingesta, mientras que aquellos que realizaban ac-
tividad fisica eran tres veces mds propensos a una disminucion (19).

En cuanto a las tomas diarias, Skotnicka et al. (21) en-
contrd que el nimero de sujetos que realizo 5 comidas diarias du-
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rante el confinamiento se alterd de un 29% a un 37% respectiva-
mente. Blaszczyk-Bebenek et al. (17), de la misma forma, indico
que el porcentaje de poblacion que realizd 5 tomas diarias se in-
crementd en un 11%. Ademds, este estudio destaco que la gran
mayoria de sujetos mantuvieron el consumo de los mismos produc-
tos, pero aumentando el tamaio de racion.

En dos estudios franceses se verificd el aumento de ingesta
expresado en calorias. Marty et al (15) sefialé un aumento diario
de 235 kilocalorias, mientras que la cohorte NutriNet-Santé (24)
establecio este aumento en +467 kilocalorias en el 25% de los su-
jetos, pero también se observd una disminucion en el 33% de los
participantes de -510 kilocalorias. Unicamente un estudio realizado
en Espafia evidencié que mds de la mitad de los encuestados (64%
de 7.514) neg6 haber comido mds durante el confinamiento (16).

3. 2. Cambios en el picoteo entre comidas debidos al
confinamiento en sujetos adultos de 9 paises de Europa
Nueve estudios encontraron un aumento del consumo de
picoteo o snacks en proporciones variables. Este se ha visto inde-
pendientemente de las restricciones impuestas en cada pais. Se vie-
ron incrementos en entre un 5% (17) y un 70% (24), pasando por
22% (14), 42% (19), 46% (18), 50% (13, 22) y 52% (23). Skot-
nicka et al. (21) encontrd que el incremento de picoteo se dio en
toda la muestra analizada. Mertens et al (18) indic6 que este au-
mento fue debido al teletrabajo, ya que se estaba mds predispuesto
a picotear al tener acceso a la cocina durante gran parte del dia o
en su totalidad. Gérnicka et al. (13) sefialé un aumento de snacks
en un 50% en sujetos con malos hdbitos, mientras que también en-
contrd una reduccion de un 50% en aquellos sujetos que siguieron
una dieta saludable. Frutas, dulces, galletas, tartas, barritas de cho-
colate o alimentos salados como patatas fritas fueron los alimentos
que mds se consumieron entre horas (17). Sidor et al. (23) asoci6
el incremento de picoteos a un mayor indice de masa corporal. Su-
jetos con sobrepeso (25-29.9 kg/m?) y obesidad (> 30 kg/m?) fue-
ron los que mayor consumo de snacks presentaron en Polonia.
Uno de los dos estudios realizados en Espaiia no encontrd
cambios significativos en la ingesta de este tipo de producios (16).
Mientras que Romeo-Arroyo et al. (22), también en Espaiia, encon-
tr6 que los participantes con cambios de humor significativos durante
el confinamiento picotearon en mayor proporcion (+50%). Esto
fue debido principalmente a su bajo estado de dnimo, y trataron
de revertir esta situacion con un mayor consumo de alimentos ultra
procesados, con elevadas cantidades de azicares, grasas y sal. Por
todo lo visto, se puede indicar que el picoteo fue considerablemente
mayor durante el confinamiento.

Cambios en el estilo de vida durante el confinamiento por la

pandemia de SARS-CoV-2 en Europa: una revision sistematica 291
Amelia Marti del Moral y Natalia Vazquez Bolea



Bl

7

3. 3. Cambios en el consumo de frutas y verduras debi-
dos al confinamiento en sujetos adultos de 9 paises de
Europa

Ocho estudios mostraron un aumento significativo en la
ingesta de frutas y verduras (13-16, 18, 19, 21, 23). La poblacion
disfrutd de la cocina y de la elaboracion de nuevos platos con inclu-
sion de vegetales (25). Casi el 25% de los espafioles cocind mds de
lo habitual durante el confinamiento, dedicando hasta 10 horas por
semana (22). Por otro lado, 4 estudios muestran una disminucion
en su consumo (13, 15, 23, 24). Marty et al. (15), estudio francés
de 1353 sujetos, demostro que aquellas personas que priorizaron
su estado de dnimo tuvieron una disminucion en la calidad nutri-
cional de la dieta, limitando el consumo de frutas y verduras. Pero
las que dieron mayor importancia al peso eligieron opciones salu-
dables, aumentando su consumo.

Sidor et al. (23) en Polonia indic6 que casi un tercio de
los participantes no consumio fruta y verdura de forma diaria. Ade-
mds, los sujetos con obesidad fueron los que consumieron con menor
frecuencia este tipo de alimentos. Gérnicka et al. (13) mostrd re-
sultados bidireccionales en cuanto al consumo de verduras, ya que
un 19.4% disminuyd su consumo, un 18.5% aumentd, y un 62%
no cambid (de 2381 participantes). Y respecto al consumo de fruta,
un 20.1% disminuyd su consumo, un 15.2% aumentd, y un 64.7%
no cambio.

El estudio de cohortes (24) con 37.252 sujetos también
mostro dos patrones de consumo opuestos. Por un lado, el 37% de
los sujetos realizo cambios no favorables con una disminucion de
productos frescos como frutas y verduras, viéndose también dismi-
nuido el aporte de fibra diario respecto al afio anterior (21.5 gramos
en Abril de 2019 frente a 21 g en Abril de 2020). Mientras que un
20% mostré cambios favorables relacionados con la nutricion, con
un aumento de vegetales. Ademads, esta cohorte sefiald un aumento
significativo en el consumo de vegetales congelados, mientras que
el de vegetales frescos se vio disminuido. Esto pudo deberse a que
los participantes fueron con menor frecuencia al supermercado, por
lo que se compraron grandes cantidades de alimentos congelados
para una mayor duracion y una menor exposicion al virus. También
sefiala que mediante recuerdos de 24 horas realizados a lo largo
de los afios, el consumo de verduras ha aumentado (230 gramos al
dia en 2017, 235 en 2018, 225 en 2019 y 240 en 2020), pero los
resultados no son estadisticamente significativos. Se han encontrado
resultados opuestos y no concluyentes respecto al consumo vegetales.

3. 4. Cambios del consumo de dulces debidos al confi-
namiento en sujetos adultos de 9 paises de Europa

El confinamiento ha generado un incremento en el con-

sumo de dulces. 10 estudios han demostrado esta tendencia (13,
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17-24), mientras que tan solo uno muestra resultados contrarios
(14). El estudio de Huber et al (20) en Alemania demostrd un daro
incremento en el consumo de pan y dulces, en un 47% y un 64%
respectivamente. EI aumento en el consumo de dulces se observo
tanto en aquellos participantes que indicaron un aumento de ingesta
total, como en aquellos que la disminuyeron. Cancello et al. (19)
en ltalia sefialdo un aumento de pan, pastas, harinas y dulces. La
compra de estos alimentos fue necesaria para realizar reposteria
casera, la cual se vio incrementada durante el confinamiento. El es-
tudio francés de Deschasaux-Tanguy et al (24) de 2021 con 37.252
participantes sefialo que casi un 40% de ellos realizé cambios no
favorables en la alimentacion, con una elevada ingesta de chocola-
tes, tartas y galletas. Esta cohorte ha demostrado que esto se vio
principalmente en sujetos que ya seguian una dieta con elevado
consumo de productos ultra procesados en afios anteriores. Se ha
visto que aquellas personas que antepusieron su estado de dnimo
en vez de su salud priorizaron el consumo de este tipo de alimentos
(15). Ademds, Gornicka et al. (13) encontrd una disminucion del
29% en el consumo de pasteleria y dulces comerciales, pero se vio
un aumento del 40% en sus versiones caseras. Este incremento en
el consumo de dulces causd un aumento significativo en la ingesta
de hidratos de carbono, desplazando el consumo de otros grupos
de alimentos. Un incremento de carbohidratos puede generar en-
fermedades cardiovasculares, obesidad y diabetes (26).

Sin embargo, también hubo estudios que presentaron una
disminucion en el consumo de dulces. Poelman et al. (14) en Ho-
landa indicd una disminucion en la ingesta de tartas (-15%) y cho-
colates (-13%), observando una tendencia en la que en paises con
confinamientos menos estrictos se mostrd un mejor estilo de vida,
si bien es cierto que el 83% de los sujetos mantuvo sus hdbitos in-
tactos. Dado que tan solo un estudio ha mostrado una reduccion en
el consumo de dulces, podemos concluir que la ingesta de estos se
ha visto incrementada durante en confinamiento en los trabajos
analizados.

3. 5. Cambios en el consumo de alcohol debidos al con-
finamiento en sujetos adultos de 9 paises de Europa
Respecto al consumo de alcohol, se encontraron resultados
dispares pero la tendencia estuvo encaminada a una mayor ingesta
de este, evidenciado por 8 estudios (13, 15, 17-19, 21, 23, 24). Tan
solo dos estudios encontraron una disminucion de su consumo (14,
16). Se ha encontrado asociacion entre el consumo de alcohol y per-
sonas en el hogar, ya que vivir solo o con nifios causa una menor
ingesta, a diferencia de convivir con personas de la misma edad
(18). Los periodos de aislamiento generan estrés, siendo esto un
factor de riesgo para un uso indebido de alcohol (27). Un consumo
elevado de alcohol tiene efectos adversos en los individuos, inclu-
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yendo una mayor susceptibilidad a coger la infeccion por el virus
del SARS-CoV-2 (28). Deschasaux-Tanguy et al. (24) y Gornicka et
al. (13) sefialaron que el 15% y el 18% de los sujetos incrementd
el consumo de alcohol. Otro trabajo indico que los sujetos de entre
35y 50 los fueron los que mds bebidas alcohdlicas consumieron,
mientras que sujetos de entre 18y 34 afios y de entre 51y 81 aiios
redujeron su consumo (18).

Poelman et al. (14) encontré que un 13% de los sujetos
ingirid menos cantidades de alcohol durante el confinamiento, a
excepcion de aquellos con sobrepeso y obesidad, a los que les resultd
mds complicado disminuirlo. La disminucion del consumo de alco-
hol, especialmente en cerveza y en bebidas de alta graduacion, en
el 57% de los sujetos del estudio espariol Rodriguez-Pérez et al.
(16) es un cambio favorable que ocasiond una mayor adherencia a
|la dieta mediterrdnea.

Las recomendaciones establecidas por algunos organismos
internacionales como la OMS para una alimentacion mds saludable
en pandemia parece que no han tenido un repercusion nivel pobla-
cional a la vista de los resultados encontrados, ya que se aconsejaba
limitar la ingesta de azdcar asi como de bebidas alcohdlicas e in-
crementar la de vegetales (29).

f;

3. 6. Cambios en los niveles de actividad fisica debidos
al confinamiento en sujetos adultos de 9 paises de Eu-
ropa
La actividad fisica fue evaluada en 6 estudios. La mayoria
de los estudios -5 de ellos- mostraron una disminucion significativa
en sus niveles. Skotnicka et al. (21) mostrd reducciones en los tres
paises objeto de estudio, al igual que otros trabajos donde se mos-
traron reducciones de un -35% (19) y de un -43% (13). Ademds,
en otros dos de ellos la actividad fisica se vio disminuida a mds de
la mitad (-53% (24) y -60% (16)), por lo que el confinamiento li-
mitd considerablemente la prdctica de ejercicio fisico segin los es-
tudios analizados. Existe evidencia acerca de los beneficios de la
actividad fisica y la salud mental (30), y se deberia de promocionar
y animar mds a la poblacion a realizar actividad fisica en situaciones
de aislamiento.
La mayor reduccion de la actividad fisica proviene del es-
tudio realizado en Espaiia, en el cual 4475 participantes de 7514
redujeron sus niveles (16). Cabe destacar que en este pais la activi-
dad fisica al aire libre no estaba permitida. Polonia e ltalia, paises
en los que se observaron reducciones en los niveles de actividad

Variable Aumento/disminucion Referencias
Aumento (17,19-21, 23, 24)
Peso corporal
Disminucion (16,17,24)
Aumento (13-15,17,19-21, 23, 24)
Ingesta total
Disminucion (16, 24)
Aumento (13,14,17-19, 21-24)
Picoteo
Disminucion -13
Aumento (13-16,18,19, 21, 24)
Frutas y verduras
Disminucion (13,15, 23, 24)
Aumento (13,17-24)
Dulees
Disminucion -14
Aumento (13,15,17-19, 21, 23, 24)
Alcohol
Disminucion (14,16)
Aumento -18
Actividad fisica
Disminucion (13,16,19,21, 24)

Tabla 3. Resumen de los principales resultados encontrados sobre el efecto del confinamiento en cambios en la dieta y actividad fisica y peso corporal.
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fisica también limitaron las salidas al exterior, por lo que podria
decir que las restricciones impuestas en los paises modifican el estilo
de vida. Sin embargo, en el estudio francés con mayor nimero de
participantes (37252), se encontr6 una reduccion del 53%, a pesar
de que en Francia si que se podia realizar deporte al aire libre.

Deschasaux-Tanguy et al. (24) describio ademds que el se-
dentarismo incrementd en el 63% de los sujetos, con una media de
siete horas diarias sentados. Gornicka et al. (13) y Martens et al. (18)
también indicaron un aumento en el tiempo dedicado a pantallas
en el 49% y 55% de sus participantes. En el estudio polaco un 36%
de los participantes dedico mds de 8 horas diarias a las pantallas.
Un 6% de los ellos lo asocian a el teletrabajo y estudio online, mien-
tras que un 8% de los ellos indicaron que este incremento fue de-
bido al aburrimiento (13). Otras referencias sefialan que se
utilizaron de forma masiva plataformas como Netflix o TikTok (31).

Skotnicka et al. (21) también concluyd que periodos de
aislamiento generan una disminucion de la actividad fisica y un in-
cremento de sedentarismo. Este mismo estudio, en el cual se incluian
participantes de tres paises europeos con distintas medidas de con-
finamiento, encontré que la prdctica semanal de ejercicio fisico dis-
minuyo en Polonia un 5%, en Austria un 7%, y en Reino Unido
un 11%.

Un Unico estudio sefiala un aumento significativo en la
actividad fisica (18). Se vio un incremento del 63% en los paseos
diarios. Este estudio se realiz en Bélgica, y cabe destacar que en
este pais estaba permitido salir a la calle para realizar actividad fi-
sica durante el confinamiento. Este incremento se ha visto en par-
ticipantes jovenes y de mediana edad, en estudiantes y frabajadores,
asi como en participantes que vivian solos o convivian con otras per-
sonas.

Por ello, podemos afirmar que segin los estudios anali-
zados se ha visto una reduccion de la actividad fisica, sin embargo,
no se puede concluir que esta sea mayor o menor en funcion de las
restricciones de cada pais, pues se han encontrado resultados dis-
pares.

3. 7. Efecto de los cambios en el estilo de vida sobre el
peso corporal de los sujetos durante el confinamiento
Los cambios en el estilo de vida repercuten sin duda en el
peso corporal. Los estudios muestran que hubo tanto un aumento
de peso (17,19-21, 23, 24) como una disminucion (16, 17, 24). Sin
embargo, el porcentaje de sujetos que aumentd de peso fue signi-
ficativamente mayor, y se vieron aumentos de desde 1 kg hasta 10
kg (17, 23, 24). Pero en el estudio realizado en Espaiia con 7514
participantes, casi la mitad de ellos, un 47%, refirié no haber ga-
nado peso (16). Este estudio demostrd que aquellos sujetos que tu-
vieron una mayor adherencia a la Dieta Mediterrdnea durante el
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confinamiento no aumentaron de peso.

El aumento de la ingesta y las tomas diarias, el consumo
de dulces, y de alcohol han sido los causantes del incremento del
peso corporal, segin el estudio alemdn (20). La disminucién de la
actividad fisica también contribuy6 a ello (21). Btaszczyk-Bebenek
et al. (17) en Polonia indicd haber encontrado un aumento de peso
en el 46% de sujetos, de la circunferencia de la cintura (+ 1 cm)
asi como del IMC (24.98 kg/m? a 25.28 kg/m?) durante este periodo.
Este estudio también demostrd que un 22% de los sujetos disminuyo
su peso, en una media de Tkg. Ademds, describio que los partici-
pantes con un IMC> 25kg/m? (sobrepeso/obesidad) fueron los que
mayores aumentos de peso sufrieron. Estos cambios no se vieron
tan alterados en sujetos con IMC<25kg/m? (19, 23). Skotnicka et
al. (21) indico que las mujeres aumentaron mds de peso que los
hombres, en un 40% y 18% respectivamente, asi como los partici-
pantes de 30 a 39 aios. Otro trabajo seiiald que el porcentaje de
sujetos con sobrepeso y obesidad se vio incrementado (32.5%-
33.6% y 12.1%-13.3%) (15).

Los cambios en el estilo de vida han llevado a un incre-
mento del peso corporal, lo que se traduce en un aumento del
sobrepeso y/u obesidad. Esto no favorece al desarrollo de la pan-
demia pues teniendo en consideracion que un mayor indice de masa
corporal se relaciona con un peor prondstico de infecciones y mayor
riesgo de contagio, en situaciones de confinamiento por una pan-
demia mundial se deberian de promocionar hdbitos mds saludables,
asi como estrategias para que la poblacion lleve un mejor estilo de
vida.

La tabla 3 muestra de manera resumida el efecto del con-
finamiento sobre los pardmetros evaluados relacionados con el es-
tilo de vida en sujetos sanos mayores de 18 aiios de los paises
estudiados.

4. FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Esta revision sistemdtica nos ha permitido recopilar la in-
formacion disponible en la literatura sobre los cambios en los hd-
bitos dietéticos y estilo de vida causados por el confinamiento en
algunos paises de Europa. Una dificultad importante son las dife-
rencias culturales y gastrondmicas entre continentes, por lo que de-
cidimos centrar la bisqueda de estudios en Europa. Ademds, a
diferencia de otras revisiones realizadas, una ventaja importante
es que disponemos de las caracteristicas especificas del confina-
miento en los paises objeto de estudio, lo que resulta muy valioso
para poder analizar los resultados encontrados segin el contexto.

No obstante, los estudios no son representativos de los pa-
ises, ademds el nmero de estudios y sujetos por paises es variable.
Algunos como Espaiia o Francia disponen de un mayor nimero de



IANAI.IES I
RANF

.www.analesranf.com

estudios y con mds participantes (mds de 7.000 y 37.000 respecti-
vamente), a diferencia de otros como Bélgica (1129 sujetos). Ade-
mds, ofra de las limitaciones que puede tener esta revision es que
la ingesta dietética fue auto declarada, por lo que se pudo dar una
sobreestimacion de ingestas saludables o infraestimacion de las no
saludables (32). Otro dato para tener en cuenta es que la mayoria
de los estudios fueron transversales, por lo que no se tiene segui-
miento temporal

5. CONCLUSION

El confinamiento por COVID-19 parece que ha modificado
el estilo de vida en las poblaciones europeas estudiadas en esta re-
vision sistemdtica. Se han visto cambios desfavorables para la salud
en los hdbitos dietéticos, como incrementos de la ingesta energética,
de dulces, picoteo y alcohol, acompaiiados de una reduccion en los
niveles de actividad fisica, lo que ha llevado a un aumento del peso
corporal. Se necesitan estudios a largo plazo y con mayor tamaiio
muestral para valorar mejor el impacto de la pandemia COVID-19
y mejorar las recomendaciones de estilo de vida en el caso de futuras
pandemias.
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REVISION

RESUMEN

Objetivo: Analizar el régimen juridico para la preparacion de productos estériles en el contexto de los ensayos cli-
nicos.

Método: Se ha completado una revisién bibliogrdfica de diferentes normas, guias e informes de organismos, asi
como de realizarse un andlisis del Registro Espafiol de Ensayos Clinicos (REec) para conocer la tendencia del fipo
de ensayos clinicos que se realizan en Espafia.

Resultados: En la Unién Europea no existe una regulacion especifica en este asunto siendo responsabilidad de
cada estado miembro legislar sobre ello. En el caso de Espaiia, existe una guia de buenas prdcticas de preparacion
de medicamentos en servicios de farmacia hospitalaria.

En cuanto al andlisis del Registro Espaiol de ensayos dlinicos, se han obtenido datos que indican que aproximada-
mente el 50% de los estudios podrian requerir que estos farmacos en investigacion sean preparados en condiciones
de esterilidad, asi como dentro de este grupo de estudios, el 79% son estudios de cardcter internacional.
Conclusiones: Espaia tiene un marco normativo robusto en materia de preparacion de medicamentos estériles
tanto dentro de la prdctica habitual como para farmacos en investigacion dlinica. Todos los profesionales involucrados
en investigacion clinica deben conocer esta regulacion para seguir garantizando la posicion de excelencia que tiene
Espaiia en investigacion clinica a nivel internacional.

ABSTRACT

Objedtive: To review the legal regime for sterile products preparation in the context of clinical trials.
Method: A literature review of different rules, guideliness and reports from different organisms has been
completed. Furthermore, an analysis of Spanish Clinical Trials Registry (REec) was performed in order fo
know the trend of what is the type of clinical trials that are being conducted in Spain.

Resulfs: at Europe Union there is not a specific requlation about this matter, being a member state res-
ponsibiliy to have a local law. In Spain, there is a guideline regarding Good Practices of preparation for
drugs on Hospital Pharmacy Services. Spain Clinical Trials Registry analysis indicates that approximately
50% of studies could requiered that those study drugs to be pre-pared on sterile conditions, and on this
group, 79% are international studies.

Conclusions: Spain has solid regulations on sterile preparation drugs for routine practice and for clinical
research drugs. All professionals involved in clinical research should be aware of these regulations in
order fo maintain Spain's position of excellence in clinical research at the international level.

Palabras Clave:

ensayos clinicos
productos estériles
servicios de farmacia

Keywords:

clinical trials
sterile preparation
pharmacy services
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1. INTRODUCCION

La investigacion clinica aporta conocimiento médico a tra-
vés del estudio con medicamentos en personas siendo el nexo entre
la investigacion bdsica y la asistencia a los pacientes. Los datos de
este tipo de investigaciones permiten obtener la autorizacion de co-
mercializacion para nuevos farmacos de las diferentes agencias re-
guladoras (1,2,3). Este tipo de investigacion es clave en el desarrollo
de nuevos fdrmacos, ya que sin ella la aprobacion de nuevas tera-
pias y el desarrollo de las guias farmacoterapéuticas quedan limi-
tadas al conocimiento ya disponible.

La investigacion clinica ha ayudado a posicionar a Espaiia
como una de las mayores potencias para el desarrollo de ensayos
clinicos gracias al trabajo de colaboracion entre la administracion,
sistema y profesionales sanitarios, pacientes y compaiias farma-
céuticas (4). Durante el afio 2020, se aprobaron hasta un fotal de
690 ensayos dinicos nuevos de acuerdo al Registro Espaiol de en-
sayos clinicos (en adelante, REec). Los ltimos resultados en la 30°
publicacion Medicamentos Innovadores (3) los estudios en fases
tempranas (Fase | y Il) son un 46,8% de los ensayos realizados y
los ensayos fase 111 un 46.5% del total.

Los servicios de farmacia, ademds del almacenamiento y
dispensacion del farmaco de estudio son los encargados en un ele-
vado nimero de ensayos clinicos de la preparacion del farmaco
antes de su dispensacion y administracion al paciente. Es importante
resaltar la importancia que tienen las instalaciones y personal en-
cargado de preparar el fdrmaco, en especial, si es una administra-
cion parenteral. Unas buenas instalaciones, personal cualificado y
procedimientos normalizados de trabajo para el manejo de las mez-
clas de administracion parenteral reducen el riesgo de que un pa-
ciente pueda sufrir eventos adversos por posibles pérdidas de
estabilidad fisicoquimica o contaminacion microbiolégica durante
|a preparacion, sin tener esta relacion con la naturaleza del farmaco
(6). Desde la preparacion hasta la administracion de la mezca de
administracion parenteral, el farmacéutico y/o el personal bajo su
supervision deben garantizar, no sélo las condiciones idoneas, sino
también que se mantengan las condiciones ideales de estabilidad,
compatibilidad y esterilidad del producto terminado. Las mezclas
deben ser terapéutica y farmacéuticamente apropiadas para el pa-
ciente, preparadas con un minimo de manipulaciones posibles y que
presenten condiciones optimas de eficacia y sequridad, garantizando
asi que se alcance el objetivo terapéutico deseado (7). En el marco
de un ensayo dlinico, todo acontecimiento adverso serd monitori-
zado, incluidos aquellos que ocurran durante la administracion o
después de la administracion debido a que pudiesen estar relacio-
nados con el farmaco de estudio.

Clinical Trials With Sterile Preparations. Analysis of Spain Clinical
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Todos los motivos expuestos ayudan a entender el motivo
por el cual los promotores de ensayos dinicos evalian todos los pro-
cesos, personal implicado e instalaciones de cada uno de los centros
en cuanto a las mezclas de administracion parenteral. Los promo-
tores basan sus selecciones en las instalaciones, personal y procedi-
mientos en centros de investigacion en los que se persigue reducir
al mdximo cualquier posible evento que pueda poner en tela de
juicio la seguridad del farmaco de estudio por un motivo que no
esté relacionado directamente con la idio-sincrasia de la molécula,
tal y como se resefia.

2. MATERIAL Y METODOS

Se ha completado una revision bibliogrdfica de las nor-
mas, guias e informes de diferentes organismos y articulos de in-
vestigacion publicados relacionados con la preparacion de productos
estériles en los servicios de farmacia en Espaiia con la finalidad de
conocer cudl es el proceso a seguir durante la preparacion de mez-
clas de administracion parenteral en los centros sanitarios en la ac-
tualidad.

Por otro lado, se ha completado un andlisis del Registro
Espaiiol de ensayos clinicos para analizar el ndmero de estudios re-
gistrados en él, y de estos, cudles de ellos contienen farmacos que
pudieran ser susceptibles de ser preparados en ambientes estériles
para obtener datos acerca del nimero de ensayos clinicos que con-
tienen frmacos que requieren ser preparados en condiciones de
esterilidad.

3. RESULTADOS

Los ensayos linicos que se llevan a cabo en Espaiia pro-
movidos por la industria farmacéutica, ademds de realizar ensayos
clinicos multicéntricos (participacion de varios centros de investiga-
¢ion en el mismo pais para un mismo ensayo clinico), el 94,1% son
de cardcter internacional (3). Con este dato, podemos comprender
que los laboratorios farmacéuticos necesitan que sus equipos de
operaciones clinicas, en los paises en los que desarrollan su activi-
dad, estén compuestos por personal suficientemente cualificado,
ademds de en asuntos de cardcter cientifico y médico, también en
la normativa local de cada pais permitiéndose asi tener las mdximas
garantias en la obtencion de datos de calidad en el desarrollo de
su farmaco en investigacion.

Las mezclas de administracion parenteral deben prepa-
rarse en ambientes controlados para garantizar su esterilidad y con-
diciones de seguridad apropiadas a la hora de ser administradas
al paciente. A pesar de que este concepto es de cardcter general
para cualquier mezcla de administracion parenteral a nivel mundial,



IANAI.IES I
RANF

.www.analesranf.com

no estard recogido del mismo modo en las normativas, farmacopeas
0 guias de buenas prdcticas en cuanto a como han de ser las insta-
laciones, formacion del personal o procedimientos a sequir con este
tipo de preparaciones en los diferentes paises o regiones.

En enero de 2011, por la resolucion CM/ResAP10, se re-
comendo la necesidad de elaborar directrices prdcticas sobre la pre-
paracion de medicamentos con la finalidad de evitar diferencias de
calidad y seguridad entre las preparaciones de medicamentos en
centros sanitarios y aquéllos que fuesen elaborados a escala indus-
trial. En el caso de Espaiia, la normativa que se debe conocer rela-
tiva a este asunto y las preparaciones estériles de este tipo es el Real
Decreto Ley 16/2002, de 20 de abril, de medidas urgentes para ga-
rantizar la sostenibilidad del Sistema Nacional de Salud y mejorar
la calidad y sequridad de sus prestaciones (8). Esta norma regula
en su articulo 7, la “manipulacion y adecuacion de preparaciones
de medicamentos” permitiendo asi acreditar a los servicios de far-
macia hospitalaria a operaciones de fraccionamiento, personaliza-
cion de dosis y otras operaciones de reacondicionamiento y
transformacion de medicamentos garantizando que se cumplen las
guias técnicas de buena prdctica. Estas guias de buena prdctica de
manipulacion, fraccionamiento y dosificacion personalizada son
mencionadas en su articulo 7.3 y atribuye la elaboracion de dicha
guia técnica a la Direccion General de Cartera Bdsica del Servicio
del Sistema Nacional de Salud y Farmacia con la colaboracion de
la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios y ex-
pertos de reconocido prestigio. Desde la publicacion de este RD ley
en el BOE el 24 de abril de 2012 hasta junio de 2014 no se publico
la “guia de buenas prdcticas de preparacion de medicamentos en
servicio de farmacia hospitalaria” (9).

De acuerdo al Real decreto legislativo por el que se
aprohd el texto refundido de la ley de garantias y uso racional del
medicamento (11) se continda atribuyendo lo ya previsto en el Real
Decreto Ley 16/2002, de 20 de abril, con relacion a las funciones
de modificacion, acondicionamiento, ajuste de dosis etc. al farma-
céutico especialista en farmacia hospitalaria a través del servicio de
farmacia en la publicacion de 2006 y sin cambio o actualizacion en
el texto refundido de dicha ley en 2015 (articulo 84.2 y 85.1).

Es importante, dado el objeto de estudio de este trabajo,
mencionar que las guias de buena prdctica, contemplan tanto la
practica diaria como la investigacion clinica. Es bastante habitual
que en los centros sanitarios en los que se lleve a cabo investigacion
clinica, dentro del servicio de farmacia suele existir una unidad de
ensayos clinicos de farmacia. La guia de buena prdctica de prepa-
racion de medicamentos evalia los procesos a seguir, la via de ad-
ministracion, el perfil de sequridad, las cantidades a preparar y la
vulnerabilidad de la preparacion y distribucion. Si el farmaco a
preparar es de ensayo clinico, es un aspecto a tener en cuenta en el

perfil de seguridad, ya que por encontrarse en el contexto de un en-
sayo clinico es considerado un fdrmaco de riesgo medio ya que du-
rante el desarrollo clinico debe hacerse un continuo seguimiento a
la sequridad del farmaco, buscando en todo momento reducir al
minimo cualquier variable que pueda comprometer la seguridad
del farmaco de estudio.

La normativa actual de ensayos clinicos en Espaiia
(RD1090/2015 (Art.39 i) (2), recoge que no siempre es necesaria
la participacion del servicio de farmacia como servicio colaborador
en el ensayo dlinico. En aquellos casos en los que el envio de la me-
dicacion de investigacion se realice directamente al investigador
principal sin pasar por un servicio de farmacia, serd éste quien asu-
mird la responsabilidad de correcta preparacion, administracion,
custodia y dispensacion. Ante este articulo novedoso en el
RD1090/2015, podria interpretarse como una contradiccion entre
la normativa actual de ensayos clinicos y la guia de buena prddica
de preparacion en los servicios de farmacia. No obstante, no cabe
lugar para dicha contradiccion, ya que por normativa local puede
seleccionarse un centro en el que el servicio de farmacia pueda no
participar como servicio colaborador en un ensayo dinico o parficipar
centros de investigacion sin servicio de farmacia teniendo en cuenta
que el promotor, debe cerciorarse que es seguro seleccionar un cen-
tro con estas caracteristicas en base a los requerimientos de su fdr-
maco en estudio mediante la firma de la idoneidad del investigador
de acuerdo al RD1090/2015 por la persona fisica designada por el
promotor del ensayo dinico. A su vez, ademds de la conformidad
por parte del promotor, la direccion del centro y el Comité de Etica
e Investigacion con Medicamentos (CElm) debe emitir sus corres-
pondientes conformidades mediante la idoneidad de las instalacio-
nes y dictamen aprobacion respectivamente. Por tanto, la ausencia
del servicio de farmacia en un ensayo clinico, es posible, pero debe
ser evaluada responsablemente con el conocimiento de toda la nor-
mativa vigente revisada en este trabajo por todos los intervinientes
antes de comenzar cualquier actividad de reclutamiento e inclusion
de paciente en el centro. Algunos estudios (7) recogen que la pre-
paracion de medicamentos inyectables estériles realizados por pro-
fesionales de salud, es uno de los procedimientos mds sujeto a
errores tanto por su complejidad como por su elevado riesgo de
contaminacion microbioldgica. Se ha visto que la frecuencia de erro-
res en la preparacion de mezdlas es ocho veces mayor en la planta
que en una unidad de mezclas parenterales por diferentes causas
como procedimientos inadecuados de chequeo, roturas de la técnica
aséptica y errores de cdlculo y preparacion. Por este motivo, a nivel
internacional, se recomienda que la preparacion de los medicamen-
tos parenterales se realice de forma centralizada en los servicios de
farmacia y se entreguen listos para su administracion a enfermeria.

Ensayos clinicos con medicamentos estériles. Analisis del

Registro Espaiiol de ensayos clinicos 3“5
Alberto Garcia-Rojo de Cozar



=
-
o >
Z m
= o

www.analesranf.com

3206

Total de estudios registrados en el Estudios sin posible comparador
REec que reguiere preparacion en una
(1enero 2013-31 agosto 2021) unidad de
MAP

Estudios con posibie comparador
QUE requiere preparacion en una

3012

607

Estudios sin forma farmacéutica
asignada en el REec

unidad de
MAP

Figura 1. Distribucién de los estudios incluidos en el Registro Espaiol de ensayos dlinicos (REec) desde 1 de enero de 2013 a 31 de agosto de 2021.

Apoyado en la revision bibliogrdfica previa, se ha realizado un and-
lisis de los ensayos clinicos que se encuentran publicados en el Re-
gistro Espariol de ensayos clinicos (REec). En este registro publico
se recoge la informacion de todos los ensayos clinicos autorizados
en Espana desde el 1 de enero de 2013.

La revision del Registro Espariol de ensayos dinicos (REec)
para este trabajo ha consistido en generar un informe de todos los
estudios clinicos publicados en la plataforma desde el 1 de enero
de 2013 a 31 de agosto de 2021. El total de estudios clinicos incluidos
es de 7181 estudios. Basados en este informe general se ha com-
pletado un andlisis de los datos obteniéndose como primera con-
clusion que un total de 3012 estudios (figura 1) contiene, al menos
una entre las diferentes formas farmacéuticas que se pueden utilizar

en ese estudio, seria necesario pre-pararla en condiciones de este-
rilidad en una unidad de mezclas de administracion parenteral.

Los datos obtenidos de la revision del Registro Espariol de
ensayos dinicos (REec) indican que cerca del 50% de los estudios
de acverdo a la figura 1 (3012 estudios) contienen fdrmacos sus-
ceptibles de ser preparados en unidades de mezclas de administra-
cion parenteral. Ademds, de todos estos estudios, 2395 estudios son
de cardcter internacional (figura 2) reafirmdndose asi la idea men-
cionada anteriormente acerca de que los laboratorios farmacéuticos
necesitan que sus equipos de operaciones clinicas estén compuestos
por personal suficientemente cualificado, ademds de en asuntos de
cardcter cientifico y médico, también en la normativa local de cada
pais.

607 estudios
nacionales

» Estudios Internacionales

3012

estudios en total con un
posible comparador que
requiere preparacion en una 2395
unidad de MAP. estudios

internacionales

= Estudios Nacionales

Figura 2. Distribucion de los estudios internacionales frente a nacionales que contienen un posible comparador que requiere preparacion en una unidad de mezclas de

administracion parenteral.
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Totak 3012 estudics
con posible comparador que requiere preparcion en una unidad de

BEvaian Seguridad
Eficaca

 Evalian Seguridady

1 Noevalin
seguidad y/oefizoa

1 Evalian Efcacia

Figura 3. Distribucion de estudios que tienen entre sus objetivos de estudio eficacia y/o seguridad con un posible comparador que requiere preparacion en una unidad

de mezclas de administracion parenteral. .

Por ltimo, de los ya 3012 estudios mencionados, 2806
estudios incluyen entre sus objetivos la seguridad del farmaco de
estudio (Figura 3). Este objetivo dentro de los estudios, y en espe-
cial los de fases tempranas, es decisivo ya que, si un fdrmaco en in-
vestigacion muestra durante estas fases un balance beneficio riesgo
desproporcionado, su desarrollo clinico puede llegar a ser interrum-
pido por falta de seguridad de acverdo a las normas de buena prdc-
tica clinica (5).

4. DISCUSION

La investigacion clinica en Espaiia es un sector de elevado
interés socio-econdmico por el desarrollo de nuevas terapias bene-
ficiosas para los pacientes como del gran impacto econdmico que
posee este sector en nuestro pais. A pesar de estos intereses econd-
micos, es primordial velar por la seguridad de los pacientes que
participen en los ensayos clinicos, asi como de obtener datos de ca-
lidad que avalen ante las agencias reguladoras la solicitud de au-
torizacion de comercializacion de los farmacos estudiados.

Tanto por toda la informacion aportada de la revision bi-
bliogrdfica como de la revision del Registro Espaiol de ensayos cli-
nicos (REec), se pretende remarcar la importancia del especialista
en operaciones clinicas encargado de la seleccion y puesta en marcha
de un ensayo clinico. El especialista en operaciones clinicas debe co-
nocer y saber aplicar este entramado legislativo que le permitird
justificar que todo aquel servicio de farmacia hospitalaria que esté
acreditado por la comunidad autdnoma en la que se encuentre el
centro, de acverdo al articulo 7 del Real Decreto ley 16/2012 de 20
de abril, y por tanto tendrd la suficiente consistencia en sus procesos
y medios para poder realizar todas aquellas actividades de fraccio-
namiento, persona-lizacion de dosis y otras operaciones de reacon-
dicionamiento y transformacion de medicamentos tan seguros como
si se hubiese realizado a escala industrial en el contexto de un en-
sayo clinico. Si se optase por seleccionar centros en los que no existe
un servicio de farmacia y el farmaco pudiera ser preparado en una
localizacion diferente a una unidad de mezclas parenterales, se debe
evaluar los potenciales riesgos durante la preparacion basado en
la matriz de decision de la guia de buenas prdcticas de preparacion

Ensayos clinicos con medicamentos estériles. Analisis del
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|la preparacion de medicamentos inyectables estériles realizados por
profesionales de salud es uno de los procedimientos mds sujeto a
errores tanto por su complejidad, como por su elevado riesgo de
confaminacion microbioldgica y mayor frecuencia de errores durante
la preparacion en planta, asi como otros errores durante la mani-
pulacion. Se recomienda que la preparacion de los medicamentos
parenterales se realice de forma centralizada en los servicios de far-
macia y se entreguen listos para su administracion a enfermeria.

Con relacion a los resultados obtenidos de la revision del
Registro Espafiol de ensayos clinicos (REec) aproximadamente el
50% de los estudios que tenian correctamente identificados los com-
paradores que se utilizaban en los estudios dinicos podrian requerir
que estos farmacos fuesen preparados en condiciones de esterilidad
por contener una forma farmacéutica de administracion parenteral,
dado que su presentacion final no era apta para administracion di-
recta al paciente. De este grupo de estudios que podria contener
comparadores que requeririan ser preparados en unidades de mez-
clas de administracion parenteral, el 79% son de cardcter interna-
cional reafirmdndose de nuevo la importancia de que los
promotores de ensayos clinicos con presencia en diferentes locali-
zaciones geogrdficas requieren especialistas en investigacion clini-
ca que conozean las necesidades normativas de cada region para
su puesta en marcha. Finalmente, de todos los estudios que podrian
contener un comparador que necesitase ser preparados en condi-
ciones de esterilidad, el 93% de los estudios contenia entre los ob-
jetivos de estudio la evaluacion de la seguridad del fdrmaco de
estudio, y como se menciona, todo promotor buscard la mdxima
profeccion de todos los pacientes participantes en su estudio, y siem-
pre buscard evitar cualquier posible causa que pudiera poner en
tela de jvicio la seguridad de su farmaco de estudio, ya que de
acuerdo a las normas de buena prdctica clinica si el balance be-ne-
ficio riesgo no es proporcionado el desarrollo clinico podria infe-
rrumpirse para dicha molécula.

5. CONCLUSIONES

Espaia es en la actualidad es un pais de elevado inferés
para los promotores de ensayos clinicos de cardcter internacional.
Desde el punto de vista de este trabajo, Espaiia tiene un marco nor-
mativo robusto en materia de preparacion de medicamentos esté-
riles tanto dentro de la prdctica habitual como para fdrmacos en
investigacion clinica. Este marco normativo nos permite posicionar-
nos como una nacion que vela por la sequridad de los pacientes,
siendo esto imprescindible para el desarrollo de ensayos clinicos
que permitan obtener unos buenos datos de seguridad y eficacia
que serdn presentados ante las agencias reguladores para la ob-
tencion de la autorizacion de comercializacion.
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Por iltimo, es conveniente resefiar que todos los profe-
sionales involucrados en investigacion clinica, ya sea bien en los
centros sanitarios o como parte de los promotores de ensayos clini-
cos, deben conocer las normativas revisadas en este trabajo para
seguir garantizando la posicion de excelencia que tiene Espaiia en
investigacion clinica a nivel internacional.
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INVESTIGACION

RESUMEN

El tabaquismo es una enfermedad adictiva crénica con cardcter pandémico y, por tanto, requiere desarrollar estrategias
de prevencion y de tratamiento.

Las relaciones del tabaquismo con la obesidad y la genética se vienen estudiando los dltimos afios, asi como su abordaje
en adolescentes, objetivo principal de la industria tabacalera.

Se conocen bien las implicaciones del humo de segunda mano (fumadores pasivos), de tercera mano (toxicos en el en-
torno del fumador) y de cuarta mano (contaminacién ambiental por el tabaco), asi como que no hay nivel seguro de
fumar, como demuestran numerosos estudios.

El farmacéutico comunitario, por su formacién de base y accesibilidad, es un profesional sanitario idoneo para actuar
en la prevencion del tabaquismo y en su tratamiento, desarrollando un servicio profesional de tabaquismo en su far-
macia, para lo que se requiere formacion especifica y una estructura fisica adecuada de la farmacia.

El tratamiento del tabaquismo debe ser, fundamentalmente, una combinacion del tratamiento farmacoldgico con el
cognitivo-conductual.

Los fdrmacos de primera eleccion para su tratamiento son la Terapia Sustitutiva con Nicotina (TSN) combinada (parches
junto con forma oral) y la varenidina.

La cinética de la nicotina en la TSN y su efecto agonista sobre los receptores alfa 4 beta 2, y el efecto agonista-antagonista
de vareniclina sobre los mismos, explican su mecanismo de accion y efectividad.

Citisina, alcaloide del que deriva vareniclina, y con similar mecanismo de accion, es un farmaco recientemente comer-
cializado en Espaiia, aunque se utiliza en paises del Este desde hace muchos aiios. Ha demostrado su efectividad y se-
guridad, y con la experiencia de uso en nuestro dmbito se espera su inclusion en primera linea del tratamiento
farmacoldgico del tabaguismo.

ABSTRACT

Smoking is a chronic addictive disease with a pandemic character and, therefore, requires the development
of prevention and treatment strategies.

The relationship of smoking with obesity and genetics has been studied in recent years, as well as its approach
in adolescents, the main objective of the tobacco industry.

The implications of second-hand smoke (passive smoking), third-hand smoke (foxics in the smoker's environ-
ment) and fourth-hand smoke (environmental pollution from tobacco) are well known, as is the fact that
there is no safe level of smoking, as numerous studies show.

The community pharmacist, due to his basic training and accessibility, is an ideal health professional fo act in
the prevention of smoking and its treatment, deve/gping a professional smoking service in his pharmacy, for
which specific training and a adequate physical structure of the pharmacy are required.

The treatment of tobacco addiction must be, fundamentally, a combination of pharmacological treatment with
cognitive-behavioral treatment.

The drugs of first choice for its treatment are Nicotine Replacement Therapy (NRT) combined (patches fogether
with oral form) and varenicline.

The kinetics of nicotine in NRT and its agonist effect on alpha 4 beta 2 receptors and the agonist-antagonist
effect of varenicline on them, explain its mechanism of action and effectiveness.

(ytisine, an alkaloid from which varenicline is derived, and with a similar mechanism of action, is a drug re-
cenf'lg‘/ marketed in Spain, although it has been used in eastern countries for many years. It has demonstrated
ifs effectiveness and safety, and with the experience of ifs use in our sefting, it is expected to be included in the
first line of pharmacological treatment of smoking.
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1. INTRODUCCION

El tabaquismo es considerado por la OMS como una en-
fermedad adictiva cronica con cardcter pandémico (1) y, por tanto,
susceptible de prevencion y tratamiento, siendo la primera causa
de muerte evitable en los paises desarrollados (2). Aparece en la
dlasificacion internacional de enfermedades, en el apartado F-17
(1).

El tabaquismo requiere de un abordaje multifactorial:
cientifico, politico y social y, desde luego, pluriprofesional.

En el estado espaiiol, la evolucion de la prevalencia de
consumo diario de tabaco en la poblacion de 15-64 aiios, segin el
dltimo informe EDADES del Ministerio de Sanidad, muestra unos
datos relativamente esperanzadores, ya que, en relacion a 2017,
cuando se observo un ascenso en el consumo, se presenta una esta-
bilizacion en varones jovenes, y una disminucion en los demds gru-
pos de edad, en ambos sexos (3). Sin duda la concienciacion de la
poblacion, el trabajo de los profesionales y las medidas legales, han
ido ofreciendo sus frutos.

Es de justicia citar el inmenso trabajo que realizan enti-
dades como la Sociedad Espaiiola de Especialistas en Tabaquismo
(SEDET), organizacion sin dnimo de lucro, lugar de encuentro de
la mayoria de profesionales espaiioles dedicados a la lucha contra
el tabaquismo, asi como los grupos de trabajo de las sociedades
cientificas de las profesiones sanitarias y organizaciones sociales de
todo tipo, nacionales e internacionales, como nofumadores.org,
Truth Iniciative, o la European Network for Smoking Prevention
(ENSP), por citar algunas de ellas.

El Comité Nacional para la Prevencion del Tabaquismo
(CNPT), en el que estdn representadas la mayoria de las sociedades
cientificas de las profesiones sanitarias, asi como profesionales y
otras organizaciones implicadas, actualizé su plan de actuacion a
la luz de la estrategia que la OMS puso en marcha en el afio 2008
para facilitar la implementacion del Convenio Marco para la Pre-
vencion del Tabaquismo, y que recopila las acciones en seis lineas
de actuacion, con el acronimo MPOWER:

-Monitor: vigilar el consumo de tabaco.

-Protedt: proteger a la poblacion del humo del tabaco.

-Offer: ofrecer ayuda para dejar de fumar.

-Warn: advertir de los peligros del tabaco.

-Enforce: hacer cumplir las prohibiciones sobre publicidad,

promocion y patrocinio.

-Raise: aumentar los impuestos del tabaco (4).

El borrador ministerial del plan integral de prevencion y
control del tabaquismo 2021-2025, que pretende complementar la
actual ley 42/2010, introduce algunas de las modificaciones deman-
dadas por sociedades cientificas, organizaciones ciudadanas, y pro-
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fesionales, como las de prohibir fumar en terrazas y en coches par-
ticulares, incrementar el precio del tabaco y los impuestos a los ci-
garrillos electranicos, productos de tabaco calentado y cachimbas,
o el empaquetado neutro, y pone como meta obtener el objetivo de
la OMS de reduccion relativa de un 30% del consumo de tabaco
para 2025, en relacion con los datos de 2010.

Eran medidas demandadas desde hace tiempo por las so-
ciedades cientificas, y Gltimamente se postula la de prohibir la venta
de tabaco a los nacidos desde un afio concreto. En diciembre de
2021, Nueva Zelanda lo implanto para los nacidos después de 2007.
En este afio 2022, Dinamarca valora la iniciativa de prohibirla a los
nacidos desde 2010. Aunque genere cierta controversia, puede ser
otra medida efectiva para el gran objetivo final de un mundo sin
tabaco.

2. OBESIDAD Y TABAQUISMO

La OMS reconoce la obesidad también como una pande-
mia. Se puede considerar que tiene caracteristicas similares al ta-
baquismo, siendo una enfermedad cronica y de componente
también adictivo: la adiccion a una mayor ingesta caldrica. Pero
existen mds conexiones entre ambas patologias:

-Es bien conocido el riesgo de aumentar de peso tempo-
ralmente al dejar de fumar, por perder el efecto anorexigeno del
tabaco, por lo que a menudo es conveniente intervenir también en
el control del peso.

En un estudio sobre casi 500.000 adultos, los exfumadores
tuvieron mayores posibilidades de ser obesos que los fumadores ac-
tuales y quienes nunca han fumado, manteniendo ese mayor riesgo
frente a los primeros pasados 30 afios, y se constatd que el riesgo
de obesidad era, en general, mayor, entre los grandes fumadores
(5).

-Menos conocido es el efecto inverso, la obesidad como
predisponente al tabaquismo. De un estudio genético sobre el indice
de masa corporal, el porcentaje de grasa corporal y la medida de
la cintura, en un biobanco de 450.000 personas, resulta la obesidad
vinculada a un mayor riesgo de ser fumador y a un mayor nimero
de cigarrillos consumidos al dia, tanto en hombres como en mujeres.

Por otra parte, dicho estudio confirma también que quie-
nes fuman con mayor infensidad tienden a tener sobrepeso (6).

3. TABAQUISMO Y GENETICA

Se ha descrito el dafio que el tabaquismo puede producir
en la dotacion genética del fumador, por metilacion del genoma,
que se mantiene hasta 30 afios después de dejar de fumar (7).
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Por otra parte, se ha estudiado la diferente predisposicion
genética de determinados individuos para fumar y para desarrollar
0 no EPOC o cdncer de pulmén (8).

Un reciente metaandlisis con mds de 600.000 individuos
identifica 40 nuevos loci genéticos asociados al comportamiento de
fumar. Como indican los autores, fumar es un importante factor de
riesgo heredable y modificable para muchas enfermedades, y estos
nuevos lod facilitardn la comprension de la etiologia genética del
tabaquismo, pudiendo conducir a la identificacion de posibles ob-
jetivos farmacolégicos para su prevencion o abandono (9).

En los adolescentes, el uso crénico de nicotina induce cam-
bios epigenéticos que aumentan el riesgo para desarrollar adiccion
a ofras sustancias. Al mismo tiempo, parece que la genética también
influye en que algunos adolescentes tengan un riesgo mds alto que
otros para desarrollar la dependencia, con diferencias individuales
notables (10).

Puede haber razones bioldgicas para una mayor vulne-
rabilidad de los adolescentes frente a la adiccion al tabaco, y mayor
susceptibilidad a los efectos de refuerzo de la nicotina, extremos
que se han comprobado con modelos animales, pudiendo sugerir
la existencia de genes especificos que puedan aumentar el riesgo
de adiccion en personas que comienzan a fumar durante la adoles-
cencia, como se ha comentado anteriormente (11).

Ademds, un muy reciente estudio sobre la asociacion de
condiciones de salud tratables durante la adolescencia, con el en-
vejecimiento acelerado a mediana edad, concluye que, tras la obe-
sidad, fumar diariamente desde edad temprana es el factor que
mads contribuye a este envejecimiento, por diversos factores como el
estrés oxidativo, estado inflamatorio, afectacion genética, e incluso
cambios en el comportamiento social (12).

4. TABACO Y ADOLESCENTES

Los adolescentes constituyen el objetivo principal de la in-
dustria tabacalera en los Gltimos afios, con acciones directas, indi-
rectas, y fomentando la utilizacion de las nuevas formas de fumar,
muy atractivas para este publico, y acompaiiadas de una impresio-
nante campaia medidtica, a fodos los niveles.

La edad de inicio al tabaquismo en nuestro pais ronda los
14 aiios, y se ha demostrado que por cada afio de precocidad en el
inicio del consumo de tabaco el riesgo de mortalidad por cualquier
causa se incrementa un 4%.

El riesgo es mucho mayor si se inicia antes de los 12 aiios,
cwando la sensibilidad del sistema cardiovascular a los toxicos del
tabaco es mucho mayor (13).

Factores como el entorno del adolescente y la cohesion fa-
miliar también han sido valorados, concluyendo algo tan aparen-

temente sencillo como que la mayor frecuencia de su participacion
en las comidas familiares implicaba menor consumo de drogas, in-
cluido el tabaco, y mayor rendimiento académico y autoestima (14).

La intervencion en adolescentes es especialmente com-
pleja, ya que en este grupo de edad no se tiene percepcion de riesgo
y reciben moltiples impactos de publicidad subliminal e incluso di-
recta a través de los medios que mds utilizan, por lo que hay que
hacer especial hincapié en desmontar falsos mitos, la propaganda
de los nuevos productos, e incidir sobre aspectos frente a los que
son especialmente sensibles, como la libertad, la solidaridad y con-
ciencia ecoldgica, el atractivo personal y la madurez (15).

5. HUMO DE SEGUNDA, TERCERA Y CUARTA MANO

El humo ambiental del tabaco, conocido como humo de
segunda mano, es la combinacion de la exhalacion de humo por el
fumador tras inhalar tabaco y la corriente lateral, producida por el
cigarrillo en combustion, y es el responsable del tabaquismo pasivo,
del que se conocen bien los efectos negativos en la poblacién (16).

El humo de tercera mano (Third-Hand Smoke o THS) se
refiere a las sustancias toxicas suspendidas en el humo del tabaco
y que se adhieren, posteriormente, a varias superficies, pudiendo
permanecer en estas hasta 6 meses tras dejar de fumar, y pudiendo
reaccionar con oxidantes ambientales, aumentando su toxicidad al
producirse nitrosaminas (17). Se ha comprobado, en modelos ani-
males, la disminucion de la ganancia de peso en ratones neonatos
durante tres semanas de exposicion al THS, y alteraciones produci-
das en el recuento de células sanguineas, algunas relacionados con
|a respuesta inmunitaria, inflamatoria y reacciones alérgicas, y tam-
bién en individuos adultos, que fueron reversibles semanas después
de eliminar la exposicion (18).

El de cuarta mano se refiere a la contaminacion producida
por las colillas desechadas por los fumadores. De 6 trillones de ci-
garrillos consumidos en el mundo durante un aiio, se considera que
4 trillones y medio de colillas van a parar al medio natural, pu-
diendo tardar mds de 10 afios en descomponerse, siendo el primer
contaminante ambiental, muy por encima de los pldsticos (19).

6. NO HAY NIVEL SEGURO DE FUMAR

El ndmero de fumadores que fuman pocos cigarrillos al
dia o de forma intermitente va incrementando cada afio, y en mu-
chos casos se definen ellos mismos como no fumadores, con una
baja percepcion de riesgo (20). Sin embargo, numerosos estudios
confirman que no hay nivel seguro:

-Fumar de 1 a 4 cigarrillos por dia se asocia con un riesgo

significativamente mayor, frente a no fumadores, de morir
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por cardiopatia isquémica y otros eventos cardiovascula
res, y el riesgo de muerte por cncer de pulman se triplica
en hombres y quintuplica en las mujeres (21).

-El riesgo de muerte temprana es un 64% mayor y 9 veces
mayor el riesgo de cdncer de pulmon, entre quien habia
fumado un solo cigarrillo en su vida, frente a los no fu
madores, y el riesgo es menor cuanto mds temprana es la
edad en que se abandona el tabaco (22).

-Fumar un solo cigarrillo al dia ya comporta la mitad del
riesgo de enfermedad o accidente cardiovascular que
fumar veinte (23).

-Un fumador de menos de cinco cigarrillos al dia puede
perder la misma funcion pulmonar, en un aio, que un
fumador de mds de treinta al dia, durante 9 meses (24).

7. SERVICIO DE TABAQUISMO EN FARMACIA COMUNITARIA

7.1. Idoneidad

El farmacéutico comunitario es un profesional sanitario
idoneo para desarrollar un servicio profesional de tabaquismo. Prin-
cipalmente, por su formacion de base y por su accesibilidad.

La formacion quimico-bioldgica y sanitaria, con asigna-
turas como Toxicologia, Farmacologia, Fisiopatologia, Salud Publica
0 Bioquimica, proporcionan al estudiante de Farmacia una forma-
cion de base que le serd muy Gtil para desarrollar conocimientos en
tabaquismo.

La demostrada accesibilidad del farmacéutico comunitario
favorece, por otra parte, la interaccion con los pacientes tanto para
aplicar politicas de prevencion como para captar a los fumadores y
desarrollar un servicio de tabaquismo eficaz.

Segun un estudio realizado por la SEFAC (Sociedad Espa-
fiola de Farmacia Clinica, Familiar y Comunitaria) en mds de 1600
pacientes en toda Espaiia durante la semana sin humo de 2019,
una de cada cuatro personas que quiere dejar de fumar recurre al
farmacéutico comunitario en su primer intento. EI 40% en su se-
gundo, y el 46% en su tercer intento (25).

7.2. Formacion especializada en tabaquismo

No existe, en este momento, una especialidad en taba-
quismo en la formacion de ninguno de los profesionales sanitarios
que trabajan en este dmbito, esencialmente médicos, farmacéuticos,
enfermeros o psicologos.

La formacion debe llevarse a cabo mediante cursos espe-
cializados, mdsters en tabaquismo o programas de capacitacion de
las sociedades cientificas.

El PIUFETT (Programa Interuniversitario de Formacion
en Tabaquismo) ofrece un mdster en tabaquismo de gran prestigio,
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dirigido por el Dr. Javier Ayesta, desde hace mds de 20 afios, en el
que se han formado la mayoria de especialistas en tabaquismo de
nuestro pais. La formacion es on-line, con posibilidad de rotaciones
prdcticas, y proporciona 60 créditos ECTS.

La SEFAC ofrece el programa de capacitacion on-line
CESAR, renovado recientemente, de 9 meses de duracion, avalado
por las sociedades médicas SEMERGEN, semFYC, SEMG y SEPAR, y
que consta de tres fases: tedrica, practica y dinica, proporcionando
una formacion integral en tabaquismo a los farmacéuticos comuni-
tarios, estando dotado con 9,7 créditos de formacion continuada.

Los Colegios profesionales proporcionan, también, cursos
de formacion en tabaquismo y protocolos para llevar a cabo este
servicio de una forma unificada y segun la evidencia cientifica actual.

1.3. Colaboracion con la administracion

Se han llevado a cabo, en diferentes CCAA, iniciativas de
colaboracion de los farmacéuticos comunitarios con la Administra-
cion en el marco del ofrecimiento de opciones para dejar de fumar.

En Baleares, cuando un ciudadano busca ayuda para dejar
de fumar, se encuentra, en la pdgina “Tabaquismo de las Illes Ba-
lears”, de la DGSPP del GOIB, la oferta de dos alternativas, los cen-
tros de salud, y las “farmacias asociadas al programa”. En este
momento aparecen 32 farmacias, y son las que disponen de un far-
macéutico con un mdster en tabaquismo, capacitado por la SEFAC,
o adherido al protocolo del COFIB (26).

1.4. Estructura fisica de la farmacia

Para desarrollar este servicio es imprescindible disponer
de una estructura fisica adecuada. La zona de atencion personali-
zada (ZAP) (27), exigida por la legislacion de la prdctica totalidad
de las CCAA, permite un espacio con cierta confidencialidad para
atender las consultas de los pacientes, y en ella se podrd realizar el
primer contacto con el paciente fumador, explicando el servicio, o
realizar una intervencion breve. Para la intervencion avanzada se
requerird un espacio con la maxima confidencialidad, como puede
ser un despacho interior, biblioteca, o zona habilitada a tal efecto.

1.5. Sistemadtica

Al abordar un paciente fumador en farmacia comunitaria,
se presentan diferentes opciones segin si el paciente desea o no
dejar de fumar en este momento, o lo ha dejado hace poco, y si la
farmacia dispone o no de un servicio de tabaquismo (28) (Fig. 1).

La intervencion breve deberia realizarla cualquier profe-
sional sanitario.

En cuanto a la intervencion avanzada, se pueden destacar
algunos aspectos bdsicos: La entrevista inicial es fundamental, y el
farmacéutico deberd manejar la empatia como herramienta bdsica.
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Algoritmo de intervencién segun el tipo de paciente fumador
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Figura 1. Algoritmo de abordaije del fumador en farmacia comunitaria (28)

Cuanto mds datos se recojan del paciente, su entorno, su historial
como fumador y su nivel de dependencia fisica, psicolégica, social,
conductual y gestual, mejor se confeccionard su patron como fuma-
dor, y se podrd seleccionar el tratamiento mds adecuado.

Si se trata de un fdrmaco de prescripcion médica, se rea-
lizard una carta de derivacion a su médico, con el que se contactard
para continuar con el proceso de seguimiento del paciente.

En esta misma entrevista inicial se deberd llevar a cabo
la parte cognitivo-conductual del tratamiento, y se pactard con el
paciente el dia D (cuando dejard de fumar definitivamente) y final-
mente, se concertard visita para el primer seguimiento, ofreciendo
mientras tanto contacto telefonico o via whats app o por correo elec-
tronico.

Lo importante es que el paciente se sienta acompanado
durante todo el proceso.

1.6. Interacciones tabaco-farmacos
Hay dos tipos de inferacciones tabaco-fdrmacos: las far-
macocinéticas, debido al potente efecto inductor enzimdtico de varios
componentes del humo del tabaco sobre algunos isoenzimas del ci-
tocromo P450, y las farmacodindmicas, principalmente debidas a
|a nicotina.

Pueden tener significacion clinica notable en algunos
casos, dependiendo del propio fdrmaco, su posologia, la genética
del individuo o incluso sus circunstancias personales. Las mds sig-
nificativas corresponden a fdrmacos utilizados en patologias psi-
quidtricas, pero pueden producirse con farmacos muy diversos.

Los terapeutas en tabaquismo deben considerar esta cir-
cunstancia para valorar, en cada caso, la necesidad de ponerse en
contacto con el médico prescriptor, cuando se sospeche la necesidad
de un ajuste de dosis en el momento que el paciente deja de fumar,
cuando recae tras un periodo de abstinencia, o al producirse un in-
greso hospitalario (29).

8. TRATAMIENTO DEL TABAQUISMO

El tratamiento del tabaquismo debe ser, idealmente, una
combinacién del tratamiento psicolégico (el ya mencionado como
cognitivo-conductual) con el tratamiento farmacolégico (30).

Los tratamientos farmacoldgicos de eleccion, segin la evi-
dencia cientifica actual, son la TSN (Terapia Sustitutiva con Nicotina)
combinada (parches + forma oral) y la Vareniclina. Se consideran
de 2° linea Bupropion y la TSN como monofdrmacos, es decir, o par-
ches o formas orales.
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comunitaria y tratamientos farmacologicos de eleccion
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En el metaandlisis de Fiore de 2008 (31), aparecen Vare-
niclina 2mg/dia y la TSN combinada como los tratamientos con
mayor tasa de abstinencia estimada.

El algoritmo actualizado de Hugues en 2013 ya conside-
raba como tratamientos de primera linea la Vareniclina y la TSN
combinada, y como de 2° linea Bupropion y la TSN como monofdr-
maco (32).

Una revision Cochrane de 2019, a partir de 63 estudios
con mds de 41.000 participantes concluye que la TSN combinada es
tan efectiva como Vareniclina y entre un 15% y un 36% mds efectiva
que las formas dnicas de TSN (33).

En la dltima edicion del Tratado de Tabaquismo de Jimé-
nez y Fagerstrom, de 2021, aparece un nuevo algoritmo para el
tratamiento farmacologico del tabaquismo, en el que las dos op-
ciones a considerar son la Vareniclina y la TSN combinada (34) (Fig.
2).

Se describen, a continuacion, las dos opciones de eleccion,
para continuar con la Citisina, como el nuevo principio activo a con-
siderar.

8.1.TSN

La Terapia Sustitutiva con Nicotina, conocida como TSN,
comprende un grupo de medicamentos no sujetos a prescripcion
médica, consideracion que presentan por disponer de un perfil de
seguridad acreditado, incluso en cardiopatia estable (35).

Son fdrmacos no financiados, de momento, por el SNS,
con la excepcion de la Comunidad Foral de Navarra y las Islas Ca-
narias (28).

y ANALES!

RANF

La revision Cochrane de 2018, de TSN ante placebo o no
tratamiento, que incluye 136 ensayos linicos con 64.640 partici-
pantes, con una calidad de evidencia alta, concluye que todas las
formas autorizadas de TSN pueden ayudar a las personas que in-
tentan dejar de fumar aumentando sus posibilidades de éxito en
un 50-60%, independientemente del entorno, y que es poco pro-
bable que investigaciones posteriores modifiquen dicha conclusion
(36).

Para su abordaije prdctico, incluyendo los aspectos mds no-
vedosos y actualizados, se ha elaborado, desde SEFAC, una mono-
grafia especifica (28).

Por otra parte, al no precisar de receta médica, se facilita
mucho su recomendacion por parte de los farmacéuticos comunita-
rios.

El amplio abanico de opciones, con formas de liberacion
lenta en forma de parches transdérmicos de 16 y 24h, de diferentes
concentraciones, y las formas orales de absorcion rdpida, compri-
midos y chicles de diferentes concentraciones también, y el espray
bucal y, sobre todo, la ideal utilizacion de la combinacion de ambas
formas, como ya se ha comentado, junto con la seguridad y efecti-
vidad ampliamente contrastadas, certificada por multitud de estu-
dios, junto con la utilizacion en millones de pacientes desde hace
mds de 50 afios, acreditan la TSN como una herramienta exiraor-
dinariamente itil en el tratamiento farmacoldgico del tabaquismo.
En el momento de dispensar o recomendar un medicamento de la
TSN, es muy conveniente instruir al paciente, de forma oral o, mejor,
escrita, sobre su correcta utilizacion, para obtener el mejor resultado
y minimizar posibles efectos secundarios.

VRN

Tratamiento

TSN combinada

| l

Exito Recaida o
fracaso previo

|

VRN mas PN
Prolongar VRN

Recaida o Bt
fracaso previo

2

TSN combinada mas VRN

Fracaso previo

Prolongar TSN

Fracaso previo
TSN combinada

30 o mas c/d
Alta dependencia

Figura 2. Algoritmo tratamiento farmacoldgico del tabaquismo (34)
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8.1.1.Mecanismo de accion

La primera duda que se presenta al paciente, y muchas
veces al propio terapeuta no avezado, es como va a poder ser (il
la nicotina para abandonar la dependencia, precisamente, a la pro-
pia nicotina.

Las drogas inhaladas o inyectadas producen una rdpida
adiccion, que es, en general, proporcional a la velocidad de entrada
en el organismo. Cuando se da una calada a un dgarrillo, en sélo
7-10" la nicotina produce unos picos de nicotinemia superiores a
30-35 ng/ml, alcanza el SNCy estimula los receptores neuronales
del sistema dopaminérgico mesolimbico.

Por tanto, no basta con suministrar nicotina por una via
diferente, combatiendo las dependencias social, conductual y ges-
tual, sino también con menor velocidad de absorcion, lo que se con-
sigue con las diferentes formas de TSN, suministrando nicotina en
cantidad suficiente para obtener unos niveles medios de nicotinemia
entre los 7-10 ng/ml, cantidad minima necesaria para producir una
disminucion de los sintomas del sindrome de abstinencia en el fu-
mador que estd en cesacion, pero en cantidad insuficiente como
para facilitar el desarrollo de dependencia, ya que los receptores
no se van sustituyendo por otros nuevos, sino que se van extin-
guiendo (37,38, 39) (Fig. 3).

Este proceso se consigue mediante pautas decrecientes, en
un minimo de 3 meses, ajustdndolas a las caracteristicas del fuma-
dor.

La mayor efectividad de la TSN combinada se explica por
la adaptacion al patron de fumador del paciente y, por tanto, se ga-
rantiza la adhesion al tratamiento y el éxito final.

El fumador inhala tabaco y la nicotina accede al orga-
nismo en elevados picos, como se ha comentado. Con la TSN com-
binada se suministran parches de nicotina, que la liberardn de
forma gradual, y se afiade una forma oral, la que mejor se adapte
a las caracteristicas del paciente, en los momentos en que fumaba
con mayor pulsion, con lo que se creard un patron de absorcion pa-
recido al que tenia cuando fumaba, pero sin llegar a estimular la
produccion de nuevos receptores y, por tanto, el mantenimiento de
la dependencia.

El control del sindrome de abstinencia tranquilizard al pa-
ciente, y le permitird llevar a cabo las medidas distractoras, de cam-
bio de rutinas, y las recomendaciones adaptadas que se le habrdn
sugerido en la parte del tratamiento cognitivo-conductual.

Los parches de 16h serdn de eleccion en fumadores diur-
nos, eligiendo los de 24h para personas que se levantan por la
noche a fumar, que tienen turnos de trabajo cambiantes, incluyendo
el nocturno, y en el caso de pacientes fumadores hospitalizados. En
cuanto a las formas orales, habrd que considerar las preferencias
del paciente, problemas de masticacion, la forma en que fumaba,

posible contraindicacion del uso de esprdis, etc, y en los seguimientos
se podrd proceder a cambiar de forma, si se valora como necesario
(35).
8.1.2.TSN en embarazo y lactancia materna
En cuanto a la utilizacién durante el embarazo, siendo
necesarios mds estudios y con mayor nivel de evidencia, se considera
la TSN segura y de eleccion si no es suficiente el tratamiento cogni-
tivo conductual, y evidentemente mucho mejor que fumar (33,40),
confirmdndolo una muy reciente revision Cochrane al respecto (41).
En cuanto a la lactancia, se considera de riesgo muy bajo
y, en todo caso, se recomiendan los comprimidos, tras amamantar,
y evitando las dos horas previas a las tomas (42).

8.1.3. TSN en adolescentes y en grandes fumadores

Se ha comprobado la sequridad y efectividad de la TSN
combinada en adolescentes junto con la intervencion cognitivo-con-
ductual (43), y también en el caso de fumadores ligeros, de menos
de 10 cigarrillos/dia, como suele ocurrir precisamente en esta franja
de edad (44).

En Espaiia no se dispone de presentaciones de parches de
25 mg, como si en otros paises, para grandes fumadores. Las pautas
de 25 mg o mds estdn contempladas en la citada revision Cochrane,
de 2019 (33).

8.2. Vareniclina

Desarrollada por el laboratorio farmacéutico Pfizer y co-
mercializada con el nombre de Champix® desde el afio 2006, ha
sido un farmaco ampliamente utilizado en cesacion tabdquica, por
su seguridad y efectividad, y financiado por el Sistema Nacional de
Salud desde enero de 2020, hasta que en julio de 2021 se retiraron
del mercado determinados lotes por detectarse niveles de n-nitroso-
vareniclina por encima del limite aprobado por la FDA americana.
En septiembre del mismo afio, el laboratorio decidid retirar todos
los lotes del mercado y suspender la fabricacion. Por otra parte, en
noviembre de 2021 ha caducado su patente.

8.2.1. Mecanismo de accion. Receptores implicados

El cerebro de los mamiferos expresa miltiples subtipos de
receptores nicotinicos de acetilcoling, y entre los 20 conocidos, los
alfa 4 beta 2 son ampliamente mayoritarios, en un 90%, y junto
con los alfa 6 beta 2, son los que presentan una mayor afinidad por
la nicotina. Ambos subtipos modulan la liberacion de dopamina
de las neuronas dopaminérgicas de la via mesoaccumbens, que se
considera esencial para la recompensa y la adiccion (45).

Tres efectos farmacoldgicos parecen ser factores clave sub-
yacentes a la eficacia para dejar de fumar: el grado de activacion
de los 6P 2, la desensibilizacion de los c.4B2 y 06B2 (actividad
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agonista) y la reduccion de la ocupacion de nicotina en los o432 y
o.6B2 (actividad antagonista). Ninguna actividad individual es do-
minante, y el nivel de eficacia para dejar de fumar depende del per-
fil de estas actividades logrado en dosis clinicas. Si bien la actividad
agonista adecuada por si sola es suficiente para un efecto clinico,
como sucede con la TSN (46) (Fig. 4).

Varenidina resulta ser agonista parcial de estos receptores
alfa 4 beta 2, estimulando la actividad mediada por ellos, pero a
nivel inferior al que produce la nicotina, por tanto insuficiente para
la estimulacion de la aparicion de nuevos receptores, como ocurre
al fumar, pero suficiente para aliviar el sindrome de abstinencia
nicotinica. En presencia de nicotina se comporta como antagonista
de la misma, con lo que se disminuye la liberacion de diversos neu-
rotransmisores como noradrenalina y sobretodo dopamina en el
sistema de recompensa del nicleo accumbens, bloqueando la reac-
cion placentera que el sujeto experimenta al fumar, de forma que
una recaida puntual durante el tratamiento, tan frecuente, no pro-
ducird efecto placentero en el fumador (47).

Vareniclina es un farmaco bien tolerado, y sus efectos se-
cundarios principales se compensan mediante un adecuado manejo.
Nduseas y vomitos, administrandolo junto con las comidas, y el in-
somnio, evitando una toma nocturna. Idealmente, se recomienda
que la primera foma se realice con el desayuno y la segunda con
una comida lo mds tarde posible, para mantener un intervalo ho-
rario correcto.

El tratamiento debe durar un minimo de 12 semanas.

El estudio EAGLES despejo cualquier duda en cuanto a su
utilizacion en pacientes psiquidtricos estables (48), y exceptuando
nifios, adolescentes, embarazo y lactancia (para los que no hay es-
tudios), puede utilizarse en cualquier situacion especial o comorbi-
lidad (35).

Vareniclina es un derivado sintético de la citisina, alca-
loide natural de la planta Cytisus Laburnum.

8.3. Citisina

En este contexto de pocas opciones terapéuticas farmaco-
logicas disponibles, se comercializa en Espaiia, en noviembre de
2021, la Citisina, con el nombre comercial de Todacitan®, por el
laboratorio polaco Aflofarm.

Este alcaloide fue descubierto en 1818, aislado por pri-
mera vez en 1865, y sus acciones fueron documentadas como “cua-
litativamente indistinguibles de las de la nicotina” en 1912. Los
soldados alemanes y rusos lo fumaban como un sustituto del tabaco
accesible y barato durante la segunda guerra mundial, y se lanzé
al mercado en Bulgaria en 1964 bajo la marca Tabex® (49).

Asi pues, desde hace casi 60 afios se utiliza en algunos
paises de Europa Central y del Este, y en algunos de Asia Central.
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Pero en los paises occidentales, es en los Gltimos 10 afios
que empiezan a aparecer estudios y metaandlisis que valoran su
eficacia y seguridad (50).

La eficacia clinica frente a placebo, ya demostrada por
West en 2011 (51), se confirma en diferentes metaandlisis publica-
dos en los afios 2013, 2016 y 2019 (52,53,54).

Para constatar la eficacia comparativa frente a los otros
farmacos de eleccion, se dispone de un solo estudio frente a TSN
(55) y dos frente a Vareniclina (56,57).

Tiene una formula quimica similar a la nicotina, compor-
tdndose como un agonista parcial selectivo de los receptores alfad
beta2, en ausencia de nicotina, y como antagonista en su presencia,
de forma parecida a su derivado vareniclina (46).

La posologia es intensiva al principio, aunque el trata-
miento dura solo 25 dias, y los efectos secundarios reportados du-
rante tantos afios de uso son mayoritariamente leves, aunque no
se dispone de estudios de calidad al respecto.

La citisina se ha asociado con tasas inferiores de cefalea y
nduseas que la vareniclina (53). Un reciente estudio confirma que
citisina es un agonista muy débil de los receptores 5-HT3A, siendo
vareniclina un agonista potente y completo de dicho receptor, pre-
cisamente el que bloquean selectivamente fdrmacos antieméticos
como ondansetron. Ello lleva a que citisina ocasione nduseas y vo-
mitos con mucha menor frecuencia que vareniclina (58).

Presenta la misma frecuencia que ésta frente a los tras-
tornos del suefio, y se deben vigilar especialmente posibles efectos
cardiovasculares como taquicardia o hipertension.

Y, finalmente, una importante diferencia con vareniclina
es su excrecion urinaria: citisina se excreta inalterada por orina en
un 64%, frente a un 94% en el caso de la vareniding, lo que podria
dar lugar a interacciones, siendo de relevancia la descrita con los
farmacos antituberculosos (59).

9. CONCLUSIONES

-Se debe profundizar en las medidas de prevencion que
permitan luchar eficazmente contra el tabaquismo y la influencia
de la industria tabacalera en nuestros jovenes, asi como en la in-
vestigacion de nuevos tratamientos y la optimizacion en el manejo
de los que se dispone actualmente.

-Es necesario estimular la formacion del farmacéutico co-
munitario en tabaquismo y el desarrollo de servicios de tabaquismo
en farmacia comunitaria operativos y eficaces, en colaboracion con
otros profesionales sanitarios, en el marco de la Atencion Primaria
de Salud.

-El tratamiento del tabaquismo debe llegar a todos los
pacientes, pequefios y grandes fumadores, y ser posible la finan-
ciacion por el Sistema Nacional de Salud de todos los tratamientos
que son efectivos y seguros segun la evidencia cientifica.
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NOTICIAS

EMA (EUROPEAN MEDICINES AGENCY)

(A) TRACTO ALIMENTARIO Y METABOLISMO: Avalglucosidasa Alfa (Nexviadyme®): enfermedad de Pompe; Eladocagene Exuparvovec
(Upstaza®): deficiencia de L-aminodcido descarboxilasa aromdtica (AADC); Lonafarnib (Zokinvy®): progeria de Hutchinson-Gilford; Oli-
pudasa Alfa (Xenpozyme®): déficit de esfingomielinasa dcida (ASMD). (B) SANGRE Y SISTEMA HEMATOPOYETICO: Eptacog Beta activado
(Cevenfacta®): hemofilia; Valoctogene Roxaparvovec (Roctavian®): hemofilia. (D) DERMATOLOGIA: Abedul, extracto (Filsuvez®): epi-
dermolisis bullosa. (G) SISTEMA GENITOURINARIO Y HORMONAL SEXUALES: Linzagolix (Yselty®): miomas uterinos. (J) ANTIINFECCIOSOS
SISTEMICOS: Vacuna COVID-19 ARN bivalente (Comirnaty Original/Omicron BA.1; Spikevax Bivalent Original/Omicron BA.1): profilaxis de
la COVID-19; Vacuna COVID-19 inactivada (Vacuna COVID-19 Valneva®): profilaxis de la COVID-19; Vacuna Hepatitis B recombinante
(Prehevbri®): profilaxis de la hepatitis B; Vacuna Neumococo polisacdrida conjugada 20-valente (Apexxnar®): profilaxis de la enfermedad
invasiva y la neumonia causadas por Strepfococcus pneumoniae; Lenacapavir (Sunlenca®): VIH/SIDA. (L) AGENTES ANTINEOPLASICOS
E INMUNOMODULADORES: Capmatinib (Tabrecta®): cdncer de pulmén; Asciminib (Scemblix®): leucemia mieloide cronica; Teclistamab
(Tecvayli®): mieloma miltiple; Edgartigimod Alfa (Vyvgart®): miastenia gravis. (N) SISTEMA NERVIOSO: Lasmiditan (Rayvow®): mi-
grafia.

FDA (U.S. FOOD & DRUG ADMINISTRATION)
(A) TRACTO ALIMENTARIO Y METABOLISMO: Vutrisiran (Amvuttra®): amiloidosis. (L) AGENTES ANTINEOPLASICOS E INMUNOMODULA-
DORES: Spesolimab (Spevigo®): psoriasis; Deucravacitinib (Sotyktu®): psoriasis; Eflapegrastim (Rolontis®): neutropenia. (M) SISTEMA
MUSCULO-ESQUELETICO: Toxina Daxibotulinica A (Daxxify®): arrugas glabelares.
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1. EUROPEAN MEDICINES AGENCY (EMA)
(A) Tracto alimentario y metabolismo
Avalglucosidasa Alfa (Nexviadyme®) Genzyme

Indicacion: Tratamiento enzimdtico de sustitucion a largo
plazo para el tratamiento de pacientes con enfermedad de Pompe
(déficit de alfaglucosidasa dcida).

Tipo: Autorizado el 24-6-2022, como medicamento huér-
fano; autorizado previamente en Estados Unidos (6-8-2021) como
medicamento huérfano. Medicamento bioldgico, constituido por al-
faglucosidasa dcida humana obtenida mediante tecnologia de ADN
recombinante.

Mecanismo: La avalglucosidasa alfa es una alfaglucosi-
dasa dcida humana (AGA) recombinante que proporciona una
fuente exdgena de AGA. La avalglucosidasa alfa es una modificacion
de la alglucosidasa alfa en la que aproximadamente 7 estructuras
de hexamanosa, cada una de las cuales incluye 2 mitades terminales
de manosa-6-fosfato (bis-M6P), se conjugan con residuos de dcido
sidlico oxidado en la alglucosidasa alfa. La avalglucosidasa alfa pre-
senta 15 veces mds mitades de manosa-6-fosfato (M6P) en compa-
racion con la alglucosidasa alfa natural. La union a los receptores
M6P en la superficie celular se produce a través de grupos de car-
bohidratos en la molécula de AGA, después de lo cual se internaliza
y transporta a los lisosomas, donde sufre una division proteolitica
que provoca un aumento de la actividad enzimdtica para degradar
el glucdgeno.

Eficacia clinica: Estudio multinacional, multicéntrico, ale-
atorizado y doble ciego para comparar la eficacia y la seguridad de
Nexviadyme y alglucosidasa alfa una vez cada dos semanas durante
12 meses (49 semanas) en 100 pacientes de 16 a 78 afios con en-
fermedad de Pompe sin tratamiento previo al inicio del tratamiento.
El estudio incluy una fase abierta, a largo plazo, de seguimiento
de hasta 5 afios para todos los pacientes, en la que los pacientes
del grupo de alglucosidasa alfa cambiaron al tratamiento con Nex-
viadyme. La variable primaria del estudio fue el cambio en el %
previsto de la capacidad vital forzada (CVF) en posicion erguida
desde el momento basal hasta los 12 meses (semana 49): 2,89%
(Nexviadyme) vs 0,46% (alglucosidasa alfa). La variable secundaria
fue el cambio en la distancia total caminada en 6 minutos (6-Minute
Walk Test) desde el momento basal hasta los 12 meses (semana
49): 32,21 vs. 2,19 m.

Eventos adversos: Los mds comunes son prurito (9,4%),
erupcion cutdnea (8%), cefalea (7,2%), urticaria (6,5%), fatiga
(6,5%), nduseas (5,8%) y escalofrios (5,1%).

Novel Drugs Recently Authorized by EMA and FDA (Q3, 2022)
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Eladocagene Exuparvovec (Upstaza®) PTC

Indicacion: Tratamiento de pacientes de 18 meses de edad
y mayores con un diagndstico clinico, molecular y genéticamente
confirmado de deficiencia de L-aminodcido descarboxilasa aromatica
(AADC) con un fenotipo grave.

Tipo: Autorizado en condiciones excepcionales el 18-7-
2022, como medicamento huérfano. Medicamento de terapia avan-
zada (terapia génica), constituido por 2,8 x 10(11) genomas
vectorizados/0.5 mL, que expresa la enzima L-aminodcido aromd-
tico descarboxilasa humana (hAADC). Se trata de un vector recom-
binante no replicable basado en el virus adenoasociado serotipo 2
(AAV2) que contiene el ADNc del gen de la dopa descarboxilasa
(DDC) humana bajo el control del promotor inmediato del citome-
galovirus.

Mecanismo: La deficiencia de AADC es un defecto congé-
nito de la biosintesis de neurotransmisores con una herencia auto-
somica recesiva en el gen de la dopa descarboxilasa (DDC). El gen
DDC codifica la enzima AADC, que convierte L-3,4 dihidroxifenila-
lanina (L-DOPA) en dopamina. Las mutaciones en el gen DDC con-
[levan una reduccion o ausencia de la actividad de la enzima AADC,
lo cual provoca una reduccion en los niveles de dopamina y el fracaso
de la mayoria de los pacientes con deficiencia de AADC para alcanzar
los objetivos del desarrollo. Eladocagén exuparvovec es una terapia
génica basada en vectores AAV2 recombinantes que contienen el
c¢ADN humano del gen DDC. Tras inyectarlo en el putamen, el me-
dicamento da lugar a la expresion de la enzima AADCy a la poste-
rior produccion de dopamina y, en consecuencia, al desarrollo de la
funcion motora en los pacientes con carencia de AADC tratados.

Eficacia clinica: Dos estudios clinicos que incluyeron a 20
pacientes con deficiencia grave de AADC, que fueron tratados con
una dosis fotal de 1,8 < 10(11) 0 2,4 X< 10(11) genomas vectori-
zados en una Gnica sesion quirdrgica. La variable principal de efi-
cacia se determind con la version 2 de la Escala de Desarrollo Motor
de Peabody (PDMS-2), que evalda el desarrollo motor del nifio
hasta la edad de desarrollo de 5 afios. La variable se evalu a los
24 meses de la terapia génica, siendo la media de los minimos cua-
drados (LS) del cambio en la puntuacion total de PDMS-2 con res-
pecto al inicio de 104,4 puntos; la mejora con respecto al inicio en
la puntuacion total de PDMS-2 a los 12 meses de tratamiento fue
de 76,1 puntos y se mantuvo hasta los 60 meses, alcanzando 108,2
puntos. Los pacientes que recibieron eladocagén exuparvovec a una
edad mds temprana mostraron una respuesta mds rdpida y un nivel
final superior.

Eventos adversos: Los mds comunes son insomnio, irrita-
bilidad y discinesia. El mds frecuente fue la discinesia (86%) y fue
predominante durante los 2 primeros meses después del trata-
miento.
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Lonafarnib (Zokinvy®) EigerBio
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Indicacion: Tratamiento de pacientes a partir de los 12
meses de edad con un diagnéstico confirmado genéticamente de
sindrome de progeria de Hutchinson-Gilford, o una laminopatia
progeroide con déficit de procesamiento asociada a una mutacion
heterocigdtica de LMNA con acumulacion de proteinas similares a
la progerina o una mutacion homocigdtica o heterocigdtica com-
puesta de ZMPSTE24.

Tipo: Autorizado el 18-7-2022, como medicamento huér-
fano y en circunstancias excepcionales; autorizado previamente en
Estados Unidos (20-11-2020) como medicamento huérfano.
Mecanismo: La progreria es una anomalia genética progresiva que
acelera el proceso de envejecimiento de los nifios; forma parte del
grupo de laminopatias, enfermedades genéticas debidas a muta-
ciones en el gen LMNA, que codifica para las ldminas Ay C, prote-
inas que componen la ldmina que envuelve internamente el ndcleo
celular. La forma alterada de la proteina — conocida como progerina
— lleva a la disrupcion del ensamblaje normal de la envoltura nu-
clear, la funcion nuclear y la funcionalidad de la lamina A. La acu-
mulacion de progerina y proteinas similares a la progerina en las
células dentro de las paredes de los grandes vasos sanguineos pro-
voca inflamacion y fibrosis. Lonafarnib inhibe la farnesiltransferasa,
impidiendo el proceso bioquimico de farnesilacion y la posterior
acumulacion de progerina y proteinas similares a la progerina en
la membrana nuclear interna, promoviendo asi el mantenimiento
de la integridad y la funcion celular.

Eficacia clinica: Dos estudios de fase 2, abiertos, de un solo
centro y de un solo brazo. El primero se hizo sobre 28 pacientes que
recibieron lonafarnib durante 24 a 30 meses con dosis iniciales de
115 mg/m2/12 h; tras 4 meses de tratamiento, a los que toleraron
el tratamiento se les aumentd la dosis a 150 mg/m2/12 h alo largo
de 30 meses; tras completarlo, 26 fueron incorporados a un nuevo

0

®

estudio en dos fases; en la primera recibieron tratamiento durante
5 afios y en la segunda otros 3 adicionales. El segundo estudio conto
con 35 pacientes, que recibieron 150 mg/m2/12 h de lonafarnib du-
rante 12 a 36 meses. La variable primaria de eficacia fue la super-
vivencia sobre el conjunto de 62 pacientes tratados en ambos
estudios, en una comparacion histdrica con pacientes no tratados.
La esperanza de vida media de los pacientes tratados aumentd en
un promedio de 0,44-0,47 afios durante los primeros tres aiios de
seguimiento y 4,3 aios durante el dltimo tiempo de seguimiento
(11 afios en total) en comparacion con los pacientes no tratados.

Eventos adversos: Los mds comunes son vémitos (86%),
diarrea (78%), elevacion de la aspartato aminotransferasa (64%),
elevacion de la alanina aminotransferasa (50%), disminucion del
apetito (41%), nduseas (38%), dolor abdominal (35%), fatiga
(29%), pérdida de peso (27%), estrefiimiento (18%) e infeccion
del tracto respiratorio superior (11%). La mayoria se produjeron
en las primeras 4 primeras semanas del fratamiento y, en general,
disminuyeron de forma constante al aumentar la duracion del tra-
tamiento.

Olipudasa Alfa (Xenpozyme ®) Genzyme

Indicacion: Terapia enzimadtica de sustitucion para el tra-
tamiento de las manifestaciones no relacionadas con el sistema ner-
vioso central (SNC) del déficit de esfingomielinasa dcida (Acid
Sphingomyelinase Deficiency, ASMD) en pacientes pedidtricos y
adultos con tipo A/B o tipo B.

Tipo: Autorizado el 24-6-2022 como medicamento huér-
fano. Medicamento bioldgico; es una esfingomielinasa dcida hu-
mana obtenida mediante tecnologia de ADN recombinante.
Mecanismo: Tratamiento de restauracion exdgena para paliar el
déficit enddgeno de esfingomielinasa dcida, con el fin de reducir
la acumulacion de esfingomielina en 6rganos de pacientes con dé-
ficit de esfingomielinasa dcida (ASMD).

Eficacia clinica: Tres estudios clinicos, uno en pacientes
adultos (de fase 2/3, multicéntrico, aleatorizado, doble ciego y con-
trolado con placebo), otro en pacientes pedidtricos y un estudio de
extension en pacientes adultos y pedidtricos, en los que participaron
un total de 61 pacientes con ASMD. Las dos variables primarias de
eficacia fueron las variaciones porcentuales de la capacidad de di-
fusion pulmonar para el mondxido de carbono (22 vs. 3%, placebo)
y del volumen del bazo (-39,4 vs +0,5%, placebo), desde el inicio
hasta la semana 52.

Eventos adversos: Los mds comunes son cefalea (32%),
pirexia (25%), urticaria (22%), nduseas (20%), vomitos (17%),
dolor abdominal (15%), mialgia (12%), prurito (10%) y aumento
de la proteina C reactiva (10%).
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(B) Sangre y sistema hematopoyético

Eptacog Beta activado (Cevenfacta®) Laboratoire francais
du Fractionnement et des Biotechnologies (LFB)

Indicacion: Tratamiento en adultos y adolescentes (a partir
de los 12 afios) de episodios de sangrado y para la prevencion de
hemorragias en pacientes sometidos a cirugia o procedimientos in-
vasivos en pacientes con hemofilia congénita con inhibidores de alta
respuesta a los factores de coagulacion VIl o IX (=5 Unidades Be-
thesda, UB), asi como en pacientes con hemofilia congénita con fi-
tulos bajos de inhibidores (UB <5), pero que se espera que tengan
una respuesta anamnésica elevada a la administracion de factor
VIII (FVIH) o factor IX (FIX) o bien que sean refractarios a una mayor
dosis de FVIIl o FIX.

Tipo: Autorizado el 15-7-2022. Medicamento bioldgico,
con estructura casi idéntica a la del Factor VII de coagulacion hu-
mano producido a partir de leche de conejo mediante una tecnolo-
gia de ADN recombinante.

Mecanismo: En condiciones normales, el FVlla es el factor
que inicia la coagulacion tras su interaccion con el factor tisular (FT)
en la superficie celular. Eptacog Beta activado actia como el factor
de coagulacion Vlla activando el factor X, que inicia el proceso de
coagulacion y, por lo tanto, controla el sangrado. Dado que el factor
VIl actia directamente sobre el factor X, independientemente de los
factores VIl y IX, el medicamento puede utilizarse para restablecer
la hemostasia tanto en ausencia como en presencia de inhibidores.
Eficacia clinica: Tres estudios clinicos de fase 3 en un total de 60 pa-
cientes de sexo masculino con hemofilia congénita A o B con inhi-
bidores. Como variable principal de valoracion de la eficacia clinica
se utiliz la proporcion de episodios de sangrado tratados con éxito
con una respuesta «buena» o «excelente» (usando una escala de
evaluacion de cuatro puntos), independientemente de la gravedad,
a 12 horas después de la administracion inicial de este medica-
mento: 85% (81-90%) en uno de los estudios y 63% (61-66%)
en ofro; en el tercero la variable principal de valoracion fue el por-
centaje de cirugias u ofros procedimientos invasivos con una res-
puesta «buena» o «excelente» al tratamiento 48 (+4) horas
después de la Gltima administracion de este medicamento: 82%.

Eventos adversos: Los mds comunes (todos ellos con una
incidencia de 1,3%) son molestias en el lugar de la inyeccion, he-
matoma en el lugar de la infusion, hematoma posoperatorio, re-
accion relacionada con la infusion, aumento de la temperatura
corporal, mareos y cefalea.
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Valoctogene Roxaparvovoec (Roctavian®) Biomarin

Indicacion: Tratamiento de la hemofilia A (deficiencia con-
génita de factor VIII) grave en pacientes adulios sin antecedentes
de inhibidores del factor VIl y sin anticuerpos especificos contra el
virus adenoasociado de serotipo 5 (AAV5) defectables.

Tipo: Autorizado condicionalmente el 24-8-2022, como
medicamento huérfano. Medicamento de terapia avanzada (terapia
génica) que expresa la variante SQ del factor de coagulacion hu-
mano VIII (hFVIII-SQ) con el dominio B eliminado bajo el control
de un promotor especifico del higado. Es un vector virico adenoa-
sociado de serotipo AAV5 recombinante y que no puede replicarse.

Mecanismo: Terapia génica basada en el vector virico ade-
noasociado de serotipo 5 (AAV5) que, controlado por un promotor
especifico del higado, causa la expresion de la variante SQ de un
factor de coagulacion humano VIII recombinante (hFVIII-SQ) con
el dominio B eliminado. El hFVIII-SQ expresado reemplaza el factor
de coagulacion VIII ausente, necesario para la hemostasia eficaz.
Después de la perfusion de valoctocogén roxaparvovec, el ADN del
vector se procesa in vivo para formar transgenes episomales de lon-
gitud completa que persisten como las formas de ADN estables que
respaldan la produccion de hFVIII-SQ a largo plazo.

Eficacia clinica: Ensayo de fase 3 abierto y de un solo
brazo, que incluyé a 123 pacientes adultos (mediana 30 afios), con
un seguimiento medio de 122 semanas. La variable principal de
eficacia fue el cambio respecto al inicio en la actividad de factor VIII
durante la semana 104 (2 aiios) después de la perfusion del medi-
camento: 22,7 Ul/dI.

Eventos adversos: Los mds comunes son aumento de los
niveles de ALT (80%), AST (67%), LDH (54%), nduseas (37%) y
cefalea (35%).

(D) Dermatologia

Abedul, extracto (Filsuvez®) Amryt

Betulinol (betulina, CH,
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Indicacion: Tratamiento de heridas de espesor parcial
(HEP) asociadas a la epidermolisis bullosa (EB) distrdfica y juntural
en pacientes de 6 meses o mayores.

Tipo: Autorizado el 21-6-2022, como medicamento huér-
fano. Extracto seco y refinado de la corteza de dos especies de abedul
(Betula pendula Roth y Betula pubescens Ehrh), equivalente a 0,5-
1,0 g de corteza de abedul, conteniendo 84-95 mg de una mezcla
de triterpenos compuesta por betulina, dcido betulinico, eritrodiol,
lupeol y dcido oleandlico.

Mecanismo: Modula los mediadores inflamatorios y acti-

van las vias intracelulares que intervienen en la diferenciacion y la
migracion de los queratinocitos, asi como en la curacion y el cierre
de las heridas, aunque se desconoce el mecanismo especifico de ac-
cion en la cicatrizacion de heridas.
Eficacia dinica: Estudio de fase 3, aleatorizado, doble ciego y con-
trolado con placebo en 223 adultos y nifios, durante 90 dias. La va-
riable principal de eficacia fue la proporcion de pacientes con primer
cierre completo de la herida objetivo en 45 dias: 41,3% vs 28,9%
(placebo).

Eventos adversos: Los mds comunes son complicaciones —
aumento del tamaiio, reapertura y dolor — en la herida (11,6% de
los pacientes con EB y 2,9% con otras HEP), reaccion en el lugar de
aplicacion (5,8% con EB), infecciones de la herida (4,0% con EB),
prurito (3,1% con EB y 1,3% con otras HEP), dolor cutdneo (2,5%
con otras HEP) y reacciones de hipersensibilidad (1,3% con EB).

(G) Sistema genitourinario y hormonal sexuales

Linzagolix (Yselty®) ObsEva

Linzagolix H F
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Indicacion: Tratamiento de los sintomas moderados a gra-
ves de los miomas uterinos en mujeres adultas en edad fértil.
Tipo: Autorizado el 14-06-2022.

Mecanismo: Antagonista selectivo del receptor de la hormona libe-
radora de gonadotropinas (GnRH) que inhibe la sefalizacion en-
dogena de la GnRH al unirse de forma competitiva a los receptores
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de la GnRH en la hipdfisis, modulando asi el eje hipotdlamo-hipo-
fisogonadal. Provoca una supresion dependiente de la dosis de la
hormona luteinizante (lutropina, LH) y la hormona foliculo-esti-
mulante (folitropina, FSH), lo que lleva a una disminucion de las
concentraciones sanguineas de estradiol y progesterona. Dado que
los fibromas uterinos se asocian con sangrado menstrual abundante,
el principal beneficio del medicamento es una menor pérdida de
sangre mensual.

Eficacia clinica: Dos estudios de fase 3, aleatorizados,
doble ciego y controlados con placebo, en los que participaron 511
y 501 mujeres, respectivamente, de 52 semanas de tratamiento y
24 semanas de seguimiento posterior, con dosis de linzagolix de
100 mg y 200 mg, bien solo o con tratamiento hormonal comple-
mentario concomitante (THC: 1 mg de estradiol/0,5 mg de acetato
de noretisterona). La variable principal de eficacia fue la respuesta
positiva, definida como una pérdida — por ciclo — de sangre mens-
trual <80 ml y una reduccion =50 % con respecto al momento
basal durante los Gltimos 28 dias previos a la semana 24: Placebo
(29-35%); 100 mg (56%); 100 mg + THC (66-77%); 200 mg (71-
78%); 200 mg + THC (76-94%).

Eventos adversos: Los mds comunes son sofocos y dolores
de cabeza.

(J) Antiinfecciosos sistémicos

Vacuna COVID-19 ARN bivalente Original/Omicron BA.1
(Comirnaty Original/Omicron BA.1®) Pfizer; (Spikevax Bi-
valent Original/Omicron BA.1®) Moderna

Vacunas adaptadas para ampliar la proteccion frente a la
COVID-19, autorizadas el 1-9-2022 para su uso en adultos y ado-
lescentes a partir de 12 afios, al menos 3 meses después de la va-
cunacion primaria o una dosis de refuerzo con una vacuna
COVID-19, con el fin de atacar la subvariante Omicron BA.1 ademds
de la cepa original de SARS-CoV-2. Los estudios demostraron que
Comirnaty Original/Omicron  BA.1 y Spikevax bivalente
Original/Omicron BA.1 pueden desencadenar fuertes respuestas in-
munitarias contra Omicron BA.1y la cepa SARS-CoV-2 original en
personas previamente vacunadas. En particular, fueron mds eficaces
para desencadenar respuestas inmunitarias contra la subvariante
BA.1 que las vacunas originales. Asimismo, el Comité de Medica-
mentos Humanos de la EMA (CHMP) recomendé el dia 12 de sep-
tiembre autorizar una vacuna bivalente adaptada dirigida a las
subvariantes BA.4 y BA.5 de Omicron ademds de la cepa original
de SARS-CoV-2, Comirnaty Original/Omicron BA.4-5, también para
uso en personas mayores de 12 afios que han recibido al menos un
iclo primario de vacunacion contra COVID-19. EI CHMP baso su opi-
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nion en particular en los datos clinicos disponibles con Comirnaty
Original/Omicron BA.1. Los efectos secundarios observados con las
vacunas adaptadas fueron comparables a los observados con las
originales y, por lo general, fueron leves y de corta duracion.

Comirnaty Original/Omicron BA.1: Un estudio en adultos
mayores de 55 afios que habian recibido previamente 3 dosis de
Comirnaty (vacunacion primaria y un refuerzo) mostrd que la res-
puesta inmune a la subvariante Omicron BA.1 fue mayor después
de una segunda dosis de refuerzo de Comirnaty Original/Omicron
BA.1 que después de una segunda dosis de la vacuna Comirnaty
original (medida por el nivel de anticuerpos contra Omicron BA.1).
Ademds, la respuesta inmunitaria a la cepa SARS-CoV-2 original
fue comparable para ambas vacunas. En el estudio participaron mds
de 1.800 personas, de las cuales unas 300 recibieron Comirnaty Ori-
ginal/Omicron BA.1 en su composicion final. Otro estudio en el que
participaron mds de 600 personas de entre 18y 55 afios que habian
recibido previamente 3 dosis de Comirnaty mostraron que la res-
puesta inmunitaria a Omicron BA.1 fue mayor en las personas que
recibieron un refuerzo con una vacuna que solo contenia Omicron
BA. 1 que en los que recibieron un refuerzo con la vacuna Comirnaty
original. Adicionalmente, el CHMP (Committee of Human Medicinal
Products) de la EMA ha recomendado la autorizacion de una vacuna
bivalente adaptada especificamente dirigida a las subvariantes BA.4
y BA.5 de Omicron (Comirnaty Original/Omicron BA 4-5).

Spikevax bivalente Original/Omicron BA.1: Un estudio en
el que participaron mds de 800 adultos a partir de los 18 afios, que
encontrd que una dosis de refuerzo de Spikevax bivalente Origi-
nal/Omicron BA.1 indujo una respuesta inmunitaria mds fuerte con-
tra la cepa SARS-CoV-2 y la subvariante Omicron BA.1 en
comparacion con una dosis de refuerzo de la vacuna Spikevax ori-
ginal. El estudio compard el nivel de anticuerpos en personas vacu-
nadas previamente con una serie primaria y una dosis de refuerzo
de Spikevax, y que recibieron una segunda dosis de refuerzo de Spi-
kevax o Spikevax bivalente Original/Omicron BA.1.

El Centro Europeo para la Prevencion y el Control de En-
fermedades (ECDC) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA)
consideran que el uso de las vacunas COVID-19 adaptadas aportan
una cantidad superior de anticuerpos capaces de neutralizar la vo-
riante Omicron BA.1, en comparacion con las vacunas monovalentes
actuales basadas en la cepa original. Ademds, los anticuerpos ge-
nerados por estas vacunas adaptadas parecen ser capaces de neu-
tralizar otros linajes y sublinajes de Omicron, incluidos BA.2,
BA.2.75y BA.5, de manera mds eficiente que las vacunas actuales,
aunque actualmente se desconoce en qué medida estas mejoras en
|la respuesta inmune hacia los linajes Omicron se traducirdn en una
mayor proteccion frente a la COVID-19. En cualquier caso, las va-
cunas adaptadas solo han sido aprobadas para su uso como dosis
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de refuerzo en personas que completaron al menos una serie pri-
maria, sin importar qué vacunas se usaron para la serie primaria;
por ello, el uso de estas vacunas adaptadas debe limitarse por el
momento a la vacunacion de refuerzo. El ECDC y la EMA indican
que las vacunas monovalentes actuales que incorporan la cepa ori-
ginal siguen siendo Gtiles para una sensibilizacion eficaz y para in-
ducir una proteccion inicial suficiente en individuos sin tratamiento
previo.

Vacuna COVID-19 inactivada (Vacuna COVID-19 Val-
neva®) Valneva

Indicacion: Inmunizacion activa para prevenir la COVID-
19 causada por el virus SARS-CoV-2, en personas de entre 18y 50
afos.

Tipo: Autorizado el 24-6-2022. Medicamento bioldgico;
vacuna purificada, adsorbida en hidroxido de aluminio y adyuvada
con CpG 1018 (citosina-fosfato-guanina), conteniendo virus SARS-
CoV-2 completo inactivado (cepa de Wuhan hCoV-19/Italy/INMI1-
isl/2020), cultivado en células Vero.

Mecanismo: Genera respuestas tanto de anticuerpos neu-
tralizantes de SARSCoV-2 como de inmunidad celular (Th1) contra
la espicula (S) y ofras proteinas presentes en la superficie, que pue-
den contribuir a la proteccion frente a la COVID-19.

Eficacia clinica: Estudio de fase 3 adn en curso, aleatori-
zado y comparativo con tratamiento activo y con enmascaramiento
para el observador, en comparacion con la vacuna frente a COVID-
19 ChAdOx1-S recombinante (Vaxzevria®) en participantes adultos
sanos (o con condiciones médicas estables) de cualquier género y
de 18 afios o mds. Se aleatorizaron 2.975 (=30 afios) para recibir
la pauta de vacunacion de dos dosis de la VLA2001 (n = 1.978) o
de ChAdOx1-S recombinante (n = 997), cada una con 28 dias de
separacion. Ademds, 1.042 participantes de entre 18 y 29 aiios se
incluyeron en un grupo de tratamiento sin aleatorizar para recibir
VLA2001 sin enmascaramiento. Tanto la inmunogenicidad como la
seguridad se evaluardn hasta el mes 12 tras la vacunacion con la
primera dosis. Las variables coprimarias de la inmunogenicidad se
definieron como la superioridad de la media geométrica de los ti-
tulos (GMT) de la poblacion de inmunogenicidad (804 vs. 577), asi
como la no inferioridad del indice de seroconversion (definida como
el aumento en una proporcion de 4 respecto del valor basal) de los
anticuerpos neutralizantes especificos de SARS-CoV-2, dos semanas
después de la administracion de la sequnda dosis (es decir, el dia
43) en adultos de 30 afios o mds (poblacion por protocolo): 97,4
vs. 98,9%.

Eventos adversos: Los mds comunes son dolor a la palpa-
cion en el lugar de inyeccion (76%), fatiga (57%), dolor en el lugar
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de inyeccion (53%), cefalea (41%), mialgia (44%) y nduseas/vé-
mitos (15%). La mayoria de las reacciones adversas fueron de in-
tensidad leve y se resolvieron en un plazo de 2 dias después de la
vacunacion.

Vacuna Hepatitis B recombinante (Prehevbri®) VBI Vacci-
nes

Indicacion: Inmunizacion activa frente a la infeccion cau-
sada por todos los subtipos conocidos del virus de la hepatitis B en
adultos.

Tipo: Autorizado el 18-5-2022. Medicamento bioldgico;
vacuna con la composicion antigénica completa de los antigenos de
superficie del virus de la hepatitis B (HBs), incluyendo el antigeno
de superficie pequeiio (S, 83%), el mediano (pre-S2, 6%) y el
grande (pre-S1, 11%), obtenidos mediante tecnologia de ADN re-
combinante, adsorbidos en hidroxido de aluminio y formulados en
una estructura de particulas pseudoviricas.

Mecanismo: Confiere inmunidad frente a todos los subti-
pos conocidos de infeccion por el virus de la hepatitis B mediante la
estimulacion de una respuesta inmunitaria especifica, determinada
mediante la induccion de anticuerpos anti-HBs con un titulo =10
mUl/ml.

Eficacia clinica: Dos ensayos clinicos de fase 3, multicén-
tricos, aleatorizados, controlados y con doble enmascaramiento en
adultos, en comparacion con una vacuna autorizada frente a la he-
patitis B (Engerix-B). Ambas vacunas se administraron en una pauta
de 3 dosis a los 0, 1y 6 meses. En el primer estudio (n= 1.441
adultos), la variable primaria fue la tasa de seroproteccion, definida
como el porcentaje de pacientes con unos titulos de anticuerpos anti-
HBs =10 mUI/ml el dia 196 del estudio: en sujetos =18 aios en
el grupo de PreHevbri fue no-inferior a la del grupo de Engerix-B
el dia 196 del estudio (91,4% vs. 76,5%) y en sujetos =45 afios
fue superior a la del grupo de Engerix-B (89,4% vs. 73,1 %). Eneel
segundo estudio (n=2.345), el criterio de valoracion principal del
estudio fue comparar 3 lotes de PreHevbri y Engerix-B en cuanto
|la respuesta inmunitaria evaluada midiendo la media geométrica
de la concentracion de anticuerpos anti-Hbs: 5.443 (Prehevbri) vs.
1.526 (Enferix-B) al dia 196 y 2.093 vs. 473 al dia 336.

Eventos adversos: Los mds comunes son dolor en el lugar
de la inyeccion (72%), sensibilidad en el lugar de la inyeccion
(71%) y prurito/picor local (12%). Las reacciones sistémicas solici-
tadas mds frecuentes fueron mialgia (42%), fatiga (38%) y cefalea
(36%).
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Vacuna Neumococo polisacdrida conjugada 20-valente
(Apexxnar®) Pfizer

Indicacion: Inmunizacion activa para la prevencion de la
enfermedad invasiva y la neumonia causadas por Streptococcus
pneumoniae en individuos de 18 afios de edad y mayores.

Tipo: Autorizado el 14-2-2022. Medicamento bioldgico;
vacuna constituida por 20 polisacdridos capsulares neumocdcicos di-
ferentes, todos adsorbidos en fosfato de aluminio y conjugados con
la proteina transportadora CRM197, la cual modifica la respuesta
inmune al polisacdrido, pasando de una respuesta independiente
a una dependiente de linfocitos T.

Mecanismo: La respuesta dependiente de linfocitos T con-
duce tanto a una produccion de anticuerpos aumentada como a la
generacion de linfocitos B de memoria, lo que permite una res-
puesta de refuerzo en la reexposicion a la bacteria. La vacunacion
induce la produccion de anticuerpos séricos y la memoria inmuno-
|dgica contra los serotipos contenidos en la vacuna.

Eficacia dinica: Tres estudios clinicos de fase 3 en Estados
Unidos y Suecia, en adultos que nunca habian recibido una vacuna
antineumocdcica o que habian sido vacunados previamente con Pre-
venar 13, PPSV23 o ambas. El estudio clinico pivotal fue aleatori-
zado, controlado con tratamiento activo, doble ciego y de no
inferioridad, en sujetos de 18 afios y mayores que previamente no
habian recibido una vacuna antineumocdcica (n= 3,889). Se mi-
dieron los titulos medios geométricos de la actividad opsonofagoci-
tica espeificos de serotipo antes de la primera vacunacion y 1 mes
después de cada vacunacion. Las respuestas inmunes a todos los 13
serotipos comunes inducidas por Apexxnar fueron no-inferiores a
las inducidas por Prevenar 13 a los mismos serotipos un mes des-
pués de la vacunacion. Las respuestas inmunes a 6 de los 7 serotipos
adicionales inducidas por Apexxnar fueron no-inferiores a las in-
ducidas por PPSV23 a los mismos serotipos 1 mes después de la va-
cunacion, pero la respuesta al serotipo 8 no cumplio con el criterio
estadistico de no inferioridad definido.

Eventos adversos: Los mds comunes (> 10%) son cefaleq,
dolor articular y/o muscular, dolor/sensibilidad en el lugar de la in-
yeccion.

Lenacapavir (Sunlenca®) Gilead

Indicacion: En combinacion con ofro(s) fdrmaco(s) anti-
rrefroviral(es), estd indicado para el tratamiento de adultos con in-
feccion por el VIH-1 multirresistente a farmacos para los que, de
otro modo, no es posible preparar una pauta de tratamiento anti-
viral supresor.

Tipo: Autorizado el 17-8-2022.

Mecanismo: Inhibidor selectivo multifase de la funcion de
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la cdpside del VIH-1 que se une directamente a la interfaz entre las
subunidades proteicas de la cpside (CA). Lenacapavir inhibe la re-
plicacion del VIH-1 al interferir en moltiples pasos fundamentales
del ciclo de vida virico, incluida la captacion nuclear de ADN proviral
del VIH-1 mediada por la cdpside (al bloguear la unién de proteinas
de importacion nuclear a la cdpside), el ensamblaje y la liberacion
del virus (al interferir en la funcion de Gag/Gag-Pol, reduciendo la
produccion de subunidades CA), y la formacion del nideo de la cdp-
side (al alterar la velocidad de asociacion de las subunidades de la
cdpside, lo que resulta en cdpsides malformadas). Lenacapavir mos-
trd actividad antiviral en cultivos celulares frente a todos los grupos
del VIH-1 (M, N, 0), incluidos los subtipos A, A1, AE, AG, B, BF, C,
D, E, F, G, H; fue entre 15y 25 veces menos activo frente a aislados
del VIH-2 en comparacion con el VIH-1.

Eficacia clinica: Ensayo multicéntrico, parcialmente alea-
torizado, doble ciego y controlado con placebo, de 52 (un afio) se-
manas de duracion, que incluyd a 72 pacientes altamente tratados
con tratamientos antirretrovirales previos con VIH-1 resistente a
moltiples clases de farmacos. La variable principal de eficacia fue
el porcentaje de pacientes que alcanzaron una reduccion =0,5
log10 copias/ml desde el momento basal en el ARN del VIH-1 al
final del periodo de monoterapia funcional: 87,5% vs. 16,7% (pla-
cebo).

Eventos adversos: Los mds comunes son reacciones en la
zona de inyeccion (63 %) y nduseas (4 %).

(L) Agentes antineopldsicos e inmunomoduladores

Capmatinib (Tabrecta®) Novartis

Indicacion: Como monoterapia para el tratamiento de pa-
cientes adultos con cdncer de pulmén de células no pequeiias
(CPCNP) avanzado que albergan alteraciones que conducen a la
omision del exon 14 del gen del factor de transicion epitelial me-
senquimatoso (METex14), que requieren terapia sistémica después
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Capmatinib

de un tratamiento previo con inmunoterapia y/o quimioterapia ba-
sada en platino.

Tipo: Autorizado el 20-6-2022; autorizado previamente
en Estados Unidos (6-5-2020), como medicamento huérfano.

Mecanismo: Capmatinib es un inhibidor de la cinasa que
se dirige al factor de transicion epitelial mesenquimatoso (MET),
incluida la variante mutante producida por la omision del exon 14
(METex14). La omisién del exén 14 de MET da como resultado una
proteina a la que le falta un dominio regulador que reduce su re-
gulacion negativa, lo que conduce a un aumento de la sefializacion
de MET. Capmatinib inhibe la fosforilacion de MET provocada por
la union del factor de crecimiento de hepatocitos o por la amplifi-
cacion de MET, asi como la fosforilacion mediada por MET de pro-
teinas de sefializacion y la proliferacion y supervivencia de células
cancerosas dependientes de MET.

Eficacia clinica: Estudio de fase 2 multicéntrico, no alea-
torizado, abierto, multicohorte en 373 pacientes, que continuaron
el tratamiento hasta progresion de la enfermedad documentada,
falta de tolerancia al tratamiento o ausencia de beneficio clinico.
La variable principal de eficacia fue la tasa de respuesta global en
pacientes naive (68%; 4% completa) y previamente tratados
(41%; 0% completa). La mediana de la duracién de la respuesta
fue de 16,6 (naive) y 9,7 meses (pretratados) y el porcentaje de po-
cientes con duracion =12 meses fue del 47% y 32%, respectiva-
mente.

Eventos adversos: Los mds comunes son edema periférico
(68%), nduseas (44%), fatiga (34%), aumento de creatinina en
sangre (34%), vomitos (25%), disnea (23%), disminucion del ape-
tito (21%) y dolor de espalda (21%). Las mds frecuentes de grado
3 0 4 son edema periférico (14%), aumento de lipasa (9,4%), au-
mento de ALT (8,1%), fatiga (8,1%), disnea (6,9%) y aumento de
amilasa (5,6%). Las reacciones adversas graves que se presentaron
en >2% de pacientes incluyeron disnea (5,6%), EPl/neumonitis
(5,0%), celulitis (3,1%) y edema periférico (2,5%). Se notificaron
reducciones de dosis en 31% e interrupciones permanentes del tra-
tamiento en 12%.
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Asciminib (Scemblix®) Novartis
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Indicacion: Tratamiento de pacientes adultos con leucemia
mieloide cronica en fase cronica con cromosoma Filadelfia positivo
(LMC-FC Ph+) previamente tratado con dos o mds inhibidores de la
tirosina cinasa

Tipo: Autorizado el 25-8-2022, como medicamento huér-
fano; autorizado previamente en Estados Unidos (29-10-2021).

Mecanismo: Es un inhibidor de la tirosina cinasa
ABL/BCR::ABL1. Asciminib inhibe la actividad cinasa ABL1 de la
profeina de fusion BCR::ABL1 al dirigirse especificamente al bolsillo
de miristoilo de ABL. El gen BCR estd normalmente en el cromo-
soma nimero 22, mientras que el gen ABL lo estd en el nimero 9;
la mutacion BCR-ABL ocurre cuando partes de los cromosomas 9 y
22 se desprenden y cambian de lugar, de tal manera que la parte
del cromosoma 9 que se desprende incluye una parte del gen ABL.
Cuando esta parte se traslada al cromosoma 22, parte del gen ABL
se une al gen BCR, formando el gen BCR-ABL. Este cromosoma 22
mutado es conocido como “cromosoma Filadelfia” y la mutacion no
se hereda de los padres, sino que se trata de una mutacion somatica
producida a lo largo de la vida.

Eficacia clinica: Estudio fase 3 multicéntrico, aleatorizado,
abierto y controlado con bosutinib, que incluyé a 233 pacientes que
continuaron el tratamiento hasta que se produjo una foxicidad in-
aceptable o el fracaso del tratamiento (la mediana de duracion del
tratamiento aleatorizado fue 103 semanas). La variable principal
de eficacia fue la tasa de respuesta molecular mayor (relacion
BCR::ABL1 en la escala internacional <0,1%) a las 24 semanas:
25,5% (asciminb) vs. 13,2% (bosutinib).

Eventos adversos: Los mds comunes (incidencia =20%)
son dolor musculoesquelético (37%), infecciones respiratorias de
vias altas (28%), trombocitopenia (28%), fatiga (27%), dolor de
cabeza (24%), artralgia (22%), elevacion de las enzimas pancre-
dticas (21%), dolor abdominal (21%), diarrea (21%) y nduseas
(20%). Las reacciones adversas mds frecuentes de grado=3 (inci-
dencia =5%) fueron trombocitopenia (19%), neutropenia (16%),
elevacion de las enzimas pancredticas (12%), hipertension (8,7%)
y anemia (5,3%). Las reacciones adversas graves sucedieron en el
12,4% y las mds frecuentes (incidencia >1%) fueron derrame
pleural (2,5%), infecciones respiratorias de vias bajas (2,2%), trom-

0

0

®

bocitopenia (1,7%), pirexia (1,4%), pancreatitis (1,1%), dolor fo-
rdcico no-cardiaco (1,1%) y vémitos (1,1%).

Teclistamab (Tecvayli®) Janssen Cilag

Indicacion: Monoterapia para el tratamiento de pacientes
adultos con mieloma mdltiple en recaida y refractario, que han re-
cibido al menos tres tratamientos previos, incluidos un agente in-
munomodulador, un inhibidor del proteasoma y un anticuerpo
anti-CD38 y han presentado progresion de la enfermedad al dltimo
tratamiento.

Tipo: Autorizado condicionalmente el 23-8-2022, como
medicamento huérfano. Medicamento bioldgico, constituido por un
anticuerpo biespecifico humanizado de inmunoglobulina G4-pro-
lina, alanina, alanina (IgG4-PAA) dirigido contra los receptores del
antigeno de maduracién de los linfocitos B (BCMA) y (D3, producido
en una linea celular de mamifero (ovario de hdmster chino) me-
diante tecnologia de ADN recombinante.

Mecanismo: Teclistamab es un anticuerpo biespecifico
IgG4-PAA de tamaio completo que se dirige al receptor de (D3 ex-
presado en la superficie de los linfocitos T y al antigeno de madu-
racion de linfocitos B (BCMA), que se expresa en la superficie de las
células malignas de mieloma maltiple del linaje B, asi como en los
linfocitos B en fase avanzada y en las células plasmadticas. Gracias
a sus puntos de union dobles, teclistamab es capaz de atraer a los
linfocitos T CD3+ a la proximidad de las células BC(MA+, lo que
provoca la activacion de los linfocitos Ty la subsiguiente lisis y
muerte de las células BC(MA+, que estd mediada por la perforina
secretada y varias granzimas almacenadas en las vesiculas secreto-
ras de los linfocitos T citotoxicos. Este efecto se produce sin fener en
cwenta la especificidad de los receptores de los linfocitos T o sin de-
pendencia de las moléculas del complejo principal de histocompa-
tibilidad (CPH) de clase 1 en la superficie de las células que
presentan el antigeno. Durante el primer mes de tratamiento, se
observé la activacion de los linfocitos T, la redistribucion de los lin-
focitos T, la reduccion de los linfocitos B y la induccion de las citocinas
séricas.

Eficacia clinica: Ensayo de fase 1/2, de un solo grupo,
abierto y multicéntrico, de XX semanas de duracion, que incluy6 a
165 pacientes con mieloma multiple en recaida o refractario. La va-
riable principal de eficacia fue la tasa de respuesta global, segin
lo determinado por la evaluacion del Comité de Revision Indepen-
diente utilizando los criterios del International Myeloma Working
Group (IMWG) de 2016: respuesta global: 63%; respuesta com-
pleta: 6,7%; respuesta parcial 4,2%- La duracién (mediana) de la
respuesta fue de 18,4 meses.

Eventos adversos: Los mds comunes son hipogammaglo-
bulinemia (75%), sindrome de liberacion de citocinas (72%), neu-
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tropenia (71%), anemia (55%), dolor musculoesquelético (52%),
fatiga (41%), trombocitopenia (40%), reaccion en la zona de in-
yeccion (38%), infeccion de las vias respiratorias altas (37%), lin-
fopenia (35%), diarrea (28%), neumonia (28%), nduseas (27%),
fiebre (27%), cefalea (24%), tos (24%), estrefimiento (21%) y
dolor (21%). Se notificaron reacciones adversas graves en el 65%
de los pacientes, incluyendo neumonia (16%), COVID-19 (15%),
sindrome de liberacion de citocinas (8%), sepsis (7%), fiebre (5%),
dolor musculoesquelético (5%), lesion renal aguda (4,8%), diarrea
(3,0%), celulitis (2,4%), hipoxia (2,4%), neutropenia febril (2,4%)
y encefalopatia (2,4%).

Edgartigimod Alfa (Vyvgart®) Argenx

Indicacion: Complemento de la terapia estandar para el
tratamiento de pacientes adultos con miastenia gravis generalizada
(MGG) con anticuerpos positivos frente a receptores de acetilcolina
(ACHR).

Tipo: Autorizado el 18-8-2022, como medicamento huér-
fano; autorizado previamente en Estados Unidos (17-12-2021). Me-
dicamento bioldgico, constituido por un fragmento cristalizable (Fc)
derivado de la inmunoglobulina humana recombinante G1 (IgG1).
Mecanismo: Es un fragmento de anticuerpo humano IgG1 diseiado
para aumentar la afinidad con el receptor neonatal para el Fc
(FeRn). Efgartigimod alfa se une al FcRn, lo que provoca una re-
duccion de los niveles de IgG circulantes, incluidos los autoanticuer-
pos lgG patogénicos, pero sin afectar a los niveles de otras
inmunoglobulinas (IgA, IgD, IgE o IgM), ni a los de la albmina.
Los autoanticuerpos IgG son la causa subyacente de la patogénesis
de la miastenia gravis, ya que deferioran la transmision neuromus-
cular al unirse a los receptores de la acetilcolina (AChR), al receptor
de tirosina cinasa muscular (MuSK) o a la proteina 4 asociada con
el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP4).

Eficacia clinica: Ensayo multicéntrico, aleatorizado, con
enmascaramiento doble y controlado con placebo de 26 semanas
de duracion, que incluyé a 167 pacientes. La eficacia dinica se midio
mediante la escala de actividades de la vida diaria especifica de la
miastenia gravis (MG-AVD), con una puntuacion total que oscila
entre 0y 24, siendo las puntuaciones mds altas las que indican un
mayor deterioro; en este estudio, se considerd que los pacientes con
MGG respondian al tratamiento si habia una reduccion de =2 pun-
tos en la puntuacion total de MG-AVD en comparacion con el estado
inicial. La variable primaria de eficacia fue la comparacion del por-
centaje de pacientes respondedores durante el primer ciclo de tra-
tamiento: 68% (edgartigimod alfa) vs. 30% (placebo).

Eventos adversos: Los mds comunes son infecciones res-
piratorias de vias altas (10,7%) e infecciones urinarias (9,5%).
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(N) Sistema nervioso

Lasmiditan (Rayvow®) Lilly
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Indicacion: Tratamiento agudo de la fase de cefalea de los
ataques de migraia, con o sin aura en adultos.

Tipo: Autorizado el 17-8-2022; autorizado previamente
en Estados Unidos (11-10-2019).

Mecanismo: Agonista del receptor de 5-hidroxitriptamina
1F (5-HT1F), de alta afinidad, que acta a nivel central. Se desco-
noce el mecanismo de accion preciso, aunque los efectos terapéuticos
de lasmiditdn en el tratamiento de la migrafia presumiblemente
implican efectos agonistas en el receptor 5-HT1F, una disminucion
de la liberacion de neuropéptidos y una inhibicion de las vias del
dolor, incluido el nervio trigémino. Lasmiditdn mostrd una selecti-
vidad > 440 veces mayor para el receptor SHTTF frente a los re-
ceptores 5-HT1B y 5-HT1D. No tiene efecto vasoconstrictor en las
arterias coronarias humanas ex vivo, arferias mamarias infernas
humanas ex vivo o arterias meningeas medias humanas ex vivo,
probablemente debido a su baja afinidad por el receptor 5-HT1B,
que posee efecto vasoconsrictor.

Eficacia clinica: Tres ensayos de fase 3, aleatorizados, con-
trolados con placebo y doble ciego, que incluyeron a 5910 pacientes
adultos, con 3-8 ataques de migraiia al mes y migraia al menos
moderadamente incapacitante. Las variables principales de eficacia
fueron la proporcion de pacientes con ausencia de dolor y la pro-
porcion de pacientes sin el sintoma mds molesto (fotofobia, mayo-
ritariamente), en comparacion con el placebo, 2 horas después del
tratamiento: 28-39% vs. 15-21% (placebo) y 41-49% vs. 30-34%
(placebo), respectivamente.

Eventos adversos: Los mds comunes son mareos (20%),
somnolencia (7,8%), fatiga (7,7%), parestesia (6,8%), nduseas
(4,9%), vértigo (2,6%), hipoestesia (2,5%) y debilidad muscular
(2,3%).
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2. FOOD & DRUG ADMINISTRATION (FDA)
(A) Tracto alimentario y metabolismo
Vutiisiran (Amvuttra®) Alnylam

Indicacion: Tratamiento de la polineuropatia de la ami-
loidosis hereditaria mediada por transtiretina en adultos.

Tipo: Autorizado el 13-6-2022, como medicamento huér-
fano; no autorizado adn en la Unidn Europea. Medicamento biolo-
gico constituido por un pequeiio dcido ribonucleico de interferencia
(ARNip) bicatenario quimicamente modificado y dirigido al ARN
mensajero (ARNm) de transtiretina (TTR), unido covalentemente a
un ligando que contiene tres residuos de N-acetilgalactosamina
(GalNAc) para facilitar la entrega del ARNip a los hepatocitos.

Mecanismo: El conjugado de ARNip-GalNAc de doble ca-
dena causa la degradacion del ARNm de la TTR tanto mutante como
de tipo salvaje, a través de la interferencia de ARN, lo que da como
resultado una reduccion de la transtiretina sérica y de sus depdsitos
en los tejidos.

Eficacia clinica: Ensayo aleatorizado, abierto y controlado
con placebo de 9 meses de duracion, que incluyé a 199 pacientes.
La variable principal de eficacia fue el cambio desde el inicio hasta
el mes 9 en la puntuacion modificada de deterioro de la neuropatia
+7 (mNIS+7): -2,2 vs. +14,8.

Eventos adversos: Los mds comunes son artralgia (11%),
disnea (7%) y reduccion de los niveles de vitamina A (7%).

(L) Agentes antineopldsicos e inmunomoduladores
Spesolimab (Spevigo®) Boehringer Ingelheim

Indicacion: Tratamiento de los brotes de psoriasis pustu-
losa generalizada en adultos.

Tipo: Autorizado el 1-9-2022, como medicamento huér-
fano; no autorizado adn en la Unién Europea. Medicamento biolo-
gico constituido por un anticuerpo IgG1 monoclonal humanizado
contra el IL-36R humano, producido en células de ovario de hamster
chino mediante tecnologia de ADN recombinante.

Mecanismo: Inhibe la sefializacion de la inferleucina-36
(IL-36) al unirse especificamente al receptor IL-36R. La unién de
spesolimab a IL-36R evita la activacion posterior de IL-36R por li-
gandos afines (IL-36 o, By y) y la activacion posterior de vias
proinflamatorias y profibréticas.

Eficacia clinica: Ensayo aleatorizado, doble ciego y con-
trolado con placebo, que incluyé a 53 pacientes con al menos una
puntuacion de 3 (moderado) en la escala GPPPGA (Generalized
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Pustular Psoriasis Physician Global Assessment), una supuntuacion
de pustulas de al menos 2 (leve) y, al menos, el 5% del drea de la
superficie corporal cubierta con eritema y presencia de pustulas. La
variable principal de eficacia fue la proporcion de sujetos con una
subpuntuacién de péstulas de GPPPGA de 0 (que indica que no hay
pustulas visibles) en la semana 1 después del tratamiento: 54% vs
6% (placebo).

Eventos adversos: Los mds comunes (>5%) son astenia,
fatiga, cefalea, ndusea y vomitos (9%); prurito, hematoma y sen-
sacion de quemazon en el punto de infusion IV e infeccion del tracto
urinario (6%).

Deucravacitinib (Sotyktu®) Bristol Myers Squibb
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Indicacion: Tratamiento de adultos con psoriasis en placas
de moderada a grave que son candidatos para terapia sistémica o
fototerapia.

Tipo: Autorizado el 9-9-2022; no autorizado atn en la
Union Europea. La molécula presenta la peculiaridad de contener
tres dtomos de deuterio (D), que sustituyen a otros tantos dtomos
de hidrdgeno (H). El deuterio (hidrdgeno-2) es un isétopo estable
del hidrdgeno (hidrdgeno-1) que representa el 0,015% del total
de dtomos de hidrogeno existentes; su nicleo atomico estd formado
por un proton y un neutron, mientras que el del hidrogeno solo con-
tiene un proton.

Mecanismo: Inhibidor selectivo de la tirosina cinasa 2
(TYK2), un miembro de la familia de cinasas Janus (JAK). Deucra-
vacitinib se une al dominio regulador de TYK2, estabilizando una
interaccion inhibidora entre los dominios regulador y catalitico de
la enzima, dando como resultado la inhibicion alostérica de la ac-
tivacion mediada por el receptor de TYK2 y de la activacion de los
transductores de sefial y activadores de la transcripcion (STAT). Las
cinasas JAK, incluida la TYK2, funcionan como pares de homodime-
ros o heterodimeros en las vias JAK-STAT, donde TYK2 se empareja
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con JAKT para mediar en mlfiples vias de citocinas y con JAK2 para
transmitir sefiales. El deucravacitinib redujo la expresion génica
asociada a la psoriasis en la piel psoridsica de manera dependiente
de la dosis, incluidas reducciones en los genes regulados por la via
de la IL-23 y la via del IFN tipo I.

Eficacia clinica: Dos estudios de fase 3 de 52 semanas de
duracion, multinacionales, multicéntricos, aleatorizados, doble
ciego, controlados con placebo y con un comparador activo (apre-
milast), incluyendo a un total de 1.684 pacientes con psoriasis en
placas de moderada a grave, candidatos para fototerapia o terapia
sistémica, con una afectacion del drea de superficie corporal =10%,
una puntuacion del indice de gravedad y drea de psoriasis (PASI)
=12y una evaluacion global del médico (sPGA) estdtica >3 (mo-
derada o grave). Las variables principales de eficacia fueron el por-
centaje de pacientes que alcanzaron el indice de gravedad y drea
de psoriasis de 75 (PASI 75; reduccion de al menos un 75% en la
puntuacion PASI basal) y el porcentaje de pacientes que alcanzaron
una puntuacion estdtica de 0 o 1 en la Evaluacion global del médico
(sPGA 0/1; claro o casi claro) en la semana 16 frente a placebo:
(PASI 75) 53-58% (deucravacitinib) vs. 35-40% (apremilast) vs. 9-
13% (placebo); (sPGA 0/1) 50-54% (deucravacitinib) vs. 32-34%
(apremilast) vs. 7-9% (placebo). Los criterios de valoracion secun-
darios dlave incluyeron el porcentaje de pacientes que lograron PASI
75, PASI 90 y sPGA 0/1 en comparacion con apremilast en semana
24: (PASI 75) 58-69% (deucravacitinib) vs. 38% (apremilast);
(PASI 90) 32-42% (deucravacitinib) vs. 20-22% (apremilast);
(sPGA 0/1) 49-59% (deucravacitinib) vs. 30-31% (apremilast).

Eventos adversos: Los mds comunes son infecciones de las
vias respiratorias superiores (19%), aumento de la creatina fosfo-
cinasa en sangre (2,7%), herpes simple (2,0%), Glceras bucales
(1,9%), foliculitis (1,7%) y acné (1,4%). El 2,4 % de los pacientes
con deucravacitinib, el 3,8 % con placebo y el 5,2 % con apremilast
experimentaron reacciones adversas que llevaron a la suspension
del tratamiento.

Eflapegrastim (Rolontis®) Spectrum

Indicacion: Disminuir la incidencia de infeccion, manifes-
tada por neutropenia febril, en pacientes adultos con neoplasias
malignas no mieloides que reciben fdrmacos anticancerosos mielo-
supresores asociados con una incidencia dinicamente significativa
de neutropenia febril.

Tipo: Autorizado el 9-9-2022, no autorizado adn en la
Union Europea. Medicamento bioldgico constituido por un factor es-
timulante de colonias de granulocitos (G-CSF) producido por aco-
plamiento covalente de un andlogo de G-CSF humano y un
fragmento Fc de inmunoglobulina humana G4 (IgG4), ambos de
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origen recombinante, a través de un Gnico enlazador de polietilen-
glicol de 3,4 kDa. El dominio G-CSF recombinante en eflapegrastim
es una variante del G-CSF humano con dos sustituciones de serina
en las posiciones 17 y 65, y sin metionina N-terminal adicional.

Mecanismo: Es un factor de crecimiento de granulocitos
humanos recombinante que se une a los receptores de G-CSF en
las células progenitoras mieloides y los neutrdfilos, desencadenando
vias de sefializacion que controlan la diferenciacion, proliferacion,
migracion y supervivencia celular.

Eficacia clinica: Dos estudios de no inferioridad con control
activo (pegfilgrastim), abiertos, aleatorizados y 1:1 de disefio simi-
lar, que incluyeron un tofal de 643 pacientes con cdncer de mama
en etapa inicial, tratadas con docetaxel y ciclofosfamida. La variable
principal de eficacia fue la duracion (mediana) de la neutropenia
en las pacientes tratadas: 0,20-0,31 dias (eflapegrastim) vs. 0,35-
0,39 dias (pegfilgrastim).

Eventos adversos: Los mds comunes (>20%) son fatiga
(58%), ndusea (52%), diarrea (40%), dolor 6seo (38%), cefalea
(29%), pirexia (28%), anemia (25%), erupcion cutdnea (25%),
mialgia (22%), artralgia (21%) y dolor de espalda (20%). El 4 %
de los pacientes interrumpieron el tratamiento debido a eventos
adversos.

(M) Sistema musculo-esquelético
Toxina Daxibotulinica A (Daxxify®) Revance

Indicacion: Mejora temporal en la apariencia de las lineas
(arrugas) glabelares de moderadas a severas asociadas con la ac-
tividad del mdsculo corrugador y/o prdcer en pacientes adultos.

Tipo: Autorizado el 7-9-2022; no autorizado ain en la
Union Europea. Medicamento bioldgico constituido por toxina bo-
tulinica purificada procedente de cultivos de Clostridium botulinum
tipo A. La toxina daxibotulinica A estd formulada conjuntamente
con un péptido excipiente estabilizador (RTP004), que mejora la
union de la neurotoxina a las superficies neuronales, lo que puede
aumentar la probabilidad de internalizacion de la neurotoxina.

Mecanismo: Bloquea la transmision colinérgica en la
union neuromuscular al inhibir la liberacion de acetilcolina. Cuando
se inyecta en el misculo esquelético, la toxina se interna en la fer-
minal nerviosa, trasladdndose al citosol neuronal donde escinde
SNAP25, una proteina necesaria para el acoplamiento de la mem-
brana de la vesicula sindptica y la posterior liberacion de acetilco-
ling, lo que produce una disminucion de la funcion muscular
dependiente de la dosis. La recuperacion de la actividad es gradual
y resulta de la degradacion de la cadena ligera de la neurotoxina
en las neuronas con una contribucion de la formacion de brotes axo-
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nales. La reinervacion muscular conduce a una reversion lenta de
los efectos farmacoldgicos de la toxina.

Eficacia dlinica: Dos ensayos clinicos aleatorizados, doble
ciego, multicéntricos y controlados con placebo, que incluyé a 609
sujetos adultos con lineas glabelares de al menos una gravedad
moderada en el cefio fruncido maximo. La variable principal de efi-
cacia fue la tasa de sujetos con una puntuacion de 0 0 1 (ninguna o
leve) y una mejora de al menos 2 puntos desde el inicio para las
evaluaciones del investigador y del sujeto en la semana 4, valorados
por los investigadores y los sujetos utilizando una escala de 4 puntos
(0=ninguno; 1=leve; 2=moderado; 3=grave) en comparacion
con el placebo: 92-86% vs. 1-2% (investigadores) y 76-77% vs.
0% (sujetos).

Eventos adversos: Los mds comunes son reacciones en el
punto de inyeccion (dolor, eritema, edema; 9%), cefalea (6%), pto-
sis palpebral (caida del pdrpado superior; 2%) y paresia facial
(1%).

Farmacos novedosos autorizados recientemente
por EMA y FDA (3° trimestre de 2022)
Santiago Cuéllar Rodriguez
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