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PALABRAS CLAVE RESUMEN
El consumo de fructosa ha aumentado considerablemente a nivel mundial en los

Fructosa s - , .

" ultimos anos, ya sea en forma de azucar de mesa (sacarosa) o como jarabe de
Sindrome P .

Metabolico maiz rico en fructosa (HFCS). Dicho consumo, cuando se produce durante la

gestacion, se ha asociado con trastornos metabdlicos que pueden programar la
salud de la descendencia. Este trabajo tiene como objetivo estudiar el efecto de
la exposicion materna a fructosa durante la gestacion sobre la ruta de biosintesis

Programacion fetal
Biosintesis de serina

PHGDH . . .

. de serina, el metabolismo de un carbono y la expresion de transportadores
Metabolismo de un Do L . .
carbono placentarios implicados en el suministro de serina al feto. Para ello, se llevo a

cabo un estudio experimental en ratas gestantes Sprague-Dawley (generacion F0),
divididas en un grupo control y otros dos grupos tratados con fructosa al 10 % (p/v)
en el agua de bebida y glucosa al 10 % (p/v) respectivamente durante su gestacion.
También se analiz6 la descendencia hembra de las madres fructosa (generacion
F1) que se sometié a un tratamiento con fructosa durante su propia gestacion y
sus fetos (futura generacion F2). Mediante qPCR, se midio la expresion de las
principales enzimas de la biosintesis de la serina (PHGDH, PSAT1, PSPH), su
degradacion a piruvato (SDS) y su interconversion en glicina (SHMT1 y SHMT2),
ademas de algunas de las enzimas clave del metabolismo de un carbono (MTHFD2
y MTHFR) y los transportadores placentarios implicados en el transporte de serina
hacia el feto. Para ello, se analizaron los higados de madres (generacion F0), los
higados y placentas de su descendencia (F1) e higados de los fetos de la primera
generacion (que constituyen la futura generacion F2).Los resultados mostraron
que el consumo de fructosa durante la gestacion activa la enzima PHGDH (3-
fosfoglicerato deshidrogenasa), enzima limitante de la biosintesis de serina, y
reduce la expresion de la enzima SDS encargada de transformar la serina en
piruvato, ademas de incrementar la conversidon de serina en glicina, la cual

DOI:https://doi.org/10.53519/analesranf.
ISSN: 1697-4271 E-ISSN: 1697-428X/Derechos Reservados © 2026 Real Academia Nacional de Farmacia.
Este es un articulo de acceso abierto

An. R. Acad. Farm. Efecto del consumo de fructosa en el
Vol. 92. n°2 (2026) - Pp. 127-157 ) metabolismp de la serina. 127
Fermin Margallo, Madelin Péerez, et al.



KEYWORDS

Fructose
Metabolic syndrome
Fetal programming
Serine biosynthesis
PHGDH

One-Carbon metabo-
lism

ANALES

RANF

—

www.analesranf.com

conecta con el metabolismo de un carbono. Todo ello favoreceria la generacion
de intermediarios para la sintesis de macromoléculas como los triglicéridos o bases
nitrogenadas. Asimismo, se observd un efecto de programacion fetal en la
descendencia cuyas madres habian consumido fructosa en la gestacion,
evidenciado por la activacion de las enzimas principales de la ruta de sintesis de
serina y la del metabolismo de un carbono. Este efecto se mostré de forma mas
acusada cuando a las descendientes de madres fructosa se les sometié a una
reexposicion a fructosa durante su propia gestacion.Estos hallazgos aportan nuevas
evidencias sobre el impacto intergeneracional del consumo de fructosa y su
relacion con el desarrollo del sindrome metabodlico desde etapas tempranas.

ABSTRACT

Fructose consumption has increased considerably globally in recent years, either
in the form of table sugar (sucrose) or as high-fructose corn syrup (HFCS). Such
consumption, when it occurs during gestation, has been associated with metabolic
disorders that can program the health of the offspring. This work aims to study
the effect of maternal exposure to fructose during gestation on the serine
biosynthesis pathway, one-carbon metabolism, and the expression of placental
transporters involved in the supply of serine to the fetus. To this end, an
experimental study was carried out in pregnant Sprague-Dawley rats (generation
FO0), divided into a control group and two other groups treated with 10% fructose
(w/v) in drinking water and 10% glucose (w/v), respectively, during their gestation.
The female offspring of fructose mothers (F1 generation) who underwent fructose
treatment during their own gestation and their fetuses (future F2 generation) were
also analyzed. By qPCR, the expression of the main enzymes of serine biosynthesis
(PHGDH, PSAT1, and PSPH), their degradation to pyruvate (SDS), and their
interconversion into glycine (SHMT1 and SHMT2) were measured, in addition to
some of the key enzymes of one-carbon metabolism (MTHFD2 and MTHFR) and
placental transporters involved in serine transport to the fetus. To do this, the
livers of mothers (generation F0), the livers and placentas of their offspring (F1),
and the livers of the fetuses of the first generation (which constitute the future
generation F2) were analyzed.The results showed that fructose consumption during
pregnancy activates the PHGDH (3-phosphoglycerate dehydrogenase) enzyme, an
enzyme that limits serine biosynthesis and reduces the expression of the SDS
enzyme responsible for transforming serine into pyruvate, in addition to increasing
the conversion of serine into glycine, which is connected to the metabolism of one
carbon. All this would favor the generation of intermediates for the synthesis of
macromolecules such as triglycerides or nitrogenous bases. Likewise, a fetal
programming effect was observed in offspring whose mothers had consumed
fructose during pregnancy, evidenced by the activation of the main enzymes of
the serine synthesis pathway and that of one-carbon metabolism. This effect was
most pronounced when the offspring of fructose mothers were subjected to re-
exposure to fructose during their own gestation.These findings provide new
evidence on the intergenerational impact of fructose consumption and its
relationship with the development of metabolic syndrome from early stages.
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1. INTRODUCCION
1.1. La fructosa

La fructosa es un monosacarido de seis carbo-
nos, clasificado estructuralmente como una
cetohexosa, que se encuentra de forma natu-
ral en las frutas, la miel y ciertas verduras.
Junto a la glucosa, ha sido cominmente utili-
zada como fuente de azlcares anadidos, prin-
cipalmente en bebidas azucaradas. En el
contexto de la dieta occidental, también co-
nocida como Western diet, su presencia se ha
visto notablemente incrementada por el con-
sumo de azlcar de mesa (sacarosa), un disa-
carido compuesto por glucosa y fructosa, y de
jarabe de maiz rico en fructosa (HFCS, del in-
glés: High-Fructose Corn syrup). Dicho jarabe
se obtiene por procesado industrial del almi-
doén de maiz a través de una hidrolisis enzima-
tica del almiddn y posterior isomerizacion de
parte de la glucosa obtenida a fructosa. Se co-
mercializa en diferentes formatos que contie-
nen proporciones variables de glucosa y
fructosa, siendo el mas cominmente usado el
HFCS-55, el cual contiene 55% de fructosa y
45% de glucosa en forma libre. Debido a su
bajo coste, mayor solubilidad en agua y alto
poder edulcorante, el HFCS ha sido amplia-
mente utilizado por la industria alimentaria en
la elaboracion de alimentos procesados (1).

En consecuencia, la ingesta de fructosa en
la poblacion en forma de HFCS ha experimen-
tado un aumento acusado desde finales de los
anos 70 alcanzando un valor maximo a finales
de los 90, comparado con otros tipos de azuca-
res (Figura 1) (2). Esta tendencia ha suscitado
una creciente preocupacion en la comunidad
cientifica, ya que, multiples trabajos de inves-
tigacion han encontrado evidencias solidas,
tanto en estudios realizados en humanos como
en animales de experimentacion, que relacio-
nan la ingesta de fructosa con el desarrollo de
sindrome metabdlico. El sindrome metabdlico
se ha convertido en uno de los principales pro-
blemas de salud publica en el siglo XXl y es un
cuadro clinico que se diagnostica cuando un
paciente presenta tres de las siguientes cinco
alteraciones: hipertension, obesidad abdomi-
nal, hiperglucemia en ayunas, hipertrigliceri-
demia y bajos niveles plasmaticos de
colesterol en lipoproteinas de alta densidad
(HDL). El sindrome metabdlico aumenta el
riesgo de padecer enfermedades cardiovascu-
lares, obesidad, diabetes tipo 2 y enfermedad
del higado graso no alcoholico (NAFLD) (3,4).
Estas enfermedades estan englobadas dentro
de lo que se conoce como enfermedades no
transmisibles (ENT), una de las principales
causas de muerte a nivel global, tanto en pa-
ises desarrollados como en vias de desarrollo.
Aunque estas enfermedades tienen cierto com-
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Figura 1. Evolucion del consumo per capita (g/dia) de jarabe de maiz de alta fructosa en comparacion
con otros tipos de azucares utilizados en la industria en EE. UU. desde 1970 a 2016 (2).
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ponente genético, una dieta pobre en alimen-
tos de origen vegetal y marcada por los patro-
nes de dieta occidental son un nexo causal en
el aumento en la incidencia de ENT cronicas
(5).

Aunque la fructosa y la glucosa son isomeros
estructurales, tienen idéntico peso molecular,
formula quimica y aportan el mismo valor
energético (4 kcal/g), ambas moléculas pre-
sentan diferencias significativas a nivel fisio-
logico y metabdlico (Figura 2) (1). La fructosa
tiene un poder edulcorante mayor que la glu-
cosa, 1.7 frente a 0.75, y tiene un indice glu-
cémico menor, 23 frente a 100,
respectivamente. Ademas, tanto su absorcion
intestinal como su metabolismo hepatico son
completamente diferentes. A nivel intestinal,
el transporte de glucosa es un proceso que re-
quiere energia y esta mediado por el cotrans-
portador de sodio-glucosa 1 (SLGT1, del inglés:
sodium-glucose linked transporter), mientras
que la entrada de la fructosa en el enterocito
se realiza a través de un transporte pasivo fa-
cilitado mediado por el transportador de glu-
cosa GLUT5 (6). En lo que respecta a su
metabolismo, la glucosa es metabolizada a
través de la glucolisis por la mayoria de los te-
jidos del organismo y esta ruta esta contro-
lada, entre otros factores, por la insulina. En
cambio, la fructosa se metaboliza predomi-
nantemente en el higado, intestino y rindn en
un proceso conocido como fructolisis. Sorpren-
dentemente, el metabolismo de la fructosa no
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estimula la secrecion de insulina o leptina, dos
de las hormonas mas importantes que regulan
el metabolismo energético y el apetito, siendo
este uno de los factores clave en el desarrollo
de sindrome metabdlico (1).

1.2. Metabolismo y absorcién de la fructosa

Tras su ingesta, la fructosa es absorbida en el
enterocito mediante un sistema de transporte
facilitado mediado por GLUT5. De aqui, pasa
a la circulacion sistémica a través del trans-
portador GLUT2 (figura 3) (6). Estudios expe-
rimentales llevados a cabo en ratones
evidencian como la completa eliminacion del
transportador GLUT5 produce una malabsor-
cion de la fructosa, dando lugar a la produc-
cion de gases y otros trastornos intestinales. A
pesar de que el transportador GLUT2 presenta
menos afinidad por la fructosa (Km = 11 mM)
que GLUT5 (Km = 6 mM), es probable que
tenga mayor relevancia en su captacion a nivel
hepatico, ya que GLUT5 apenas se expresa en
dicho tejido (7). A diferencia de la glucosa,
que se distribuye ampliamente por los tejidos
periféricos bajo control de la insulina, la fruc-
tosa es captada casi en su totalidad por el hi-
gado, donde se metaboliza el 70% de la
fructosa de forma rapida y sin necesidad de
respuesta de la insulina (1,5). La expresion del
transportador GLUTS5 esta altamente regulada
por la proteina de union al elemento respuesta
de carbohidratos (ChREBP, del inglés: Carbohy-
drate Responsive-Element Binding Protein),
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Figura 2. Estructuras de la glucosa (A) y la fructosa (B) (1)
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Figura 3 Transporte intestinal de glucosa y fructosa. Paso hacia el interior del enterocito a través de
SGLT1 (sodium-glucose linked transporter 1) y GLUT5, respectivamente y su posterior paso al
torrente sanguineo a través de GLUT 2. Imagen realizada con Biorender (www.biorender.com).

que a su vez se activa por medio de metaboli-
tos secundarios de la fructolisis. Ademas,
ChREBP también induce la expresion de genes
involucrados en la lipogénesis, favoreciendo la
sintesis y acumulacion de acidos grasos en el
higado y en otros érganos como el pancreas o
el intestino delgado (3,4). Por tanto, se ha
comprobado que un mayor consumo de fruc-
tosa potenciara sus efectos perjudiciales en el
organismo al inducir la expresion de GLUT5, lo
que favorece su propia absorcion intestinal.

Es a nivel hepatico donde existen las princi-
pales diferencias entre ambos monosacaridos.
La glucosa en el higado entra en la glucodlisis
donde es fosforilada a Glucosa-6-fosfato por
la enzima glucoquinasa, y posteriormente, la
fosfofructoquinasa-1 la transforma en fructosa
1,6-bisfosfato (figura 4). Ambas reacciones
estan estrictamente reguladas, de tal manera
que la glucoquinasa es activada por la insu-
lina, mientras que la fosfofructoquinasa-1 pre-
senta una retroalimentacion negativa por
producto (ATP y citrato). En cambio, en el hi-
gado la fructosa es metabolizada a través de
una ruta conocida como fructolisis (figura 4).
Através de esta ruta, la fructosa es fosforilada
a fructosa-1-fosfato por la enzima cetohexo-
quinasa (KHK), para posteriormente ser escin-
dida en dos productos: la dihidroxiacetona
fosfato y el gliceraldehido, a través de una re-
accion catalizada por la aldolasa B.
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Finalmente ambos compuestos se pueden
transformar en gliceraldehido 3-fosfato que se
incorporan a la glucdlisis, en una etapa poste-
rior a las catalizadas por la glucoquinasa y la
fosfofructoquinasa 1, saltandose asi dos de los
puntos claves de regulacion de la glucdlisis. A
diferencia de estas dos enzimas claves, la KHK
no presenta ningln mecanismo de control vy,
de hecho, su expresion y actividad esta esti-
mulada por la presencia de fructosa. Como re-
sultado, el consumo excesivo de fructosa
conduce a una produccion descontrolada de
triosas fosfato que conduce a una mayor for-
macion de acetil coenzima A (CoA), y glicerol-
3-fosfato, precursores esenciales para la
sintesis de acidos grasos y triglicéridos (3).

Este proceso no esta exento de consecuen-
cias metabdlicas. De esta manera, el gasto ex-
cesivo de adenosin trifosfato (ATP) para la
fosforilacion de la fructosa por la KHK conduce
a una deplecion de ATP y a un aumento de los
niveles de adenosin difosfato (ADP). Este ADP
es trasformado en adenosin monofosfato
(AMP) por la AMP desaminasa (AMPD) y, poste-
riormente, a acido Urico por la via de las puri-
nas. La hiperuricemia resultante tiene graves
consecuencias metabdlicas, entre ellas, pro-
mueve el estrés oxidativo, disminuye la canti-
dad de 6xido nitrico y provoca disfuncion
endotelial. Estas alteraciones estan implicadas
en el mecanismo patogénico de la hiperten-
sion arterial y la lesion renal (3,5).
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Figura 4 Metabolismo hepatico de la glucosay la fructosa. Imagen realizada con Biorender (www.biorender.com).

Diversos autores, entre ellos Herman y Birn-
baum han demostrado cémo el metabolismo
de la fructosa promueve una mayor secrecion
hepatica de lipoproteinas de muy baja densi-
dad (VLDL) ricas en triglicéridos, incremen-
tando asi el riesgo de dislipidemia y de
acumulacion de grasa visceral (3). Por otro
lado, la fructosa, al alterar la senal hormonal
de la leptina e insulina, provoca un desequili-
brio energético, ya que no estimula adecua-
damente las respuestas homeostaticas que
controlan la saciedad (3,4).

Por tanto, el metabolismo especifico de la
fructosa, caracterizado por su rapida conver-
sion hepatica en lipidos, elevada produccion
de acido Urico y su deficiente regulacion hor-
monal, constituye un factor determinante en
el desarrollo de sindrome metabélico y sus pa-
tologias asociadas. Esta singularidad explica su
mayor impacto en comparacion con otros azu-
cares y justifica la creciente preocupacion por
su papel en la fisiopatologia de enfermedades
metabolicas y cardiovasculares.
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1.3. Patologias asociadas al consumo de
fructosa

El consumo excesivo de fructosa se ha relacio-
nado de forma directa con multiples alteracio-
nes caracteristicas del sindrome metabolico,
tales como la obesidad, la hipertension arte-
rial, la resistencia a la insulina, la hipertrigli-
ceridemia, las enfermedades cardiovasculares
y el estrés oxidativo, siendo el higado el or-
gano mas afectado debido a su papel central
en el metabolismo de este azlcar (1,3).
Numerosos estudios han demostrado que una
elevada ingesta de fructosa induce la activa-
cion de la lipogénesis de novo, lo que conlleva
una acumulacion de triglicéridos en el higado.
Esta acumulacién promueve el desarrollo de
dislipidemia, caracterizada por un aumento de
VLDL, un descenso del colesterol en HDL y un
aumento de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) pequenas y densas, altamente aterogé-
nicas. Estos cambios se asocian con un mayor
riesgo de enfermedad cardiovascular y ateros-
clerosis en sujetos con alto consumo de azlca-
res anadidos, particularmente fructosa (1,4).
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Ademas del impacto lipidico, el metabo-
lismo hepatico de la fructosa promueve la pro-
duccion de acido urico. Tal y como se ha
detallado en el apartado de metabolismo de
la fructosa, la conversion de fructosa en fruc-
tosa-1-fosfato genera como subproducto el
ADP que a su vez se transforma en AMP. El AMP
puede sufrir una desaminacion dando lugar a
inosina monofosfato (IMP), o bien una fosfori-
lacion transformandose a inosina. Ambas mo-
léculas son catabolizadas a hipoxantina y
posteriormente a xantina, que por medio de la
xantina oxidasa se convierte en acido Urico
(3). La hiperuricemia provocada por la fruc-
tosa se ha relacionado con la aparicion de re-
sistencia a la insulina, inflamacion sistémica y
estrés oxidativo (6). Estos efectos son especial-
mente preocupantes en individuos con predis-
posicion a enfermedades metabdlicas como
obesidad o diabetes tipo 2.

Por otra parte, se ha demostrado que el con-
sumo de fructosa favorece la acumulacion de
grasa visceral, ya que, como hemos comen-
tado anteriormente, su metabolismo se salta
dos de los puntos clave de regulacion de la
glucolisis, fomentando la produccion descon-
trolada de triosas fosfato y su posterior con-
version en acidos grasos y triglicéridos (3,7).
Ademas, se ha descrito que la fructosa activa
los factores de transcripcion ChREBP y la pro-
teina de union al elemento respuesta de este-
roles tipo 1c (SREBP-1c, del inglés: Sterol
response element binding protein 1c), ambos
dos promueven la expresion de genes involu-
crados en la lipogénesis. A su vez, también se
ha observado como dietas ricas en fructosa,
disminuyen la expresion del receptor activado
por proliferadores de peroxisomas alfa
(PPARa, del inglés Peroxisome proliferator-ac-
tivated receptor alpha), que a su vez favorece
la oxidacion de acidos grasos. Por tanto, una
mayor sintesis de acidos grasos y triglicéridos,
sumada a su reducido catabolismo, favorece
una mayor liberacion de VLDL al torrente san-
guineo, generando asi hipertrigliceridemia (8).

En conclusion, las investigaciones llevadas a
cabo hasta el momento respaldan que el con-
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sumo elevado de fructosa provoca cambios
desfavorables en el metabolismo lipidico y
energético, con graves consecuencias sobre la
funcion hepatica y la salud cardiovascular.
Estos efectos metabolicos adversos son espe-
cialmente relevantes en situaciones de una
alta ingesta de forma prolongada, como ocu-
rre en poblaciones expuestas donde abunda el
consumo de bebidas azucaradas y productos
ultraprocesados (3).

1.4. Epigenética y Programacion Fetal

Segln Bird, la epigenética es “la adaptacion
estructural de regiones cromosémicas con el
fin de registrar, sefalar o perpetuar estados
de actividad alterados” (9). Otros autores la
han descrito como la ciencia que estudia los
cambios producidos en la expresion de los
genes que son hereditarios, y que no se deben
a alteraciones en la secuencia genética del
acido desoxirribonucleico (ADN) (10). Muchas
enfermedades metabdlicas, como la diabetes
tipo 2, la obesidad o el higado graso no alco-
holico, estan sujetas a cambios epigenéticos,
de los cuales se pueden distinguir tres princi-
pales mecanismos reguladores, que son: la
metilacion del ADN, la modificacion de las his-
tonas y los micros-acidos ribonucleicos
(miARN) (11). Todos ellos, juegan un papel
clave en la regulacion de la diferenciacion ce-
lular, la expresion génica especifica de cada
célula, la impronta parental, la inactivacion
del cromosoma X, asi como la estabilidad y es-
tructura gendmicas (12).

El embarazo representa una etapa de alta
vulnerabilidad metabolica, tanto para la madre
como para el feto. Durante la gestacion, se
producen numerosos cambios fisioldgicos y
metabdlicos destinados a asegurar el ade-
cuado desarrollo fetal, entre ellos una mayor
sensibilidad a estimulos nutricionales. La salud
fisica y mental, el estilo de dieta, asi como el
ambiente al que se vea expuesta la madre du-
rante el embarazo, tendran un papel crucial
que marcara la salud metabdlica del feto,
tanto en sus primeros anos de vida como en la
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edad adulta. Alteraciones endocrinas, agentes
infecciosos o la biodisponibilidad de nutrien-
tes, son algunos de los factores claves mas im-
portantes involucrados en la programacion
fetal. Segun Marciniak y colaboradores “la pro-
gramacion fetal tiene lugar cuando el entorno
optimo en el que crece el feto se ve alterado
por factores hostiles, especialmente durante
los periodos criticos del desarrollo de los or-
ganos esenciales” (13).

Ademas, varios estudios experimentales con
modelos animales han demostrado que cam-
bios metabolicos desencadenados durante los
periodos prenatal y postnatal estan estrecha-
mente relacionados con el desarrollo de alte-
raciones metabdlicas durante la edad adulta
(14). Siguiendo este modelo, se cree que el
consumo de dietas que contienen fructosa por
parte de la madre ejerce un efecto adverso
sobre la programacion metabolica del feto que
podrian desencadenar enfermedades metabo-
licas a largo plazo (15).

Todas estas modificaciones se trasmiten de
generacion en generacion a través de meca-
nismos epigenéticos, definidos como la serie
de alteraciones en la expresion génica, sin
afectar a la secuencia de ADN. Algunos de los
mecanismos mejor descritos, son la metilacion
del ADN, la acetilacion de histonas y los ARN
no codificantes. Estas modificaciones son he-
reditarias y reversibles, y alteran la estructura
y condensacion de la cromatina, afectando de
esta manera a la expresion del fenotipo (16).

Las modificaciones epigenéticas pueden al-
terar la morfologia de los 6rganos del feto y
comprometer el funcionamiento normal de las
células (16). Se ha comprobado que la malnu-
tricion y la sobrealimentacion son perjudicia-
les para el desarrollo normal del feto. Por un
lado, un déficit nutricional durante la gesta-
cion puede derivar en malformaciones en el
feto que estan directamente relacionadas con
el desarrollo del sindrome metabdlico en la
edad adulta. Por otro lado, la descendencia de
madres con problemas de obesidad o diabetes
tipo 2, es mas propensa a padecer obesidad en
los primeros anos de vida o en la edad adulta
(17).
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Asi pues, el estudio de los efectos de la in-
gesta de fructosa en el embarazo es un campo
de creciente interés, no solo por su importan-
cia clinica inmediata en la propia gestacion,
sino también por su trascendencia para la
salud de la descendencia.

Los principales mecanismos epigenéticos in-
cluyen la metilacion del ADN, que consiste en
la adicion de grupos metilo a residuos de cito-
sina (a menudo en islas CpG en regiones pro-
motoras), regulando la expresion génica (18).
Este proceso es catalizado por ADN metiltrans-
ferasas (DNMT) que utilizan S-adenosilmetio-
nina (SAM) como donante de metilos, y su
alteracion es clave en la embriogénesis (19).
Otro mecanismo es la modificacion de histo-
nas, las proteinas que empaquetan el ADN en
nucleosomas. La acetilacion de histonas por
enzimas HAT relaja la cromatina, favoreciendo
la transcripcion, mientras que las HDAC la
compactan, reprimiendo la expresion génica
(20). Finalmente, los ARN no codificantes
(ARNNc) son moléculas de ARN que no se tra-
ducen a proteinas, pero regulan la expresion
génica (21). Estos incluyen los microARN
(MiARN), que inhiben la traduccién o degradan
los ARNm diana, y los ARN no codificantes lar-
gos (ARNlInc) y circulares (ARNcirc), que mo-
dulan la transcripcion y la estabilidad de otros
ARN (22).

1.4.1 Fructosa durante el embarazo

Multiples trabajos cientificos han demostrado
que el consumo excesivo de fructosa en ma-
dres gestantes, tanto en forma de sacarosa o
HFCS, puede tener efectos perjudiciales en la
descendencia adulta tales como el desarrollo
de obesidad, resistencia a la insulina e hiper-
tension (1,5). En este proceso, la placenta des-
empena una funcion critica, ya que actua
como organo regulador para el transporte de
nutrientes de la madre al feto, por lo que su
correcto funcionamiento es primordial para el
desarrollo 6ptimo del feto (23). Estudios reali-
zados en modelos animales han puesto de ma-
nifiesto la importancia de la placenta en la
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salud de la descendencia. Estos trabajos han
demostrado que las placentas de madres ex-
puestas a un consumo elevado en fructosa
mostraban un mayor estrés oxidativo, ademas
de una mayor produccion de acido Urico y al-
teraciones en los transportadores de glucosa
(24,25,26).

Pese a que se ha demostrado la correlacion
entre el consumo de fructosa y el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares o la obesi-
dad, su consumo no esta contraindicado en
mujeres embarazadas (15). Datos experimen-
tales han evidenciado que esta ingesta podria
producir modificaciones en el desarrollo peri-
natal del feto, afectando a la glucemia, insu-
linemia, lipidemia y a las vias de sefnalizacion
de la leptina. Asi, se ha observado cémo la
descendencia de madres alimentadas con die-
tas ricas en fructosa presenta dislipidemia y
una mayor sintesis hepatica de acidos grasos
(27).

Otros autores han demostrado que un con-
sumo elevado de fructosa durante la gestacion
puede provocar modificaciones epigenéticas
persistentes en la descendencia. Un ejemplo

®

bien documentado es la alteracion en la meti-
lacion del promotor del gen LXRa (receptor X
hepatico alfa), un receptor nuclear clave del
metabolismo lipidico y del colesterol (15). En
estudios realizados con ratas, se observé que
los machos descendientes de madres alimen-
tadas con dietas ricas en fructosa presentaban
una hipermetilacion en la region promotora del
gen LXRa, lo que se asocié con una menor ex-
presion del receptor y sus genes diana, como
el receptor SR-B1 (del inglés: Scavenger recep-
tor class B type 1), el receptor ABCG5 (del in-
glés: ATP Binding Cassette Subfamily G
Member 5) y el colesterol 7-alfa hidroxilasa (ci-
tocromo p450 tipo 7 A1, CYP7A1). En el grupo
de las descendientes hembra sucedio lo con-
trario, tanto en la metilacion del promotor de
LXRa como en la expresion del gen y sus genes
diana. Todo esto sugiere la existencia de dife-
rencias dependientes del sexo en la programa-
cion epigenética inducida por la fructosa.
También se observo, que en la descendencia
macho los niveles de acido félico, implicado
en el metabolismo de un carbono, aumentaron
y lo opuesto sucedié en las hembras. Estos
datos ponen de manifiesto que el estado de
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Figura 5. Representacion esquematica del metabolismo de la serina a partir de 3-fosfoglicerato en el higado. 2-PG:
2-fosfoglicerato; 3PG: 3-fosfoglicerato; 3PHP: 3-fosfohidroxipiruvato; 3PSER: 3-fosfoserina; a-KG: a-cetoglutarato;
NADH: dinucleétido de nicotinamida adenina; PEP: fosfoenolpiruvato; PHGDH: 3-fosfoglicerato deshidrogenasa;
PKM2: piruvato quinasa M2; ENO: enolasa; PSAT1: 3-fosfoserina aminotransferasa 1; PSPH: fosfoserina fosfatasa;
SDS: serina deshidrogenasa; SHMT 1: serina hidroximetiltransferasa 1; SHMT2: serina hidroximetiltransferasa 2; THF:
tetrahidrofolato; 5,10-meTHF: 5,10-metilentetrahidrofolato. Imagen realizada con Biorender (www.biorender.com).
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metilacion de la region promotora del gen de
LXRa puede estar relacionado con la disponi-
bilidad de folato, clave para la sintesis de nu-
cledtidos, la regeneracion de la metionina y la
metilacion del ADN (15).

1.5. Metabolismo de la serina

La L-serina es un aminoacido de vital impor-
tancia en la homeostasis celular. La principal
fuente de este aminoacido son las proteinas,
donde su contenido puede variar entre un 2-
5%. A nivel endogeno, se puede sintetizar a
partir del 3-fosfoglicerato, un intermediario
de la glucolisis, y de la glicina.

Aunque no es un aminoacido esencial en el
sentido estricto de la palabra, se ha descrito
como “condicionalmente esencial” durante si-
tuaciones de gran necesidad metabolica o es-
trés fisiologico, es decir, en una situacion de
enfermedad inflamatoria, cancer o enferme-
dad infecciosa (24). Funcionalmente, la L-se-
rina participa en la biosintesis de nucleotidos
y lipidos de membrana, asi como en la de los
aminoacidos glicina y cisteina, y en la sintesis
de glutation, molécula que actua como regu-
lador del estado redox de la célula (28,29).
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El primer paso en la sintesis de serina con-
siste en la oxidacion del 3-fosfoglicerato
(3PG), un intermediario de la glucolisis, a 3-
fosfohidroxipiruvato (3-PHP) utilizando como
coenzima NAD+, que se reduce a su vez a
NADH+H*, a través de una reaccion catalizada
por la 3-fosfoglicerato deshidrogenasa
(PHGDH), enzima limitante y reguladora de la
ruta. El NADH formado podria utilizarse como
dador de electrones en la cadena respiratoria
para generar energia, conectando asi esta ruta
con el metabolismo energético (28). En se-
gundo lugar, el 3-fosfohidroxipiruvato reac-
ciona con glutamato y experimentan una
transaminacion que da lugar a 3-fosfoserina y
alfa-cetoglutarato (aKG), en un proceso cata-
lizado por la 3-fosfoserina aminotransferasa
(PSAT1). Esta etapa constituye una reaccion
anaplerdtica del acido citrico, dado que ge-
nera alfa-cetoglutarato, que es un intermedia-
rio de dicho ciclo. Finalmente, se produce la
hidrolisis irreversible del grupo fosfato por
medio de la fosfoserina fosfatasa (PSPH),
dando lugar a L-serina y la liberacion de un
grupo fosfato inorganico.
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Figura 6 Interconexion de la biosintesis de serina con el ciclo del folato-metionina y el metabolismo

de un carbono. Imagen extraida de (28).
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La L-serina es también un intermediario cri-
tico con una influencia clara en la regulacion
epigenética. De hecho, esta directamente im-
plicada en el metabolismo de un carbono a tra-
vés de la via del folato/metionina. La
conversion de serina en glicina mediante la ac-
cion de la serina hidroximetiltransferasa
(SHMT) produce el 5,10-metilentetrahidrofo-
lato (5,10-CH2-THF) a partir del tetrahidrofo-
lato (THF), reponiendo la reserva de un
carbono (28). El 5,10-CH2-THF es crucial para
la sintesis de purinas, pirimidinas y la forma-
cion de 5-metiltetrahidrofolato (5-CH3-THF)
que posteriormente cede su grupo metilo a la
homocisteina dando lugar a metionina, en una
reaccion catalizada por la metionina sintasa. A
continuacion, la metionina producida se metila
para formar S-adenosilmetionina (SAM), el
principal donante de grupos metilo en la meti-
lacion del ADN, el ARN y las proteinas, inte-
grando asi el metabolismo de la serina con la
regulacion epigenética (28,29). Por otro lado,
la homocisteina también puede servir de pre-
cursora para la sintesis de glutation.

La serina ejerce un papel importante en el
desarrollo de las células tumorales, dado que
su metabolismo genera multitud de precurso-
res necesarios para mantener el elevado grado
de division celular que caracteriza a este tipo
de células.

Desde el punto de vista fisioldgico, la serina
también regula procesos inmuno-metabolicos
implicados en la homeostasis pulmonar, espe-
cialmente en células epiteliales y macrofagos.
Se ha descrito que, en presencia de agentes
infecciosos, la serina promueve la biosintesis
de lipidos y la produccion mitocondrial de ATP,
mecanismos esenciales para preservar la inte-
gridad de la barrera epitelial y la respuesta in-
mune innata frente a patdgenos respiratorios
(30).

1.5.1 Transporte de la serina
Durante el periodo perinatal, la placenta

ejerce una funcion esencial en el desarrollo
del feto, ya que actlia como intermediario en
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el transporte de nutrientes entre la madre y
el feto. Entre las moléculas que son transpor-
tadas de la madre al feto a través de la pla-
centa se encuentran los aminoacidos. Este
proceso de transferencia esta altamente regu-
lado e incluye 2 etapas: en primer lugar, los
nutrientes son captados por las microvellosi-
dades (MVM) de la membrana plasmatica del
sincitiotrofoblasto a partir de la sangre ma-
terna, y posteriormente, son liberados al sis-
tema circulatorio del feto a través de la
membrana basal (31).

El sincitiotrofoblasto es la principal barrera
para la transferencia de nutrientes entre la
madre y el feto. En primer lugar, los aminoa-
cidos deben atravesar la membrana plasma-
tica de las microvellosidades (MVM) orientada
a la madre y, posteriormente, la membrana
basal orientada al feto. Ademas, en el sinci-
tiotrofoblasto los aminoacidos pueden sufrir
transformaciones, pudiendo ser convertidos en
nuevos aminoacidos (Figura 7).

Se ha visto que la concentracion de amino-
acidos es mayor en el plasma de los fetos que
en el de la madre, lo que indica que el trans-
porte de aminoacidos a través de la placenta
se da de manera activa (31).

Existen tres sistemas para el transporte de
aminoacidos a través de la placenta, clasifica-
dos en funcion de su especificidad y meca-
nismo de accion. Estos incluyen el sistema A,
dentro del cual se incluyen los transportadores
de aminoacidos neutros acoplados a sodio
(SNAT, del inglés: sodium-coupled neutral
amino acid transporters) 1 (SNAT1), 2 (SNAT2)
y 4 (SNAT4). Se trata de un sistema activo de-
pendiente de sodio, especifico para aminoaci-
dos pequenos y neutros, como la serina. Esta
estrechamente relacionado con el suministro
de precursores metabolicos al feto, tanto es
asi, que se ha observado que una disminucion
de su actividad provoca una restriccion del
crecimiento intrauterino (RCIU) (32). Por otro
lado, se encuentra el sistema L, el cual es un
intercambiador independiente de sodio invo-
lucrado en el transporte de aminoacidos neu-
tros de cadena larga ramificada, como la
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Figura 7. Mecanismos de transporte de aminoacidos.
(A) A: los aminoacidos (aa) de la sangre materna son
captados por transportadores de la membrana apical
del sincitiotrofoblasto placentario. B: Dentro del sin-
citiotrofoblasto, los aminoacidos se metabolizan para
producir nuevos aminoacidos. C: Los aminoacidos son
transportados a través de la membrana basal por pro-
teinas transportadoras. D: Los aminoacidos se difun-
den en la sangre fetal a través de las fenestraciones
del endotelio capilar. (B) Los aminoacidos son captados
por transportadores acumulativos (Ac) o intercambia-
dores (X) (31).

leucina o la isoleucina. Dichos aminoacidos son
esenciales en la sintesis proteica y sefalizacion
celular, activando la via mTOR (del inglés:
mammalian target of Rapamycin), responsa-
ble de regular la proliferacion celular. Por ul-
timo, el sistema ASC incluye los
transportadores alanina-serina-cisteina (ASC)
1 (ASCT1) y 2 (ASCT2). También transporta se-
rina y otros aminoacidos neutros de cadena
corta, como la cisteina y la alanina. Actla
como un transportador facilitador, promo-
viendo el equilibrio homeostatico intracelular
de estos aminoacidos (32,33).Como ya hemos
comentado anteriormente, aunque la serina es
considerada un aminoacido no esencial, es
clave en el desarrollo del feto ya que actua en
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la sintesis de fosfolipidos, nucleotidos, gluta-
tion y componentes del sistema nervioso cen-
tral (33). Ademas de la capacidad de la
placenta de sintetizar serina de novo a partir
del intermediario glucolitico 3-fosfoglicerato,
hay evidencias de que también puede ser
transportada de manera activa desde la circu-
lacion materna al feto, particularmente en si-
tuaciones en las que la demanda fetal
sobrepase la capacidad biosintética placenta-
ria (31).

Algunos estudios han demostrado que, en si-
tuaciones adversas exhibidas durante el em-
barazo, como, por ejemplo, la restriccion del
crecimiento intrauterino (RCIU), el funciona-
miento normal del sistema A se ve alterado, lo
que provoca una disminucion del transporte de
serina y otros aminoacidos esenciales de la
placenta al feto (32). Asimismo, habitos poco
saludables de la madre como fumar, la inacti-
vidad fisica, la depresion, el estrés o desorde-
nes neurologicos pueden modular
negativamente la programacion fetal del neo-
nato, ademas de afectar a la funcion placen-
taria y, por consiguiente, a la biodisponibilidad
de nutrientes para el adecuado desarrollo del
feto (13).

2. HIPOTESIS

Con la evidencia cientifica expuesta anterior-
mente, en el presente trabajo nos planteamos
la hipotesis de que el consumo materno de
fructosa durante la gestacion puede afectar al
metabolismo de la serina y glicina, lo que po-
dria alterar sus niveles plasmaticos, tanto en
las madres gestantes como en sus fetos.

Para corroborar esta hipotesis, planteamos los
siguientes objetivos.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general
El principal objetivo de este trabajo experi-

mental es estudiar el impacto del consumo
materno de fructosa durante la gestacion
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sobre la expresion de los genes involucrados racional de las alteraciones metabolicas
en la biosintesis de serina, su transformacion asociadas al consumo de fructosa durante
en glicina y su conversién a piruvato en ratas la gestacion.

gestantes y evaluar si este consumo materno )
pudiera afectar a la descendencia hembra 4. MATERIALES Y METODOS
cuando esta gestante y a sus fetos.

4.1. Disefio experimental
3.2. Objetivos especificos
Se utilizaron muestras de higado y placenta de
rata Sprague-Dawley. Los protocolos de ma-
nejo animal fueron revisados y aprobados por
un Comité de Etica de Investigacion institucio-
nal, siguiendo las directrices para el cuidado
de animales de experimentacion.
Se llevaron a cabo dos disenos experimentales:

Para alcanzar el objetivo general, proponemos
los siguientes objetivos especificos:

» Estudiar el efecto de la ingesta de fructosa
durante la gestacion en el metabolismo de
la serina en el higado de ratas gestantes.

» Estudiar el metabolismo de la serina en el

higado de gestantes descendientes de ma- Ratas hembra Sprague-Dawley se cruzaron con
dres-fructosa expuestas o no a este carbo-  1,5cho5 y a Lo largo de toda la gestacion, se
hidrato durante su propia gestacion. les permitio el acceso libre a agua sin aditivo
« Evaluar el metabolismo y transporte de la (grupo Control) o bien agua suplementada con
serina en la placenta de las ratas descen-  yn 10% de fructosa (p/v) (grupo Fructosa) o
dientes de madres con fructosa, como prin- 10% de glucosa (grupo glucosa). Los tres gru-
cipal 6rgano encargado del transporte de  pos experimentales fueron los siguientes:
nutrientes de la madre al feto, a través del « Gestantes FO que consumieron agua du-

Disefio experimental 1:

estudio de la expresion génica de los trans- rante la gestacion (Control, C).
portadores implicados. » Gestantes FO que consumieron fructosa 10%
o Estudiar el metabolismo de la serina en el (p/v) durante la gestacion (Fructosa, F)
higado de los fetos con el fin de evaluar si » Gestantes FO que consumieron glucosa 10%
existe un efecto de transmision intergene- (p/v) durante la gestacion (Glucosa, G)
| Dieta estandar | Gestacion FO |
&L
Hembras FO Madres FO fructosa (10 %) %
2
Hembras FO Madres FO glucosa (10 %)

¥,
: s Y i
e atle. Inicio tratamiento Sacrifcio
dietetico 21 dias

Figura 8. Disefio experimental del procedimiento 1. Control: Ratas gestantes que consumieron agua durante la gestacion.
Fructosa: Ratas gestantes cuyas madres consumieron fructosa (10 %) durante la gestacion. Glucosa: Ratas gestantes
cuyas madres consumieron glucosa (10 %) durante la gestacion. Imagen realizada con Biorender (www.biorender.com).
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Disefio experimental 2:

Ratas hembra Sprague-Dawley se cruzaron con

machos y a lo largo de toda la gestacion, se

les permitio el acceso libre a agua sin aditivo

o bien agua suplementada con un 10% de fruc-

tosa (p/v) (generacion F0). Tras parir, se rea-

liz6 un ajuste de las camadas a 9 crias y se les
administré agua sin aditivo durante la lactan-
cia. Cuando las crias alcanzaron los 20 dias de
edad, se destetaron y se les dejo crecer, per-
mitiéndoles el acceso a agua sin aditivo (ge-
neracion F1). Las hembras F1 a las 8 semanas

de edad se cruzaron con machos controles y

se dividieron, tal y como se describe en la fi-

gura 9, creandose asi tres grupos experimen-
tales:

o Gestantes F1 cuyas madres consumieron
agua durante la gestacion y ellas consumie-
ron agua durante su propia gestacion (Con-
trol-Control, CC).

o Gestantes F1 cuyas madres consumieron
fructosa 10% (p/v) durante la gestacion y
ellas consumieron agua sin aditivo durante
su gestacion (Fructosa-Control, FC).

o Gestantes F1 cuyas madres consumieron
fructosa 10% (p/v) durante la gestacion y
ellas consumieron fructosa 10% (p/v) du-
rante su gestacion (Fructosa-Fructosa, FF).
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Las gestantes (5 hembras por grupo experi-
mental) fueron sacrificadas en el dia 21 de ges-
tacion, y se recogio el higado y las placentas.
Los fetos se pesaron y fueron sacrificados para
obtener el higado. En este caso, se llevo a
cabo un pool de los plasmas e higados de fetos
procedentes de la misma madre, que fueron
almacenados a -80 °C.

4.2. Estudio de la expresion génica del
ARNm

4.2.1. Homogenizacion de los tejidos y ex-
traccion del ARN total

Para la extraccion del acido ribonucleico total
(ARN) se utilizé el kit RibopureTM (Invitrogen,
ThermoFisher, EE. UU.). Para ello, se homoge-
neizaron 100 mg de higado materno o fetal en
un Tissuelyser LT (Qiagen, EE. UU.) con TRI Re-
agent® (Invitrogen, ThermoFisher., EE. UU.)
que, gracias al fenol y al tiocianato de guani-
dina, inactiva las nucleasas y lisa las células.
A continuacion, las muestras se dejaron repo-
sar durante 5 minutos a temperatura ambiente
para descomponer los complejos nucleopro-
teicos. Posteriormente, el homogeneizado se
centrifugd a 16.000 xg durante 1.° minuto a 4
°C. Seguido, se ainadié bromocloropropano (In-
vitrogen, ThermoFisher., EE. UU.) al sobrena-
dante, lo que provoco la separacion de ARN en

| Gestacion madres FO |

8 semanas

| Gestacion F1 |

Madres FO control :

Lactancia
(agua)

. Madres FO fructosa :

| (fructosa 10 %) Lactancia
[ ] :
g~ .8 il
Inicio tratamiento Parto
dietetico Fin del tratamiento

diétetico

21 dias

Hembras F1 control CC (agua)

] FC (agua) ‘

Hembras F1 fructosa |
FF (fructosa 10 %)

Destete . A
Inicio tratamiento Sacrifcio
dietetico 21 dias

Figura 9. Disefio experimental del procedimiento 2. CC: Las ratas gestantes y sus madres consumieron agua du-
rante la gestacion. FC: Ratas gestantes cuyas madres consumieron fructosa (10 %) durante la gestacion y ellas
tomaron agua sin aditivo durante la gestacion. FF: Ratas gestantes cuyas madres consumieron fructosa (10 %)
durante la gestacion y ellas tomaron fructosa. Imagen realizada con Biorender (www.biorender.com).
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la fase acuosa superior, quedando las proteinas
y el ADN en la interfase y en la fase organica
inferior. Para ello, las muestras se centrifuga-
ron de nuevo a 16.000 xg y 4 °C durante 10 mi-
nutos. La fase superior, donde se encuentra el
ARN, se recogio para proceder a la purificacion
final de este ultimo.

4.2.2. Purificacion del ARN

La purificacion final del ARN se realizd por
unién de este a unos filtros de fibra de vidrio
y, tras repetidos lavados y su posterior elucion
con un tampoén bajo en sales. Brevemente,
600 pL procedentes de la extraccion del ARN
del apartado anterior, se transfirieron a un car-
tucho con filtro de kit RibopureTM (Invitrogen,
ThermoFisher, EE. UU.) previamente insertado
en un tubo Eppendorf limpio. A continuacion,
se centrifugaron los tubos a 13.500 xg y tem-
peratura ambiente durante 30 segundos y se
desecho el liquido filtrado, ya que el ARN per-
manece unido al filtro del cartucho. Después,
se anadieron 500 pl de solucién de lavado (In-
vitrogen, ThermoFisher., EE.UU.) al filtro y se
centrifugaron los tubos en las mismas condi-
ciones descritas, deshaciéndonos de nuevo del
filtrado. El lavado se repitio dos veces para
eliminar totalmente las impurezas. A continua-
cion, los cartuchos se transfirieron a un tubo
nuevo y se anadieron 100 pl de tampon de elu-
cion (Invitrogen, ThermoFisher., EE.UU.). Se
incubaron a temperatura ambiente durante 2
minutos para solubilizar el ARN extraido en el
tampon de elucion y, después, se centrifugaron
a 12.000 xg y a temperatura ambiente durante
30 segundos. El filtrado obtenido contenia el
ARN total de la muestra.

4.2.3. Cuantificacion, pureza e integridad
del ARN

Para determinar la concentracion y pureza del
ARN total obtenido, se utilizé un NanoDrop®
One (ThermoFisher., EE. UU.). La pureza se ob-
tiene a partir de las medidas de absorbancia a
260/280 nm (que nos da informacion sobre las
posibles impurezas proteicas) y 260/230 nm
(que nos indica si han quedado impurezas del
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disolvente organico). Cuanto mas se acerquen
estos dos cocientes a 2,0, mayor sera la pu-
reza del RNA obtenido. Tomamos nuestras
muestras como validas si su relacion era de
1,8-2,0. Todas las mediciones se realizaron por
duplicado.

Para comprobar la integridad del ARN, se re-
alizo una electroforesis en un gel de agarosa.
Para ello, se preparé un gel de agarosa al 2 %
tenido con Red SafeTM (iNtRON Biotechnology,
Corea del Sur), se cargo con 500 ng de ARN y
se dejo a 90 V durante 20 minutos para la se-
paracion del ARN. Las bandas respectivas de
ARN, 18sy 28s (principales ARN ribosomales de
la célula) se observaron bien diferenciadas, lo
que nos aseguro que el ARN estaba integro y
no se habia degradado (Figura 10).

4.2.4. Tratamiento con DNasa

Después de la extraccion con sales de guani-
dino y solventes organicos, las muestras fue-
ron tratadas con un tratamiento riguroso con
el kit Turbo DNA-freeTM (Invitrogen, Thermo-
Fisher., EEUU), para eliminar las posibles tra-
zas de ADN contaminante que podrian
interferir con los ensayos realizados posterior-
mente. Brevemente, a 10 pg del ARN obtenido
se le anadio 3 pL de 10X Turbo DNase Buffer, 3
ML de Turbo DNase (2 U/L) y agua libre de RNa-
sas hasta un volumen final de 30 pL. Tras in-
cubar la mezcla a 37 °C durante 30 minutos,
la DNasa fue inactivada anadiendo 6 pul de
DNase Inactivation Reagent e incubando la
mezcla a temperatura ambiente 2 minutos. Los
tubos se centrifugaron a temperatura am-
biente a 16.000 g durante 2 minutos para eli-
minar el reactivo de inactivacion. El

Figura 10. Gel de agarosa para verificar la integridad
del ARN extraido. Tamafio esperado para el producto
de amplificacion: 236 pares de bases. Marcador mo-
lecular cuya primera banda es de 100 pb.
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Tabla 1. Protocolo de la PCR de verificacion para el gen RPS29

Paso Temperatura Tiempo Ciclo
Desnaturalizacion inicial 95 °C 3 minutos 1
95 °C 30 segundos 30
Amplificacion 68 °C 1 minuto
72 °C 1 minuto
Extension final 72 °C 10 minutos 1

sobrenadante, que contiene el ARN libre de
ADN, se recogio y se trasvaso a tubos nuevos,
y finalmente se cuantificé la concentracion de
ARN siguiendo el mismo protocolo que en el
apartado anterior.

Para asegurarnos de que las muestras no es-
taban contaminadas con ADN se llevo a cabo
una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Si la muestra se encuentra completa-
mente libre de ADN, la polimerasa no va a am-
plificar las regiones del gen de referencia
RPS29 delimitadas por sus cebadores. Para
asegurar que la PCR se habia desarrollado co-
rrectamente, se procesé al mismo tiempo un
control positivo (muestra de ADN complemen-
tario 5 ng/pL) junto con las muestras y un con-
trol negativo (agua destilada). Para llevar a
cabo la PCR se utilizaron 125 ng de ARN a los
que se les adiciono 12,5 pL de NZYTaq Il 2x
Green Master mix (NZYTech, Portugal), 2 pL de
cebadores F y R de RPS29 (10 pM) y agua des-
tilada hasta un volumen final de 25 pL. NZYTaq
II 2X Green Master Mix (NZYTec, Portugal) es
una mezcla lista para su uso que contiene Taq
Polimerasa, dNTPs, tampon para la PCR, MgCl2
y tampon de carga (con 2 colorantes, uno azul
y otro amarillo). Las condiciones de la PCR se
especifican en la Tabla 1 y fueron realizadas
en un termociclador iCycler (Bio-Rad, Califor-
nia, EEUU).

Tras la realizacion de la PCR, las muestras
se cargaron en un gel de agarosa al 2 % tenido
con Red Safe TM (iNtRON Biotechnology, Corea
del Sur) y fueron sometidas a electroforesis a
120 V. Los resultados se visualizaron en un
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transiluminador UVldoc System con camara in-
corporada (Uvitec, Reino Unido), utilizando
luz ultravioleta a 312 nm. La completa elimi-
nacion del ADN se aseguro con la ausencia de
banda del producto de PCR en las muestras
(Figura 11).

4.2.5. Retrotranscripcion del ARNm

Para poder realizar los estudios de expresion
génica, es necesario que el ARN mensajero
(ARNm) se retrotranscriba a ADN complemen-
tario (ADNc), y para ello se utilizo el kit SuperS-
cript® Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, EE.
UU.). Brevemente, se llevo a cabo el siguiente
protocolo: a 2,5 ng de ARN tratado con DNasa
se le adiciond 1 pL de oligo d(T) 70 uM (Sigma
Chemical Co., EE. UU.) y agua ultrapura esté-
ril hasta un volumen final de 12 pL. La mezcla
se mantuvo a 72 °C durante 10 minutos en un
Termociclador iCycler (Bio-Rad, EE. UU.). Pos-
teriormente, se adicionaron 4 pl de First Buf-
fer 5x (Invitrogen, EE. UU.), 2 pL de DTT

Muestras C- C+

MMol

Figura 11. Gel de verificacion de la eliminacion com-
pleta de ADN contaminante.
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MMol

Muestras C+ C-

Figura 12. Gel de verificacion de la funcionalidad del
ADNc obtenido. Tamafio esperado del producto de
amplificacion RPS29: 236 pb. Marcador molecular (M
Mol) cuya primera banda es de 100 pb.

(ditiotreitol) 0.1 M (Invitrogen, EE. UU.) y 1 pl
de dNTPs 40 pM (Sigma Chemical Co., EE.
UU.). La mezcla se incubd a 42 °C durante 2
minutos en el termociclador. Finalmente, se
adiciono 1 pL de transcriptasa inversa 100
U/pL (Invitrogen, Estados Unidos) y se man-
tuvo a 42 °C durante 50 minutos, seguido de
15 minutos a 72 °C para obtener el ADNc.

Una vez obtenido el ADNc, se llevo a cabo la
comprobacion de la funcionalidad de dicho
ADNc mediante PCR, siguiendo el mismo pro-
tocolo que en el apartado anterior. En este

caso, se debe obtener una banda correspon-
diente al gen de referencia RPS29 para asegu-
rarnos de que las muestras de ADNc son
funcionales.

4.2.6. Estudio de la expresion génica por
PCR a tiempo real

La PCR a tiempo real es una técnica cualitativa
y cuantitativa, que permite detectar en
tiempo real la amplificacion de una region es-
pecifica del ADN segun se va produciendo. Esto
se consigue gracias a una molécula fluores-
cente, el SYBR-Green |, que se intercala en la
doble hélice de ADN, aumentando unas 1.000
veces su fluorescencia cuando esta unida a
este (Figura 13). La cantidad de fluorescencia
emitida sera directamente proporcional al
producto amplificado.

El ciclo de amplificacion consiste en 3 fases:
background o fondo, exponencial y meseta. ELl
proceso se basa en la medicion del ciclo um-
bral (Cp), que es el ciclo en el que la senal de
fluorescencia excede un umbral definido. Este
valor Cp se correlaciona inversamente con la
cantidad inicial del gen de interés; es decir,
cuanto mas bajo sea el valor de Cp, mayor
sera la expresion de ese gen en la muestra

@ Initiation

DNA template

5
3
Undetected fluorescence intensity

@ Primer annealing (60°C)

5

III[IF'IIHII!IHIIIl ! ]\

=" Reverse primer
1 . :

Forward primer [ 1 =

r—

g WL

@ Denaturation (95°C)

Increased temperature
causes dsDNA to separate \

@ Extension (72°C)

Polymerase ( o
o wr;gmﬂ

x 1

Figura 13. Proceso de amplificaciéon y deteccién por fluorescencia del producto de amplificacion mediante la
unién del SYBR-Green I. Imagen realizada con Biorender (www.biorender.com).
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Figura 14. Curva de amplificacién y recta de calibrado de una qPCR

(34). Ademas, la eficiencia de la reaccion y la
linealidad del rango de deteccion se determi-
nan mediante la construccion de una recta de
calibrado (Figura 14), que se obtiene al reali-
zar diluciones seriadas 1/10 de una muestra pa-
tron del ADNc diana (35). La recta de calibrado
obtenida relaciona el valor Cp de cada dilu-
cion con el logaritmo de la cantidad de ADN
inicial. Utilizaremos la recta para obtener la
eficiencia de los cebadores utilizados y para
medir la expresion de los genes de interés.

4.2.6.1. Protocolo experimental de la PCR
a tiempo real
Para realizar la PCR a tiempo real se utilizo un
termociclador de PCR a tiempo real CXF96®
Touch (Bio-Rad, California, EE. UU.) y los ce-
badores que se detallan en la tabla 3 (IDT
Technologies, EE. UU.). Los volumenes de re-
activos que se utilizaron en cada muestra fue-
ron 10 yL de SYBR Premix Ex Taq (Takara Bio
Inc., Japon), 1 pL de cebador F 10 pM (IDT
Technologies, EE. UU.), 1 pyL de cebador R 10
KM (IDT Technologies, EE. UU.), 2 yL de mues-
tra de ADNc y 6 pL de agua mili-Q estéril. Las
muestras de higado y placenta fueron diluidas
1/30 para asegurarnos de que los valores Cp
de las distintas muestras para todos los genes
estuvieran dentro de la recta de calibrado
(Cps < 30 ciclos), ya que, si no, hay mayor pro-
babilidad de encontrar productos de amplifi-
cacion inespecificos, y por tanto la
amplificacion pierde eficiencia. Para hacer las
diluciones se utilizé un ADNc con una concen-
tracion de 5 ng/pL.

Los parametros programados para cada gen
se obtuvieron de la base de datos de secuen-
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cias de cebadores RT-PCR Primer Sequence for
Atlas Nylon Arrays (Clontech, EEUU) o de la
aplicacion para el disefo de cebadores Primer
BLAST. El protocolo llevado a cabo para la am-
plificacién de cada gen en el CXF96® viene
descrito en la tabla 2.

Tabla 2. Protocolo de PCR a tiempo real ge-
neral utilizando para los estudios de expre-
sion génica el CXF96

Preincubacion 1 ciclo
Amplificacion 40 ciclos
95 °C 10 segundos
68 °C 30 segundos
72 °C 45 segundos Medida
Curva de fusion 1 ciclo
65 ZC 5 segundos Mec.h'a
95°C continua

4.2.7. Analisis estadistico

Los ensayos se realizaron con 5 animales por
grupo. Los efectos del tratamiento se analiza-
ron mediante analisis unidireccional de la va-
rianza (ANOVA). Cuando estas condiciones
resultaron estadisticamente significativas (p <
0,05), las diferencias se analizaron mediante
el test de Tukey, utilizando el programa infor-
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matico SPSS (version 15). cuando la varianza
no era homogénea, se USO el test post hoc de
Tamhane. Los resultados se han expresado
como media + error estandar. Cuando las dife-
rencias entre los grupos fueron estadistica-
mente significativas (p < 0.05), se indicaron
con diferentes letras.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Efecto del consumo de fructosa en el
metabolismo hepatico de la serina en ges-
tantes generacion FO

Esta parte del estudio se realizo con el fin de
averiguar si el consumo de fructosa o glucosa
durante la gestacion produce cambios en la
expresion de los genes implicados en la sinte-

0

®

sis de serina (PHGDH), su transformacion a pi-
ruvato (SDS) o su interconversion en glicina
(SHMT1).

El 3-fosfoglicerato es un intermediario de la
glucolisis y sirve como precursor para la ruta
de sintesis de la serina. La fructolisis y la glu-
colisis convergen en la formacion de gliceral-
dehido-3-fosfato, que posteriormente es
transformado a 3-fosfoglicerato. Por ello, el
consumo de fructosa o glucosa podria alterar
la expresion de la enzima PHGDH, que cataliza
la etapa limitante de la ruta metabolica de
sintesis de serina (28).

Como se puede ver en la figura 15, se obser-
van diferencias significativas en la expresion
de las tres enzimas en las ratas gestantes que
consumieron ambos carbohidratos durante su
gestacion, respecto al grupo control.

Tabla 3. Cebadores utilizados de cada gen especificos para rata.

5'-TGAAGGCAAGATGGGTCACCAGCAGC-3

5-CAGGGTAGACAGTTGGITTCAITGGG-3'

5’-AGAGCTGAACGGGAAGACAC-3’

5’-AAAGGAGGCAGCGACTTCTG-3’

5’-ACGCCTCCTACGTGTACTTC-3’

5’-AGCACCAGCGAAAATCACAC-3

5’-GCTCAACATCCCCACAACCA-3’

5’-ACGTTGCCTCCAAAGCCAAT-3’

5’-CTTCTCACAAAACCCACGCT-3’

5’-ATCAGCTCCAATCCGACCCT-3’

5’-TCTTTACTTCGGACCACTCGG-3’

5’-GCAGAAGTTCTCTGAGGCG.A-3’

5’-TCAAGATCCGAGGCATTGGG-3’

5’-GTGGTGCTTGGCACAACAAT-3’

5’-TGCTCTGGCGTTCATCATCA-3’

5’-TGCAGACGTAGAGAATGCGG-3’

5’-TTTCCTGGTCACCACACTGCTC-3’

5’-CACGACCAAGCCCAGAATGTT-3’

5’-TCCCCGCCCAGTCTTACAG-3’

5’-GAATAGAGATGCCCGAGACCC-3’

5’-CTCATACCCCACGAAGCAGG-3’

5’-TCGTTGGCAGTCTTGAGGAG-3’

68 236pb Clontech

60 136pb PrimerBLAST
60 161pb PrimerBLAST
60 234pb PrimerBLAST
60 184pb PrimerBLAST
60 228pb PrimerBLAST
60 154pb PrimerBLAST
60 178pb PrimerBLAST
60 298pb PrimerBLAST
60 152pb PrimerBLAST
60 300pb PrimerBLAST
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En primer lugar, tanto el consumo de fruc-
tosa como el de glucosa en ratas gestantes
condujo a un aumento significativo en la ex-
presion de la enzima PHGDH (Figura 15A), por
lo que se deduce que ambos azlicares estan ac-
tivando la ruta de la sintesis de serina durante
la gestacion. En cambio, la expresion de la en-
zima SDS que cataliza la conversion de serina
en piruvato, el cual puede ser destinado a la
gluconeogénesis (29), transformarse a alanina
o lactato, o servir como precursor en la sinte-
sis de acidos grasos o colesterol (36), dismi-
nuye significativamente cuando se consume
fructosa (Figura 15B). Estos resultados ponen
de manifiesto que la ingesta de fructosa en
ratas gestantes induce una mayor produccion
de serina y reduce su conversion a piruvato,
por lo que cabria esperar un incremento en los
niveles de serina. Sorprendentemente, en el
grupo de ratas gestantes suplementadas con
glucosa, se observa solamente una tendencia
a una reduccion en la expresion de SDS res-
pecto al grupo control (figura 15B), por lo que
es posible que el equilibrio serina/piruvato es-
tuviera mas controlado en este caso.

Por ultimo, se evaluo la expresion del gen
SHMT1, que es la enzima responsable de con-
vertir serina en glicina en el citoplasma de la
célula, y también de aportar una unidad de
carbono al ciclo de acido félico (28). Como
puede verse en la figura 15C, su expresion au-
menta significativamente en las ratas gestan-
tes que han consumido fructosa y glucosa.
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Estos datos implican una mayor interconver-
sion de serina en glicina, lo que es de gran in-
terés, ya que la glicina es un aminoacido
indispensable para el correcto desarrollo del
feto. De hecho, otros autores como Rivas-Ra-
mirez et al. demostraron que la administra-
cion de glicina mejoro el desarrollo fetal y
revirtio los efectos nocivos de la hipergluce-
mia en un modelo de embriopatia diabética
(37).

Por otro lado, apoyando los efectos obser-
vados tras la ingesta de glucosa en el presente
trabajo, Zhou et al. revelaron que el aumento
en el consumo de glucosa activa la expresion
de la enzima PHGDH, promoviendo asi la sin-
tesis de serina a partir de intermediarios glu-
coliticos (38). Sin embargo, no existen
estudios, bajo nuestro conocimiento, que
hayan evaluado previamente como el consumo
de fructosa afecta a esta ruta metabolica.

Como hemos comentado en el apartado del
metabolismo de la serina, la ruta de produc-
cion de serina funciona también como ruta
anaplerotica, dado que permite la produccion
de a-cetoglutarato, unintermediario del ciclo
del acido citrico, el cual se puede utilizar
como precursor de multiples compuestos, pro-
moviendo asi la proliferacion celular y la bio-
sintesis de macromoléculas como triglicéridos
y colesterol (36). Esto resulta de gran interés,
ya que se ha observado que, en muchos pro-
cesos oncogénicos, el metabolismo alterado
del a-KG conduce a hipermetilacion del ADN y
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Figura 15. Expresion génica (ARNm) de las enzimas PHGDH (A), SDS (B), SHMT1 (C) en higados de
hembras gestantes descendientes de madres control (azul), madres-fructosa tras consumir durante
21 dias agua con un 10% (p/v) de fructosa (naranja) y madres-glucosa con un 10% (p/v) de glucosa
(verde). Los datos representan la media * E.S. de 5 ratas. Las letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas entre hembras tratadas con diferente dieta.
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Figura 16. Niveles de triglicéridos hepaticos
(mg/mg proteina) en higados de hembras gestan-
tes descendientes de madres control (azul), ma-
dres-fructosa tras consumir durante 21 dias agua
con un 10% (p/v) de fructosa (naranja) y madres-
glucosa con un 10% (p/v) de glucosa (verde). Las
letras diferentes indican diferencias estadistica-
mente significativas entre hembras tratadas con
diferente dieta.

de histonas. Esto podria contribuir al silencia-
miento de genes supresores de tumores, pro-
moviendo asi la progresion del tumor vy la
resistencia a tratamientos (39).

Acorde a los resultados anteriormente ex-
puestos, observamos en la figura 16 como el
consumo de fructosa aumenta significativa-
mente los niveles de triglicéridos, siguiendo
una tendencia muy similar a la observada en
la expresion de la enzima PHGDH (Figura 15A).
Por tanto, estos datos sugieren que la ingesta
de fructosa durante la gestacion induce una
mayor produccion de serina que se convierte
en glicina, la cual, debido a su interconexion
con la ruta del metabolismo de un carbono
(28), estaria proporcionando mas sustratos
para la sintesis de macromoléculas.

5.2. Efecto de la reexposicion a fructosa du-
rante la gestacion en descendientes de ma-
dres-fructosa (generacion F1): metabolismo
hepatico y placentario y transporte de se-
rina de la madre al feto.

Una vez evaluado cémo el consumo de fruc-
tosa durante la gestacion conduce a modifica-
ciones en la expresion génica de diferentes
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genes implicados en la sintesis de serina,
transformacion en piruvato e interconversion
en glicina (Figura 15), nos planteamos conocer
si dichos cambios pudieran tener alguna reper-
cusion a nivel de programacion fetal en la
descendencia hembra gestante.

5.2.1. Metabolismo de la serina en el higado
de gestantes de la generacion F1

En primer lugar, se llevo a cabo un estudio de
la expresion génica hepatica de todos los
genes involucrados en la sintesis de serina (Fi-
gura 17). Los datos obtenidos muestran un au-
mento en la expresion de la PHGDH en las
descendientes F1 de madres expuestas a fruc-
tosa durante su gestacion, que alcanza valores
significativos en el grupo FF (Figura 17A).
Estos datos sugieren un efecto de programa-
cion fetal, a través del cual la ingesta materna
de fructosa induce en sus descendientes, una
vez gestantes, la activacion de la sintesis de
serina. Sorprendentemente, este efecto se po-
tencia cuando a las descendientes se les reex-
pone a fructosa durante su propia gestacion
(grupo FF).

En las otras dos enzimas de la ruta, la expre-
sion de la PSAT1 (Figura 17B) no se ve alterada
en los distintos grupos estudiados, y en la PSPH
(Figura 17C) se observa una tendencia a una
mayor expresion en los grupos FC y FF. Pese a
que la expresion de la PSAT1 y la PSPH no
cambie significativamente en los grupos FC
y FF en comparacion con el grupo control, al
estar la PHGDH sobreexpresada, y siendo esta
la enzima limitante de la ruta, seria logico es-
perar que la concentracion de serina se vea
aumentada en el higado de estos animales
(29).

Por otro lado, se evalud la transformacion
de serina en piruvato a través de la enzima
SDS. Como puede verse en la Figura 18, la SDS
muestra una tendencia a una menor expresion
en los grupos de descendientes de madres-
fructosa (FC y FF), siendo esta reduccion mas
acusada en el grupo FF.

Efecto del consumo de fructosa en el
metabolismo de la serina. 1
Fermin Margallo, Madelin Pérez, et al.
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Figura 17. Expresion génica (ARNm) de las enzimas PHGDH (A), PSAT1 (B), PSPH (C) en higados de
hembras de 8 semanas de edad descendientes de madres-control (C) tras consumir agua sin aditivos
durante su gestacion (CC, barra azul), y hembras descendientes de madres-fructosa (F), tras consumir
agua sin aditivo (FC, barra naranja) y agua con un 10% (p/v) de fructosa (FF, barra morada). Las letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre hembras tratadas con diferente

dieta.

Todos estos resultados podrian indicarnos un
proceso de programacion fetal a través del
cual el consumo materno de fructosa pro-
mueve una mayor sintesis de serina en las des-
cendientes hembra gestantes (Figura 17) y una
posible mayor acumulacién de esta en el hi-
gado, ya que se observa una tendencia a una
menor transformacion de la serina en piruvato
(Figura 18). Todos estos efectos se ven poten-
ciados, al reexponer a fructosa a las gestantes

SDS
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Figura 18. Expresion génica (ARNm) de la enzima
SDS en higados de hembras de 8 semanas de edad
descendientes de madres-control (C) tras consumir
agua sin aditivos durante su gestacion (CC, barra
azul), y hembras descendientes de madres-fructosa
(F), tras consumir agua sin aditivos durante su ges-
tacion (CC, barra azul), y hembras descendientes
de madres-fructosa (F), tras consumir agua sin adi-
tivo (FC, barra naranja) y agua con un 10% (p/v) de
fructosa (FF, barra morada).
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descendientes de madres-fructosa. Algunos
autores han revelado cémo la hiperactivacion
de la biosintesis de serina, impulsa el desarro-
llo del cancer, ademas de elevar la produccion
de glutation, que ayuda a mantener el equili-
brio redox, favoreciendo asi la homeostasis tu-
moral (40).

A continuacion, se determind la expresion
génica de la SHMT1 y SHMT2, enzimas impli-
cadas en la interconversion de serina en gli-
cina. A diferencia de la SHMT1, la enzima
SHMT?2 cataliza la reaccion en las mitocondrias
(Figura 6) (28). Sorprendentemente, no se en-
contraron diferencias significativas en la ex-
presion de las enzimas SHMT1 (Figura 19A) ni
SHMT?2 (Figura 19B) en los distintos grupos ex-
perimentales estudiados. Aunque en el pre-
sente trabajo no hemos podido determinar los
niveles hepaticos de serina ni de glicina, al
existir una sobreexpresion de la PHGDH, en-
zima clave en la sintesis de serina, cabria es-
perar unos mayores niveles de serina, que por
una mayor disponibilidad de sustrato despla-
zaria la reaccion hacia una mayor intercon-
version a glicina. Meléndez-Hevia y de
Paz-Lugo demostraron que cada mol de serina
convertido genera exactamente un mol de gli-
cina, de modo que cualquier incremento en la
concentracion de serina se traduce en un au-
mento equimolar de glicina (41).
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Figura 19. Expresion génica (ARNm) de las enzimas SHMT1 (A), SHMT2 (B) en higados de hembras de 8 se-
manas de edad descendientes de madres-control (C) tras consumir agua sin aditivos durante su gestacion
(CC, barra azul), y hembras descendientes de madres-fructosa (F), tras consumir agua sin aditivo (FC, barra

naranja) y agua con un 10% (p/v) de fructosa (FF, barra morada).

Como hemos mencionado en el apartado an-
terior, la SHMT1 y SHMT2 son un punto de co-
nexion entre el metabolismo de la serina y el
metabolismo de un carbono (Figura 6). La
MTHFR y la MTHFD2 son las dos enzimas limi-
tantes de esta ruta (38). La primera actla en
el citoplasma, y reduce el 5,10-metilentetra-
hidrofolato a 5-metil-tetrahidrofolato (5-
Metil-THF). La segunda, actia en la
mitocondria, y cataliza la conversion de 5,10-
metilen-THF a 10-formil-THF (28). Como se
muestra en la figura 22 ambas enzimas presen-
tan una tendencia muy similar. De esta ma-
nera, la MTHFD2 (Figura 20A) aumenta su
expresion en las gestantes descendientes de
madres-fructosa (FC y FF), llegando a ser este
efecto significativo en el grupo FF. Ademas,
esta misma tendencia, sin llegar a ser signifi-

cativa, aparece en la expresion de la MTHFR
(Figura 20B). Sorprendentemente, el metabo-
lismo de la sintesis de serina (Figura 17) y el
metabolismo de un carbono (Figura 20) mues-
tran unos cambios de expresion similares. De
esta manera ambas rutas estan activadas en
aquellas descendientes cuyas madres han to-
mado fructosa durante la gestacion. Estos
datos refuerzan estudios previos en los cuales
se indica la interconexién existente entre
ambas rutas y la posible programacion fetal
asociada al consumo de fructosa (41,42).

Como se ha explicado anteriormente, la acti-
vacion de la sintesis de serina y, por consi-
guiente, del metabolismo de un carbono
conduce a la produccion de compuestos inter-
mediarios que pueden ser utilizados en la sin-
tesis de macromoléculas (28). De esta manera,
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Figura 20. Expresion génica (ARNm) de las enzimas MTHF2 (A), MTHFR (B) en higados de hembras de 8 se-
manas de edad descendientes de madres-control (C) tras consumir agua sin aditivos durante su gestacion
(CC, barra azul), y hembras descendientes de madres-fructosa (F), tras consumir agua sin aditivo (FC, barra
naranja) y agua con un 10% (p/v) de fructosa (FF, barra morada). Las letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas entre hembras tratados con diferente dieta.
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Figura 21 Niveles (mg/g proteina) de triglicéridos hepaticos (A) y colesterol hepatico (B) en higados de
hembras de 8 semanas de edad descendientes de madres-control (C) tras consumir agua sin aditivos du-
rante su gestacion (CC, barra azul), y hembras descendientes de madres-fructosa (F), tras consumir agua
sin aditivo (FC, barra naranja) y agua con un 10% (p/v) de fructosa (FF, barra morada). Las letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas entre hembras tratados con diferente dieta (44).

la mayor sintesis de serina observada en el
presente modelo experimental (Figura 17)
unida a la activacion del metabolismo de un
carbono (Figura 20), puede ser una de las cau-
sas que explique que las descendientes de ma-
dres-fructosa contengan unos mayores niveles
de triglicéridos y colesterol hepaticos (Figura
21).

5.2.2. Efecto del consumo de fructosa en el
metabolismo de la serina en la placenta de
las gestantes de la generacion F1 y su trans-
porte de la madre al feto

En primer lugar, se llevd a cabo un estudio de
los genes del metabolismo de sintesis de la se-
rina en la placenta, ya que estudios previos
han demostrado que dicho érgano es capaz de

sintetizar serina (31). En las placentas, obser-
vamos que la expresion de las enzimas impli-
cadas en la ruta de sintesis de serina no
presentd diferencias significativas. Unica-
mente cabe destacar que en el grupo FC se ob-
servo una tendencia a una mayor expresion de
la PHGDH (Figura 22A). Conviene mencionar
que no pudo ser medida la expresion de
PSAT1, ya que no era detectable por PCR a
tiempo real en nuestro modelo experimental.

Tampoco se detectaron cambios significati-
vos en la expresion de la SHMT1 ni SHMT2 (Fi-
gura 23) en ninguno de los grupos
experimentales estudiados.

A continuacion, se evaluaron las enzimas im-
plicadas en el metabolismo de un carbono, y
observamos en el grupo FF que la expresion de
MTHFD2, (Figura 24) tiende a bajar y la de

PHGDH

Z

= M
S o

Expresién génica
-
°

placenta ARNm (U.A.)

e
-

ok
hd

cc FC FF

PSPH

»

— —
hind &

Expresion génica
o
e

placenta ARNm (U.A.)

ok
s

cc FC FF

Figura 22. Expresion génica (ARNm) de las enzimas PHGDH (A) y PSPH (B) en placentas de hembras de 8
semanas de edad. Descendientes de madres-control (C) tras consumir agua sin aditivos durante su gestacion
(CC, barra azul), y hembras descendientes de madres-fructosa (F), tras consumir agua sin aditivo (FC,
barra naranja) y agua con un 10% (p/v) de fructosa (FF, barra morada).
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Figura 23. Expresion génica (ARNm) de las enzimas SHMT1 (A), SHMT2 (B), en placentas de hembras de 8
semanas de edad descendientes de madres-control (C) tras consumir agua sin aditivos durante su gestacion
(CC, barra azul), y hembras descendientes de madres-fructosa (F), tras consumir agua sin aditivo (FC,
barra naranja) y agua con un 10% (p/v) de fructosa (FF, barra morada).

MTHFR disminuye significativamente. Estos re-
sultados podrian ser un efecto compensatorio
a la mayor expresion encontrada en los higa-
dos de las gestantes (Figura 20).

Finalmente, y dadas las diferencias obser-
vadas en la expresion de las enzimas implica-
das en la sintesis de serina en los higados de
las gestantes de la generacion F1 (figura 17),
nos planteamos estudiar si se producia algin
cambio en la expresion de los transportadores
placentarios especificos de la serina, ya que
este aminoacido es capaz de pasar de la
madre al feto (31).

Resulto llamativo que el consumo de fruc-
tosa durante la gestacion no altero la expre-
sion de ninguno de los transportadores
estudiados (Figura 25). A pesar de estos resul-
tados, dado que se ha comprobado (Figura 17)

que la sintesis de serina esta mas activa en los
higados de gestantes descendientes de ma-
dres-fructosa, es posible que los niveles de
dicho aminoacido sean mayores en el plasma
provocando un mayor flujo de serina de la
madre al feto, sin necesidad de aumentar los
niveles de los transportadores. Esta hipotesis
estaria en concordancia con los trabajos des-
critos por diversos autores a través de un mo-
delo computacional de la placenta, donde se
ha visto que, aunque la expresion de ciertos
transportadores disminuya, un mayor gra-
diente de concentracion materna compensa
esta reduccion y aumenta el flujo neto de se-
rina hacia el feto (43), lo que iria en conso-
nancia también con los resultados del
presente trabajo.
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Figura 24. Expresion génica (ARNm) de las enzimas MTHFD2 (A) y MTHFR (B), en placentas de hembras de
8 semanas de edad descendientes de madres-control (C) tras consumir agua sin aditivos durante su gesta-
cioén (CC, barra azul), y hembras descendientes de madres-fructosa (F), tras consumir agua sin aditivo (FC,
barra naranja) y agua con un 10% (p/v) de fructosa (FF, barra morada). Las letras diferentes indican dife-
rencias estadisticamente significativas entre hembras tratados con diferente dieta.

An. R. Acad. Farm.
Vol. 92. n°2 (2026) - pp. 127-157

Efecto del consumo de fructosa en el
metabolismo de la serina. 1 5
Fermin Margallo, Madelin Pérez, et al.

'



IANALESI

RANF

—

www.analesranf.com

SNAT2 SNAT4

SNAT1

W
O

Expresion génica —
placenta ARNm (U.A.)

pg
e
iy
&

=

Ly
[
o

-
wm

-
2
-
2

e
&
e
il

.D_.
Y o
Expresidn génica

placenta ARNm (U.A.)

Expresion génica
placenta ARNm (U.A.)

e

i
e
o

FC
SLC1AS

FC FF

_.
(4
w
@
Q
2
m
o
&

-
2

b
W

Expresion génica —
e
(+.]

Expresién génica Q
placenta ARNm (U.A.)
2
placenta ARNm (U.A.)

e

o
e
o

cc FC FF

cc FC FF

Figura 25. Expresion génica (ARNm) de los transportadores placentarios del sistema A, SNAT1 (A), SNAT2
(B), SNAT4 (C) y del sistema ASC, SLC1A4 (D), SLC1A5 (E) en placentas de hembras de 8 semanas de edad
descendientes de madres-control (C) tras consumir agua sin aditivos durante su gestacion (CC, barra azul),
y hembras descendientes de madres-fructosa (F), tras consumir agua sin aditivo (FC, barra naranja) y agua
con un 10% (p/v) de fructosa (FF, barra morada).

5.2.3. Metabolismo de la serina en el higado FF (Figura 26B)., En consecuencia, en los fetos
lo fetos (futura generacion F2) de gestantes se produce una tendencia contraria a la obser-
F1 vada en sus madres lo que podria sugerir un

mecanismo compensatorio, como se ha des-
En primer lugar, se estudio la expresion de las crito anteriormente.

enzimas implicadas en el metabolismo de sin- En cuanto a la interconversion de la serina
tesis de serina en los higados de los fetos. en glicina por la SHMT1 y la SHMT2, de nuevo
Como se muestra en la figura 26 no se encon- no aparecen diferencias significativas en nin-

traron diferencias significativas en ninguna de guno de los grupos estudiados, pero si hay una
las enzimas estudiadas (PHGDH, PSAT1 y  tendencia a una menor expresion de la SHMT1
PSPH,) aunque puede observarse una tenden- en el grupo FF (Figura 27A) y una tendencia a
cia a una menor expresion en la PHGDH en el un aumento de la SHMT2 en el grupo FC (Fi-
grupo FC (Figura 26A) y en la PSAT1 en el grupo gura 27B).
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Figura 26. Expresion génica (ARNm) de las enzimas PHGDH(A), PSAT1(B) y PSPH(C) en higados de fetos de
hembras gestantes F1 descendientes de madres-control (C) tras consumir durante 21 dias agua sin aditivos
durante su gestacion (CC, barra azul), y hembras descendientes de madres-fructosa (F), tras consumir
agua sin aditivo (FC, barra naranja) y agua con un 10% (p/v) de fructosa (FF, barra morada).
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Figura 27. Expresion génica (ARNm) de las enzimas SHMT1(A) y SHMT2(B) en higados de fetos de hembras
gestantes F1 descendientes de madres-control (C) tras consumir durante 21 dias agua sin aditivos durante
su gestacion (CC, barra azul), y hembras descendientes de madres-fructosa (F), tras consumir agua sin adi-
tivo (FC, barra naranja) y agua con un 10% (p/v) de fructosa (FF, barra morada).

Finalmente, en el caso del metabolismo de
un carbono, tampoco encontramos diferencias
significativas en los grupos de fetos estudiados
(Figura 28). No obstante, merece la pena des-
tacar que la expresion de la MTHFR tiende a
bajar su expresion en los fetos de gestantes
(Figura 28B). Estos resultados observados en el
grupo FF, son similares a lo que ocurre en las
placentas (Figura 24B), y opuestos a lo que se
ha visto en los higados de las gestantes (Figura
19B).

Como hemos podido comprobar en los resul-
tados, la expresion génica de los genes del me-
tabolismo de sintesis de serina (Figura 26) y
del metabolismo de un carbono (Figura 28) en
los higados de los fetos procedentes de las
gestantes F1 tiende a bajar, siguiendo una ten-
dencia opuesta al de sus madres, las gestantes
F1 (Figura 17 y 20), lo que sugiere que los fetos

podrian estar intentando compensar ese ex-
ceso de serina y compuestos intermediarios
producidos por sus madres.

Estos hallazgos, concuerdan con los resulta-
dos descritos por Rodriguez et al. Las madres
que consumieron fructosa durante la gestacion
mostraron una activacion de la lipogénesis he-
patica, reflejada en el incremento de la expre-
sion de SREBP-1c, FAS y ACC, y una
consiguiente acumulacion de triglicéridos y
colesterol en el higado. Por el contrario, se
observo una tendencia opuesta en los higados
de los fetos. La expresion de SREBP-1c, FAS y
ACC disminuyd. Esto sugiere un efecto com-
pensatorio de programacion fetal, que frena la
sintesis de lipidos y favorece su degradacion
para evitar la acumulacion excesiva de grasa
en el tejido fetal (45).
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Figura 28. Expresion génica (ARNm) de las enzimas MTHF2(A) y MTHFR(B) en higados de fetos de hembras
gestantes F1 descendientes de madres-control (C) tras consumir durante 21 dias agua sin aditivos durante
su gestacion (CC, barra azul), y hembras descendientes de madres-fructosa (F), tras consumir agua sin adi-
tivo (FC, barra naranja) y agua con un 10% (p/v) de fructosa (FF, barra morada).

An. R. Acad. Farm.
Vol. 92. n°2 (2026) - pp. 127-157

Efecto del consumo de fructosa en el
metabolismo de la serina. 1
Fermin Margallo, Madelin Pérez, et al.

53.



0

®
6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados expuestos a lo largo
del presente trabajo podemos extraer las si-
guientes conclusiones:

e El consumo de fructosa durante la gesta-
cion activa la ruta metabolica de la sintesis
de serina y su conversion a glicina, la cual
conecta con el metabolismo de un carbono.
Todo ello favoreceria la produccion de pre-
cursores para la sintesis de macromolécu-
las, tales como los triglicéridos.

» El consumo materno de fructosa conduce
en sus descendientes, una vez gestantes, a
la activacion de la ruta de sintesis de la se-
rina, asi como la del metabolismo de un
carbono. Estos datos evidencian un claro
mecanismo de programacion fetal.

« La reexposicion a fructosa durante la ges-
tacion conduce en los descendientes de
madres-fructosa a una mayor activacion de
ambas rutas metabdlicas.

« No se han obtenido resultados concluyen-
tes que demuestren que el consumo de
fructosa afecte al transporte de serina a
través de la placenta hacia el feto, ya que
no se han observado diferencias significa-
tivas en la expresion de los transportadores
involucrados.

« Se observo una tendencia a la reduccion en
la expresion de los genes de la ruta de sin-
tesis de serina y del metabolismo de un
carbono en las placentas y los higados de
los fetos procedentes de las ratas gestantes
que a su vez son descendientes de madres-
fructosa y fueron suplementadas con fruc-
tosa durante su propia gestacion. Dicho
efecto es opuesto al observado en la expre-
sion de los mismos genes en sus madres, lo
que sugiere un efecto compensatorio.

Abreviaturas

3PG: 3-fosfoglicerato

3-PHP: 3-fosfohidroxipiruvato5,10-CH2z-THF:
5,10-metilentetrahidrofolato 5-CHs-THF: 5-metil-
tetrahidrofolato
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ABCG5: ATP Binding Cassette Subfamily G Mem-
ber 5

ADNc: ADN complementario

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADP: Adenosin difosfatoa

KG: Alfa-cetoglutarato

AMP: Adenosin monofosfato

AMPD: AMP desaminasa

ANOVA: Analisis unidireccional de la varianza
ARN: Acido ribonucleico

ARNCcirc: ARN circulares

ARNInc: ARN no codificantes largos

ARNm: ARN mensajero

ARNNc: ARN no codificante

ASC: Transportadores alanina-serina-cisteina
ATP: Adenosin trifosfato

ChREBP: Proteina de union al elemento respuesta
de carbohidratos (Carbohydrate Responsive-Ele-
ment Binding Protein)

CoA: Coenzima A

Cp: Ciclo umbral

CYP7A1: Colesterol 7-alfa hidroxilasa (citocromo
p450 tipo 7 A1)

DNMT: ADN metiltransferasas

DTT: DitiotreitolENT: Enfermedades no transmisi-
bles

HAT: Histonas acetiltransferasas

HDAC: Histonas deacetilasas

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HFCS: Jarabe de maiz rico en fructosa (High-
Fructose Corn syrup)

IMP: Inosina monofosfato

KHK: Cetohexoquinasa

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LXRa: Receptor X hepatico alfa

miARN: Micro-acido ribonucleicos

mTOR: Diana de rapamicina en mamiferos (mam-
malian target of Rapamycin)

MTHFD2: Metilentetrahidrofolato deshidrogenasa
2

MTHFR: Metilentetrahidrofolato reductasa

MVM: Microvellosidades

NAD+: Dinucleédtido de nicotinamida y adenina
(oxidado)

NADH: Dinucleétido de nicotinamida y adenina
(reducido)

NAFLD: Enfermedad del higado graso no alcoho-
lico
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PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PHGDH: 3-fosfoglicerato deshidrogenasa
PPARa: Receptor activado por proliferadores de
peroxisomas alfa (Peroxisome proliferator-acti-
vated receptor alpha)

PSAT1: 3-fosfoserina aminotransferasa

PSPH: Fosfoserina fosfatasa

RCIU: Restriccion del crecimiento intrauterino
SAM: S-adenosilmetionina

SDS: Serina deshidratasa

SHMT: Serina hidroximetiltransferasa

SLGT1: Cotransportador de sodio-glucosa 1 (so-
dium-glucose linked transporter)

SNAT: Transportadores de aminoacidos neutros
acoplados a sodio (sodium-coupled neutral amino
acid transporters)

SR-B1: Receptor Scavenger clase B tipo 1 (Sca-
venger receptor class B type 1)

SREBP-1c: Proteina de union al elemento res-
puesta de esteroles tipo 1c (Sterol response ele-
ment binding protein 1c)

THF: Tetrahidrofolato

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad
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