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RESUMEN
El consumo de fructosa se ha disparado en los últimos años por su uso como
edulcorante añadido a bebidas azucaradas y otros alimentos
manufacturados. Esto resulta alarmante considerando que se trata de una
molécula altamente lipogénica, relacionada estrechamente con la aparición
de enfermedad cardiovascular (ECV) y síndrome metabólico (SM). Asimismo,
la exposición prenatal a fructosa se ha vinculado al desarrollo de factores
de riesgo para ECV y SM en la descendencia. Esto se debe a la programación
fetal, un fenómeno mediado por mecanismos epigenéticos como la
metilación, englobada en el metabolismo de un carbono.
Teniendo en cuenta que en estudios anteriores comprobamos cómo la
ingesta pre y postnatal de fructosa alteraba la expresión de varios genes
del metabolismo de un carbono, los objetivos de este estudio fueron:
determinar si el consumo de fructosa en animales jóvenes alteraba la
expresión de las metiltransferasas (DNMTs, Pemt y GNMT) y comprobar si
dichas modificaciones eran específicas del consumo de fructosa
(comparando con tagatosa) y el efecto de añadir colesterol a la dieta, como
un modelo de dieta occidental. Finalmente, estudiar el efecto del consumo
de fructosa durante la gestación sobre la metilación de promotores génicos
en la descendencia.
El consumo de fructosa aumentó la metilación del promotor de la CSE
hepática, disminuyendo su expresión, mediante el potencial aumento de
la actividad de las DNMTs por la existencia de bajos niveles de SAH. Esta
hipermetilación no se observó cuando la descendencia había estado
expuesta a fructosa durante el embarazo, lo que confirmaría que se trata
de un factor intrauterino que promueve la programación fetal. Cuando el
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consumo de fructosa se asoció a colesterol (dieta occidental), la expresión
de DNMT3a y DNMT3b disminuyó y los niveles de SAH aumentaron,
promoviendo la hipometilación del promotor de CPT1 y el consecuente
aumento de la expresión de la enzima. Por último, el consumo de una dieta
occidental también afectó a la metilación de otros componentes celulares,
dado que redujo la expresión de Pemt y GNMT, implicados en la metilación
de fosfolípidos y glicina.
En definitiva, los resultados obtenidos muestran que el consumo pre y
postnatal de fructosa afecta a la metilación de componentes celulares:
promotores génicos, fosfolípidos y glicina; alterando el metabolismo y
potencialmente favoreciendo el desarrollo de diversas patologías.

ABStRACt
Fructose consumption has skyrocketed in recent years due to its use as a
sweetener added to sugary drinks and other manufactured foods. This is
alarming considering that it is a highly lipogenic molecule, closely related
to the onset of cardiovascular disease (CVD) and metabolic syndrome (MS).
In addition, prenatal exposure to fructose has been linked to the
development of risk factors for CVD and MS in offspring. This is due to fetal
programming, a phenomenon mediated by epigenetic mechanisms such as
methylation, encompassed in the metabolism of a carbon.
Considering that in previous studies we tested how pre- and postnatal
fructose intake altered the expression of several genes of one-carbon
metabolism, the objectives of this study were: to determine if fructose
consumption in young animals altered the expression of methyltransferases
(DNMTs, Pemt and GNMT) and to verify if these modifications were specific
to fructose consumption (compared to tagatose) and the effect of adding
cholesterol to the diet,  as a model of Western diet. Finally, to study the
effect of fructose consumption during gestation on the methylation of gene
promoters in the offspring.
Fructose consumption increased the methylation of the hepatic CSE
promoter, decreasing its expression, through the potential increase in the
activity of DNMTs due to the existence of low levels of SAH. This
hypermethylation was not observed when the offspring had been exposed
to fructose during pregnancy, which would confirm that it is an intrauterine
factor that promotes fetal programming. When fructose consumption was
associated with cholesterol (Western diet) the expression of DNMT3a and
DNMT3b decreased and SAH levels increased, promoting the
hypomethylation of the CPT1 promoter and the consequent increase in the
expression of the enzyme. Finally, the consumption of a Western diet also
affected the methylation of other cellular components, since it reduced
the expression of Pemt and GNMT, involved in the methylation of
phospholipids and glycine.
In short, the results obtained show that pre- and postnatal fructose
consumption affects the methylation of cellular components: gene
promoters, phospholipids and glycine; altering metabolism and potentially
favoring the development of various pathologies.
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tagatosa no presenta afinidad por el transpor-
tador de carbohidratos del intestino delgado
implicado en la absorción de azúcares, de ma-
nera que solo un 20-25% de la tagatosa es ab-
sorbida y el resto es utilizado por la
microbiota como sustrato fermentable, razón
por la que se considera un prebiótico (7,8).
Asimismo, este monosacárido se asocia con un
potencial efecto antidiabético, pues su con-
sumo se ha relacionado con una disminución
de los niveles postpandriales de glucosa (9).

No obstante, también se consideró el con-
sumo de fructosa asociado a la ingesta de co-
lesterol, representando la dieta occidental
(del inglés, Western Diet, WD) un patrón de
dieta actual propio de los países occidentales.
La WD proporciona un elevado aporte calórico
de baja calidad nutricional, caracterizándose
por una ingestión reducida de frutas y verdu-
ras, frente a un consumo elevado de coleste-
rol, grasas saturadas y azúcares añadidos (10).
Esta dieta se ha asociado a una amplia varie-
dad de enfermedades crónicas no transmisi-
bles como la obesidad, diabetes y ECV, dado
que altera el metabolismo lipídico y promueve
un estado de inflamación en el organismo (11).

1.3. Metabolismo de la fructosa y enferme-
dad cardiovascular

Las generaciones más jóvenes están cada vez
más expuestas a altas concentraciones de azú-
cares, en particular fructosa, lo cual es alar-
mante dada su relación con el desarrollo de
ECV y SM. Estas enfermedades no transmisi-
bles aparecen como resultado de la compleja
interacción entre factores genéticos y ambien-
tales, destacando el papel del metabolismo li-
pídico en su desarrollo (12). Las ECV, un
conjunto de patologías crónicas y heterogé-
neas que afectan al corazón y al sistema cir-
culatorio, son la principal causa de mortalidad
global, representando en 2021 en torno a 1/3
de las muertes en la Unión Europea (13,14). El
SM es un trastorno caracterizado por la pre-
sencia de varios factores de riesgo cardiovas-
cular que aumentan la probabilidad de
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1. iNtRodUCCióN

1.1. Evolución de los patrones de consumo
de fructosa

La fructosa es un monosacárido presente en
frutas, verduras y miel, tanto en su forma
libre, como asociado a glucosa para formar la
sacarosa. Por tanto, siempre ha sido un com-
ponente básico de nuestra dieta, pero sus pa-
trones y frecuencia de consumo han cambiado
notablemente en los últimos años (1). El con-
sumo de fructosa ha aumentado exponencial-
mente por su uso como edulcorante en forma
de jarabe de maíz rico en fructosa (del inglés,
High-fructose corn syrup, HFCS), destacando
su presencia en bebidas azucaradas y alimen-
tos procesados (2). Debido a su elevado poder
edulcorante, propiedades organolépticas y
bajo coste, el uso industrial del HFCS se ha
disparado, incrementándose el consumo anual
por persona en Estados Unidos de 0,23 kg en
los 1970s a 28,4 kg en los 2000s. Dicho con-
sumo se ha relacionado con mayor riesgo de
desarrollar síndrome metabólico (SM), enfer-
medades cardiovasculares (ECV) y obesidad
(3,4).

1.2. dietas: fructosa, tagatosa y dieta occi-
dental

De forma similar al consumo de fructosa, exis-
ten otros tipos de dietas que favorecen el
riesgo a desarrollar enfermedades no transmi-
sibles relacionadas con la nutrición. En este
trabajo determinamos los efectos que estas
dietas pueden ejercer sobre la fisiología del
organismo, incluyendo la modulación de la ex-
presión de proteína y la metilación del mate-
rial genético (5,6).

En primer lugar, se compararon los efectos
del consumo de fructosa con los de su epímero
estructural: la tagatosa, un edulcorante con-
siderado como seguro. Su menor contenido ca-
lórico, menor índice glucémico, y elevado
poder edulcorante hacen que su popularidad
se haya incrementado en los últimos años. La
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padecer patologías potencialmente mortales
como infarto de miocardio, accidente cerebro-
vascular y diabetes tipo II (15,16). Según el
Adult Treatment Panel III (ATP III), se diagnos-
tica SM si se presentan al menos tres de las si-
guientes alteraciones: obesidad abdominal,
hipertensión, hiperglucemia en ayunas, hiper-
trigliceridemia y bajos niveles de colesterol
asociado a lipoproteínas de alta densidad
(HDL) (17).

Según estudios observacionales, el consumo
de fructosa es un factor de riesgo para la apa-
rición de enfermedades crónicas en humanos.
Asimismo, numerosos modelos animales han
relacionado las dietas enriquecidas con fruc-
tosa con la manifestación de ECV y SM (18-20).
Esto se debe al carácter altamente lipogénico
de dicho azúcar, implicado en el desarrollo de
dislipidemia, obesidad, resistencia a insulina
y a leptina, hipertensión e hiperuricemia
(2,21). La diferente estructura química de la
glucosa (aldohexosa) y la fructosa (cetohe-
xosa) explica las diferencias en su absorción y
metabolismo. Mientras que el metabolismo de
la glucosa está altamente regulado, la fructó-
lisis o metabolismo de la fructosa presenta
una menor regulación, afectando negativa-
mente al metabolismo lipídico (1,22).

En torno a un 70-80% de la fructosa se me-
taboliza en el hígado, donde se transforma en
fructosa-1-fosfato y es escindida en gliceral-
dehído y dihidroxiacetona (DHAP). Estas dos
moléculas pueden ser convertidas en glucosa
a través de la gluconeogénesis, que puede
utilizarse para la síntesis de glucógeno (2). El
gliceraldehído puede fosforilarse a gliceralde-
hído-3-fosfato (G3P) y convertirse en piruvato,
que se descarboxila para rendir acetil-CoA.
Esta molécula puede entrar en el ciclo del
ácido cítrico (CAC) o ser precursor para la sín-
tesis de ácidos grasos (AG). Por su parte, la
DHAP puede transformarse en glicerol-3-fos-
fato que, junto con los AG, forma triglicéridos
(TG) (23). Por el contrario, en el metabolismo
de la glucosa intervienen la glucoquinasa y la
fosfofructoquinasa-1, implicadas en la regula-
ción de la ruta y que limitan la cantidad de
acetil-CoA destinado a la síntesis de AG (24).

Por tanto, la fructosa constituye una fuente
de triosas – fosfato involucradas en la síntesis
de lípidos de novo, gluconeogénesis y gluco-
genogénesis (25). Como su metabolismo no
está regulado, el CAC no es capaz de metabo-
lizar el exceso de acetil-CoA generado tras la
fructólisis, lo que promueve la síntesis de AG
y TG en mucha mayor medida que la glucosa
(26). Como resultado, el consumo de fructosa
se relaciona con hipertrigliceridemia y un au-
mento de los niveles de TG en el hígado, fa-
voreciendo el desarrollo de esteatosis y la
secreción de lipoproteínas de muy baja densi-
dad (VLDL) (27). La alteración del metabo-
lismo lipídico afecta también a los niveles de
colesterol total y colesterol asociado a lipo-
proteínas de baja densidad (LDL), dando lugar
a una situación de dislipemia (28).

1.4. Consumo prenatal de fructosa y progra-
mación fetal

La teoría del desarrollo temprano de la salud
y la enfermedad (del inglés, developmental
origins of health and disease, DOHAD) sugiere
que las exposiciones nutricionales inadecuadas
durante tres periodos críticos (preconcepción,
embarazo y lactancia) juegan un papel funda-
mental en el desarrollo de obesidad y otras
enfermedades metabólicas en la descenden-
cia. Esto añade una dimensión adicional de
complejidad al estudio de la etiología de las
enfermedades cardiovasculares y el síndrome
metabólico, explicando por qué el estudio de
los factores de riesgo biológicos junto con los
hábitos de vida adulta es insuficiente para
predecir la aparición de ECV (29,30). Original-
mente, la DOHAD se centraba en la desnutri-
ción materna, pero cada vez son más
numerosos los estudios que ponen el foco en
determinar cómo patrones inadecuados de
consumo de macro- y micronutrientes durante
la etapa prenatal son capaces de promover el
desarrollo de obesidad y otros factores de
riesgo para la aparición de ECV en la descen-
dencia (29,31).
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mental para controlar múltiples procesos fi-
siológicos como la diferenciación celular, la
impronta genómica o la inactivación del cro-
mosoma X (39).

Las DNA-metiltransferasas (DNMTs) son las
enzimas responsables de la metilación de la
citosina. Por un lado, la DNA-metiltransferasa
3a (DNMT3a) y la DNA-metiltransferasa 3b
(DNMT3b) establecen patrones de metilación
de novo durante la embriogénesis temprana y
gametogénesis; mientras que la DNA-metil-
transferasa 1 (DNMT1) mantiene los patrones
de metilación existentes durante la mitosis
(40). La expresión y actividad de las DNMTs se
encuentra finamente regulada a muchos nive-
les, desde la transcripción hasta el nivel pos-
traduccional En concreto, la regulación
metabólica de la metilación del DNA com-
prende la regulación locus-dependiente, me-
diada por factores de transcripción; y aquella
mediada por los niveles de metabolitos cen-
trales, como es el caso de SAM (S-adenosilme-
tionina), sustrato de estas enzimas (41).

Factores que alteran la expresión o activi-
dad de las DNMTs favorecen el establecimiento
de patrones de metilación aberrantes, los cua-
les se relacionan con patologías como el cán-
cer o ECV. Aunque estos cambios en la
metilación pueden ocurrir a lo largo de la vida
adulta, la mayor parte del epigenoma se esta-
blece durante el desarrollo temprano del feto,
tratándose de un periodo crítico durante el
cual factores nutricionales pueden afectar no-
tablemente a los patrones de metilación
(42,43). De hecho, el metabolismo lipídico he-
pático es especialmente sensible a la regula-
ción epigenética, existiendo numerosos
estudios que relacionan la exposición prenatal
a fructosa con la alteración de la metilación
de promotores lipídicos en la descendencia
(29). En concreto, la ingesta materna de fruc-
tosa durante el embarazo se ha relacionado
con la hipermetilación de los promotores del
receptor nuclear activado por proliferadores
peroxisomales (PPAR y del receptor X hepá-
tico alfa (LXR (32,33,44), así como con un
mayor nivel de metilación general del ADN mi-
tocondrial (45).

Recientemente, varios estudios realizados en
ratas han relacionado la exposición prenatal a
fructosa con el desarrollo de enfermedades
crónicas no transmisibles en la descendencia
durante su vida adulta, como obesidad, diabe-
tes tipo II y resistencia a insulina (32). La lite-
ratura muestra diferentes resultados en
función del género, con efectos más pronun-
ciados en los machos, razón por la que el pre-
sente estudio se ha centrado en este género
(33,34). Los efectos perjudiciales asociados al
consumo de fructosa durante el embarazo son
resultado de un fenómeno conocido como pro-
gramación fetal, que es el conjunto de adap-
taciones que experimenta el embrión cuando
está sometido a un entorno intrauterino estre-
sante y que favorecen el riesgo de desarrollar
enfermedades crónicas durante la vida adulta
(35).

1.5. Epigenética: metilación de promotores
relacionados con el metabolismo lipídico

La epigenética es el mecanismo subyacente
que explica las adaptaciones que tienen lugar
como resultado de la exposición prenatal a
fructosa, y se define como los cambios here-
dables en la expresión génica que tienen lugar
sobre la estructura del ácido desoxirribonu-
cleico (ADN) y cromatina sin afectar a la se-
cuencia de ADN (36). Dentro de estas
modificaciones epigenéticas se encuentra la
metilación, que consiste en la incorporación
de un grupo metilo, generalmente a la cito-
sina, cuando esta se encuentra formando un
dinucleótido con la guanina (CpG) (37).

Las regiones del genoma con un elevado nú-
mero de repeticiones CpG reciben el nombre
de islas CpG, y son especialmente susceptibles
de ser metiladas. Estas son abundantes en los
promotores génicos, teniendo un papel funda-
mental en la regulación de su expresión (38).
Un mayor estado de metilación se suele rela-
cionar con una menor expresión del gen afec-
tado, dado que los grupos metilo ejercen un
impedimento estérico que dificulta el acceso
de la maquinaria de transcripción. Por tanto,
la metilación se trata de un fenómeno funda-
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1.7. Metabolismo de un carbono

SAM es la molécula utilizada por las DNMT,
Pemt y GNMT como donante universal de
grupo metilos y forma parte del ciclo de la
metionina, englobado dentro de la ruta del
metabolismo de un carbono. Esta ruta se di-
vide en el ciclo del folato y el ciclo de la me-
tionina, ligados a la transfulfuración y
conectados para facilitar la transferencia de
un residuo de un carbono para la metilación
del ADN y síntesis de macromoléculas (53). Tal
y como se muestra en la Figura 1, el ciclo del fo-
lato comienza con el ácido fólico, que experi-
menta una serie de transformaciones bioquímicas
para convertirse en 5-metil-tetrahidrofolato (5-
metil-THF). Dicha molécula sirve como do-
nante de metilos para la conversión de la
homocisteína a metionina gracias a la acción
de las enzimas metionina sintasa (MTR) y me-
tionina sintasa reductasa (MTRR). En mamífe-
ros, la remetilación de la metionina también
se puede llevar a cabo por la enzima betaína-
homocisteína metiltransferasa (BHMT) (53).
A continuación, la metionina es adenilada por
la enzima metionina adenosiltransferasa
(MAT1A) para generar SAM. Este proceso tiene
lugar mayoritariamente en el hígado, donde
se metaboliza el 50% de la metionina (6,53).
Una vez es utilizado por las metiltransferasas
como sustrato, SAM pasa a convertirse en SAH.
La SAH hidrolasa (AHCY) transforma SAH en
homocisteína, que se puede convertir en me-
tionina, tal y como se ha mencionado anterior-
mente. La relación SAM/SAH debe estar
estrechamente regulada para evitar fluctua-
ciones que puedan derivar en alteraciones de
diversos procesos fisiológicos llevados a cabo
por las metiltransferasas, así como en patolo-
gías hepáticas como hígado graso no alcohó-
lico o cirrosis (54). Asimismo, la homocisteína
puede ser eliminada a través de la vía de la
transulfuración, generando sulfuro de hidró-
geno (H2S) y cisteína como productos por ac-
ción de las enzimas cistationina gamma liasa
(CSE) y cistationina beta sintasa (CBS) (53,55).

1.6. otras enzimas implicadas en la metila-
ción

Al igual que las DNMTs están implicadas en la
metilación del ADN, existen otras enzimas que
llevan a cabo procesos de metilación de com-
ponentes celulares diferentes al material ge-
nético. Este es el caso de la fosfatidiletanolamina
N-metiltransferasa (Pemt), localizada en los he-
patocitos e implicada en el metabolismo de los
fosfolípidos. En concreto, cataliza la conver-
sión de fosfatidiletanolamina (PE) a fosfatidil-
colina (PC) mediante la transferencia de tres
grupos metilos aportados por SAM, siendo res-
ponsable de la producción de un 30% de la PC
del organismo (46,47). Además de su función
estructural en las membranas celulares, la PC
favorece la solubilización de los ácidos biliares
en la bilis y la secreción de quilomicrones y
VLDL (48). Como resultado, la alteración de
los niveles de PC por disfunción de Pemt se
asocia con el desarrollo de patologías. Una
menor actividad de Pemt se ha relacionado
con menores niveles de PC, menor secreción
de lípidos, acumulación de TG en el hígado y,
como resultado, desarrollo de hígado graso no
alcohólico (6,49).

Por otro lado, la glicina N-metiltransferasa
(GNMT) es una enzima implicada en la metila-
ción de la glicina para formar sarcosina, utili-
zando SAM como donante de metilos. Esta
enzima desempeña un papel fundamental en
la regulación de la relación SAM/SAH (S-ade-
nosilhomocisteína) en mamíferos, por lo que
está implicada en la disponibilidad de metilos
y su utilización por otras metiltransferasas,
evitando fenómenos de metilación aberrante
(50,51). Mutaciones en humanos afectando al
gen de la GNMT y modelos animales knock-out
para GNMT se han relacionado con un incre-
mento en los niveles séricos de metionina y
SAM, y con el desarrollo de patologías hepáti-
cas como esteatosis y fibrosis (52).
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Estas alteraciones se deben al fenómeno de la
programación fetal, producido por el estable-
cimiento de marcas epigenéticas en el mate-
rial genético de la descendencia. Dentro de
estas marcas epigenéticas se encuentra la me-
tilación, muy relacionada con el metabolismo
de un carbono. En estudios anteriores hemos
comprobado cómo el consumo pre- y postnatal
de fructosa altera la expresión de algunos
genes involucrados en dicha ruta metabólica.
Esto podría derivar en cambios en los niveles
de metabolitos que actúan como donantes o
receptores de metilos, afectando a la activi-
dad de las enzimas metiltransferasas (DNMTs,
Pemt y GNMT). Consecuentemente, alteracio-
nes de la actividad de las DNMTs se relaciona-

Considerando que el metabolismo de un car-
bono está estrechamente ligado a otras rutas
metabólicas, la nutrición de la gestante puede
afectar a la expresión y/o actividad de sus en-
zimas y alterar el epigenoma de la decenden-
cia. Por tanto, el metabolismo de un carbono
podría tratarse del vínculo entre la dieta, el
metabolismo y la epigenética (54).

2. HiPótESiS

El consumo de fructosa durante el embarazo
se asocia con el desarrollo de enfermedades
crónicas no transmisibles en la descendencia
a lo largo de la edad adulta, como enferme-
dades cardiovasculares, diabetes y obesidad.
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Figura 1. Metabolismo de un carbono (ciclo del folato + ciclo de la metionina), vía de la transulfuración
y metilación de componentes celulares. AHCY (SAH hidrolasa); BHMt (betaína-homocisteína
metiltransferasa); CBS (cistationina beta sintasa); CSE (cistationina gamma liasa); Cys (cisteína); dHF
(dihidrofolato); dHFR: (dihidrofolato reductasa); dMg (dimetilglicina); dNMts (dNA-metiltransferasas);
gNMt (glicina N-metiltransferasa); H2S (sulfuro de hidrógeno); MAt1A (metionina
adenosiltransferasa); MtHFd1 (metilen-tHFdeshidrogenasa-1); MtHFR (metilen-tHF-reductasa); MtR
(metionina sintasa); MtRR (metionina sintasa reductasa); Pemt (fosfatidiletanolamina N-
metiltransferasa); SAH (S-adenosilhomocisteína); SAM (S-adenosilmetionina); tHF (tetrahidrofolato).
Figura realizada con BioRender.
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Estudiar si el consumo de fructosa durante•
el embarazo se asocia con alteraciones en
la metilación de promotores génicos en la
descendencia.

4. MAtERiALES Y MÉtodoS

4.1. diseño experimental

El diseño experimental (Figura 2) fue apro-
bado por el Comité Ético. Se utilizaron hem-
bras de rata Sprague-Dawley alimentadas ad
libitum con una dieta estándar para ratas
(B&K Universal, Barcelona, España) que se
cruzaron con machos de la misma cepa y se di-
vidieron en dos grupos en función de la bebida
recibida durante la gestación: madres control
(agua) y madres fructosa (agua con fructosa al
10% (p/v)). Tras el parto, las camadas se ajus-
taron a 9 crías y, durante la lactancia, tanto
las madres como su descendencia bebieron
agua sin aditivos. Al finalizar este período, se
seleccionaron las crías macho y se dejaron
crecer hasta los 3 meses, edad a la que se ini-
ció el tratamiento dietético. Para ello, se di-
vidieron en cuatro grupos distintos según la
bebida y/o ingesta que recibirían durante los
siguientes 21 días.

Se obtuvieron así, 8 grupos experimentales,
donde la primera letra hace referencia a la

ría con cambios en la metilación de promoto-
res génicos y, en última instancia, con cambios
en la expresión de las enzimas reguladas por
dichos patrones epigenéticos. En el presente
estudio se consideró el efecto del consumo
prenatal de fructosa sobre la ruta del meta-
bolismo de un carbono, así como las conse-
cuencias del consumo directo de diversos tipos
de dieta, que incluyen fructosa, tagatosa o
dieta occidental.

3. oBJEtiVoS

Teniendo en cuenta los antecedentes descri-
tos, los objetivos de este estudio fueron:

Determinar si el consumo de fructosa en•
animales jóvenes genera alteraciones en la
expresión de enzimas implicadas en la me-
tilación del ADN (DNMTs) y otras metiltrans-
ferasas.
Comprobar si dichas modificaciones son es-•
pecíficas del consumo de fructosa, utili-
zando la tagatosa como epímero de la
fructosa.
Estudiar si los efectos producidos por la•
fructosa se ven aumentados, disminuidos o
invariables al añadir colesterol a la dieta,
como un modelo de dieta occidental.
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Figura 2. diseño experimental
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ribosómica S-29 (RPS29) (Tabla I). La ausencia
de ADN se comprobó a través de una electro-
foresis en gel de agarosa al 2%, observándose
únicamente la banda del control positivo. El
ARN tratado con DNasas fue sometido a la ac-
ción de la transcriptasa inversa (RT) para ob-
tener ADN complementario (ADNc). Se utilizó
la transcriptasa inversa SuperScript II (Invitro-
gen, EE. UU.). Para comprobar la obtención de
ADNc, se amplificó mediante PCR convencio-
nal una secuencia del gen RPS29 (Tabla I), y el
producto de amplificación se visualizó a través
de electroforesis en gel de agarosa al 2%.

La expresión de los genes de interés (RPS29,
DNMT1a, DNMT3a, DNMT3b, GNMT, Pemt, CSE,
CPT1) se determinó a través de PCR a tiempo
real (Q-PCR), empleando el ADNc obtenido y
los primers recogidos en la Tabla I y utilizando
el termociclador CFX96 Touch Real time PCR
System (Biorad, EE. UU. La cuantificación de
la expresión se realizó mediante el método 2–

∆∆Cp, por el que el valor de Cp (número de ci-
clos necesarios para superar el umbral de
detección del equipo) obtenido es ajustado
para el gen de interés utilizando como refe-
rencia el Cp del gen constitutivo RPS29 para
esa misma muestra (55). 

Previamente, fue necesario realizar rectas
de calibrado de los genes estudiados mediante
Q-PCR, para lo que se utilizaron diluciones se-
riadas de ADNc. El objetivo fue comprobar la
eficiencia de los primers (E), cuyo valor numé-
rico se encontró dentro del margen (1,8-2,2)
y fue utilizado en los cálculos de expresión.

4.3. determinación de la metilación de pro-
motores

La determinación del nivel de metilación de
promotores génicos se llevó a cabo según el
protocolo descrito por Oakes et al. (56). Para
la lisis, extracción y purificación del ADN se
empleó el Kit DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen, EEUU). Muestras de, aproximada-
mente, 25 mg de hígado se lisaron mediante
incubación con buffer ALT y proteinasa K. A
continuación, se eliminó el ARN contaminante

dieta de la madre durante la gestación y la se-
gunda a la dieta consumida por la descenden-
cia joven macho:

Grupo Control (CC y FC): dieta sólida es-•
tándar y agua sin aditivos.
Grupo Fructosa (CF y FF): dieta sólida es-•
tándar y agua con fructosa al 10% (p/v).
Grupo Tagatosa (CT y FT): dieta sólida es-•
tándar y agua con tagatosa al 10% (p/v).
Grupo Fructosa + Colesterol o Dieta Occi-•
dental (CF+Col y FF+Col): dieta sólida es-
tándar con un 2% de colesterol añadido y
agua con fructosa al 10% (p/v).

A los 21 días de tratamiento dietético, las
ratas fueron sacrificadas. Se tomaron mues-
tras de tejidos y sangre para determinar pará-
metros tisulares y plasmáticos.

4.2. determinación de la expresión génica

Para la determinación de la expresión génica
fue necesario extraer el ARN, tratarlo con
DNAsas y transformarlo posteriormente en
ADN complementario antes de proceder a re-
alizar la PCR a tiempo real. Para la extracción
del ácido ribonucleico (ARN), se realizó un ho-
mogenado del tejido, el cual se trató con BCP
(bromocloropropano) y se sometió a centrifu-
gación. Para purificar el ARN se utilizó el kit
RiboPure™ (Ambion Inc., EE. UU.). La concen-
tración y pureza del ARN purificado se deter-
minaron utilizando el NanoDropTM,
comprobando que las relaciones 260/280 y
260/230 se encontraban en el margen ade-
cuado (1,8-2,2). Asimismo, mediante electro-
foresis en gel de agarosa al 2% se comprobó la
integridad del ARN (visualizando las bandas co-
rrespondientes al ARN ribosómico).

El ARN purificado se trató con DNasas para
eliminar posibles contaminaciones, utilizando
el kit Turbo DNA-freeTM (Invitrogen, Thermo-
Fisher, EE. UU.), y la pureza, concentración e
integridad del ARN tratado se determinaron
nuevamente. A continuación, se llevó a cabo
una PCR convencional para comprobar la au-
sencia de ADN contaminante, utilizando pri-
mers del gen constitutivo de la proteína
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A continuación, para determinar el nivel de
metilación de los promotores, se realizó una
Q-PCR empleando tanto la alícuota de ADN tra-
tado con McrBC como la alícuota sin tratar.
Para ello, se diseñaron primers (Tabla I) que
flanquean regiones con una alta proporción de
CG, susceptibles de formar parte de islas CpG
y ser metiladas. El diseño de los primers requi-
rió, en primer lugar, buscar la secuencia del
gen de interés en la base de datos Gene Bank,
perteneciente al National Center for Biotech-
nology Information (NCBI, EEUU). Dicha se-
cuencia, junto con aproximadamente unos
1000 pares de bases upstream de la misma, se
introdujeron en el programa informático Meth-
Primer, que identifica las regiones con una alta
proporción de CG, con mayor posibilidad de
formar parte de una isla CpG del promotor
(57).

A continuación, la secuencia sugerida por
MethPrimer fue introducida en el programa Pri-
mer Blast (NCBI), especificando los parámetros
óptimos para la obtención de los primers. Una
vez obtenidas varias posibles parejas, fue ne-
cesario analizar la secuencia amplificada por
cada una de ellas, comprobando, en primer
lugar, que la secuencia diana estaba presente
(en la hebra codificante o en la no codifi-
cante); y, además, que la secuencia diana no
apareciese en la secuencia de los cebadores.
Teniendo en cuenta dichos criterios, se escogió
una pareja de primers para cada promotor
(Tabla I).

con RNasa A y se adicionó un buffer de lisis AL
con tiocianato de guanidinio (inactiva las
DNasa y RNasa A y elimina las proteínas). Por
último, se obtuvo el ADN libre de contaminan-
tes gracias a una columna de purificación.

El ADN purificado se dividió en dos alícuotas
para cada una de las muestras estudiadas, una
de las cuales se trató con la enzima de restric-
ción McrBC (Takara Bio Inc., Japón). McrBC es
una enzima de restricción que reconoce como
secuencia diana 5´AC(Nn)GC3´ y que única-
mente es capaz de cortar cuando las citosinas
de dicha secuencia están metiladas. Para ello,
1µg de ADN se trató con 1µL de McrBC, 2µL buf-
fer 10X, 2μL de seroalbúmina bovina (BSA)
0,1%, 0,2 μl de GTP 100 mM y agua ultrapura
estéril hasta completar el volumen a 20μl. La
mezcla se incubó a 37ºC (temperatura óptima
de la enzima) durante 16h y posteriormente se
inactivó la enzima a 56ºC durante 20 minutos.
La otra alícuota permaneció sin tratar, emple-
ándose como control no tratado, de manera
que se añadió 1µL extra de buffer 10X en lugar
de 1µL de McrBC.

La determinación de la concentración y pu-
reza de del ADN purificado se llevó a cabo em-
pleando NanoDrop® One (ThermoFisher.,
EEUU). Para comprobar que el tratamiento con
la enzima fue satisfactorio, se realizó una elec-
troforesis en gel de agarosa al 2%. En la Figura
3 se aprecia cómo las muestras no tratadas dan
lugar a una única banda diferenciada, mientras
que las muestras tratadas se corresponden con
una estela que representa el ADN cortado en
múltiples sitios por la enzima.
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Figura 3. gel de electroforesis del AdN sin tratar y tratado con McrBC. Las muestras control no tra-
tado se ven como bandas nítidas sin degradar, mientras que las tratadas presentan una estela a lo
largo del carril debido a los múltiples cortes del AdN.
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tabla i. Primeros empleados para amplificar el ARNm y para determinar el nivel de metilación
de promotores en Rattus Novergicus.

gen Primers Amplicón
(pb) NCBi Procedencia tm (ºC)

RPS29
F TGAAGGCAAGATGGGTCACCAGCAGC

236 X59051 Clontech 68
R CAGGGTAGACAGTTGGTTTCATTGGG

dNMt1
F CCCGAGCATTACCGCAAGTA

221 NM_053354.3 Primer Blast 60
R TAGAGCAGGTTGATGTCGGC

dNMt3a
F CTTCTCTGAAGCCCTCGCAG

180 NM_001003958.1 Primer Blast 60
R TGACGCTCTTCCTTACCACG

dNMt3b
F AATTACACGCAGGACGTGGT

185 NM_001396349.1 Primer Blast 60
R GGGGAGGTTCTTTGCCTCTC

gNMt
F GTACAAGGCGTGGTTGCTTG

272 NM_017084.1 Primer Blast 60
R TGACAGCGTCAAAGCCATCT

Pemt
F CTGAGTTCATCACCAGGGACA

100 NM_013003.2 Primer Blast 60
R AGCAGCCAGCTCATAACGAA

CSE
F GTATGGAGGCACCAACAGGT

150 NM_017074.1 -58 60
R GTTGGGTTTGTGGGTGTTTC

CPt1
F CCGATGGCATTGACCTCCGCCTG

230 L07736 Clontech 68
R GTCTAGGGTCCGACTGATCTTTGCG

gR (Met)
F CCTTGCAGTTGCCGACAG

303 AJ271870.1 Primer3 55
R CGTCTTGTTCCACCCACT

CSE (Met)
F TAGGGGCAACACCTCCACT

119 NC_005101.4 Primer Blast 60
R AGTGTGTGGCTTTGGCTAGTAA

CPt1 reg 1
(Met)

F CTGGTATCACCTTTGGGAG
85 AF020776.2 -45 56

R GCCCTCTGCTTCTCCAAT

CPt1 reg 2
(Met)

F CATTGGAGAAGCAGAGGGC
85 AF020776.2 -45 58

R TGGGGACCAAGCATCTTTC
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4.4. Análisis estadístico de los datos

Los resultados se expresaron como media ±
error estándar (ES) correspondiente a un nú-
mero de 7 u 8 animales por grupo. Las dife-
rencias estadísticas se analizaron mediante
ANOVA de doble vía. Cuando las diferencias re-
sultaron estadísticamente significativas
(p<0,05), se analizaron mediante el test a pos-
teriori de Bonferroni para determinar la signi-
ficatividad de la varianza. Por un lado, los
factores analizados fueron el efecto de con-
sumo de fructosa por la madre durante la ges-
tación (M) en la descendencia macho joven.
Estas diferencias entre madres control vs. ma-
dres fructosa se indicaron con una almohadilla
(#). Por otro lado, se analizó el efecto de los
tratamientos que se administraron a la des-
cendencia macho joven (D). Las diferencias
entre estos, dentro del mismo grupo nutricio-
nal de las madres, se indicarán mediante un
asterisco. Toda la determinación estadística se
realizó utilizando el programa informático
SPSS (versión 28).

5. RESULtAdoS Y diSCUSióN

5.1. Consumo de fructosa vs. tagatosa

En base a estudios previos que mostraban que
el consumo de fructosa alteraba la expresión
de algunas enzimas del metabolismo de un
carbono, se hipotetizó que esto podría modi-
ficar la expresión de las DNMTs y otras metil-
transferasas, explicando así las alteraciones

Por tanto, un alto nivel de metilación en di-
chas regiones del promotor permite que la en-
zima McrBC reconozca la diana y corte el ADN
en dicha localización, impidiendo la acción de
la polimerasa y la amplificación por PCR de
dicha región. Como resultado, las muestras
tratadas con McrBC en las que dichas regiones
estén metiladas se relacionarían con mayores
valores de Cp obtenidos tras la Q-PCR en com-
paración con las muestras no tratadas. El ter-
mociclador utilizado para la amplificación fue
CFX96 Touch Real time PCR System (Biorad,
EE.UU.). El porcentaje de metilación de la re-
gión promotora se determinó utilizando la di-
ferencia de Cp obtenidos entre las muestras
tratadas y sin tratar (Cp) utilizando la ecua-
ción descrita por Oakes et al.: % Metilación =
100 · (1 – e-0,7Cp) (56) (Figura 4).

Previamente a la medida de la metilación de
los genes diana ((CSE, CPT1 Región 1 (Reg 1),
CPT1 Región 2 (Reg 2)), se midió la metilación
de un gen control (receptor de glucocorticoi-
des, GR) utilizando primers que amplificaban
zonas del genoma ausentes de secuencias
diana para la enzima (Tabla I). El objetivo fue
comprobar que la concentración del ADN tra-
tado con McrBC y no tratado era, aproximada-
mente, la misma; y que no se habían
producido roturas inespecíficas en las mues-
tras. Se aceptaron como correctas las mues-
tras cuya diferencia de Cp del ADN tratado y
del ADN control fuese igual o inferior a ± 0.3
ciclos (56).
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Figura 4. Curva de amplificación por PCR a tiempo real de una muestra de AdN tratado (derecha) y
sin tratar (izquierda).
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genes como resultado de la dieta (Figura 5).
Sin embargo, es importante destacar que la re-
gulación de las DNA-metiltransferasas no se
limita únicamente a la transcripción y traduc-
ción de los genes que las codifican, sino que
también involucra una regulación post-traduc-
cional mediada por diferentes mecanismos
entre los que se encuentra la regulación me-
tabólica, mediada por metabolitos centrales
del metabolismo de un carbono (59). Por tanto,
según los resultados de expresión obtenidos,
aunque la dieta no genere diferencias en la ex-
presión hepática de estas enzimas, no es posi-
ble concluir que no haya variaciones en su
actividad mediadas por otros mecanismos.

No obstante, cuando se midió la expresión
de DNMT1 y DNMT3a en corazón, sí que se en-
contraron diferencias significativas en función
del carbohidrato consumido durante la vida

observadas en el epigenoma (33,56). Para de-
terminar si dicho efecto era específico de este
azúcar, se estudió comparativamente con la
tagatosa, que, como se ha mencionado en la
introducción, es un epímero de la fructosa.

5.1.1. Expresión génica de las dNMts en hí-
gado y corazón

Los resultados del análisis de varianza (ANOVA)
de doble vía para la expresión de las DNMTs
(DNMT1, DNMT3a, DNMT3b) tanto en hígado
como en corazón (Tabla II) muestran que la
dieta afecta a la expresión de las DNMTs solo
en el corazón, poniendo de manifiesto un
efecto tisular dependiente.

De acuerdo con los resultados de la ANOVA,
no se observaron diferencias significativas en
los niveles de expresión hepática de estos
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dNMt1 hígado dNMt3a hígado dNMt3b hígado dNMt1 corazón dNMt3a corazón
p ŋ2 p ŋ2 p ŋ2 p ŋ2 p ŋ2

Madre 0.06 0.095 0.456 0.017 0.469 0.015 0.455 0.016 0.288 0.033
dieta 0.84 0.01 0.459 0.046 0.644 0.024 0.004 0.268 0.015 0.22

Madre*
dieta 0.869 0.008 0.578 0.033 0.78 0.014 0.7 0.02 0.425 0.049

tabla ii. ANoVA de doble vía de los resultados obtenidos en la expresión dNMt1, dNMt3a y
dNMt3b en hígado, así como dNMt1 y dNMt3b en corazón, en la descendencia macho. p:
valor de probabilidad. Eta cuadrada (ŋ2): proporción de la varianza atribuida a la madre, a
la dieta o a la interacción madre*dieta.

Figura 5. Expresión de los genes (u.a.) dNMt1 (a), dNMt3a (b), dNMt3b (c) en hígado en machos
F1 descendientes de madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21
días (control: barras azules; fructosa líquida (10%): barras naranjas; o tagatosa líquida (10%): ba-
rras verdes). Los datos representan la media ± E.S. de 7-8 ratas. Las diferencias entre los factores
y su interacción se analizaron utilizando ANoVA de doble vía con un test a posteriori de Bonferroni
para detectar las diferencias significativas entre grupos.
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el análisis de la ANOVA de doble vía muestra
que la expresión hepática de GNMT presenta
diferencias estadísticamente significativas de-
bidos al factor DIETA, sin encontrarse diferen-
cias significativas en la expresión de Pemt
(Figura 7a).

Al analizar las diferencias encontradas en la
expresión de GNMT, observamos que el con-
sumo de carbohidratos por la descendencia de
madres control y madres fructosa provocó me-
nores niveles en la expresión de esta enzima,
aunque sin alcanzar diferencias estadística-
mente significativas con el grupo control (Fi-
gura 7b).

postnatal. Como se muestra en la Figura 6, la
expresión de DNTM1 y DNMT3a disminuyó sig-
nificativamente en la descendencia de las ma-
dres control tras el consumo de tagatosa. Por
tanto, la menor expresión cardiaca de estas
enzimas sería un efecto específico de la taga-
tosa no observado tras la ingesta de fructosa.

5.1.2. Expresión génica hepática de Pemt y
gNMt

Como se ha mencionado previamente, otras
enzimas que forman parte del ciclo de la me-
tionina y que utilizan SAM como donante de
metilos son Pemt, implicada en la síntesis de
fosfatidilcolina, y GNMT, en la síntesis de sar-
cosina. Tal y como se muestra en la Tabla III,
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Figura 6. Expresión de los genes (u.a.) dNMt1 (a) y dNMt3a (b) en corazón en machos F1 descen-
dientes de madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 días (con-
trol: barras azules; fructosa líquida (10%): barras naranjas; o tagatosa líquida (10%): barras
verdes). Los datos representan la media ± E.S. de 7-8 ratas. Los asteriscos (*) indican diferencias
estadísticamente significativas entre machos tratados con diferente dieta. Las diferencias entre los
factores y su interacción se analizaron utilizando ANoVA de doble vía con un test a posteriori de
Bonferroni para detectar las diferencias significativas entre grupos.

Pemt hígado gNMt hígado
p ŋ2 p ŋ2

Madre 0.47 0.015 0.068 0.09
dieta 0.325 0.062 0.016 0.205

Madre*
dieta 0.055 0.153 0.917 0.005

tabla iii. ANoVA de doble vía de los resultados obtenidos en la expresión hepática de Pemt
y GNMT en la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (η2): proporción de
la varianza atribuida a la madre, a la dieta o a la interacción madre*dieta.
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Sorprendentemente, el aumento en el nivel
de metilación observado en los machos des-
cendientes de madres control que consumie-
ron fructosa no se observó cuando éstos
consumieron tagatosa, lo que pone de mani-
fiesto el efecto específico del carbohidrato in-
gerido. Asimismo, el consumo materno de
fructosa anuló drásticamente dicho aumento
en la metilación del promotor de CSE en la
descendencia cuando ésta consumió dicho mo-
nosacárido (Figura 8). Este resultado parece
indicar que el consumo prenatal de fructosa
evitaría la hipermetilación observada en el
promotor de CSE como resultado de la ingesta
de fructosa durante la vida adulta a través del
fenómeno de la programación fetal.

Expresión génica hepática de la CSE

Con el fin de determinar si los cambios obser-
vados en la metilación del promotor de CSE
como resultado del consumo de fructosa po-
dría tener algún efecto sobre la expresión de
la enzima codificada por este gen, se midió la
expresión hepática de dicha enzima limitante
de la transulfuración. En la Tabla V se mues-
tran los resultados de la ANOVA de doble vía
para la expresión de CSE, y se puede observar
que el factor DIETA mostró diferencias estadís-
ticamente significativas.

5.1.3. Nivel de metilación del promotor de
la CSE en hígado

Aunque no se observaron diferencias signi-
ficativas en la expresión de las DNA-metil-
transferasas como consecuencia del consumo
de fructosa o tagatosa, teniendo en cuenta
que la actividad de dichas enzimas no de-
pende únicamente de su expresión, se evaluó
la metilación del promotor de la enzima CSE,
implicada en la ruta de la transulfuración y,
por tanto, en el metabolismo de un carbono.
Dado que la ingesta de fructosa pre- y postna-
tal se asocia con un mayor riesgo de ECV y SM,
los cambios en la metilación de este promotor
podrían estar potencialmente vinculados con
alteraciones en el metabolismo y promover
factores de riesgo para el desarrollo de estas
patologías.

El estudio ANOVA de doble vía (Tabla IV)
muestra que la metilación del promotor de
CSE está afectada significativamente por el
efecto MADRE. El análisis posterior mediante
el test de Bonferroni permitió identificar que
el consumo de fructosa por la descendencia de
madres control dio lugar a niveles de metila-
ción significativamente superiores a los obser-
vados como resultado del consumo de agua o
tagatosa. Así, como se muestra en la Figura 8,
el nivel de metilación del promotor de CSE se
vio aumentado como consecuencia del con-
sumo postnatal de fructosa.
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Figura 7. Expresión de los genes (u.a.) Pemt (a) y gNMt (b) en hígado en machos F1 descendientes
de madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 días (control: ba-
rras azules; fructosa líquida (10%): barras naranjas; o tagatosa líquida (10%): barras verdes). Los
datos representan la media ± E.S. de 7-8 ratas. Las diferencias entre los factores y su interacción
se analizaron utilizando ANoVA de doble vía con un test a posteriori de Bonferroni para detectar
las diferencias significativas entre grupos.
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los tres grupos experimentales en los machos
descendientes de madres fructosa. Como se
muestra en la Figura 1, la CSE está involucrada
en la conversión de la homocisteína a través
de la vía de la transulfuración, siendo la prin-
cipal enzima responsable en la producción he-
pática de H2S (60).

Como se muestra en la Figura 9, la hiperme-
tilación del promotor CSE se tradujo, como era
de esperar, en una menor expresión de la en-
zima en los machos procedentes de madres
control que consumieron fructosa. De nuevo,
de acuerdo con lo observado en la metilación
de dicho promotor (Figura 8), no se observa-
ron diferencias en la expresión de la CSE entre
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Figura 8. Metilación del promotor de la CSE en hígado de machos F1 descendientes de madres control
y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 días (control: barras azules; fructosa lí-
quida (10%): barras naranjas; o tagatosa líquida (10%): barras verdes). Los datos representan la media
± E.S. de 7-8 ratas. Los asteriscos (*) indican diferencias estadísticamente significativas entre machos
tratados con diferente dieta. Las almohadillas (#) indican diferencias estadísticamente significativas
entre machos tratados con la misma dieta, pero procedentes de madres que recibieron diferente
dieta. Las diferencias entre los factores y su interacción se analizaron utilizando ANoVA de doble vía
con un test a posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias significativas entre grupos.

tabla iV. ANoVA de doble vía de los resultados obtenidos en la metilación de la CSE hepática,
en la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (η2): proporción de la va-
rianza atribuida a la madre, a la dieta o a la interacción madre*dieta.

Figura 9. Expresión del gen CSE en hígado en machos F1 descendientes de madres control y madres fruc-
tosa tras consumir diferentes dietas durante 21 días (control: barras azules; fructosa líquida (10%): barras
naranjas; o tagatosa líquida (10%): barras verdes). Los datos representan la media ± E.S. de 7-8 ratas.
Los asteriscos (*) indican diferencias estadísticamente significativas entre machos tratados con diferente
dieta. Las diferencias entre los factores y su interacción se analizaron utilizando ANoVA de doble vía
con un test a posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias significativas entre grupos.

tabla V. ANoVA de doble vía de los resultados obtenidos en la expresión hepática de CSE en
la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (ŋ2): proporción de la va-
rianza atribuida a la madre, a la dieta o a la interacción madre*dieta.
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niveles hepáticos de SAH, un producto de las
metiltransferasas que afecta su actividad en-
zimática.

Los resultados muestran una tendencia
hacia menores niveles hepáticos de SAH en la
descendencia de madres control tras el con-
sumo de fructosa, en comparación con el
grupo que consumió tagatosa o agua. Esta ten-
dencia no se observó en los hijos de madres
fructosa (Tabla VI, Figura 10). Dicha disminu-
ción se relaciona inversamente con los niveles
de metilación observados en el promotor de
CSE (Figura 8), es decir, menores niveles de
SAH se podrían asociar con un mayor nivel de
metilación en la descendencia de madres con-
trol que consumieron fructosa. Dado que SAH
regula negativamente a las DNMTs, podríamos
estar ante la causa de las alteraciones obser-
vadas en el metiloma en este grupo experi-
mental (63). Menores niveles de SAH debido al
consumo de fructosa implicarían una mayor
actividad enzimática de las DNMTs y una
mayor metilación del promotor de CSE, redu-
ciendo la expresión de la enzima. Por tanto,
aunque no se observan cambios en la expre-
sión de las DNMTs debido a la dieta, sí se vie-
ron alteraciones en la metilación por posibles
cambios en su actividad.

Se ha descrito que niveles reducidos de H2S
están asociados con el desarrollo de patologías
como la hipertensión, arritmia o fallo car-
diaco, pues este gasotransmisor desempeña un
papel crucial en diversos procesos fisiológicos
como la regulación de la función cardiaca, la
inflamación y la vasodilatación (61,62). Esta
relación refuerza el carácter perjudicial del
consumo de fructosa, ya que una menor ex-
presión de la CSE inducida por este monosacá-
rido podría conducir a niveles más bajos de
H2S, lo que, a su vez, podría favorecer el des-
arrollo de patologías.

5.1.5. Relación entre niveles de SAH y me-
tilación

Como se ha mencionado en el apartado 5.1.1.,
aunque las dietas administradas no alteraron
la expresión de las metiltransferasas en el hí-
gado, los resultados obtenidos muestran cam-
bios en los patrones de metilación del
promotor de la CSE (Figura 8). Esto sugiere la
existencia de cambios en la actividad de las
DNA-metiltransferasas mediados por otro me-
canismo diferente a la expresión génica. Por
tanto, para intentar descifrar la causa de la
alteración del metiloma, se evaluaron los
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Figura 10. Niveles de SAH (μg/g tejido) en hígado en
machos F1 descendientes de madres control y madres
fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21
días (control: barras azules; fructosa líquida (10%): ba-
rras naranjas; o tagatosa líquida (10%): barras verdes).
Los datos representan la media ± E.S. de 7-8 ratas. Las
diferencias entre los factores y su interacción se ana-
lizaron utilizando ANoVA de doble vía con un test a
posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias
significativas entre grupos. Resultados cedidos corres-
pondientes a la tesis doctoral en preparación de Cris-
tina donis Rodríguez.

tabla Vi. ANoVA de doble vía de los resulta-
dos obtenidos en los niveles hepáticos de
SAH en la descendencia macho. p: valor de
probabilidad. Eta cuadrado (ŋ2): proporción
de la varianza atribuida a la madre, a la
dieta o a la interacción madre*dieta.
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dieta consumida por la descendencia como por
efecto de la programación fetal (Figura 11c).
Así, el consumo de la dieta occidental por la
descendencia de madres control provocó nive-
les significativamente menores cuando se
comparó con el grupo control. Sin embargo,
dicho efecto inducido por la WD no fue encon-
trado en los descendientes de madres fruc-
tosa.

Por tanto, teniendo en cuenta su implica-
ción en el establecimiento de los patrones de
metilación de novo, una menor expresión de
DNMT3a y DNMT3b promovida por la dieta oc-
cidental podría potencialmente resultar en un
metiloma aberrante (40). Por otro lado, el
efecto de la programación fetal debido al con-
sumo materno de fructosa atenuó los efectos
observados por la dieta occidental (WD) en la
descendencia de madres control. Este resul-
tado reafirma que la fructosa consumida por
la madre durante la gestación podría actuar
como un estresor intrauterino que altera la ex-
presión de las enzimas del ciclo de la metio-
nina y evita la disminución en la expresión de
DNMT3a y DNMT3b que aparece tras la exposi-
ción a una dieta occidental en la juventud a
través de la programación fetal.

Por otro lado, al analizar la expresión de las
DNA – metiltransferasas en el corazón, tras el
test de Bonferroni se observaron niveles signi-
ficativamente inferiores en la expresión de
DNMT1 en los hijos de madres fructosa que
consumieron fructosa asociada a colesterol
(Figura 12a) en comparación con los que con-
sumieron fructosa. Un perfil similar se observó

5. 2. Consumo de fructosa vs fructosa +
colesterol (dieta occidental)

Una vez analizados los efectos del consumo de
fructosa, se determinaron los efectos del con-
sumo de la dieta occidental, para lo que se
empleó como modelo el consumo de fructosa
asociada a colesterol.

5.2.1. Expresión génica de dNMts en hígado
y corazón

Tras el análisis estadístico de la ANOVA de
doble vía sólo se observaron diferencias esta-
dísticamente significativas en la expresión he-
pática de DNMT1 con el factor MADRE. Por otro
lado, cuando se estudió la interacción
MADRE*DIETA, la expresión de DNMT1 en cora-
zón mostró diferencias cuasi significativas con
un p=0,053. A su vez, al analizar la expresión
de DNMT3a en este mismo tejido, se observó
que el factor DIETA mostraba un valor de
p=0,074, y esta diferencia fue incluso mayor
cuando se analizó la interacción MADRE*DIETA
con un p de 0,06 (Tabla VII).

Al analizar las diferencias estadísticas me-
diante el test de Bonferroni, se observó que el
consumo de dieta occidental mostró una
menor expresión de DNMT3a en los descen-
dientes de madres control que consumieron
esta dieta cuando se comparaba con el grupo
control, aunque sin alcanzar diferencias esta-
dísticamente significativas (Figura 11 b). Sin
embargo, la expresión de DNMT3b sí que pre-
sentó diferencias significativas, tanto por la
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tabla Vii. ANoVA de doble vía de los resultados obtenidos en la expresión dNMt1, dNMt3a y
dNMt3b en hígado, así como dNMt1 y dNMt3b en corazón, en la descendencia macho. p:
valor de probabilidad. Eta cuadrado (ŋ2): proporción de la varianza atribuida a la madre, a
la dieta o a la interacción madre*dieta.

dNMt1 hígado dNMt3a hígado dNMt3b hígado dNMt1 corazón dNMt3a corazón
p ŋ2 p ŋ2 p ŋ2 p ŋ2 p ŋ2

Madre 0.046 0.109 0.456 0.017 0.114 0.07 0.179 0.053 0.215 0.046
dieta 0.868 0.008 0.529 0.038 0.12 0.114 0.318 0.065 0.074 0.146

Madre*
dieta 0.883 0.007 0.094 0.134 0.193 0.09 0.053 0.158 0.06 0.157
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5.2.2. Expresión génica hepática de Pemt y
gNMt

El análisis de la ANOVA de doble vía mostró di-
ferencias estadísticamente significativas en
ambos genes debidos al factor DIETA (Tabla
VIII). Posteriormente, cuando se analizaron di-
chas diferencias mediante el test de Bonfe-
rroni, y tal y como se muestra en la Figura 13,
se observó que el consumo de la dieta occi-
dental provocó una disminución en la expre-

tras analizar la expresión de DMNT3a (Figura
12b). Cabe destacar que los menores niveles
observados en la descendencia de madres
fructosa que consumieron dieta occidental
mostraron diferencias estadísticamente signi-
ficativas al compararlos con los de la descen-
dencia de madres control que ingirieron esa
misma dieta. Nuevamente, la nutrigenómica
que estaba afectando a la expresión de las
DNMTs tras el consumo de la dieta occidental
resultó ser dependiente del tejido estudiado.
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Figura 11. Expresión de los genes dNMt1 (a), dNMt3a (b), dNMt3b (c) en hígado en machos F1 des-
cendientes de madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 días (con-
trol: barras azules; fructosa líquida (10%): barras naranjas; o fructosa + col (2%): barras moradas). Los
datos representan la media ± E.S. de 7-8 ratas. Los asteriscos (*) indican diferencias estadísticamente
significativas entre machos tratados con diferente dieta. Las almohadillas (#) indican diferencias esta-
dísticamente significativas entre machos tratados con la misma dieta, pero procedentes de madres que
recibieron diferente dieta. Las diferencias entre los factores y su interacción se analizaron utilizando
ANoVA de doble vía con un test a posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias significativas
entre grupos.

Figura 12. Expresión de los genes dNMt1 (a) y dNMt3a (b) (u.a.) en corazón en machos F1 descendientes
de madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 días (control: barras
azules; fructosa líquida (10%): barras naranjas; o fructosa + col (2%): barras moradas). Los datos repre-
sentan la media ± E.S. de 7-8 ratas. Los asteriscos (*) indican diferencias estadísticamente significativas
entre machos tratados con diferente dieta. Las almohadillas (#) indican diferencias estadísticamente
significativas entre machos tratados con la misma dieta, pero procedentes de madres que recibieron di-
ferente dieta. Las diferencias entre los factores y su interacción se analizaron utilizando ANoVA de doble
vía con un test a posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias significativas entre grupos.
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carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1) para
determinar cómo estos cambios en la expre-
sión podían afectar al metiloma. En este caso
y basándonos en la bibliografía analizamos dos
regiones del promotor. Como se observa en la
Tabla IX, el estudio de ANOVA de doble vía
muestra que la metilación de la región 2 del
promotor de CPT1 está modulada por el factor
DIETA y por la interacción MADRE*DIETA, aun-
que sin llegar a ser significativo en ningún
caso.

El análisis posterior mediante el test de Bon-
ferroni permitió identificar que el nivel de me-
tilación del promotor del gen para CPT1 en la
descendencia de madres control que consumió
dieta occidental era menor cuando se com-
paró con la descendencia que consumió fruc-
tosa, tanto en la región 1 como en la región 2

sión de ambas enzimas, independientemente
de la dieta consumida por la madre durante la
gestación. Por tanto, sería interesante indagar
en las consecuencias de esta disminución en
la expresión, ya que podría traducirse en una
menor síntesis de sarcosina y fosfatidilcolina,
con potenciales repercusiones en el desarrollo
de diversas patologías (50,53).

5.2.3. Nivel de metilación del promotor de
CPt1 en hígado

Dado que la expresión de DNMT3a y DNMT3b
disminuyó como resultado del consumo de la
dieta occidental (fructosa + colesterol) en los
hijos de madres control sin afectar a la des-
cendencia de madres fructosa, se midió el
nivel de metilación del promotor de la enzima
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tabla Viii. ANoVA de doble vía de los resultados obtenidos en la expresión hepática de Pemt
y gNMt en la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (ŋ2): proporción
de la varianza atribuida a la madre, a la dieta o a la interacción madre*dieta.

Pemt hígado gNMt hígado
p ŋ2 p ŋ2

Madre 0.984 0 0.079 0.088
dieta 0 0.478 0.001 0.359

Madre*dieta 0.134 0.112 0.937 0.004

Figura 13. Expresión de los genes gNMt (a) y Pemt (b) (u.a.) en hígado en machos F1 descendientes de
madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 días (control: barras azules;
fructosa líquida (10%): barras naranjas; o fructosa + col (2%): barras moradas). Los datos representan la
media ± E.S. de 7-8 ratas. Los asteriscos (*) indican diferencias estadísticamente significativas entre ma-
chos tratados con diferente dieta. Las diferencias entre los factores y su interacción se analizaron uti-
lizando ANoVA de doble vía con un test a posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias
significativas entre grupos.
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5.2.4. Expresión génica hepática de la CPt1

Para determinar los efectos observados en la
metilación del promotor del gen para CPT1, se
midió la expresión génica de la enzima. La
CPT1 es una enzima involucrada en la β-oxi-
dación de los AG en las mitocondrias, catali-
zando la entrada de los AG de cadena larga
desde el citosol hasta el interior del orgánulo,
por lo que juega un papel fundamental en la
homeostasis energética del organismo (64).

A pesar de que el estudio ANOVA de doble
vía no mostró diferencias estadísticamente
significativas, el posterior test de Bonferroni
permitió corroborar que el perfil de expresión
coincidía con lo esperado en base a la metila-
ción del promotor en la descendencia, tanto
de madres control como de madres fructosa.
Los mayores niveles de metilación observados
tras consumo de fructosa por la descendencia

del promotor (Figura 14). Además, se observó
una tendencia hacia una menor metilación en
la región 1 del promotor de CPT1 en compara-
ción con los machos que consumieron agua
descendientes de madres control (Figura 14a).
Esto es coherente con los resultados de expre-
sión de DNMT3a y DNMT3b obtenidos para
dicho grupo experimental, pues una menor ac-
tividad de estas enzimas como resultado de su
menor expresión supondría una menor metila-
ción de los promotores génicos (Figura 11b,c).
Por otro lado, cuando los individuos proceden-
tes de madres que habían estado expuestas a
fructosa durante la gestación consumieron la
dieta occidental, se observó una tendencia
hacia el aumento de la metilación de las dos
regiones estudiadas (Figura 14). Por tanto, el
fenómeno de la programación fetal inducido
por la exposición a fructosa durante la gesta-
ción se volvía a observar en este caso.
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tabla iX. ANoVA de doble vía de los resultados obtenidos en la metilación de CPt1 Reg 1 y
CPt1 Reg 2 en hígado en la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (ŋ2):
proporción de la varianza atribuida a la madre, a la dieta o a la interacción madre*dieta.

Figura 14. Metilación de los promotores CPt1 Región 1 (a) y CPt1 Región 2 (b) en hígado de machos F1
descendientes de madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 días
(control: barras azules; fructosa líquida (10%): barras naranjas; o fructosa + col (2%): barras moradas).
Los datos representan la media ± E.S. de 7-8 ratas. Los asteriscos (*) indican diferencias estadísticamente
significativas entre machos tratados con diferente dieta. Las diferencias entre los factores y su interac-
ción se analizaron utilizando ANoVA de doble vía con un test a posteriori de Bonferroni para detectar
las diferencias significativas entre grupos.

CPt1 Reg 1 metilación CPt1 Reg 2 metilación
p ŋ2 p ŋ2

Madre 0.933 0 0.667 0.006

dieta 0.729 0.018 0.078 0.14

Madre*dieta 0.319 0.063 0.08 0.138
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5.2.5. Relación entre niveles de SAH y me-
tilación

Al medir los niveles de SAH en los machos jó-
venes que consumieron fructosa + colesterol
no se obtuvieron cambios significativos entre
grupos (Tabla XI). No obstante, a diferencia de
lo observado en los hijos de madres control
que consumieron fructosa, en los que se ob-
servó una tendencia hacia menores niveles de
SAH; cuando la ingesta de dicho monosacárido
se asoció a colesterol, se encontró la tenden-
cia opuesta (Figura 16) y niveles similares a
los encontrados en los machos control.

Considerando la retroalimentación negativa
que ejerce dicho metabolito contra las DNMTs,
la existencia de elevados niveles de SAH es co-
herente con la menor tasa de metilación en-
contrada en la región 1 del promotor de CPT1
en los hijos de madres control que consumie-
ron una dieta occidental. Por tanto, la activi-
dad de DNMT3a y DNMT3b estaría disminuida
de manera importante por la acción combi-
nada de los mecanismos transcripcional, defi-
nido por una menor expresión génica, y de

de madres control en ambas regiones del pro-
motor (Figura 14) se correlacionaban con los
menores niveles de expresión observados por
este grupo (Figura 15). Curiosamente, esa hi-
permetilación que se observaba en los descen-
dientes de madres control tras la ingesta de
fructosa, desaparecía al combinar dicho azú-
car con el consumo de colesterol, y coincidía
con la normalización de la expresión de CPT1
a los niveles observados en la progenie que
tomó agua sin aditivos.

Por otro lado, los individuos descendientes
de madres fructosa presentaron niveles prác-
ticamente idénticos de expresión de CPT1, in-
dependientemente de la dieta que recibieron
durante su juventud. Esto resulta llamativo te-
niendo en cuenta las diferentes tendencias de
expresión de la enzima observadas en la des-
cendencia de madres control como resultado
de la dieta que consumieron en su vida pos-
tnatal. Este resultado podría indicar que, de
nuevo, la ingesta materna de fructosa pro-
mueve la programación fetal insensibilizando
a la descendencia ante los cambios en la ex-
presión de la enzima CPT1 promovidos por fac-
tores nutrigenómicos, en este caso las dietas
estudiadas. Por tanto, esta falta de respuesta
a dietas potencialmente lipogénicas en la ex-
presión de una enzima limitante de una vía tan
importante del metabolismo lipídico como es
la CPT1, podría promover la aparición de en-
fermedades metabólicas que cursen con este-
atosis y/o dislipemia (65).
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tabla X. ANoVA de doble vía de los resultados
obtenidos en la expresión hepática de CPt1
en la descendencia macho. p: valor de pro-
babilidad. Eta cuadrado (ŋ2): proporción de
la varianza atribuida a la madre, a la dieta o
a la interacción madre*dieta.

Figura 15. Expresión del gen CPt1 (u.a.) en hígado
en machos F1 descendientes de madres control y
madres fructosa tras consumir diferentes dietas
durante 21 días (control: barras azules; fructosa
líquida (10%): barras naranjas; o fructosa + col
(2%): barras moradas). Los datos representan la
media ± E.S. de 7-8 ratas. Las diferencias entre
los factores y su interacción se analizaron utili-
zando ANoVA de doble vía con un test a posteriori
de Bonferroni para detectar las diferencias signi-
ficativas entre grupos.

CPt1 hígado

p ŋ2

Madre 0.116 0.069

dieta 0.645 0.025

Madre*dieta 0.6 0.029
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del aumento de la actividad de las DNMTs, 
como consecuencia de la disminución de los 
niveles de SAH. Este aumento no se observó 
tras el consumo de tagatosa, lo que implica que 
la alteración del metiloma y consecuente 
disminución de la expresión de la CSE son de-
pendientes del carbohidrato ingerido.

Sin embargo, la hipermetilación del promo-
tor de la CSE no se observó en la descendencia 
de madres que consumieron fructosa durante la 
gestación, lo que indicaría que dicho mono-
sacárido es capaz de anular la alteración del 
metiloma promovida por el consumo postnatal 
de fructosa a través del fenómeno de la pro-
gramación fetal.

La ingesta postnatal de fructosa, cuando se 
asoció a colesterol, disminuyó la expresión he-
pática de DNMT3a y DNMT3b en los descen-
dientes de madres control. Esta menor 
expresión junto con una posible menor activi-
dad de las DNMTs ejercida por los elevados ni-
veles de SAH encontrados en este grupo 
experimental, estarían promoviendo una dis-
minución de los niveles de metilación del pro-
motor de CPT1 y, como resultado, un aumento 
de la expresión de esta enzima.

retroalimentación negativa de la actividad en-
zimática en este grupo. De la misma manera,
la tendencia a disminuir los niveles de SAH en
los descendientes de madres fructosa que to-
maron la dieta occidental (Figura 16), podrían
ser los causantes de la tendencia a una mayor
metilación del promotor de CPT1 observada en
ese mismo grupo, principalmente en la región
2 del mismo (Figura 14).

No obstante, considerando que SAM también
es sustrato de Pemt y GNMT, es probable que
los elevados niveles de SAH detectados en los
descendientes de madres control que consu-
mieron una dieta occidental también estuvie-
ran ejerciendo una acción inhibitoria sobre la
actividad de dichas enzimas. De hecho, la li-
teratura contempla la relación SAM/SAH como
uno de los principales reguladores de su acti-
vidad (46,66). Por tanto, la existencia de este
potencial efecto inhibitorio sobre la actividad
enzimática junto a la disminución de su expre-
sión génica observada podría favorecer el
desarrollo de patologías de diversa naturaleza
resultado de la disminución de los niveles de
PC y sarcosina.

6. CoNCLUSioNES

El consumo de fructosa por individuos jóvenes
aumentó drásticamente la metilación del pro-
motor de la CSE hepática en la descendencia
de madres control, probablemente a través
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tabla Xi. ANoVA de doble vía de los resulta-
dos obtenidos en los niveles hepáticos de
SAH en la descendencia macho. p: valor de
probabilidad. Eta cuadrado (ŋ2): proporción
de la varianza atribuida a la madre, a la dieta
o a la interacción madre*dieta.

Figura 16. Niveles de SAH (μg/g) en hígado en ma-
chos F1 descendientes de madres control y ma-
dres fructosa tras consumir diferentes dietas
durante 21 días (control: barras azules; fructosa
líquida (10%): barras naranjas; o fructosa + col
(2%): barras moradas). Los datos representan la
media ± E.S. de 7-8 ratas. Las diferencias entre
los factores y su interacción se analizaron utili-
zando ANoVA de doble vía con un test a posteriori
de Bonferroni para detectar las diferencias signi-
ficativas entre grupos.
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DHAP: dihidroxiacetona 
DNMTs: DNA-metiltransferasas 
DNMT1: DNA-metiltransferasa 1
DNMT3a: DNA-metiltransferasa 3a 
DNMT3b: DNA-metiltransferasa 3b
DOHAD: developmental origins of health and
disease (teoría del desarrollo temprano de la
salud y la enfermedad)
ECV: enfermedad cardiovascular 
ES: error estándar
FC: machos de madres fructosa-control 
FF: machos de madres fructosa-fructosa
FF+col: machos de madres fructosa-dieta oc-
cidental 
FT: machos de madres fructosa-tagatosa
G3P: gliceraldehído-3-fosfato 
GNMT: glicina-N-metiltransferasa 
GR: glucocorticoides
GTP: guanosina trifosfato
H2S: sulfuro de hidrógeno
HDL: lipoproteínas de alta densidad
HFCS: High Fructose Corn Syrup (Jarabe de
Maíz Rico en Fructosa)
LDL: lipoproteínas de baja densidad 
LXR receptor X hepático alfa
MAT1A: metionina adenosiltransferasa
MTHFD1: metilen-THFdeshidrogenasa-1
MTHFR: metilen-THF-reductasa
MTR: metionina sintasa
MTRR: metionina sintasa reductasa
NCBI: National Center for Biotechnology Infor-
mation
PC: fosfatidilcolina
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
PE: fosfatidiletanolamina
Pemt: fosfatidiletanolamina N-metiltransfe-
rasa
PPAR: receptor nuclear activado por prolife-
radores peroxisómicos
Q-PCR: PCR a tiempo real
RT: transcriptasa inversa
SAH: S-adenosilhomocisteína
SAM: S-adenosilmetionina
SM: Síndrome Metabólico
THF: tetrahidrofolato TG: triglicéridos
VLDL: lipoproteínas de muy baja densidad
WD: Western Diet (Dieta Occidental)

En los individuos descendientes de madres 
fructosa que consumieron una dieta occiden-
tal, la expresión de CPT1 resultó ser práctica-
mente idéntica entre grupos. Esto reafirma la 
hipótesis de que el consumo materno de 
fructosa promueve la programación fetal, 
insensibilizando a la descendencia ante los 
cambios en la expresión de la enzima CPT1 
promovidos por factores nutrigenómicos. Esta 
falta de adaptación a cambios dietéticos en 
esta enzima del catabolismo de ácidos grasos 
podría potenciar el desarrollo de esteatosis y 
dislipemia en dichos individuos.

El consumo de una dieta occidental dismi-
nuyó significativamente la expresión de Pemt 
y GNMT, independientemente de la dieta reci-
bida por la madre. Esto pone de manifiesto 
que la alteración de la metilación inducida 
por la dieta no es exclusiva de los promotores 
gé-nicos, sino que también afecta a otros 
compo-nentes celulares, en este caso el 
metabolismo de fosfolípidos y de glicina.

Listado de Abreviaturas

#5-metil-THF: 5-metil-tetrahidrofolato ADN: 
ácido desoxirribonucleico 
ADNc: ADN complementario 
AG: ácidos grasos
AHCY: SAH hidrolasa 
ANOVA: análisis de Varianza 
ARN: ácido ribonucleico
ATP III: Adult Treatment Panel III
BCP: bromocloropropano
BHMT: betaína-homocisteína metiltrasnsferasa 
CAC: ciclo del ácido cítrico 
CBS: cistationina beta sintasa
CC: machos de madres control-control 
CF: machos de madres control-fructosa
CF+col: machos de madres control-dieta occi-
dental 
Cp: crossing point
CpG / CG: dinucleótido citosina - guanina CT: 
machos de madres control-tagatosa CPT1: 
carnitina palmitoiltransferasa 1 
CSE: cistationina gamma liasa
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