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KEYWORDS ABSTRACT
Background and objectives: The Rheumatology Service of a tertiary hospital

TSI E2 in Spain conducts weekly multidisciplinary meetings to determine the most

E;%ljsglfi?llai:eir:py appropriate disease-modifying antirheumatic drug (biological or targeted
hibitors synthetic) for each patient. This study aimed to describe our experience
Rl G e with these sessions, assess the level of agreement in treatment decisions,
Multidisciplinary and analyze treatment response at 3 and 6 months.

health team Methods: We performed a retrospective descriptive study including all

patients discussed in the weekly sessions between September 2023 and
March 2024. Baseline demographic and clinical characteristics, relevant
dates, concordance between the proposed and initiated treatment,
treatment continuation, and response to therapy at 3 and 6 months
(assessed by clinical judgment and scale criteria) were recorded. Descriptive
statistical analysis was conducted.

Results: A total of 128 patients (73% women) were discussed in the sessions
during the study period. Concordance between the treatment selected in
the sessions and the treatment actually initiated was high (92%). Of the 116
patients who started therapy with a biological or targeted synthetic disease-
modifying antirheumatic drug, 97 (84%) and 88 (76%) continued the same
therapy at 3 and 6 months, respectively. Reasons for discontinuation
included inefficacy (n=14), safety concerns (n=8), and other reasons (n=6).
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ISSN: 1697-4271 E-ISSN: 1697-428X/Derechos Reservados © 2026 Real Academia Nacional de Farmacia.
Este es un articulo de acceso abierto

Vol. 92. n°2 (2026) - pp. 117-126 antirheumatic drugs

An. R. Acad. Farm. Descriptive study of the multidisciplinary... 1 17
Sandra Rotea-, Laura Galindo et al.



Reumatologia
Terapia bioldgica
Inhibidores de la
janus cinasa
Resultado del

tratamiento
Grupo de salud
interdisciplinario

PALABRAS CLAVE

ANALES

RANF

—

www.analesranf.com

At 6 months, 66% of patients showed a positive response according to clinical
judgment, while 16% did not. According to standardized scale criteria, 46%
of patients responded positively, and 20% did not.

Conclusions: This real-world study reflects our experience in treatment
selection, demonstrating a high level of agreement in therapeutic decisions.
However, response rates differed when assessed by clinical judgment versus
scale criteria.

RESUMEN

Antecedentes y objetivos: El Servicio de Reumatologia de un hospital
terciario en Espana realiza reuniones multidisciplinares semanales para
determinar el farmaco antirreumdtico modificador de la enfermedad mds
adecuado (bioldgico o sintético dirigido) para cada paciente. El objetivo
de este estudio fue describir nuestra experiencia con estas sesiones,
evaluar el nivel de acuerdo en las decisiones terapéuticas y analizar la
respuesta al tratamiento a los 3 y 6 meses.

Métodos: Se llevd a cabo un estudio descriptivo retrospectivo que incluyo
a todos los pacientes discutidos en las sesiones semanales entre septiembre
de 2023 y marzo de 2024. Se registraron las caracteristicas demogrdficas y
clinicas basales, fechas relevantes, concordancia entre el tratamiento
seleccionado en la sesion y el finalmente iniciado, continuidad del
tratamiento y respuesta a la terapia a los 3 y 6 meses (evaluada mediante
juicio clinico y criterios estandarizados). Se realizaron andlisis estadisticos
descriptivos.

Resultados: Durante el periodo estudiado se discutieron en las sesiones un
total de 128 pacientes (73% mujeres). La concordancia entre el tratamiento
seleccionado en las sesiones y el tratamiento realmente iniciado fue alta
(92%). De los 116 pacientes que comenzaron terapia con un fdrmaco
antirreumatico modificador de la enfermedad bioldgico o sintético dirigido,
97 (84%) y 88 (76%) continuaron con la misma terapia a los 3 y 6 meses,
respectivamente. Las razones de suspension incluyeron ineficacia (n=14),
problemas de seguridad (n=8) y otros motivos (n=6). A los 6 meses, el 66%
de los pacientes mostré una respuesta positiva segun el juicio clinico,
mientras que el 16% no respondio. Segun criterios estandarizados, el 46%
de los pacientes respondio positivamente y el 20% no lo hizo.
Conclusiones: Este estudio realizado en condiciones de prdctica clinica real
refleja nuestra experiencia en la seleccion de tratamientos, mostrando un
alto nivel de concordancia en las decisiones terapéuticas. No obstante, las
tasas de respuesta difirieron cuando se evaluaron mediante juicio clinico
frente a criterios estandarizados.

y sintéticos dirigidos
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1. INTRODUCTION

EULAR provides extensive and continually up-
dated recommendations for the management
of various rheumatological diseases (1). These
guidelines generally recommend initiating
treatment with a biologic disease-modifying
antirheumatic drug (bDMARD) or a targeted
synthetic disease-modifying antirheumatic
drug (tsDMARD) when the desired target is not
achieved with prior therapies. However, they
do not specify which drug should be chosen as
the initial option. Drug selection is based on a
trial-and-error approach, considering patient
characteristics, drug availability, established
cost-efficiency protocols, and the experience
of the treatment center. The Rheumatology
Service (RS) at a tertiary hospital in northwest
Spain conducts weekly multidisciplinary meet-
ings to determine the most appropriate bD-
MARD or tsDMARD for each patient. These
sessions are attended by the entire RS team,
including physicians, nurses, clinical re-
searchers, and the pharmacist responsible for
the rheumatology area. Additionally, special-

0

®

ists from other fields, such as gastroenterol-
ogy, dermatology, and pulmonology, are in-
vited as needed. Before each session, patient
data is sent by email for review.

During each meeting, the physician respon-
sible for a given patient presents the case, de-
tailing the medical history, comorbidities,
previous treatments, current disease status,
and the proposed treatment. This presenta-
tion is followed by a group discussion, leading
to a consensus on the clinical approach or
therapeutic management strategy.

Each rheumatologist maintains a general
clinical consultation with their patients. When
a patient is identified as a candidate for initi-
ating bDMARD or tsDMARD therapy, or for
switching treatments due to inadequate re-
sponse or safety concerns, the case is pre-
sented during these weekly sessions. Patients
considered eligible for treatment are followed
in dedicated clinical consultations at 3 and 6
months after therapy initiation. If their condi-
tion remains stable during this period, they
are returned to routine consultations with
their treating rheumatologist (see Figure 1).

&5

rheumatology

clinical
consultation

/'

" 6-month
response to
treatment

(N=88)

response to

’ 3-month
treatment

(N=97)

; ™,
General

N

" Rheumatology
multidisciplinary
session

(N=128 patients
discussed)

/

g Patients who

started
treatment*

(N=116)

Figure 1. Patient flow across different rheumatology healthcare consultations, summarizing the

study findings.
antirheumatic drug.

*Treatment refers to a biological or targeted synthetic disease-modifying

An. R. Acad. Farm.
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This descriptive study aims to present our
experience with these sessions, evaluate the
concordance between the treatment selected
in the session and that ultimately initiated,
and assess the treatment efficacy at 3 and 6
months post-initiation in a real-world setting.

2. METHODS

This retrospective descriptive study included
all patients discussed in these sessions be-
tween September 2023 and March 2024. Data
collected from electronic medical records in-
cluded baseline characteristics (sex, age),
clinical features (diagnosis), session and treat-
ment initiation dates, concordance between
the proposed and initiated treatment, treat-
ment continuation, and response at 3 and 6
months. The follow-up period spanned from
September 2023 to October 2024, ensuring
that all patients completed six months of
treatment.

Treatment response was recorded as a di-
chotomous variable (yes/no) and assessed
using two criteria: clinical judgment and spe-
cific scales tailored to each condition. De-
pending on data availability, the scales used
included DAS28 or DAS28-CRP for rheumatoid
arthritis (RA) and juvenile idiopathic arthritis
(JIA), SLEDAI for systemic lupus erythematosus
(SLE), ASDAS-CRP, DAS28, DAS28-CRP or BASDAI
for spondyloarthritis (SpA), and psoriatic
arthritis (PsA). For conditions such as giant
cell arteritis (GCA), uveitis, Sjogren’s syn-
drome (SS), vasculitis, Behcet’s disease, 1gG4-
related disease, scleritis, and granulomatous
disease, response was assessed solely by clin-
ical judgment.

Qualitative variables were described as fre-
quency (n) and percentage, while quantitative
variables were presented as mean + standard
deviation.

This study received approval from the Clin-
ical Research Ethics Committee of Galicia and
was conducted in accordance with the Helsinki
Declaration of Good Clinical Practices.

y sintéticos dirigidos
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3. RESULTS

During the study period, 128 patients were
discussed, of whom 94 were women (73%) and
34 were men (27%), with a mean age of
47.3+15.5 years. The distribution of diseases
in the cohort is presented in Table 1. The most
prevalent were RA (n=37), SpA (n=35), and PsA
(n=29). A single patient could be diagnosed
with more than one condition.

Table 1: Prevalence of pathologies in the
study cohort.

Pathology Number of patients
Rheumatoid arthritis 37
Spondyloarthritis 35
Psoriatic arthritis 29
Uveitis 11
Systemic lupus 7
erythematosus
Juvenile idiopathic arthritis 6
Scleritis 5
Sjogren’s syndrome 4
Vasculitis 3
Ulcerative colitis 2
Granulomatous disease 2
Diffuse ir?terstitial lung 2
disease
Still’s disease 1
Behcet’s disease 1
IgG4-related disease 1
Giant cell arteritis 1

In 92% of cases (n=118), there was agree-
ment between the therapeutic approach de-
cided in the session and that ultimately
implemented. Discrepancies occurred in 8% of
cases (n=10), including three patients who
started a different drug than proposed, two

An. R. Acad. Farm.
Vol. 92. n°2 (2026) - pp. 117-126
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who enrolled in a clinical trial, two who vol-
untarily declined treatment, and two in which
treatment was not initiated. In one additional
case, the patient continued with their existing
treatment.

Of the 128 patients, 116 initiated treat-
ments with a bDMARD (n=102) or tsDMARD
(n=14). The treatments administered are de-
tailed in Table 2. The average time from the
session to treatment initiation was 24+16.2
days. In 14 patients, treatment was delayed
by more than 40 days, mainly due to tubercu-
losis chemoprophylaxis, administration of live
vaccines, or hospitalization.

Table 2: Distribution of treatments adminis-
tered to study patients.

Drugs Number of patients

Adalimumab 46

-
-

Upadacitinib

Rituximab

Tocilizumab

Etanercept

Bimekizumab

Belimumab

Certolizumab

Infliximab

Secukinumab

Anifrolumab

Guselkumab

Baricitinib

Infliximab

Anakinra

Abatacept

Golimumab

Ixekizumab

=== =] =] =|NININAAMNAU|O| | OO O

Filgotinib

Before reaching 3 months, 19 patients dis-
continued treatment due to inefficacy (n=9),
safety (n=6), or other reasons (n=4). At 3
months, 97 of 116 patients (84%) continued
with the same drug. Before reaching 6

An. R. Acad. Farm.
Vol. 92. n°2 (2026) - pp. 117-126
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months, an additionally 9 patients discontin-
ued treatment due to inefficacy (n=5), safety
(n=2), or other reasons (n=2). At 6 months, 88
of 116 patients (76%) remained on the same
bDMARD or tsDMARD (see Figure 2).

Based on clinical criteria, 68% of patients
showed a positive response to treatment at 3
months, and 15% did not respond. Similarly,
66% responded at 6 months, and 16% did not.
However, using specific response scales, 46%
of patients responded at 3 months, and 20%
did not. Additionally, 12% did not have a par-
ticular scale recorded. Also at 6 months, 46%
responded and 20% did not. No particular scale
in 9%. Better response rates were observed
among treatment-naive patients (Table 3).

Given that RA, SpA, and PsA were the pre-
dominant conditions, a stratified analysis was
performed for these patients (Table 4).

4. DISCUSSION

To our knowledge, this is the first real-world
study describing the experience of a multidis-
ciplinary team in selecting initial bDMARD or
tsDMARD for rheumatologic conditions. We
have not identified any studies that specifi-
cally examine this type of meeting within
healthcare services for decision-making and
task execution. In our study, we observed high
concordance in therapeutic decisions and no-
tably drug retention rates by the end of the
study. However, the efficacy response varied
depending on the evaluation criteria used.

Gukova et al. conducted a study in which
they developed an interdisciplinary care path-
way for early RA. It consisted of a four-phase
approach to improve triage, diagnosis, and
management. They concluded that an inter-
disciplinary approach is essential to deliver
the highest quality care to these patients (2).
In our study, 128 patients were discussed dur-
ing the weekly sessions, with a 92% concor-
dance rate between session decisions and
implemented therapy.

Of the 116 patients who initiated therapy,
76% remained on the same drug at 6 months.

antirheumatic drugs
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(HECUEsed N 5““'“""’] « Continue with same bMARD {n=1)

)

{115 patients initated]

[ bDMARD= 102 ]

treatment tsDMARD= 14

19 patients discontinued treatment before 3 months due to:
- Inefficacy (n=9)

- Safety (n=6)

[= | - Patient’s decision (n=1)

- Exitus (n=1)

- Moved to another region (n=1)

- Absence of inflammatory pathology =1)

v N

At 3 months
a7 patients continued treatment.
Response based on

"
+ -
. +
+ *
®

Specific scales
Clinical criteria 0

2 - Response (n=53)
~Eesponsg (r-71) - Mo response (n=14)

- No response (n=5) - Unavailable data (n=16
- Unavailable data (n=10) _ No specific scale En=14:i

9 patients discontinued treatment before @ months due to:
- Inefficacy (n=5)
| safety (n=2)
- Patient’s decision (n=1)
- Doubtful sacroiliac MRI (n=1)

v

At 6 months
88 patients continued treatment.
Response based on

*
*

*

Clinical criteria R LN
- Response (n=53)

- Mo response (n=9)

- Unavailable data (n=15)
- Mo specific scale (n=11)

- Response (n=77)
- Mo response (n=5)
- Unavailable data (n=6)

Figure 2: Flowchart of study patients during follow-up.
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Table 3: Response to treatment according to clinical criteria or specific disease activity index
in the total population who initiated treatment.

Response at 3 months 6 months
Global TOTAL Naive Experienced TOTAL Naive Experienced
assessment n=116* n=59* n=56* n=116** n=59** n=56**
Clinical response
Response 79 (68%) 43 (73%) 35 (63%) 77 (66.5%) 42 (71%) 34 (61%)
No response*** 17 (15%) 4 (7%) 13 (23%) 19 (16.5%) 7 (12%) 12 (21%)
Unavailable data 10 (9%) 7 (12%) 3 (5%) 6 (5%) 3 (5%) 3 (5%)
Scale response
Response 53 (46%) 28 (48%) 25 (44%) 53 (46%) 26 (44%) 27 (48%)
No response*** 23 (20%) 9 (15%) 14 (25%) 23 (20%) 11 (19%) 12 (21%)
Unavailable data 16 (14%) 10 (17%) 6 (11%) 15 (13%) 9 (15%) 6 (11%)
No specific scale 14 (12%) 7 (12%) 6 (11%) 11 (9%) 6 (10%) 4 (7%)

Note: there was no information about prior treatments for 1 patient.
*Before 3 months, 10 patients (8%) discontinued treatment due to safety concerns and other reasons, 5

naive (8%) and 5 experienced patients (9%).

**Before 6 months, 14 patients (12%) discontinued treatment due to safety concerns and other reasons,

7 naive (12%) and 7 experienced patients (13%).

***To calculate the total nonresponding patients, those who discontinued due to inefficacy before 3 and

6 months respectively, were included.

Previous studies reported comparable 6-month
drug retention rates than those observed in
our study, ranging from 75%-88% (3-6).

Comparing our data with previous studies is
challenging due to the variability in how re-
sponse is defined and measured. While some
studies report remission rates, others focus on
low disease activity (LDA) or use the EULAR re-
sponse criteria. Our descriptive study assessed
response rates (yes/no) based on clinical judg-
ment and specific assessment scales. Further-
more, our cohort included a heterogeneous
mix of rheumatic diseases and both treat-
ment-naive and experienced patients, reflect-
ing the diverse clinical scenarios encountered
in routine practice. The primary aim of this
study was to describe our experience with
shared decision-making in collaboration with
patients and within the multidisciplinary
team.

An. R. Acad. Farm.
Vol. 92. n°2 (2026) - pp. 117-126

In the study by @rnbjerg et al. involving pa-
tients with SpA treated with their first anti-
TNF, the 6-month response rates were as
follows: ASDAS Inactive disease/BASDAI<40
rates were 33%/72% (LUNDEX-adjusted:
27%159%), and ASAS 20/40 response rates
were 64%/49% (LUNDEX-adjusted 52%/40%)
(6). Fewer response rates were reported in the
study by Mease et al., where 20% and 14% of
patients with ankylosing spondylitis initiating
bDMARD achieved ASAS20 and ASAS40, respec-
tively, at 6 months. Additionally, only 34%
achieved an optimal treatment response
(ASDAS, <2.1). Better responses were ob-
served in treatment-naive patients compared
to experienced ones (7).

Brahe et al. examined PsA patients and
found 6-month remission rates based on
DAS28/DAPSA were 56%/27% (LUNDEX-ad-
justed: 45%/22%). The ACR20/50/70 response

antirheumatic drugs
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Table 4. Response to treatment according to clinical criteria or specific disease activity index
in the total population who initiated treatment, stratified by pathology.

Response at 3 months 6 months
Pathology RA SpA PsA RA SpA PsA
Global assessment n=34* n=31* n=25* n=34** n=31** n=25%*
Clinical response
Response 24 (70%) 24 (78%) 17 (68%) 23 (68%) 23 (74%) 16 (64%)
No response*** 4 (12%) 5 (16%) 4 (16%) 4 (12%) 5 (16%) 6 (24%)
Unavailable data 2 (6%) 1 (3%) 2 (8%) 1 (3%) 2 (7%) 0 (0%)
Scale response
Response 15 (44%) 15 (48%) 17 (68%) 19 (56%) 16 (52%) 12 (48%)
No response*** 6 (17%) 11 (36%) 4 (16%) 4 (12%) 9 (29%) 8 (32%)
Unavailable data 5 (15%) 4 (13%) 2 (8%) 3 (9%) 5 (16%) 2 (8%)
No specific scale 4 (12%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (6%) 0 (0%) 0 (0%)

RA: Rheumatoid arthritis; SpA: Spondyloarthritis; PsA: Psoriatic arthritis.
*Before 3 months, 4 (12%) RA, 1 (3%) SpA, and 2 (8%) PsA patients discontinued treatment due to safety

concerns and other reasons.

**Before 6 months, 6 (17%) RA, 1 (3%) SpA, and 3 (12%) PsA patients discontinued treatment due to

safety concerns and other reasons.

***To calculate the total nonresponding patients, those who discontinued due to inefficacy before 3 and

6 months respectively, were included.

rates at 6 months were 53%, 38%, and 22%, re-
spectively (4). In the study by Colombo et al.
evaluating the effectiveness of biologics in
PsA, 6-month response rates using EULAR
DAS28 criteria were 71.8%, while ACR20/50/70
responses were 41.2%, 29.4%, and 17.1%, re-
spectively (8).

For RA, Alten et al. reported that 6-month
remission rates were 25.6% and 18.5% for pa-
tients treated with baricitinib and those
treated with other tsDMARDs or bDMARDs, re-
spectively. The corresponding proportions of
patients achieving LDA were 36.8% and 37.3%,
respectively (5). In the study by Santos et al.,
46.4% of RA-experienced patients treated with
a bDMARD achieved remission or LDA accord-
ing to CDAI at 6 months; however, LUNDEX ad-
justments showed lower response rates (3).
Ramirez et al. showed in their study that at 6
months 75.6% of RA patients treated with JAK
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inhibitors achieved remission and LDA, while
63.6% of patients with SpA achieved remis-
sion/LDA, and 87.5% of patients with PsA
achieved low activity (9).

As outlined above, response rates across
studies vary depending on the underlying
pathology and whether the patients were
treatment-naive or experienced with b/tsD-
MARDs. Notably, all studies assessed responses
using validated indices or scales tailored to
the specific condition.

In our study, the overall scale-based re-
sponse rate at 6 months was 46%. When strat-
ified by pathology, higher response rates were
observed: 56% in RA, 52% in SpA, and 48% in
PsA. Furthermore, response rates were higher
when assessed using clinical response criteria.
The overall clinical response rate was 66%,
with similar rates observed in RA (68%) and PsA
(64%), and a higher rate in SpA (74%).
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A notable difference in our study emerges
when comparing overall 6-month positive re-
sponse rates based on clinical criteria (66%)
versus specific assessment scales (46%). This
disparity can be partly attributed to the ab-
sence of specific scales for certain patholo-
gies, making scale-based assessments
inapplicable in approximately 10% of cases, as
well as the unavailability of data for 13% of
the patients. Approximately half of the miss-
ing data regarding uncalculated scales or
missed follow-up visits at 3 or 6 months per-
tain to patients from clinical trials or other
healthcare areas. Another contributing factor
could be that patients often rated their dis-
ease more negatively compared to their physi-
cians did.

From our perspective, the clinician’s evalu-
ation holds greater significance than scale-
based assessments alone, particularly when
the latter are feasible but influenced by vari-
ous factors. These include infectious
processes, the patient’s emotional state, and
other conditions that affect acute-phase reac-
tants. Additionally, mechanical pain or comor-
bidities such as fibromyalgia can further
distort scale results (10). Clinicians take these
complex factors into account when determin-
ing treatment response.

This study highlights some limitations and
areas for improvement in our clinical practice.
First, its purely descriptive nature precludes
causal inference or comparisons between
groups. Second, some data points were un-
available for response evaluation, either be-
cause visits were not conducted within the
specified timeframe or the corresponding
scales were not completed. This may also
occur when patients do not attend follow-up
appointments or fail to complete the neces-
sary laboratory tests. Third, as this study re-
lies on real-world data, it is evident that the
clinical workload sometimes does not permit
complete data collection. While the number
of patients with missing data for response cal-
culation is not high, there is always potential
for improvement. Finally, the absence of the
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DAPSA scale in evaluating treatment response
for PsA represents another limitation. Al-
though increasingly recommended in recent
years, it was not part of our evaluation proto-
cols at the time. Moving forward, we plan to
incorporate the DAPSA scale into our assess-
ments to enhance the precision of our evalua-
tions.

5. CONCLUSIONS

These multidisciplinary meetings provide a
framework for collaborative therapeutic deci-
sion-making and may support the selection of
the most appropriate treatment for each pa-
tient. They also offer opportunities for com-
munication among the various healthcare
professionals involved. Although this study did
not directly measure improvements in deci-
sion-making or communication, the descrip-
tive results suggest that such meetings could
be a valuable approach and potentially imple-
mentable in other hospitals. Our efficacy find-
ings are consistent with the response rates
described in the literature. Nonetheless, there
is room for improvement in data collection
and in-patient response rates. By sharing
these real-world observations, we aim to in-
form the broader professional community and
contribute to ongoing efforts to optimize the
management of patients with rheumatic dis-
eases.
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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, 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 conversion de serina
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en glicina, la cual 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 observo 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 sometio 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 metabdlico 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
F0), divided into a control group, 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, 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 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 poblacién 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 glucoélisis
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 ningin 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 o6xido 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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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 oxidacidn de acidos grasos. Por tanto, una
mayor sintesis de acidos grasos y triglicéridos,
sumada a su reducido catabolismo, favorece
una mayor liberaciéon 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 metabolicas, 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 genomicas (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-
cleotidos, la regeneracion de la metioninay 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 enddgeno, 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 metabdlica 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 nucleo6tidos
y lipidos de membrana, asi como en la de los
aminoacidos glicina y cisteina, y en la sintesis
de glutation, molécula que actia 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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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 macréfagos.
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 patogenos 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 neuroldgicos 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-
dres-fructosa expuestas o no a este carbo-

Disefio experimental 1:
Ratas hembra Sprague-Dawley se cruzaron con
machos vy, 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-  ypn 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, atravésdel . Gestantes FO que consumieron agua du-

estudio de la expresion génica de los trans- rante la gestacion (Control, C).
portadores implicados. » Gestantes FO que consumieron fructosa 10%
» 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).

» 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).

IANALESI

RANF

—

www.analesranf.com

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

Effect of fructose consumption on serine
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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

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.

45.



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

An. R. Acad. Farm.
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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.
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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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-
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Expresion génica
hepatica ARNm (U.A.)
(=1
e

0.0

cc FC FF

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
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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.
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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).
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6. CONCLUSIONES

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

» 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 metabodlicas.

» 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

ARNcirc: 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 unidn 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+: Dinucleotido de nicotinamida y adenina
(oxidado)

NADH: Dinucleédtido de nicotinamida y adenina
(reducido)

NAFLD: Enfermedad del higado graso no alcohé-
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: Restriccién 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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PALABRAS CLAVE RESUMEN
G En est,e trabajo de revisiép, que tiene su punto de partida un capitulo
Quimica analitica (seccion) de la obra “Quimica y Medida” del autor, y en un par de
N conferencias previas por él impartidas, se hacen algunas consideraciones en
Inteligencia torno a los origenes de la quimiometria y a su introduccién como una nueva
artificial disciplina bajo el paraguas de la quimica analitica. Se advierte la conexion
Aplicaciones estadistica a la quimiometria en el concurso previo de investigadores con
formacion quimica (y analitica) que derivaron hacia la estadistica. ELl

matrimonio de conveniencia o no entre las matematicas aplicadas y la
quimica analitica se traduce en la puesta a punto de estrategias
quimiométricas tales como el tratamiento de datos, la optimizacion, el uso
de modelos, y el reconocimiento de patrones. Se presta atencion al origen
de la palabra quimiometria y a la sinergia de la quimiometria con la
inteligencia artificial aludiendo a los encuentros en la primera fase a finales
de los anos 60 y 70, y al recorrido desde el analisis univariante al
multivariante y a los big data (datos masivos). El reconocimiento de
patrones y las redes neuronales son objeto de cierta atencion. Por ultimo,
se insiste en el posible desencuentro que podria surgir entre la quimica
analitica y la quimiometria, relacion que se esta poniendo a prueba, dada
la cantidad de problemas complejos a afrontar (e.g. control multivariante
estadistico de procesos, analisis de imagen, biologia), la instrumentacion
cada vez mas sofisticada y el incremento espectacular de los datos masivos
que requieren una gran capacidad de cémputo. Urge una solucién para este
tsunami, que se halla en el uso de algoritmos avanzados como la inteligencia
artificial, el aprendizaje profundo, las redes neuronales, el aprendizaje
automatico y otras herramientas matematicas e informaticas aplicadas a la
comprension de los datos quimicos. Se pasa revista también de forma
somera a aplicaciones de diversa indole. La quimiometria muestra un papel
relevante en el descubrimiento de farmacos.
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ABSTRACT

This review, which draws on a chapter (section) from the author’s book
“Chemistry and Measurement” and a couple of his previous lectures,
considers the origins of chemometrics and its introduction as a new
discipline within analytical chemistry. It highlights the statistical
connection to chemometrics in the earlier collaboration of researchers with
chemical (and analytical) backgrounds who transitioned to statistics. The
marriage of convenience, or perhaps not, between applied mathematics
and statistics and analytical chemistry has led to the development of
chemometric strategies such as data processing, optimization and
modeling, and pattern recognition. Attention is paid to the origin of the
term “chemometrics” and the synergy between chemometrics and artificial
intelligence, alluding to the initial encounters in the late 1960s and 70s.
The review also traces the evolution from univariate to multivariate
analysis and to Big Data. Pattern recognition and neural networks are given
some attention. Finally, the potential disconnect between analytical
chemistry and chemometrics is emphasized, a relationship currently being
tested given the number of complex problems to be addressed (e.gq.,
multivariate statistical process control, image analysis, biology...), the
increasingly sophisticated instrumentation, and the dramatic increase in
massive datasets requiring significant computing power. A solution to this
“tsunami” is urgently needed, and it lies in the use of advanced algorithms
such as artificial intelligence, deep learning, neural networks, machine
learning, and other mathematical and computational tools applied to
understanding chemical data. A brief overview of various applications is
also provided. Chemometrics plays a significant role in drug discovery,.

1. INTRODUCCION

de variadas indoles: tecnologica (3), clinica
(4), bromatoldgica (analisis, autenticacion y

Esta revision tiene como punto de partida la
obra Quimica y Medida (2022), de la que soy
autor (1) y las conferencias sobre el particular
impartidas en la Academia de Ciencias Farma-
céuticas de Paraguay (agosto de 2024) y la
Academia Nacional de Ciencias Farmacéuticas
de México (septiembre de 2025). Con caracter
previo a los anos 70, el quimico analitico es-
taba habituado, en general, solo con los pro-
cesos de medida. A partir de 1970, dada la
irrupcion de los ordenadores personales, la
matematica y estadistica avanzada se abren
camino (2) poco a poco con el objeto de intro-
ducir mejoras en los procesos de medidas y
contribuir a disenar las experiencias de forma
mas apropiada. La pretensidon, entonces vy
ahora, es realizar un uso optimo de las medi-
ciones analiticas con la finalidad de obtener
informacion que sirva a solventar problemas
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calidad de alimentos...) (5), farmacéutica (6),
medioambiental (7), éhmica (8), de patrimo-
nio cultural (9), quimica verde (10) economia
circular (11), etc.

La adecuacién de los métodos analiticos a
la solucién de problemas concretos supone la
cuantificacion de diversas variables tales
como sensores (12), modalidades de calibra-
cion (13), composiciones de las fases movil y
estacionaria, parametros indicadores de ins-
trumentacion, etc. Las medidas llevadas a
cabo en el laboratorio analitico llevan asocia-
das cierta incertidumbre, obteniéndose el re-
sultado final analitico a partir de una férmula
matematica, por lo que para Bruce R. Ko-
walski (1942-2012), quimico analitico (2, 14),
Fig. 1 (izq.), fundador del “Centro de Quimica
Analitica de Procesos de la Universidad de
Washington en Seattle (WA)” resulta dificil
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imaginar un matrimonio mas perfecto que el
del quimico analitico y las matematicas y es-
tadistica aplicadas. Es por lo que esta situa-
cion conlleva a la introduccion de la palabra
quimiometria (chemometrics) (14) para preci-
sar las aplicaciones de los métodos matemati-
cos y estadisticos a las medidas quimicas.
Alejandro Cesar Olivieri (1958- ), profesor
de quimica analitica en la Universidad Nacio-
nal del Rosario (Argentina) titula en cambio su
reciente discurso de entrada, ano 2020, en la
Academia Nacional de Ciencias de Argentina:
“Quimiometria: un matrimonio de convenien-
cia entre quimica y matematica”, discurso en
el que contempla (15) el orden de la instru-
mentacion analitica, cero, uno, dos... y los
tipos de calibracién: univariante, multiva-
riante y multi-modo, indicando limitaciones y
ventajas, planteando al final el tema del au-
mento “in crescendo” del orden de la instru-
mentacion en clave dicotomica: revolucion o
evolucion. Los datos, e.g. cromatograficos
“multi-modo” (16), pueden tratarse segun
sean lineales o no lineales, mediante los algo-
ritmos tales como el método de minimos cua-
drados parciales (PLS, partial least squares),
analisis de factores paralelos (PARAFAC, PARA-

8
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llel Factor Analysis) o resolucion de curvas
multivariadas mediante minimos cuadrados al-
ternos (MCR-ALS, multivariate curve resolu-
tion/alternating least squares), pudiendo citar
como actores principales representativos del
uso de estos métodos a Svante Bjarne Wold
(1941-2022), Fig. 1 (dcha.), sueco, catedratico
de Quimica Organica en la Universidad de Up-
sala, Rasmus Bro (1965-), danés, de la Univer-
sidad de Copenhague, investigador de los
aspectos del aprendizaje automatico y la in-
teligencia artificial en el ambito de la quimica
analitica (quimiometria), director de un con-
sorcio de investigacion industrial, ODIN, cen-
trado en la Tecnologia Analitica de Procesos
(TAP), y Roma Tauler (1955-), natural de Bar-
celona (Espana), Profesor de investigacion del
Consejo Superior de Investigaciones Cientifi-
cas (CSIC) en el Instituto de Evaluacion Am-
biental e Investigacion del Agua. La
complejidad de los datos “in crescendo” ge-
nerado por la instrumentacion analitica se
aprecia en el “abstract” grafico (17) de un tra-
bajo reciente de 2024 realizado en la Facultad
de Farmacia de la Universidad de Oporto (Por-
tugal).

.|

Figura 1. Bruce R. Kowalski (1942-2012), izq., y Svante Bjarne Wold (1941-2022), dcha. (1, 14).
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Vamos a mencionar algunos actores, quimi-
cos, que representan el lado estadistico (18)
de la quimiometria, en su preludio. William
Sealy Gosset (1876-1937), estudia quimica y
matematica en el “New College” de Oxford,
trabaja como quimico en la industria cerve-
cera Guinness en Dublin, donde idea el “test
t” bajo el seudonimo de Student. William John
Youden (1900-1971), quimico analitico (19)
americano, australiano de cuna, ejerce entre
1948 y 1965 en la “Oficina Nacional de Estan-
dares” (NBS), actualmente “Instituto Nacional
de Estandares y Tecnologia (NIST)” de los
EE.UU, donde se transforma en quimico esta-
distico aplicado. George Edward Pelham Box
(1919-2013), britanico, abandona sus estudios
de quimica en 1939 para ingresar en el ejér-
cito britanico con motivo de la guerra, lle-
gando a ser mas adelante Profesor de
Estadistica de la Universidad de Wisconsin,
Madison (WI). John Wilder Tukey (1915-2000),
graduado en quimica por la Universidad de
Brown, Providence (R.l.), es profesor de la
Universidad de Princeton (N.J.). Frank Wilco-
xon (1892-1965), natural de Cork (Irlanda), de
padres estadounidenses, consigue su maestria
en quimica en la Universidad de Rutgers en
Nuevo Brunswick (N.J.), y su doctorado en qui-
mica-fisica por la Universidad de Cornell (NY),
siendo investigador en el “Instituto Boyce
Thompson para la investigacion de plantas”,
en las companias “Atlas Powder ” y “Cyanamid
Americana”. John Mandel (1914-2007), belga,
es quimico por la Universidad Libre de Bruse-
las y miembro del staff de la NBS desde 1947
hasta su retiro en 1990. Estos quimicos men-
cionados orientan su actividad hacia las apli-
caciones de la estadistica y muy bien podrian
haberse denominado “quimiométras” (chemo-
metricians) con caracter previo a que se ide-
ara el término. Youden y Box, e.g. publicaron
en “Analytical Chemistry” (1948) y “The
Analyst” (1952) dos excelentes trabajos sobre
el diseno experimental (20), adelantados a su
época, aunque han resultado ser escasamente
citados.
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2. ESTRATEGIAS QUIMIOMETRICAS

Las tres principales estrategias quimiométricas
se muestran en un trabajo (21) procedente del
Departamento de Farmacia de la Universidad
Federico Il de Napoles (Italia): el tratamiento
estadistico de los datos, la optimizacion y el
uso de modelos, y el reconocimiento de pa-
trones. Sara Tortorella, la coautora, trabaja
ahora en la Molecular Horizon, una Startup de
Perugia. De cara a la obtencion y al trata-
miento de las sehales obtenidas en el curso de
las reacciones es preciso conocer las técnicas
matematicas mediante las cuales la informa-
cion analitica (22) se transforma en informa-
cion quimica, como ha mostrado Bernard G. M.
Vandeginste (1943-), que obtiene su maestria
en quimica en la Universidad Técnica de Delft
y el doctorado en Ciencias en la Universidad de
Radboud en Nimega (Paises Bajos). De 1994 a
2004, presidio ChemoAC, un consorcio indus-
trial liderado por el Prof. Desiré Luc Massart
(1941-2015) farmacéutico, Director del Insti-
tuto Farmacéutico de la Universidad Libre de
Bruselas (23), con quien coescribid los llama-
dos “Libros Azules” (24). Tras su retiro profe-
sional Vandeginste ha publicado dos obras
“Historia de los oratorianos” (De Oratorianen,
2019) y “Esplendor y caida de los papas de Avi-
gnon” (Grandeur en Val van de Pausen van Avi-
gnon, 2021).

El trabajo de prolongacion de los sentidos
humanos (dispositivos/ aparatos/ instrumen-
tos) se encuentra limitado por diferentes fac-
tores por lo que resulta imposible detectar la
verdad Unica. Factores objetivos o subjetivos
(25), expresados en términos especiales tales
como errores aleatorios o sistematicos ejercen
influencia sobre los parametros que caracteri-
zan un método analitico: sensibilidad, selecti-
vidad, limite de deteccion y de determinacion
y sobre los principales factores que determinan
el verdadero contenido, exactitud y precision.
Esto es por lo que, en Quimica Analitica, la ver-
dad tiene una naturaleza estadistica y una
cierta probabilidad.
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La estrategia quimiométrica en Quimica Ana-
litica implica el disefio de modelos estadisticos
para su aplicacion a procedimientos analiticos.
La meta final es la optimizacion del procedi-
miento, o la determinacion de la influencia
final de los diferentes factores de entrada
sobre la sefnal analitica. Esta estrategia consi-
dera factores que no son siempre ordenados y
autonomos y parametros instrumentales (25).
Los modelos ayudan al conocimiento de rela-
ciones estructurales existentes objetivamente
en un sistema analitico: influencia de interfe-
rencias, importancia de factores instrumenta-
les e interconexiones entre parametros de
desempeio como exactitud, precision, selec-
tividad, sensibilidad y limite de deteccion.

Otro aspecto de la estrategia quimiométrica
consiste en el estudio de sistemas no estructu-
rados caracterizados por una vasta serie de
datos (25). La ciencia hoy dia abarca ademas
del abordaje de los sistemas que estan bien or-
ganizados, la de los sistemas difusos, no bien
organizados. El trabajo con disoluciones puras
0 con muestras bien conocidas forma parte del
pasado. La Quimica Analitica del medio am-
biente, el teleanalisis y el analisis de sistemas
bioldgicos trata con sistemas bastante difusos
para los cuales las razones para una cierta
composicion cualitativa y cuantitativa no se
encuentran delimitadas de una forma evi-
dente. En adicion, los métodos instrumentales
actualmente disponibles proporcionan una ole-
ada continuada de datos de dichas muestras.

Los métodos de reconocimiento de patrones
sirven para la explicacion de conjuntos amplios
de datos analiticos, asi como para la deteccion
de los factores que determinan la distribucion
de los mismos (26): maquina lineal, métodos
supervisados y no supervisados, analisis “clus-
ter” y analisis factorial. Constituyen un sub-
conjunto de la inteligencia artificial como
aparece recogido al inicio del “abstracts” de
los trabajos de Charles F. Bender (1940-2007)
y Kowalski, de 1972 y 1973. Aunque pueda pa-
recer que el vocablo inteligencia artificial haya
emergido mas recientemente, estamos asis-
tiendo (27) practicamente, a su septuagésimo
aniversario.
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3. DEL ORIGEN DE LA PALABRAY LOS TRABA-
JOS SEMINALES DE KOWALSKI

A pesar de lo expuesto, la Quimiometria no es
la primera disciplina que se conjuga con las
matematicas y estadistica. Si se utiliza la apa-
ricion de una revista prestigiosa como medida
de la edad, le precede la Biometria. La revista
Biometrika (28) ve la luz en 1901. En 1936 apa-
rece Psychometrika. “Technometric” se pu-
blica por primera vez en 1951, bajo la
direccion de J Stuart (Stu) Hunter (1923- ),
ingeniero matematico que se doctora en Esta-
distica en la Universidad de Carolina del Norte
en 1954, posteriormente profesor de la Uni-
versidad de Princeton (NJ). Herramientas am-
pliamente utilizadas en quimiometria como el
analisis por componentes principales (PCA)
tienen origen en el campo de la biometria, con
el trabajo de Karl Pearson (1857-1936), profe-
sor de la Universidad de Londres (Reino Unido)
en 1901, y de la economia con los de Harold
Hotelling (1895-1973), profesor de las Univer-
sidades de Stanford en San Francisco (CF), Co-
lumbia en Nueva York y Carolina del Norte en
Chape Hill (NC), que introduce su estadistico
“T2” en el control multivariante de la calidad.
Herman Ole Andreas Wold (1908-1992), nor-
uego, profesor de la Universidad de Upsala
(14), casado con Anna-Lisa (1914-1994), mate-
matica sueca, la mas pequefa de las hijas de
Svante August Arrhenius (1859-1927) (Premio
Nobel de Quimica en 1903), padre de Svante
Wold (1941-2022), hizo una importante contri-
bucion con su trabajo pionero sobre el método
de minimos cuadrados parciales (PLS) para el
modelado y la regresion generalizados. En
1964 ided su famoso algoritmo NIPALS (Nonli-
near estimation by iterative partial least squa-
res) para el calculo iterativo uno por uno de
los componentes principales, base del PLS
(29). La palabra sueca “kemometri” fue usada
en primer lugar por Wold hijo, un joven pro-
fesor de la Universidad de Umea (Suecia), a
fines de 1971 (tenia entonces 30 anos), en la
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solicitud de un proyecto de investigacion y en
un curso ofertado por dicha universidad, y un
ano mas tarde (1972) en un articulo publicado
en la Revista de la Sociedad Sueca de Quimica
(30), primero, escasamente citado (39 citas al
dia de hoy) y en Technometric dos afnos des-
pués (Spline function in data analisis), citado
con mayor profusion (612 citas). Desde enton-
ces, el nuevo término se ha abierto hueco en
los nombres de conceptos quimicos y es am-
pliamente usado por grupos de investigacion y
en reuniones cientificas, revistas y disciplinas
diversas.

A principios de los 70 Kowalski y Bender, qui-
mico computacional, miembros entonces del
Laboratorio Livermore de la Universidad de
California, publican en el “Journal of the
American Chemical Society” un par de traba-
jos (26) sobre el reconocimiento de patrones
analizando datos quimicos multidimensionales
mediante métodos matematicos y estadisti-
cos, con el uso del computador. En el “abs-
tract” de dichos trabajos se indica “el
reconocimiento de patrones es una nueva
rama en desarrollo de la inteligencia artificial
con un gran potencial para la solucion de pro-
blemas quimicos en el ambito del analisis de
datos”. Wold comenta (14): “Lei y relei y relei
los dos articulos sobre reconocimiento de pa-
trones”, que “eran una revelacion”, ya que
“de repente, no estaba solo en mis sentimien-
tos sobre el estado de la quimica”. Kowalski,
doctorando de Thomas Isenhour en Washing-
ton, donde aprendio los secretos del FOR-
TRAN, habia publicado en 1969 trabajos sobre
la maquina lineal de aprendizaje (31) y el
mejor delimitador para el clasificador de pa-
trones por minimos cuadrados. El mismo afo
que Wold acuna la palabra quimiometria, Isen-
hour y Peter Jurs publican el review “Some
chemical applications of machine intelli-
gence” (32). En el ambito de la quimiometria,
se han empleado desde hace mucho tiempo
herramientas conocidas como inteligencia ar-
tificial y aprendizaje automatico.
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4. INTELIGENCIA ARTIFICIAL: UN PRIMER ES-
BOZO

La idea de la inteligencia artificial llama la
atencion de cientificos y profanos desde que
Alan Mathison Turing (1912-1954), matematico
britanico, y pionero en el campo de la inteli-
gencia artificial, explord (33) su posibilidad
matematica en “Maquinaria de computo e in-
teligencia” (1950). Durante la segunda guerra
mundial Turing trabajo en descifrar los codigos
nazis, particularmente los de la maquina
“Enigma”. El término de inteligencia artificial
fue introducido por John McCarthy (1917-
2012) (34), informatico estadounidense, en la
Conferencia celebrada en el “Dartmouth Co-
llege” (1956), definiéndola como “la ciencia 'y
la ingenieria de crear maquinas inteligentes”.
En la Fig. 2 se encuentran algunos de los pro-
tagonistas, en su momento (parte superior), y
50 anos después (parte inferior), junto con la
placa conmemorativa del acontecimiento. La
inteligencia artificial (capacidad de una ma-
quina para implementar tareas inteligentes)
engloba al aprendizaje automatico (machine
learning) (algoritmos que aprenden de los
datos de entrenamiento, identifican patrones
y hacen predicciones) y éste al aprendizaje
profundo (Deep learning) que se vale de redes
neuronales multicapa (35), que imitan en su
funcionamiento el cerebro humano. El nu-
mero de trabajos publicados sobre la materia
crece de forma exponencial como se aprecia
en un trabajo de Angela Wilson, editora de
“Annual Reports in Computational Chemistry”
elegida en 2021 presidente de la American
Chemical Society.

Un trabajo reciente versa sobre el papel de
la inteligencia artificial en toxicologia (36),
mencionandose en otro alguna de las aplica-
ciones: programacion de lenguajes, sistemas
expertos, optimizacion, robotica, aprendizaje
automatico, lenguaje, vision y reconocimiento
de imagen (37). En lo que respecta a la Inteli-
gencia artificial versus Quimica Analitica por
décadas, (38) se tiene la del comienzo, simu-
laciones de proceso, redes neuronales, avan-
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Figura 2. Algunos de los protagonistas de la Conferencia celebrada en el Darmuth College (1956) en
el momento original (sup.), y 50 afos después (inf.) (34).

ces significativos en el analisis de datos, con- y su entorno, en la década de 1960 (1966).
solidacion y avances en datos masivos (big Las tecnologias de chatbot, un programa in-
data) y aplicaciones a la quimica analitica a formatico capaz de reconocer preguntas y
gran escala. proporcionar respuestas automatizadas, uti-
Algunos hechos destacables en la historia de lizan inteligencia artificial y procesamiento
la inteligencia artificial merecen mencion del lenguaje natural (NLP). ELIZA fue des-
(39): arrollado por Joseph Weizenbaum (1923-
« Redes neuronales y la acufiacion de los tér- 2008) en el Instituto Tecnologico de
minos inteligencia artificial y aprendizaje Massachussets. Se han desarrollado diversas
automatico en la década de 1950, como tecnologias de Chatbot desde ELIZA al Chat-
hemos indicado ya. GPT. _ _
« ELIZA, el Chatbot con capacidades cogniti- ~ * El invierno de la IA, seguido de su renaci-
vas, y Shakey, el primer robot inteligente miento en las decadas de 1970 y 1980.
movil, capaz de razonar sobre sus acciones ~ ° Zroig(s)%mlento de voz y video en la decada
e .
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» |IBM Watson (capaz de responder a pregun-
tas formuladas en lenguaje natural), asis-
tentes personales, reconocimiento facial,
deepfakes (video, imagen o audio creado o
manipulado usando IA), vehiculos autono-
mos, creacion de contenido e imagenes
GPT (Transformador Generativo Pre-entre-
nado, que utiliza aprendizaje profundo
para entender y generar texto similar al
humano), y clones de Inteligencia Artificial
Generativa (GenAl) realistas (representa-
cion digital integral que encarna tu voz,
tono, conocimiento, experiencia e incluso
tus gestos) en la década de 2000.

5. ALGUNAS ANOTACIONES DE CARACTER
HISTORICO EN TORNO A LA QUIMIOMETRIA

Wold acudié el curso 1973-74 invitado por Box
y (Bill) Hunter, a la Universidad de Wisconsin.
A mediados de octubre conoce a Kowalski en
la Universidad de Arizona (Tucson) donde se
celebraba un simposio de la Oficina Naval de
Investigacion sobre quimica y computadoras
(14). Segun Box, “Hunter aspiraba a favorecer
las condiciones de vida de las personas menos
afortunadas y él y su familia pasaban largos
perlodos ayudando a paises del tercer
mundo”. Hunter, poeta de la estadistica, fa-
llece muy joven, a los 49. En los meses de
mayo y junio de 1975, Wold y Kowalski coinci-
den en Seattle (Universidad de Washington).
Alli, Wold muestra su “modelado indepen-
diente suave de analogia de clase” (SIMCA,
Soft independent modelling of class analogies)
para la clasificacion supervisada en reconoci-
miento de patrones y dado su buen funciona-
miento es incluido en ARTHUR, el paquete
quimiométrico de libre acceso, elaborado en
Seattle, creado sobre la base del PATTRN que
Kowalski ayudo a desarrollar en Livermore,
con Bender. El nhombre proviene de “Arthur
Fredericks Findeis” (1928-1992), director de la
Division Quimica de la Fundacion Nacional de
la Ciencia.

Chemometrics and Artificial Intelligence:
166 Encounters of the first kind

Agustin Garcia Asuero

ANALES

RANF

—

www.analesranf.com

Poco antes de su regreso a Umea (Suecia),
Wold y el grupo de Kowalski quedan la noche
del 10 de junio de 1974 en un pequeno restau-
rante Tex-Mex (casa Lupita) en Seattle. “Tras
varios tragos de tequila”, comenta Wold, “de-
cidimos crear la Sociedad de Quimiometria”
que pronto se convierte en “La Sociedad In-
ternacional de Quimiometria”. La carta fir-
mada por Kowalski y Wold se publica (40) en
el Journal of Chemical Information and Com-
puter Science, en 1975. En enero de 1976 apa-
rece el primer “Chemometrics Newsletter”,
redactado por Kowalski.

Otros protagonistas van apareciendo en es-
cena (41), como indican Kim Harry Esbensen
(1950-), Profesor Asociado del Servicio Geolo-
gico de Dinamarca y Groenlandia y Paul Geladi
(1951-2024), belga, profesor en la Universidad
sueca de Ciencias de la Agricultura de Upsala,
Massart de la Universidad Libre de Bruselas, ya
citado, Sergio Clementi, de la Universidad de
Perugia (Italia), Philips K. Hopke, profesor del
Departamento de Quimica y miembro del Ins-
tituto para un Medio Ambiente Sostenible de
la Universidad Clarkson en Potsdam (NJ), Olav
Hans Jurgen av Montrose Christie (1930-2018),
minerologo, geoquimico y analista de datos
matematicos noruego, presidente del grupo de
quimica analitica de la Sociedad Quimica Nor-
uega (1969-1981), Harald Aagaard Martens
(1946-), noruego, quimico alimentario, inves-
tigador principal del Instituto Noruego de In-
vestigacion Alimentaria (NOFIM) y después
miembro del Departamento de Ingenieria Ci-
bernética de la Universidad Noruega de Cien-
cia y Tecnologia, Steve David Brown (1950-),
del Departamento de Quimica y Bioquimica de
la University of Delaware (DE), Stanley Norris
Deming (1940-), Profesor del Departamento de
Quimica la Universidad de Houston (TX), des-
tacandose tanto por la calidad cientifica de
sus trabajos como por su labor pedagogica,
pudiendo citarse entre ellos a Massart (23, 41)
por la notable difusion que lleva a cabo de la
quimiometria a los no especialistas.
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Kowalski organiza en Cosenza (Italia), 1983,
la primera reunion internacional sobre quimio-
metria (14). En ella se aborda detalladamente
tanto el analisis discriminante de PLS como la
regresion de PLS. Este encuentro, muy atrac-
tivo intelectualmente, se caracterizo por las
condiciones de vida, espartanas, que tuvieron
que soportar los asistentes, e.g. sin asientos
de inodoro o papel.

6. PRIMEROS LIBROS, REVISTAS, CONGRESOS
Y ESCUELAS DE QUIMIOMETRIA

Los primeros libros de texto elaborados por
Kowalski y Massart aparecen en 1986 y 1988,
respectivamente (42). Deborat Illman, coau-
tora del primero, graduada en quimica por la
Universidad de Washington, doctorada en qui-
mica-fisica por la Universidad Estatal de Cam-
pinas (Brasil), divulgadora de la ciencia y
técnica en medios de comunicacion, ha sido
elegida en 2023 “Fellow” de la “Asociacion
Americana para el Avance de la Ciencia”. Apa-
recen las primeras revistas cientificas: “Che-
mometrics and Intelligent Laboratory
Systems” (Elsevier) y “Journal of Chemome-
trics” (Wiley). Se organizan diferentes congre-
sos sobre “Quimiometria en Quimica
Analitica”, y se procede a la creacion de so-
ciedades quimiométricas en diversos paises
entre ellos Espana, a iniciativa (14) de Enric
Casassas i Simo (1920-2000), y el “Instituto de
Estudios Avanzados de Quimiometria de la
OTAN”. El Proyecto Europeo COMET (1987-
1989) para la ensenanza de la Quimiometria
facilita la aparicion de escuelas de Quimiome-
tria en Eguilles (Aix- en Provence, Francia),
Castillo de Tortosa en la desembocadura del
Ebro (Espana) y Gargnano (ltalia). El “Collo-
quium Chemiometricum Mediterraneum, tam-
bién hace su aparicion en 1987...” Comienzan
a proliferar las Escuelas de verano de Quimio-
metria, e.g. en las Universidades de Nimega,
de Copenhague, de la Rioja, y las de invierno,
e.g. San Carlos (Sao Paulo), Campinas, Porto
Alegre, ... ademas de otras en Rusia, Iran, mas
alla de nuestra orbita usual.
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7. LA QUIMIOMETRIA, ROSA DE LOS OPUES-
TOS

Uno de los problemas de los que adolecia la
Quimiometria era el de un déficit de nomen-
clatura, dada la abundancia de métodos y téc-
nicas objeto de estudio. Los vocablos usados
en el ambito cientifico, e.g. analisis quimico y
quimica analitica deben constituir un reflejo
del significado que poseen en los campos de
los que han sido adoptados. Las recomendacio-
nes de la IUPAC referentes a la quimiometria
proceden (43) de fecha reciente, 2016, aunque
la tarea inicial comenzo6 a acometerse en 2009.
Hasta hace muy poco tiempo se carecia de un
léxico completo de quimiometria; lo mas simi-
lar era una pagina WEB compuesta en 2008 por
Vandeginste, hoy dia caduca.

Geladi (44) simboliza a la Quimiometria
como la rosa de los opuestos. Uno de los co-
metidos fundamentales que le competen es el
rechazo de modelos duros, basados en leyes fi-
sicas y su reemplazo por modelos blandos,
aquellos capaces de soportar los datos. El an-
tagonismo entre ruido y modelo manifiesta la
divergencia entre la Quimiometria, (que en-
tiende la bondad de un modelo como el que
tiene asociado un bajo residual) y la estadistica
tradicional (que hace hincapié en conocer
como se distribuyen exactamente el error re-
sidual). Los dos contrarios de muestreo y di-
sefno juegan un rol destacable. El disefio de los
experimentos de manera cuidadosa constituye
la situacion ideal, aunque lamentablemente
esto no resulta posible en nhumerosos casos. A
veces, el total del muestreo se acepta, for-
mando parte de los datos. Se tiene ademas una
contraposicion de los modelos a priori (en los
que se conoce el comportamiento de los datos
conocemos como se comportaran los datos por
adelantado) y modelos a posteriori (son los
datos los que direccionan las pautas a seguir)
que evitan llevar a cabo suposiciones previas
de antemano. Geladi, belga, defendi6 su PhD
Thesis en Amberes, y ejercié como profesor en
Umea (Suecia). Sus trabajos son muy citados, y
su fallecimiento (45) se ha producido reciente-
mente, como se indica en una seccion previa.
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8. DEL ANALISIS UNIVARIANTE AL MULTIVA-
RIANTE Y AL BIG DATA

En 1982, reunidos un grupo de quimiometras
expertos en Petten (Holanda), proponen (1,
14, 41) la definicion de Quimiometria si-
guiente: “La Quimiometria es una disciplina
quimica que usa métodos matematicos y esta-
disticos para a) proyectar o seleccionar, pro-
cedimientos oOptimos de medida y de
realizacion de experimentos, y b) obtener un
maximo de informacion quimica a través del
analisis de los datos quimicos”. Notese la omi-
sion del vocablo multivariante en la defini-
cion, ya que se utilizan los métodos
univariantes cuando su empleo es suficiente.
Con la ayuda de los supuestos del diseno ex-
perimental, se logra interpretar el conjunto
de datos multivariantes de modo mas eficaz e
ilustrativo que mediante el enfoque clasico de
variacion de un “factor a la vez”, que resulta
ser inapropiado en aquellos casos en los que
se manifiesta una correlacion entre los facto-
res. Martens, en el curso de la Conferencia
Italiana de Quimica Analitica transcurrida en
Parma (Italia) en 1983, inicié su intervencion
interpretando una composicion musical con
una sola cuerda de guitarra: “Esta es una es-
tadistica univariante” adujo. A continuacion,
interpretd la misma composicion con todas las
cuerdas de guitarra y afirma: “... y esto es es-
tadistica multivariante”.

En los inicios de los 70 los complejos datos
multivariados obtenibles reclaman el uso de
métodos matematicos y estadisticos novedo-
sos para lograr la extraccion de la informacion
subyacente en las muestras. Esta situacion
queda retratada por Martens (46) brevemente
en una entrevista: “Too much data”. Los pro-
gresos recientes en el diseno de la instrumen-
tacion, el control mediante microprocesadores
y la adquisicion de datos por computador han
aumentado su velocidad de acceso, siendo
factible disponer de gran nimero de medidas
realizadas sobre multiples parametros en una
fraccion del tiempo anteriormente necesario
y con menos trabajo. La automatizacion ha
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conducido a cambios de naturaleza cualitativa
y cuantitativa en la forma de planificar las ex-
periencias. Martens ha sido uno de los recep-
tores (47) de la Medalla Herman Wold. En un
trabajo reciente (48) ofrece una descripcion
general de las actividades de modelado de
“Big Data” y sus puntos de vista sobre la IA de
hoy y de manana. Es fundador de NatMat AS
(una pequena empresa cuyo lema es: “Primero
la naturaleza, luego las matematicas”).
https://www.ntnu.edu/employees/harald.ma
rtens

La filosofia basica de la experimentacion y
su realizacion practica mediante el disefo ex-
perimental ha evolucionado de forma sustan-
cial, a pesar de que nuestra capacidad de
interpretacion no marcha a la suficiente rapi-
dez como para conseguir explorar en su tota-
lidad esta oleada electrénica de datos. Muchos
campos de la ciencia han sufrido (10, 48) esta
revolucion “Big Data”, quimica analitica inclu-
sive. En un trabajo reciente perteneciente al
area de la Toxicologia (37) se tabulan los mé-
todos usados en el manejo de los datos masi-
vos (Tabla 1). Hay que indicar que su coautora,
Nicole Kleinstreuer, neozelandesa, del Insti-
tuto Nacional de Salud Medioambiental de los
Estados Unidos de América, ha recibido el Pre-
mio Lush 2016 de Jovenes Investigadores, do-
tado con 15.0005.

9. RECONOCIMIENTO DE PATRONES

Un método que ayuda a convertir los datos en
informacion es el denominado reconocimiento
de patrones, modelos o pautas (49). El motivo
para utilizar el reconocimiento de patrones en
el analisis de una base de datos multivariantes
reside en hacer factible la comprension e in-
terpretacion de la informacion multidimensio-
nal latente. Estas técnicas se utilizaron
inicialmente en la solucion de problemas rela-
cionados con el procesamiento de datos en
areas diversas tales como desciframiento de
escritura a mano y de caracteres alfanumeéricos
impresos, prediccion del tiempo, diagnostico
médico, y analisis de lenguaje, entre otras.
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TABLA 1. Métodos usados en la gestion de los “Big Data” (datos masivos) (37).

Tecnologias de Big Data

BASE DE DATOS NoSQL HADOOP

RELACIONAL ESTRUCTURADA  SEMI-ESTRUCTURADA  SEMIESTRUCTURADO SPLUNK

Esquema al Escribir
(Scheme on Write)

Esquema al Leer
(Schema on Read)

Esquema al Leer
(Schema on Read)

Esquema al Leer
(Schema on Read)

SQL

¢ Par Clave-Valor MapReduce Search

Lenguaje de
Consulta Estructurado
(Structured Query Language)

¢ Columna
* Documento

ETL ¢ Otros modos de
almacenamiento

(Extraer, Transformar, Cargar)
(Extract Transform Load)

(Data Search Engine)

Almacenamiento
HDFS Indexacién en Tiempo
Sistema de archivos _Real
distribuidos de Hadoop (Real Time Indexing)
(Hadoop Distributed
File System)

La problematica de la clasificacion se formula
de la siguiente manera: dado un conjunto de
categorias o clases entre las que es posible
distribuir las diferentes muestras se procede
a encontrar una regla que permita su separa-
cion, asi como la clasificacion de muestras
desconocidas, y en adicion, la seleccion de
entre los N parametros clasificatorios de un
numero menor con los que efectuar la clasifi-
cacion (reduccion de la la dimensionalidad).
Los dos aspectos fundamentales de todo reco-
nocimiento de modelos son (50) el desarrollo
o creacion de una regla de decision (clasifica-
dor) y la eleccion de esta. El reconocimiento
se efectlia cuando se utiliza la regla; el patron
o modelo se define en base a un proceso de
aprendizaje (learning process). Para definir un
modelo se utiliza una muestra controlada de
dicho modelo. Un problema de diseno de un
clasificador comienza, en lineas generales,
con la definicion de las clases objeto de estu-
dio, y la presentacion adecuada de la muestra
controlada de cada una de ellas. El problema
termina cuando se ha obtenido una regla de
decision en base a la cual se puede asignar un
modelo “no controlado” (y, por tanto, cuya
clase de pertenencia se desconoce) a aquella
clase para la que se estime un menor riesgo
en la clasificacion.
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La utilizacion de la regla de decision (o sea,
el diseno del clasificador) puede ser fija o
adaptativa. En el primer caso se disena el cla-
sificador a base de la muestra controlada de
patrones y no sufre ninguna modificacion una
vez clasificados los patrones cuya clase de
pertenencia se desconoce. En el segundo caso,
el clasificador se modifica a medida que se va
utilizando. Asi, una vez construido el clasifi-
cador, se asigna un nuevo modelo a una clase,
segun el resultado de su aplicacion. Un detec-
tor de errores indica a continuacion si la cla-
sificacion ha sido correcta, en cuyo caso no se
modifica el clasificador, o si es preciso proce-
der a su modificacion si el resultado ha sido
erroneo.

El reconocimiento de patrones se caracteriza
por dos etapas (51): el analisis exploratorio de
datos y el reconocimiento de pautas patrones
en si mismo. El analisis exploratorio de datos
tiene por objetivo abordar tres aspectos fun-
damentales de los datos: existencia de mues-
tras o medidas andmalas, correlaciones
significativas entre las variables medidas y co-
rrelaciones caracteristicas o agrupaciones
entre muestras. En el analisis exploratorio de
datos se hace uso de una gran diversidad de
técnicas mediante un proceso iterativo. Las
técnicas o herramientas primarias utilizadas en
el aprendizaje (no supervisado) son el analisis

tros en la primera fase
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Figura 3. Mapa de citas. A: de Farmacometria, Sociedad Americana para la Farmacologia Clinica y
Terapéutica (54). B: del ambito de la Quimiometria (73). C: de maquina lineal de aprendizaje e in-

teligencia artificial en desarrollo e investigacion farmacéutica (90).

factorial (FA), analisis por componentes prin-
cipales (PCA) y analisis de agrupamientos
“cluster” (CA). Se dispone de numerosos algo-
ritmos aplicables en la clasificacion de obje-
tos. De entre los empleados mas a menudo se
tienen: modelado independiente suave por
analogia de clases (SIMCA), método del vecino
mas proximo (KNN, k-nearest neighbour) y
analisis discriminante lineal (LDA).

Las técnicas citadas son objeto de atencion
en un trabajo reciente (52) publicado en el An-
nual Review of Analytical Chemistry cuya co-
autora, Michelle Kovarit, es Doctora en
Quimica Analitica por la Universidad de In-
diana (Bloomington). En la Fig 2b del trabajo
de Vijayan et al. (53) se aprecia de forma de-
tallada la categorizacion de los métodos de

I17
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aprendizaje automatico y aprendizaje pro-
fundo aplicables en el descubrimiento de far-
macos con inteligencia artificial en
aprendizaje reforzado, e.g. algoritmos gené-
ticos; vy clasicos, supervisados y no supervisa-
dos. En Garcia Perez et al. (5) se contempla el
conjunto de herramientas analiticas de pro-
xima generacion para la evaluacion de la cali-
dad y autenticidad de los alimentos: maquina
lineal de aprendizaje, aprendizaje profundo,
analisis de agrupamientos (cluster) y reduc-
cion de la dimensionalidad, y en Kleinstruer y
Hartung (37) el aprendizaje y prediccion para
la clasificacion supervisada y no supervisada
con el uso de la maquina lineal de aprendi-
zaje, en el campo de la Toxicologia.
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Con el transcurso del tiempo van apare-
ciendo distintas especializaciones, materias o
ramas de la Quimiometria, como la de “sinto-
metria”, en referencia a la sintesis organica,
“envirometria”, que engloba a las aplicaciones
relacionadas con el medio ambiente, “cuali-
metria” (calidad) definida por Martens como
la que concierne con el uso de métodos qui-
miométricos para la mejora del control y del
aseguramiento de la calidad. La “farmacome-
tria” (futuro ya presente de la farmacologia
de precision) implica el uso (54) de métodos
quimiométricos en la sintesis, analisis y for-
mulacion de productos farmacéuticos. En la
Fig. 3 (superior) se incluye el mapa de citas
(55) de la ASCPT, Sociedad Americana para la
Farmacologia Clinica y Terapéutica (American
Society for Clinical Pharmacology and Thera-
peutics).

La inteligencia artificial (56) emergio de la
necesidad de tratar con el conocimiento sim-
bolico, contrario al numérico, no solo algorit-
micamente, sino también heuristicamente. Un
gran numero de aplicaciones desarrolladas co-
rresponde a los sistemas expertos, aunque las
redes neuronales artificiales encuentran mul-
tiples e insospechadas aplicaciones y los algo-
ritmos genéticos, en adicion, han mostrado ser
alternativas interesantes en el terreno de la
optimizacion.

Los sistemas de optimizacion son bien cono-
cidos en Quimica Analitica, por ejemplo, el
sistema “Simplex” (57) introducido por Deming
y Morgan y sus multiples variantes. El simplex
muestra problemas de convergencia en super-
ficies de respuestas multimodales complejas y
de muy alta dimension (aqui guardo correspon-
dencia con Deming de 1978). Los algoritmos ge-
néticos trabajan mediante mecanismos de
multiples busquedas evolutivas en paralelo, y
superan facilmente en consecuencia estas di-
ficultades, siendo enormemente robustos para
la localizacion de un 6ptimo global con preci-
sion aceptable. Las exigencias de calculo y de
memoria de ordenador son superiores y, se
encuentran ya incorporadas a paquetes de
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software quimiométrico, suficientemente
apropiados para su implementacion directa en
el laboratorio analitico.

También emerge la teoria de la logica bo-
rrosa (fuzzy set theory), concebida original-
mente por los matematicos, hace tiempo,
como consecuencia de la necesidad de descri-
bir objetos con atributos inherentemente di-
fusos. Los datos borrosos representan
conceptos intuitivos (“algo”, “mucho”,
“poco”, “bastante”) y no valores cuantitati-
vos, permitiendo efectuar reconocimiento de
modelos a partir de los mismos.

10. REDES NEURONALES

Las redes neuronales se erigen sin lugar a duda
en un terreno muy prolijo de exploracion y es-
tudio (58), constituyéndose en una poderosa
herramienta para afrontar problematicas nu-
merosas y diversas (59). Se describen redes
neuronales capaces de aprendizaje paulatino
lo que supone la puesta a disposicion para el
adiestramiento de la red de los datos emer-
gentes que surgen. La capacidad del cerebro
humano ha llamado desde siempre la atencion
de los cientificos, y el interés por averiguar
sus mecanismos de funcionamiento. En el
transcurso de las Ultimas décadas se han
puesto a punto modelos que tratan de imitar
las funciones cerebrales. No obstante, la evo-
lucion de los computadores ha seguido un ca-
mino bastante diferente; las arquitecturas de
los computadores disponibles existentes, sus
sistemas operativos, y la programacion lineal
no tienen mucho en comun con el proceso de
informacion tal como se desarrolla en el cere-
bro humano. A pesar de esto, se esta llevando
a cabo una revaluacion de las capacidades del
cerebro humano con objeto de que éstas pue-
den ser trasladables a algoritmos del proceso
de la informacion.

“El bloque o edificio basico de estos mode-
los cerebrales (redes neuronales) es una uni-
dad de proceso de informacion, Fig. 4
(superior), que es un modelo de neurona (60).
Una neurona artificial de este tipo realiza solo
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operaciones matematicas bastante simples. Su
eficacia se deriva, sin embargo, del modo en
que grandes cantidades de neuronas pueden
conectarse formando una red. Dado que los
modelos de neuronas imitan diferentes habili-
dades del cerebro, resulta posible utilizar
éstas para resolver diferentes tipos de proble-
mas: clasificacion de objetos, modelo de re-
laciones funcionales, almacenamiento vy
recuperacion de informacion, o representa-
cion de grandes cantidades de datos. Las po-
sibilidades en el procesamiento de los datos
quimicos de las redes neuronales artificiales
son grandes, y las aplicaciones cubren en con-
secuencia un amplio rango”.

El poder de procesamiento del cerebro hu-
mano es inmenso, superando con creces a los
computadores actuales mas punteros. El cere-
bro humano gestiona la informacion de un
modo totalmente distinto al de las computa-
doras usuales cuya construccion siguen las
pautas de la arquitectura del cientifico mate-
matico y polimata hingaro emigrado a los
EEUU John von Neumann (1903-1957) y traba-
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jan de forma secuencial, a través de progra-
mas (algoritmos) paso a paso. El funciona-
miento del cerebro humano cursa
esencialmente en paralelo: la informacion de
entrada se canaliza de modo simultaneo a tra-
vés de multiples unidades de procesamiento.
Los trabajos originales sobre redes neuronales
datan (61) de hace unos setenta anos por Wa-
rren Sturgis McCulloch (1898-1969), neurdlogo
y cibernético estadounidense y Walter Pitts
(1923-1969), de la Universidad de Indiana, en
1943, y Donald Hebb (1904-1985), pionero de
la biopsicologia, doctorado en Harvard, y pro-
fesor de la Universidad McGill en Canada, en
1949 (62). La introduccion del “perceptron”
se debe (63) a Frank Rosenblatt (1928-1971),
un psicologo norteamericano destacado en el
campo de la inteligencia artificial, del “Cor-
nell Aeronautical Laboratory” de Buffalo (NY)
en 1958, adscrito posteriormente al Cornell
Campus de Ithaca.

Este trascendental tema no origind en sus
inicios mucha expectacion hasta el surgi-
miento (64) de una publicacion de John Joseph
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Figura 4. Representacion grafica de una neurona biolégica y una neurona artificial (sup.) (60). Re-

presentacion simplificada del perceptrén (inf.) (66).
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Hopfield (1933- ), profesor de la Universidad
de Princeton en 1982, cuando trabajaba en la
Division de Quimica y Biologia del Instituto
Tecnoldgico de California. “La introduccion
del concepto de no linealidad entre la entrada
total recibida por una neurona procedente de
otras y la salida producida y transferida hacia
el exterior, y el acoplamiento por retroalimen-
tacion de las salidas con las entradas, aporta
flexibilidad a la antigua arquitectura del per-
ceptron”. A Hopfield le ha sido otorgado (65)
el Premio Nobel de Fisica en 2024. En junio de
2020 el autor de esta revision mantuvo corres-
pondencia con Hopfield para disponer del per-
miso para incluir su imagen (1) en la obra
“Quimica y Medida”. En la Fig. 4 (inf.) se
muestra (66) una representacion simplificada
del perceptron.

Las redes neuronales artificiales son mode-
los empiricos de entrada-salida aptos para el
tratamiento de relaciones complejas multi-en-
trada multi-respuesta, mediante ajuste de
curvas (67). Un rasgo fundamental es su capa-

cidad de amaestramiento. La informacion con-
tenida se distribuye sobre un elevado niUmero
de parametros modelos, que dan cuenta de su
gran flexibilidad. Al imitar el proceso cognos-
citivo humano son apropiadas al procesa-
miento de datos con ruido, datos incompletos,
e inclusos en alguna extension, datos inconsis-
tentes. “Las redes neuronales artificiales son
modelos de las estructuras en nuestro cerebro
que hacen posible el pensamiento; una serie
de nodos de entrada estan conectados via una
segunda capa de nodos a un nodo final de sa-
lida. La segunda capa es denominada a me-
nudo capa oculta. Todos los nodos de la capa
oculta guardan todas las conexiones posibles
con los nodos de entrada y de salida (Fig. 5).
Cada conexion traslada la senal (s) de un nodo
de entrada a un nodo mas profundo de la red,
aplicando cada una su propia contribucion in-
dividual (w) por lo que la senal de salida es el
producto w s”. Todas las entradas se suman de
forma ponderada a sus senales originando un
“input” neto. A continuacion, se aplica una
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funcion de transferencia para computar una
sefal de salida. Se han utilizado diferentes
funciones de transferencia, la sigmoide con
valores de salida definidos en el rango (0,1),
la preferida, la funcidn tangente hiperbdlica,
una funcion sigmoide definida en el rango (-1,
1), la funcién unidad lineal rectificada (ReU)
con salida entre 0 e infinito.

Pueden citarse algunas aplicaciones; e.g. en
el ambito de la metabolomica y calidad y au-
tenticidad de la alimentacion (5), en la corre-
lacion asistida estructura-espectro (68) o en la
interpretacion de datos de bases de espectros,
publicado también en “Analytical Chemistry”
(69), en este Ultimo caso trabajo del grupo de
HU Haiyu del Instituto de Materia Médica de la
Academia de Ciencias Médicas de Pekin.

11. QUIMIOMETRIA Y QUIMICA ANALITICA

La quimiometria se inicia y se desenvuelve
dentro del ambito de la quimica analitica,
constituyendo los expertos en esta rama de la
quimica los principales usuarios de sus méto-
dos. Actualmente parece consolidarse una pre-
disposicion “a salirse del marco de la quimica
analitica para convertirse en una disciplina in-
dependiente”. Dos hechos apuntan en esta di-
reccion. El primero, el aumento de la
complejidad del aparataje matematico emple-
ado en la quimiometria. Veinte anos atras, era
comun el aprendizaje y aceptacion del enfo-
que multivariado de los datos por parte de los
quimicos analiticos; e.g. proyeccion a estruc-
turas latentes (PLS) o la descomposicion de va-
lores singulares (SVD). Con el tiempo salen a
la luz otros métodos de analisis de datos, en-
foque de mdltiples vias o datos multimodo (N-
way data), analisis “wavelet” (WT), maquinas
de soporte vectorial (SVMs), y otros, originan-
dose una grieta cada vez mayor entre los qui-
micos y los “quimiometras”. Los primeros no
aciertan a comprender qué y por qué los se-
gundos se paran a idear los nuevos métodos,
que dejan de ser objeto de demanda, circuns-
tancia no suficientemente advertida. Surgen
adicionalmente muchas aplicaciones en las

I17
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que el enfoque quimiométrico se utiliza con
acierto en ambitos distantes de la quimica
analitica, como el control estadistico multiva-
riante de procesos, el analisis de imagenes y
la biologia. Numerosos asistentes a reuniones,
jornadas y congresos de quimiometria en qui-
mica analitica se formulan la pregunta de si la
quimiometria sigue formando parte constitu-
tiva de la misma.

Para dos grupos de variables explicativas por
objeto los datos multivariantes se denominan
“de tres modos” (16). Los modelos que des-
componen los datos “multi-modo” incluyen a
PARAFAC (descomposicion candnica) (70). Las
intensidades de fluorescencia con representa-
cion de las variables de longitudes de onda de
excitacion y de emision en dos de los ejes, y
los objetos en el tercero constituyen un ejem-
plo (2, 15). La implementacion de los modelos
de segundo orden en la industria farmacéutica
(6), su contribucion a la quimica verde (71) y
la evaluacion y autenticacion de la calidad ali-
mentaria (72) han sido objeto de sendas revi-
siones.

Se ha producido en este siglo un gran avance
en el software quimiométrico (Tabla 2) dispo-
niéndose en adicion a los grandes paquetes es-
tadisticos convencionales CSS Statistica,

Tabla 2. Software quimiométrico (73).

CSS Statla.stlca SOFTWARE
Statgraphics QUIMIOMETRICO
SPSS

The Unscrambler (CAMO Sofware)

Process Pulse (CAMO Software)

PLS Toolbox (Eigen Vector Research

Solo Predictor (Eigen Vector Research Inc.)

SIMCA (Umetrics-Sartorium Stedium Data Analysis

SPM-8alford Predictive Modeler (Salford-Systems
- a Minitab Company)

XLStat (Addinsoff SoftwARE)

OPUS (BRUKER OPTICS)

NIRcAL (BUCHI)

Design-Expert (Stat-Easy Software)

Pirouette (Infometrix)
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Statgrafics, SPSS..., que lo contemplan, de
software adicional especializado (incluido el
de los destinados a equipos). Esto ha abierto
muchas opciones nuevas para la mejora del
analisis de datos; el analisis de la bibliografia
conduce al mapa de citas (73) mostrado en la
Fig. 3 (centro).

En los Ultimos 50 afos hemos asistido a un
progreso espectacular en la cantidad de pro-
blemas a afrontar (74), en el acceso a una ins-
trumentacion cada vez mas sofisticada y en el
incremento de la posibilidad de cémputo. Las
modernas aplicaciones de la quimiometria son
seductoras y se encuentran en la frontera del
conocimiento; e.g. analisis de imagen (75),
metabdlica, sintesis quimica... Millones de
datos numeéricos inclusive el tiempo como una
dimension adicional conforman las matrices de
datos. Resulta factible estudiar tanto la eva-
luacion de los datos como la prevision de su
comportamiento. Imbuido en estas considera-
ciones Michele Forina (1938- ) (14) segundo
Presidente tras Kowalski de la Sociedad Inter-
nacional de Quimiometria, Doctor Honoris

Causa por la Universidad de Burgos (Espana),
afirma (14): “Si tuviera que empezar de nuevo
mi vida, volveria a ser quimiémetra”.

12. APLICACIONES SELECCIONADAS

Los métodos tradicionales no han sido disefa-
dos para tratar el gran numero de datos dis-
ponibles hoy dia. Es por lo que se requiere
disponer de nuevos métodos y estrategias para
extraer la informacion quimica relevante del
“tsunami” (avalancha de datos disponibles),
como se contempla en la entrevista - Gurus de
la quimiometria - que se le formula a Lutgarde
Buydens, farmacéutica (76), Decana de la Fa-
cultad de Ciencias de la Universidad de Ni-
mega (Paises Bajos). En la Fig. 6, se muestra
(77) un diagrama de Venn algo detallado, de
los métodos que conforman la inteligencia ar-
tificial. La evolucion historica del “Machine
Learning” en Quimica (78) ha sido objeto de
consideracion por Header Kulik, Profesora del
Instituto Tecnologico de Massachusetts (MIT).

Procesamiento del
lenguaje natural

Representacion del
conocimiento

Inteligencia artificial

Aprendizaje
profundo

CNN

GAN - DBN

Percepcion visual

Robot inteligente

Razonamiento
automatico

RNN

Figura 6. Relacion entre inteligencia artificial, aprendizaje automatico, redes neuronales y aprendi-
zaje profundo (77). MLP: percepcion multicapa; CNN: red neuronal convolucional; RNN: red neuronal
recurrente; DBN: red neural de creencia profundas; GAN: red neural generativa adversativa.
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TABLA 3. Aplicaciones de la Inteligencia Artificial en el descubrimiento de farmacos (82).

Prediccidn de la estructura 3D de la proteina diana

DISENO DE FARMACOS

Prediccion de la interaccion farmaco-proteina

Determinacién de la actividad farmacoldgica
Disefio de farmacos de novo

POLIFARMACOLOGIA

Disefio de moléculas de farmacos bioespecificos

Disefio de moléculas de farmacos multidiana

Prediccion del rendimiento de reaccién

SINTESIS QUIMICA

Prediccion de las vias de retrosintesis

Disefio de rutas sintéticas
Desarrollo de conocimientos sobre mecanismos de

reaccion

REUTILIZACION DE
MEDICAMENTOS

Identificacién de dianas terapéuticas
Prediccién de nuevo uso terapéutico

Identificacion y clasificacion de células diana
PRUEBAS DE DETECCION Prediccion de la bioactividad

DE FARMACOS

Prediccién de toxicidad

Prediccion de las propiedades fisico-quimicas

Los avances del reciente cambio de paradigma
impulsado por los datos en la medicina y la
atencion sanitaria (39) han sido puestos de
manifiesto. Erin Baker, una estrella emergente
en quimica, et al. (79), de la Universidad de
North Caroline (Chape Hill), afrontan los des-
afios de la multiomica en el analisis de “Big
Data”.

La integracion de las técnicas 6hmicas, qui-
miometria y bioinformatica en el analisis mo-
derno de alimentos (8) ha sido objeto de
estudio, asi como los desarrollos recientes del
“machine learning” en (80) espectrometria de
masas: preprocesado espectral, analisis espec-
tral, 6hmica, citometria de masas y espectro-
metria de masas de imagen. Los autores de
este ultimo trabajo son estrellas emergentes
de la Universidad de Purdue. La directora, la
Profesora Kenthamaa, es la receptora de un
Premio de la NASA. El impacto de la inteligen-
cia artificial sobre los avances en farmacologia
e industria farmacéutica (81) y en el descubri-
miento (Tabla 3) de farmacos (82) ha sido
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puesto de manifiesto. Las autoras, en este Ul-
timo caso, pertenecen al Instituto Fisico de
Laseres, Plasma y Radiacion de la Universidad
de Bucarest.

13. COLOFON

Los métodos quimiométricos tradicionales,
como el analisis por componentes principales
(PCA), la regresion por minimos cuadrados par-
ciales (PLS) y la resolucion de curvas multiva-
riantes (MCR), han constituido la base de la
calibracion y el modelado cuantitativo durante
décadas (13). La llegada de la IAy el ML ha am-
pliado sustancialmente (83) esta capacidad
analitica permitiendo el reconocimiento de pa-
trones, el modelado no lineal y el descubri-
miento automatizado de caracteristicas a
partir de datos no estructurados, como image-
nes hiperespectrales y matrices de sensores de
alto rendimiento (84). En las ultimas décadas,
se ha (re)descubierto el poder de las técnicas
de aprendizaje automatico en quimica (85) en
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general y quimica analitica (86) en particular,
lo que responde a la necesidad de procesar de
forma mas eficiente conjuntos de datos alta-
mente complejos como los producidos por pla-
taformas analiticas avanzadas (cromatografia
multidimensional, la espectrometria de masas
de alta resolucion y la imagen espectral, ...)
tanto en enfoques dirigidos como no dirigidos.

La esencia de los algoritmos no cambia con
independencia de su nombre; la quimiometria
es el uso de algoritmos avanzados como la IA,
el aprendizaje profundo, las redes neuronales,
el aprendizaje automatico y otras herramien-
tas matematicas e informaticas aplicadas a la
comprension de los datos quimicos. Actual-
mente la quimiometria ha tenido un profundo
impacto en campos como el descubrimiento
de farmacos y el desarrollo de materiales gra-
cias a una comprension mucho mejor de los
procesos quimicos.

Vamos a concluir ya la exposicion con una
sentencia (87) de Derek Lowe que cita Paul
Janet: “No es que las maquinas vayan a susti-
tuir a los quimicos, sino que los quimicos que
utilicen maquinas sustituiran a los que no las
utilicen”. Lowe es director de Biologia Qui-
mica Terapéutica (88) en el Instituto Novartis
para la Investigacion Biomédica en Cambridge,
Massachussets. “El avance de la IA no es solo
una cuestion de tecnologia; también esta pro-
fundamente entrelazado con implicaciones so-
ciales. Amedida que la IA se entrelaza mas con
nuestra vida diaria, genera importantes pre-
guntas sobre la ética, la privacidad y el futuro
del empleo” (89). Observamos por Ultimo en
la Fig 3 (inf.) un mapa de citas sobre la ma-
quina lineal de aprendizaje e inteligencia ar-
tificial en Desarrollo e Investigacion
Farmacéutica (90) aparecido en la revista de
la Asociacion Americana de Farmacéuticos
Cientificos.
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PALABRAS CLAVE RESUMEN

Fructosa El consumo de fryctgsa se ha disp'arado en los Ultimos afos por su uso como
Gestacion edulcorante anadido a bebidas azucaradas y otros alimentos
Programacion fetal man}Jfacturados. Esto resylta alarmante considerando que se trata de una
e e molecula altamente lipogenica, relacionada estrechamente con la aparicion
Metabdlico de enfermedad cardiovascular (ECV) y sindrome metabdlico (SM). Asimismo,
Metabolismo de un la exposicion prenatal a fructosa se ha vinculado al desarrollo de factores
carbono de riesgo para ECV y SM en la descendencia. Esto se debe a la programacion
Epigenética dieta fetal, un fendbmeno mediado por mecanismos epigenéticos como la
occidental metilacion, englobada en el metabolismo de un carbono.

Teniendo en cuenta que en estudios anteriores comprobamos cémo la
ingesta pre y postnatal de fructosa alteraba la expresion de varios genes
del metabolismo de un carbono, los objetivos de este estudio fueron:
determinar si el consumo de fructosa en animales jovenes alteraba la
expresion de las metiltransferasas (DNMTs, Pemt y GNMT) y comprobar si
dichas modificaciones eran especificas del consumo de fructosa
(comparando con tagatosa) y el efecto de anadir colesterol a la dieta, como
un modelo de dieta occidental. Finalmente, estudiar el efecto del consumo
de fructosa durante la gestacion sobre la metilacién de promotores génicos
en la descendencia.

El consumo de fructosa aumenté la metilacion del promotor de la CSE
hepatica, disminuyendo su expresion, mediante el potencial aumento de
la actividad de las DNMTs por la existencia de bajos niveles de SAH. Esta
hipermetilacion no se observd cuando la descendencia habia estado
expuesta a fructosa durante el embarazo, lo que confirmaria que se trata
de un factor intrauterino que promueve la programacion fetal. Cuando el

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

Vol. 92. n°2 (2026) - pp. 183-209 metilacion de componentes celulares

An. R. Acad. Farm. Efecto del consumo materno de fructosa en la 183
Ana Bernal, Elena Fauste , et al.



KEYWORDS

Fructose

Gestation

Fetal programming
Metabolic syndrome
One-carbon
metabolism
Epigenetics
Western diet

ANALES

RANF

—

www.analesranf.com

consumo de fructosa se asocio a colesterol (dieta occidental), la expresion
de DNMT3a y DNMT3b disminuyo y los niveles de SAH aumentaron,
promoviendo la hipometilacion del promotor de CPT1 y el consecuente
aumento de la expresion de la enzima. Por Gltimo, el consumo de una dieta
occidental también afecto a la metilacion de otros componentes celulares,
dado que redujo la expresion de Pemt y GNMT, implicados en la metilacion
de fosfolipidos y glicina.

En definitiva, los resultados obtenidos muestran que el consumo pre y
postnatal de fructosa afecta a la metilacion de componentes celulares:
promotores génicos, fosfolipidos y glicina; alterando el metabolismo vy
potencialmente favoreciendo el desarrollo de diversas patologias.

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.

Effect of maternal fructose consumption on the
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1. INTRODUCCION

1.1. Evoluciéon de los patrones de consumo
de fructosa

La fructosa es un monosacarido 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 basico de nuestra dieta, pero sus pa-
trones y frecuencia de consumo han cambiado
notablemente en los ultimos afnos (1). El con-
sumo de fructosa ha aumentado exponencial-
mente por su uso como edulcorante en forma
de jarabe de maiz 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, incrementandose 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 sindrome metabdlico (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 nutricion. En este
trabajo determinamos los efectos que estas
dietas pueden ejercer sobre la fisiologia del
organismo, incluyendo la modulacion de la ex-
presion de proteina y la metilacion del mate-
rial genético (5,6).

En primer lugar, se compararon los efectos
del consumo de fructosa con los de su epimero
estructural: la tagatosa, un edulcorante con-
siderado como seguro. Su menor contenido ca-
lorico, menor indice glucémico, y elevado
poder edulcorante hacen que su popularidad
se haya incrementado en los Ultimos anos. La
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tagatosa no presenta afinidad por el transpor-
tador de carbohidratos del intestino delgado
implicado en la absorcion de azucares, 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, razon
por la que se considera un prebiotico (7,8).
Asimismo, este monosacarido se asocia con un
potencial efecto antidiabético, pues su con-
sumo se ha relacionado con una disminucion
de los niveles postpandriales de glucosa (9).
No obstante, también se considero el con-
sumo de fructosa asociado a la ingesta de co-
lesterol, representando la dieta occidental
(del inglés, Western Diet, WD) un patron de
dieta actual propio de los paises occidentales.
La WD proporciona un elevado aporte calorico
de baja calidad nutricional, caracterizandose
por una ingestion reducida de frutas y verdu-
ras, frente a un consumo elevado de coleste-
rol, grasas saturadas y azUcares anadidos (10).
Esta dieta se ha asociado a una amplia varie-
dad de enfermedades crénicas no transmisi-
bles como la obesidad, diabetes y ECV, dado
que altera el metabolismo lipidico y promueve
un estado de inflamacion en el organismo (11).

1.3. Metabolismo de la fructosa y enferme-
dad cardiovascular

Las generaciones mas jovenes estan cada vez
mas expuestas a altas concentraciones de azu-
cares, en particular fructosa, lo cual es alar-
mante dada su relacion con el desarrollo de
ECV y SM. Estas enfermedades no transmisi-
bles aparecen como resultado de la compleja
interaccion entre factores genéticos y ambien-
tales, destacando el papel del metabolismo li-
pidico en su desarrollo (12). Las ECV, un
conjunto de patologias cronicas y heterogé-
neas que afectan al corazon 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 Union 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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padecer patologias potencialmente mortales
como infarto de miocardio, accidente cerebro-
vascular y diabetes tipo Il (15,16). Segun el
Adult Treatment Panel lll (ATP Ill), se diagnos-
tica SM si se presentan al menos tres de las si-
guientes alteraciones: obesidad abdominal,
hipertension, hiperglucemia en ayunas, hiper-
trigliceridemia y bajos niveles de colesterol
asociado a lipoproteinas de alta densidad
(HDL) (17).

Segun estudios observacionales, el consumo
de fructosa es un factor de riesgo para la apa-
ricion de enfermedades crénicas en humanos.
Asimismo, numerosos modelos animales han
relacionado las dietas enriquecidas con fruc-
tosa con la manifestacion de ECV y SM (18-20).
Esto se debe al caracter altamente lipogénico
de dicho azlcar, implicado en el desarrollo de
dislipidemia, obesidad, resistencia a insulina
y a leptina, hipertension e hiperuricemia
(2,21). La diferente estructura quimica de la
glucosa (aldohexosa) y la fructosa (cetohe-
xosa) explica las diferencias en su absorcion y
metabolismo. Mientras que el metabolismo de
la glucosa esta altamente regulado, la fructo-
lisis o metabolismo de la fructosa presenta
una menor regulacion, afectando negativa-
mente al metabolismo lipidico (1,22).

En torno a un 70-80% de la fructosa se me-
taboliza en el higado, donde se transforma en
fructosa-1-fosfato y es escindida en gliceral-
dehido y dihidroxiacetona (DHAP). Estas dos
moléculas pueden ser convertidas en glucosa
a través de la gluconeogénesis, que puede
utilizarse para la sintesis de glucogeno (2). El
gliceraldehido puede fosforilarse a gliceralde-
hido-3-fosfato (G3P) y convertirse en piruvato,
que se descarboxila para rendir acetil-CoA.
Esta molécula puede entrar en el ciclo del
acido citrico (CAC) o ser precursor para la sin-
tesis de acidos 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-
cion de la ruta y que limitan la cantidad de
acetil-CoA destinado a la sintesis de AG (24).
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Por tanto, la fructosa constituye una fuente
de triosas - fosfato involucradas en la sintesis
de lipidos de novo, gluconeogénesis y gluco-
genogénesis (25). Como su metabolismo no
esta regulado, el CAC no es capaz de metabo-
lizar el exceso de acetil-CoA generado tras la
fructdlisis, lo que promueve la sintesis 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 higado, fa-
voreciendo el desarrollo de esteatosis y la
secrecion de lipoproteinas de muy baja densi-
dad (VLDL) (27). La alteracion del metabo-
lismo lipidico afecta también a los niveles de
colesterol total y colesterol asociado a lipo-
proteinas de baja densidad (LDL), dando lugar
a una situacion de dislipemia (28).

1.4. Consumo prenatal de fructosa y progra-
macion fetal

La teoria 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 criticos (preconcepcion,
embarazo y lactancia) juegan un papel funda-
mental en el desarrollo de obesidad y otras
enfermedades metabolicas en la descenden-
cia. Esto afade una dimensién adicional de
complejidad al estudio de la etiologia de las
enfermedades cardiovasculares y el sindrome
metabolico, explicando por qué el estudio de
los factores de riesgo biologicos junto con los
habitos de vida adulta es insuficiente para
predecir la aparicion de ECV (29,30). Original-
mente, la DOHAD se centraba en la desnutri-
cion materna, pero cada vez son mas
numerosos los estudios que ponen el foco en
determinar cédmo 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 aparicion de ECV en la descen-
dencia (29,31).
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Recientemente, varios estudios realizados en
ratas han relacionado la exposicion prenatal a
fructosa con el desarrollo de enfermedades
cronicas no transmisibles en la descendencia
durante su vida adulta, como obesidad, diabe-
tes tipo Il y resistencia a insulina (32). La lite-
ratura muestra diferentes resultados en
funcion del género, con efectos mas pronun-
ciados en los machos, razon 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 fenomeno conocido como pro-
gramacion fetal, que es el conjunto de adap-
taciones que experimenta el embridén cuando
esta sometido a un entorno intrauterino estre-
sante y que favorecen el riesgo de desarrollar
enfermedades crénicas durante la vida adulta
(35).

1.5. Epigenética: metilacion de promotores
relacionados con el metabolismo lipidico

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

Las regiones del genoma con un elevado nu-
mero de repeticiones CpG reciben el nhombre
de islas CpG, y son especialmente susceptibles
de ser metiladas. Estas son abundantes en los
promotores génicos, teniendo un papel funda-
mental en la regulacion de su expresion (38).
Un mayor estado de metilacion se suele rela-
cionar con una menor expresion del gen afec-
tado, dado que los grupos metilo ejercen un
impedimento estérico que dificulta el acceso
de la maquinaria de transcripcion. Por tanto,
la metilacion se trata de un fenomeno funda-
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mental para controlar multiples procesos fi-
siologicos como la diferenciacion celular, la
impronta genomica o la inactivacion del cro-
mosoma X (39).

Las DNA-metiltransferasas (DNMTs) son las
enzimas responsables de la metilacion de la
citosina. Por un lado, la DNA-metiltransferasa
3a (DNMT3a) y la DNA-metiltransferasa 3b
(DNMT3b) establecen patrones de metilacion
de novo durante la embriogénesis temprana y
gametogénesis; mientras que la DNA-metil-
transferasa 1 (DNMT1) mantiene los patrones
de metilacion existentes durante la mitosis
(40). La expresion y actividad de las DNMTs se
encuentra finamente regulada a muchos nive-
les, desde la transcripcion hasta el nivel pos-
traduccional En concreto, la regulacion
metabdlica de la metilacion del DNA com-
prende la regulacion locus-dependiente, me-
diada por factores de transcripcion; 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 expresion o activi-
dad de las DNMTs favorecen el establecimiento
de patrones de metilacion aberrantes, los cua-
les se relacionan con patologias como el can-
cer o ECV. Aunque estos cambios en la
metilacion pueden ocurrir a lo largo de la vida
adulta, la mayor parte del epigenoma se esta-
blece durante el desarrollo temprano del feto,
tratandose de un periodo critico durante el
cual factores nutricionales pueden afectar no-
tablemente a los patrones de metilacion
(42,43). De hecho, el metabolismo lipidico he-
patico es especialmente sensible a la regula-
cion epigenética, existiendo numerosos
estudios que relacionan la exposicion prenatal
a fructosa con la alteraciéon de la metilacion
de promotores lipidicos en la descendencia
(29). En concreto, la ingesta materna de fruc-
tosa durante el embarazo se ha relacionado
con la hipermetilacion de los promotores del
receptor nuclear activado por proliferadores
peroxisomales (PPARa) y del receptor X hepa-
tico alfa (LXRa) (32,33,44), asi como con un
mayor nivel de metilacion general del ADN mi-
tocondrial (45).
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1.6. Otras enzimas implicadas en la metila-
cion

Al igual que las DNMTs estan implicadas en la
metilacion del ADN, existen otras enzimas que
llevan a cabo procesos de metilacién 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
fosfolipidos. En concreto, cataliza la conver-
sion de fosfatidiletanolamina (PE) a fosfatidil-
colina (PC) mediante la transferencia de tres
grupos metilos aportados por SAM, siendo res-
ponsable de la produccion de un 30% de la PC
del organismo (46,47). Ademas de su funcion
estructural en las membranas celulares, la PC
favorece la solubilizacion de los acidos biliares
en la bilis y la secrecion de quilomicrones y
VLDL (48). Como resultado, la alteracion de
los niveles de PC por disfuncion de Pemt se
asocia con el desarrollo de patologias. Una
menor actividad de Pemt se ha relacionado
con menores niveles de PC, menor secrecion
de lipidos, acumulacion de TG en el higado y,
como resultado, desarrollo de higado graso no
alcohdlico (6,49).

Por otro lado, la glicina N-metiltransferasa
(GNMT) es una enzima implicada en la metila-
cion de la glicina para formar sarcosina, utili-
zando SAM como donante de metilos. Esta
enzima desempena un papel fundamental en
la regulacion de la relacion SAM/SAH (S-ade-
nosilhomocisteina) en mamiferos, por lo que
esta implicada en la disponibilidad de metilos
y su utilizacion por otras metiltransferasas,
evitando fenomenos de metilacion 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 patologias hepati-
cas como esteatosis y fibrosis (52).
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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 transfulfuracion vy
conectados para facilitar la transferencia de
un residuo de un carbono para la metilacion
del ADN y sintesis de macromoléculas (53). Tal
y como se muestra en la Figura 1, el ciclo del fo-
lato comienza con el acido folico, que experi-
menta una serie de transformaciones bioquimicas
para convertirse en 5-metil-tetrahidrofolato (5-
metil-THF). Dicha molécula sirve como do-
nante de metilos para la conversion de la
homocisteina a metionina gracias a la accion
de las enzimas metionina sintasa (MTR) y me-
tionina sintasa reductasa (MTRR). En mamife-
ros, la remetilacion de la metionina también
se puede llevar a cabo por la enzima betaina-
homocisteina metiltransferasa (BHMT) (53).

A continuacion, la metionina es adenilada por
la enzima metionina adenosiltransferasa
(MAT1A) para generar SAM. Este proceso tiene
lugar mayoritariamente en el higado, 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
homocisteina, que se puede convertir en me-
tionina, tal y como se ha mencionado anterior-
mente. La relacion SAM/SAH debe estar
estrechamente regulada para evitar fluctua-
ciones que puedan derivar en alteraciones de
diversos procesos fisiologicos llevados a cabo
por las metiltransferasas, asi como en patolo-
gias hepaticas como higado graso no alcoho-
lico o cirrosis (54). Asimismo, la homocisteina
puede ser eliminada a través de la via de la
transulfuracion, generando sulfuro de hidro-
geno (H2S) y cisteina como productos por ac-
cion de las enzimas cistationina gamma liasa
(CSE) y cistationina beta sintasa (CBS) (53,55).
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Figura 1. Metabolismo de un carbono (ciclo del folato + ciclo de la metionina), via de la transulfuracién
y metilacion de componentes celulares. AHCY (SAH hidrolasa); BHMT (betaina-homocisteina
metiltransferasa); CBS (cistationina beta sintasa); CSE (cistationina gamma liasa); Cys (cisteina); DHF
(dihidrofolato); DHFR: (dihidrofolato reductasa); DMG (dimetilglicina); DNMTs (DNA-metiltransferasas);
GNMT (glicina N-metiltransferasa); H2S (sulfuro de hidrégeno); MAT1A (metionina
adenosiltransferasa); MTHFD1 (metilen-THFdeshidrogenasa-1); MTHFR (metilen-THF-reductasa); MTR
(metionina sintasa); MTRR (metionina sintasa reductasa); Pemt (fosfatidiletanolamina N-
metiltransferasa); SAH (S-adenosilhomocisteina); SAM (S-adenosilmetionina); THF (tetrahidrofolato).
Figura realizada con BioRender.

Estas alteraciones se deben al fenomeno de la
programacion 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-
tilacion, muy relacionada con el metabolismo
de un carbono. En estudios anteriores hemos
comprobado como el consumo pre- y postnatal
de fructosa altera la expresion de algunos
genes involucrados en dicha ruta metabdlica.
Esto podria derivar en cambios en los niveles
de metabolitos que actian como donantes o
receptores de metilos, afectando a la activi-

Considerando que el metabolismo de un car-
bono esta estrechamente ligado a otras rutas
metabolicas, la nutricion de la gestante puede
afectar a la expresion y/o actividad de sus en-
zimas y alterar el epigenoma de la decenden-
cia. Por tanto, el metabolismo de un carbono
podria tratarse del vinculo entre la dieta, el
metabolismo y la epigenética (54).

2. HIPOTESIS

El consumo de fructosa durante el embarazo
se asocia con el desarrollo de enfermedades

cronicas no transmisibles en la descendencia
a lo largo de la edad adulta, como enferme-
dades cardiovasculares, diabetes y obesidad.
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ria con cambios en la metilacion de promoto-
res génicos y, en ultima instancia, con cambios
en la expresion de las enzimas reguladas por
dichos patrones epigenéticos. En el presente
estudio se considero6 el efecto del consumo
prenatal de fructosa sobre la ruta del meta-
bolismo de un carbono, asi 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:

o Determinar si el consumo de fructosa en
animales jovenes genera alteraciones en la
expresion de enzimas implicadas en la me-
tilacion del ADN (DNMTs) y otras metiltrans-
ferasas.

« Comprobar si dichas modificaciones son es-
pecificas del consumo de fructosa, utili-
zando la tagatosa como epimero de la
fructosa.

o Estudiar si los efectos producidos por la
fructosa se ven aumentados, disminuidos o
invariables al anadir colesterol a la dieta,
como un modelo de dieta occidental.
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o Estudiar si el consumo de fructosa durante
el embarazo se asocia con alteraciones en
la metilacion de promotores génicos en la
descendencia.

4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Disefo experimental

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

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

| Gestacion MADRES FO |

Crecimiento MACHOS F1 (3 meses)

| Dieta MACHOS F1 (21 dias)

Control Control (CC) ‘

| Control Fructosa (CF)
!
Machos F1 control |

| Control Tagatosa (CT) i

‘ Control Fructosa + col (CW) ‘

Fructosa Control (FC)

Madres FO control -
(agua) Lactancia
Madres FO fructosa ‘ Lactancia

(fructosa 10%)

l_

! f

Inicio tratamiento Fin tratamiento dietético.
dietético madres. Ajuste de camadas 9 crias
(dia 0).

Figura 2. Disefio experimental

Destete.
Separacién de
machos (dia 21)

Machos P fructosa o

Fructosa Fructosa + col (FW)

[ I

Inicio tratamiento Sacrificio
dietético machos.
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dieta de la madre durante la gestacion y la se-

gunda a la dieta consumida por la descenden-

cia joven macho:

e Grupo Control (CC y FC): dieta sélida es-
tandar y agua sin aditivos.

o Grupo Fructosa (CF y FF): dieta solida es-
tandar y agua con fructosa al 10% (p/v).

o Grupo Tagatosa (CT y FT): dieta sélida es-
tandar y agua con tagatosa al 10% (p/v).

e Grupo Fructosa + Colesterol o Dieta Occi-
dental (CF+Col y FF+Col): dieta sélida es-
tandar con un 2% de colesterol aifadido y
agua con fructosa al 10% (p/v).

A los 21 dias de tratamiento dietético, las

ratas fueron sacrificadas. Se tomaron mues-

tras de tejidos y sangre para determinar para-
metros tisulares y plasmaticos.

4.2. Determinacion de la expresion génica

Para la determinacion de la expresion 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 extraccion
del acido ribonucleico (ARN), se realizé un ho-
mogenado del tejido, el cual se traté con BCP
(bromocloropropano) y se sometio a centrifu-
gacion. Para purificar el ARN se utilizo el kit
RiboPure™ (Ambion Inc., EE. UU.). La concen-
tracion y pureza del ARN purificado se deter-
minaron  utilizando el  NanoDrop™,
comprobando que las relaciones 260/280 vy
260/230 se encontraban en el margen ade-
cuado (1,8-2,2). Asimismo, mediante electro-
foresis en gel de agarosa al 2% se comprobo¢ la
integridad del ARN (visualizando las bandas co-
rrespondientes al ARN ribosémico).

EL ARN purificado se traté con DNasas para
eliminar posibles contaminaciones, utilizando
el kit Turbo DNA-free™ (Invitrogen, Thermo-
Fisher, EE. UU.), y la pureza, concentracion e
integridad del ARN tratado se determinaron
nuevamente. A continuacion, se llevo a cabo
una PCR convencional para comprobar la au-
sencia de ADN contaminante, utilizando pri-
mers del gen constitutivo de la proteina
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ribosomica S-29 (RPS29) (Tabla I). La ausencia
de ADN se comprobo a través de una electro-
foresis en gel de agarosa al 2%, observandose
Unicamente la banda del control positivo. El
ARN tratado con DNasas fue sometido a la ac-
cion de la transcriptasa inversa (RT) para ob-
tener ADN complementario (ADNc). Se utilizd
la transcriptasa inversa SuperScript Il (Invitro-
gen, EE. UU.). Para comprobar la obtencion de
ADNc, se amplifico mediante PCR convencio-
nal una secuencia del gen RPS29 (Tabla l), y el
producto de amplificacion se visualizo a través
de electroforesis en gel de agarosa al 2%.

La expresion de los genes de interés (RPS29,
DNMT1a, DNMT3a, DNMT3b, GNMT, Pemt, CSE,
CPT1) se determiné a través de PCR a tiempo
real (Q-PCR), empleando el ADNc obtenido y
los primers recogidos en la Tabla | y utilizando
el termociclador CFX96 Touch Real time PCR
System (Biorad, EE. UU. La cuantificacion de
la expresion se realizé mediante el método 2
8ACp por el que el valor de Cp (nimero de ci-
clos necesarios para superar el umbral de
deteccion 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 encontro dentro del margen (1,8-2,2)
y fue utilizado en los calculos de expresion.

4.3. Determinacion de la metilacion de pro-
motores

La determinacién del nivel de metilaciéon de
promotores génicos se llevo a cabo segun el
protocolo descrito por Oakes et al. (56). Para
la lisis, extraccion y purificacion del ADN se
empled el Kit DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen, EEUU). Muestras de, aproximada-
mente, 25 mg de higado se lisaron mediante
incubacion con buffer ALT y proteinasa K. A
continuacion, se elimino el ARN contaminante
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con RNasa A y se adicion6 un buffer de lisis AL
con tiocianato de guanidinio (inactiva las DNasa
y RNasa A y elimina las proteinas). Por Gltimo,
se obtuvo el ADN libre de contaminan-tes
gracias a una columna de purificacion.

El ADN purificado se dividio en dos alicuotas
para cada una de las muestras estudiadas, una
de las cuales se traté con la enzima de restric-
cion McrBC (Takara Bio Inc., Japon). McrBC es
una enzima de restriccidon que reconoce como
secuencia diana 5°AC(Nn)GC3" y que Unica-
mente es capaz de cortar cuando las citosinas
de dicha secuencia estan metiladas. Para ello,
1ug de ADN se tratd con 1uL de McrBC, 2pL buf-
fer 10X, 2pL de seroalbimina bovina (BSA) 0,1%,
0,2 pl de GTP 100 mM y agua ultrapura estéril
hasta completar el volumen a 20pl. La mezcla
se incub6 a 37°C (temperatura optima de la
enzima) durante 16h vy posteriormente se
inactivd la enzima a 56°C durante 20 minutos.
La otra alicuota permanecio sin tratar, emple-
andose como control no tratado, de manera que
se anadio 1pL extra de buffer 10X en lugar de
1uL de McrBC.

La determinacion de la concentracion y pu-
reza de del ADN purificado se llevo a cabo em-
pleando NanoDrop® One (ThermoFisher.,
EEUU). Para comprobar que el tratamiento con
la enzima fue satisfactorio, se realizo una elec-
troforesis en gel de agarosa al 2%. En la Figura 3
se aprecia como las muestras no tratadas dan
lugar a una Unica banda diferenciada, mientras
que las muestras tratadas se corresponden con
una estela que representa el ADN cortado en
multiples sitios por la enzima.
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A continuacion, para determinar el nivel de
metilacion de los promotores, se realizd una
Q-PCR empleando tanto la alicuota de ADN
tra-tado con McrBC como la alicuota sin
tratar. Para ello, se disenaron primers (Tabla
I) que flanquean regiones con una alta
proporcion de CG, susceptibles de formar
parte de islas CpG y ser metiladas. El diseno
de los primers requi-rio, 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 wunos 1000
pares de bases upstream de la misma, se
introdujeron en el programa informatico Meth-
Primer, que identifica las regiones con una alta
proporcion de CG, con mayor posibilidad de
formar parte de una isla CpG del promotor
(57).

A continuacion, la secuencia sugerida por
MethPrimer fue introducida en el programa Pri-
mer Blast (NCBI), especificando los parametros
optimos para la obtencion 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, ademas, que la secuencia diana no
apareciese en la secuencia de los cebadores.
Teniendo en cuenta dichos criterios, se escogio
una pareja de primers para cada promotor
(Tabla I).

ADN sin tratar

ADN tratado

Figura 3. Gel de electroforesis del ADN sin tratar y tratado con McrBC. Las muestras control no tra-
tado se ven como bandas nitidas sin degradar, mientras que las tratadas presentan una estela a lo
largo del carril debido a los multiples cortes del ADN.
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Tabla I. Primeros empleados para amplificar el ARNm y para determinar el nivel de metilacién
de promotores en Rattus Novergicus.

Gen Primers Arr;g:;c;on NCBI Procedencia Tm (°C)
F TGAAGGCAAGATGGGTCACCAGCAGC
RPS29 236 X59051 Clontech 68
R CAGGGTAGACAGTTGGTTTCATTGGG
F CCCGAGCATTACCGCAAGTA
DNMT1 221 NM_053354.3 Primer Blast 60

R TAGAGCAGGTTGATGTCGGC

F CTTCTCTGAAGCCCTCGCAG
DNMT3a 180 NM_001003958.1 Primer Blast 60

R TGACGCTCTTCCTTACCACG

F AATTACACGCAGGACGTGGT
DNMT3b 185 NM_001396349.1 Primer Blast 60
R GGGGAGGTTCTTTGCCTCTC

F GTACAAGGCGTGGTTGCTTG
GNMT 272 NM_017084.1 Primer Blast 60

R TGACAGCGTCAAAGCCATCT

F CTGAGTTCATCACCAGGGACA
Pemt 100 NM_013003.2 Primer Blast 60
R AGCAGCCAGCTCATAACGAA

F GTATGGAGGCACCAACAGGT
CSE 150 NM_017074.1 -58 60

R GTTGGGTTTGTGGGTGTTTC

F CCGATGGCATTGACCTCCGCCTG
CPT1 230 LO7736 Clontech 68
R GTCTAGGGTCCGACTGATCTTTGCG

F CCTTGCAGTTGCCGACAG
GR (Met) 303 AJ271870.1 Primer3 55

R CGTCTTGTTCCACCCACT

F TAGGGGCAACACCTCCACT
CSE (Met) 119 NC_005101.4 Primer Blast 60

R AGTGTGTGGCTTTGGCTAGTAA

CPTireg1  F CTGGTATCACCTTTGGGAG

(Met) 85 AF020776.2 -45 56

R GCCCTCTGCTTCTCCAAT

CPTireg2 F CATTGGAGAAGCAGAGGGC

(Met) 85 AF020776.2 -45 58

R TGGGGACCAAGCATCTTTC

Vol. 92. n°2 (2026) - pp. 183-209 metilacion de componentes celulares
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Figura 4. Curva de amplificacion por PCR a tiempo real de una muestra de ADN tratado (derecha) y

sin tratar (izquierda).

Por tanto, un alto nivel de metilacion en di-
chas regiones del promotor permite que la en-
zima McrBC reconozca la diana y corte el ADN
en dicha localizacion, impidiendo la accién de
la polimerasa y la amplificacion por PCR de
dicha region. Como resultado, las muestras
tratadas con McrBC en las que dichas regiones
estén metiladas se relacionarian con mayores
valores de Cp obtenidos tras la Q-PCR en com-
paracion con las muestras no tratadas. El ter-
mociclador utilizado para la amplificacion fue
CFX96 Touch Real time PCR System (Biorad,
EE.UU.). El porcentaje de metilacion de la re-
gion promotora se determiné utilizando la di-
ferencia de Cp obtenidos entre las muestras
tratadas y sin tratar (ACp) utilizando la ecua-
cion descrita por Oakes et al.: % Metilacion =
100 - (1 - e0.7ACP) (56) (Figura 4).

Previamente a la medida de la metilacion de
los genes diana ((CSE, CPT1 Region 1 (Reg 1),
CPT1 Region 2 (Reg 2)), se midio la metilacion
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 concentracion del ADN tra-
tado con McrBC y no tratado era, aproximada-
mente, la misma; y que no se habian
producido roturas inespecificas 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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4.4, Analisis estadistico de los datos

Los resultados se expresaron como media #
error estandar (ES) correspondiente a un nu-
mero de 7 u 8 animales por grupo. Las dife-
rencias estadisticas se analizaron mediante
ANOVA de doble via. Cuando las diferencias re-
sultaron  estadisticamente  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-
tacion (M) en la descendencia macho joven.
Estas diferencias entre madres control vs. ma-
dres fructosa se indicaron con una almohadilla
(#). Por otro lado, se analizé 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 indicaran mediante un
asterisco. Toda la determinacion estadistica se
realizo utilizando el programa informatico
SPSS (version 28).

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Consumo de fructosa vs. tagatosa

En base a estudios previos que mostraban que
el consumo de fructosa alteraba la expresion
de algunas enzimas del metabolismo de un
carbono, se hipotetizé que esto podria modi-
ficar la expresion de las DNMTs y otras metil-
transferasas, explicando asi las alteraciones
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Tabla Il. ANOVA de doble via de los resultados obtenidos en la expresion DNMT1, DNMT3a y
DNMT3b en higado, asi como DNMT1 y DNMT3b en corazén, en la descendencia macho. p:
valor de probabilidad. Eta cuadrada (n2): proporcién de la varianza atribuida a la madre, a

la dieta o a la interaccion madre*dieta.

DNMT1 higado | DNMT3a higado | DNMT3b higado | DNMT1 corazon | DNMT3a corazon
p n2 p n2 n2 p n2 p n2
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
Ng’:g:‘; 0.869 0.008 | 0.578 0.033 | 0.78 0.014 | 0.7 0.02 | 0.425 0.049

observadas en el epigenoma (33,56). Para de-
terminar si dicho efecto era especifico de este
azucar, se estudido comparativamente con la
tagatosa, que, como se ha mencionado en la
introduccion, es un epimero de la fructosa.

5.1.1. Expresion génica de las DNMTs en hi-
gado y corazén

Los resultados del analisis de varianza (ANOVA)
de doble via para la expresion de las DNMTs
(DNMT1, DNMT3a, DNMT3b) tanto en higado
como en corazoén (Tabla Il) muestran que la
dieta afecta a la expresion de las DNMTs solo
en el corazon, poniendo de manifiesto un
efecto tisular dependiente.

De acuerdo con los resultados de la ANOVA,
no se observaron diferencias significativas en
los niveles de expresion hepatica de estos

genes como resultado de la dieta (Figura 5).
Sin embargo, es importante destacar que la re-
gulacion de las DNA-metiltransferasas no se
limita Unicamente a la transcripcion y traduc-
cion de los genes que las codifican, sino que
también involucra una regulacion post-traduc-
cional mediada por diferentes mecanismos
entre los que se encuentra la regulacion me-
tabolica, mediada por metabolitos centrales
del metabolismo de un carbono (59). Por tanto,
segun los resultados de expresion obtenidos,
aunque la dieta no genere diferencias en la ex-
presion hepatica de estas enzimas, no es posi-
ble concluir que no haya variaciones en su
actividad mediadas por otros mecanismos.

No obstante, cuando se midié la expresion
de DNMT1 y DNMT3a en corazon, si que se en-
contraron diferencias significativas en funcion
del carbohidrato consumido durante la vida

Madres Control Madres Fructosa

Madres Control Madres Fructosa

a. DNMT1 b. DNMT3a c. DNMT3b
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Figura 5. Expresion de los genes (u.a.) DNMT1 (a), DNMT3a (b), DNMT3b (c) en higado en machos
F1 descendientes de madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21
dias (control: barras azules; fructosa liquida (10%): barras naranjas; o tagatosa liquida (10%): ba-
rras verdes). Los datos representan la media + E.S. de 7-8 ratas. Las diferencias entre los factores
y su interaccion se analizaron utilizando ANOVA de doble via con un test a posteriori de Bonferroni
para detectar las diferencias significativas entre grupos.
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Figura 6. Expresion de los genes (u.a.) DNMT1 (a) y DNMT3a (b) en corazén en machos F1 descen-
dientes de madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 dias (con-
trol: barras azules; fructosa liquida (10%): barras naranjas; o tagatosa liquida (10%): barras
verdes). Los datos representan la media + E.S. de 7-8 ratas. Los asteriscos (*) indican diferencias
estadisticamente significativas entre machos tratados con diferente dieta. Las diferencias entre los
factores y su interaccioén se analizaron utilizando ANOVA de doble via con un test a posteriori de
Bonferroni para detectar las diferencias significativas entre grupos.

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

5.1.2. Expresion génica hepatica 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 sintesis de
fosfatidilcolina, y GNMT, en la sintesis de sar-
cosina. Tal y como se muestra en la Tabla lll,

el analisis de la ANOVA de doble via muestra
que la expresion hepatica de GNMT presenta
diferencias estadisticamente significativas de-
bidos al factor DIETA, sin encontrarse diferen-
cias significativas en la expresion de Pemt
(Figura 7a).

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

Tabla Ill. ANOVA de doble via de los resultados obtenidos en la expresion hepatica de Pemt
y GNMT en la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (n2): proporcion de
la varianza atribuida a la madre, a la dieta o a la interaccion madre*dieta.

Pemt higado GNMT higado
P P n2
Madre 0.47 0.015 0.068 0.09
Dieta 0.325 0.062 0.016 0.205
*
N:;g;: 0.055 0.153 0.917 0.005
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Figura 7. Expresion de los genes (u.a.) Pemt (a) y GNMT (b) en higado en machos F1 descendientes
de madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 dias (control: ba-
rras azules; fructosa liquida (10%): barras naranjas; o tagatosa liquida (10%): barras verdes). Los
datos representan la media + E.S. de 7-8 ratas. Las diferencias entre los factores y su interaccion
se analizaron utilizando ANOVA de doble via con un test a posteriori de Bonferroni para detectar

las diferencias significativas entre grupos.

5.1.3. Nivel de metilacion del promotor de
la CSE en higado

Aunque no se observaron diferencias signi-
ficativas en la expresion 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 Unicamente de su expresion, se evalud
la metilacion del promotor de la enzima CSE,
implicada en la ruta de la transulfuracion vy,
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 metilacion de este promotor
podrian estar potencialmente vinculados con
alteraciones en el metabolismo y promover
factores de riesgo para el desarrollo de estas
patologias.

El estudio ANOVA de doble via (Tabla 1V)
muestra que la metilacion del promotor de
CSE esta afectada significativamente por el
efecto MADRE. El analisis posterior mediante
el test de Bonferroni permitio identificar que
el consumo de fructosa por la descendencia de
madres control dio lugar a niveles de metila-
cion significativamente superiores a los obser-
vados como resultado del consumo de agua o
tagatosa. Asi, como se muestra en la Figura 8,
el nivel de metilacion del promotor de CSE se
vio aumentado como consecuencia del con-
sumo postnatal de fructosa.

An. R. Acad. Farm.
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Sorprendentemente, el aumento en el nivel
de metilacion observado en los machos des-
cendientes de madres control que consumie-
ron fructosa no se observd cuando éstos
consumieron tagatosa, lo que pone de mani-
fiesto el efecto especifico del carbohidrato in-
gerido. Asimismo, el consumo materno de
fructosa anuld drasticamente dicho aumento
en la metilacion del promotor de CSE en la
descendencia cuando ésta consumié dicho mo-
nosacarido (Figura 8). Este resultado parece
indicar que el consumo prenatal de fructosa
evitaria la hipermetilacion observada en el
promotor de CSE como resultado de la ingesta
de fructosa durante la vida adulta a través del
fenomeno de la programacion fetal.

Expresion génica hepatica de la CSE

Con el fin de determinar si los cambios obser-
vados en la metilacion del promotor de CSE
como resultado del consumo de fructosa po-
dria tener algun efecto sobre la expresion de
la enzima codificada por este gen, se midio la
expresion hepatica de dicha enzima limitante
de la transulfuracion. En la Tabla V se mues-
tran los resultados de la ANOVA de doble via
para la expresion de CSE, y se puede observar
que el factor DIETA mostré diferencias estadis-
ticamente significativas.
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Tabla IV. ANOVA de doble via de los resultados obtenidos en la metilacion de la CSE hepatica,
en la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (n2): proporcion de la va-
rianza atribuida a la madre, a la dieta o a la interaccion madre*dieta.

. 50
Q *
CSE metilacién - L CeE
E g 40
Q =
P n2 E-E 56
Madre 0,016 0,174 £ .E
Dieta 0,126 0,125 88 %
Madre*dieta 0,126 0,125 3 10
c —_I_—| 28
E E T €& £ T

Madre Control Madre Fructosa

Figura 8. Metilacion del promotor de la CSE en higado de machos F1 descendientes de madres control
y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 dias (control: barras azules; fructosa li-
quida (10%): barras naranjas; o tagatosa liquida (10%): barras verdes). Los datos representan la media
+ E.S. de 7-8 ratas. Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente significativas entre machos
tratados con diferente dieta. Las almohadillas (#) indican diferencias estadisticamente significativas
entre machos tratados con la misma dieta, pero procedentes de madres que recibieron diferente
dieta. Las diferencias entre los factores y su interaccion se analizaron utilizando ANOVA de doble via
con un test a posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias significativas entre grupos.

Como se muestra en la Figura 9, la hiperme-
tilacion del promotor CSE se tradujo, como era
de esperar, en una menor expresion de la en-
zima en los machos procedentes de madres
control que consumieron fructosa. De nuevo,
de acuerdo con lo observado en la metilacion
de dicho promotor (Figura 8), no se observa-

los tres grupos experimentales en los machos
descendientes de madres fructosa. Como se
muestra en la Figura 1, la CSE esta involucrada
en la conversion de la homocisteina a través
de la via de la transulfuracion, siendo la prin-
cipal enzima responsable en la produccion he-
patica de H2S (60).

ron diferencias en la expresion de la CSE entre

Tabla V. ANOVA de doble via de los resultados obtenidos en la expresion hepatica de CSE en
la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (n2): proporcion de la va-
rianza atribuida a la madre, a la dieta o a la interaccién madre*dieta.

8 1507 & kK *k CSE
=] e e |
b7
CSE higado E
P n2 g '
Madre 0,944 0,000 g
Dieta 0,000 0,371 § 50 -
Madre*dieta 0,053 0,154 g
i o cC F T cC F T

Madre Control Madre Fructosa

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

An. R. Acad. Farm.
Vol. 92. n°2 (2026) - pp. 183-209
methylation of cellular components

1 9 8 Effect of maternal fructose consumption on the
Ana Bernal, Elena Fauste , et al.



ANALES

I RANF I
www.analesranf.com

Se ha descrito que niveles reducidos de H2S
estan asociados con el desarrollo de patologias
como la hipertension, arritmia o fallo car-
diaco, pues este gasotransmisor desempena un
papel crucial en diversos procesos fisioldgicos
como la regulacion de la funcion cardiaca, la
inflamacion y la vasodilatacion (61,62). Esta
relacion refuerza el caracter perjudicial del
consumo de fructosa, ya que una menor ex-
presion de la CSE inducida por este monosaca-
rido podria conducir a niveles mas bajos de
H2S, lo que, a su vez, podria favorecer el des-
arrollo de patologias.

5.1.5. Relacion entre niveles de SAH y me-
tilacion

Como se ha mencionado en el apartado 5.1.1.,
aunque las dietas administradas no alteraron
la expresion de las metiltransferasas en el hi-
gado, los resultados obtenidos muestran cam-
bios en los patrones de metilacion 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 expresion génica. Por
tanto, para intentar descifrar la causa de la
alteracion del metiloma, se evaluaron los

niveles hepaticos de SAH, un producto de las
metiltransferasas que afecta su actividad en-
zimatica.

Los resultados muestran una tendencia
hacia menores niveles hepaticos de SAH en la
descendencia de madres control tras el con-
sumo de fructosa, en comparacion con el
grupo que consumio tagatosa o agua. Esta ten-
dencia no se observo en los hijos de madres
fructosa (Tabla VI, Figura 10). Dicha disminu-
cion se relaciona inversamente con los niveles
de metilacidon observados en el promotor de
CSE (Figura 8), es decir, menores niveles de
SAH se podrian asociar con un mayor nivel de
metilacion en la descendencia de madres con-
trol que consumieron fructosa. Dado que SAH
regula negativamente a las DNMTs, podriamos
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 implicarian una mayor
actividad enzimatica de las DNMTs y una
mayor metilacion del promotor de CSE, redu-
ciendo la expresion de la enzima. Por tanto,
aunque no se observan cambios en la expre-
sion de las DNMTs debido a la dieta, si se vie-
ron alteraciones en la metilacion por posibles
cambios en su actividad.

Tabla VI. ANOVA de doble via de los resultados obtenidos en los niveles hepaticos de SAH en
la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (n2): proporcion de la va-
rianza atribuida a la madre, a la dieta o a la interaccion madre*dieta.

SAH higado
P n2
Madre 0,130 0,070
Dieta 0,648 0,027
Madre*dieta 0,536 0,038

0.8

o
o

;

T

SAH (ug/g tejido)
(=]
F-S

o
N

e
=1

C F T cC F T
Madres Control Madres Fructosa

Figura 10. Niveles de SAH (pg/g tejido) en higado en machos F1 descendientes de madres control y ma-
dres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 dias (control: barras azules; fructosa liquida
(10%): barras naranjas; o tagatosa liquida (10%): barras verdes). Los datos representan la media + E.S.
de 7-8 ratas. Las diferencias entre los factores y su interaccion se analizaron utilizando ANOVA de doble
via con un test a posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias significativas entre grupos. Re-
sultados cedidos correspondientes a la tesis doctoral en preparacion de Cristina Donis Rodriguez.
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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
empled como modelo el consumo de fructosa
asociada a colesterol.

5.2.1. Expresion génica de DNMTs en higado
y corazén

Tras el analisis estadistico de la ANOVA de
doble via sélo se observaron diferencias esta-
disticamente significativas en la expresion he-
patica de DNMT1 con el factor MADRE. Por otro
lado, cuando se estudido la interaccion
MADRE*DIETA, la expresion de DNMT1 en cora-
zon mostro diferencias cuasi significativas con
un p=0,053. A su vez, al analizar la expresion
de DNMT3a en este mismo tejido, se observo
que el factor DIETA mostraba un valor de
p=0,074, y esta diferencia fue incluso mayor
cuando se analiz6 la interaccion MADRE*DIETA
con un p de 0,06 (Tabla VII).

Al analizar las diferencias estadisticas me-
diante el test de Bonferroni, se observo que el
consumo de dieta occidental mostré una
menor expresion 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-
disticamente significativas (Figura 11 b). Sin
embargo, la expresion de DNMT3b si que pre-
sento diferencias significativas, tanto por la
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dieta consumida por la descendencia como por
efecto de la programacion fetal (Figura 11c).
Asi, el consumo de la dieta occidental por la
descendencia de madres control provoco nive-
les significativamente menores cuando se
comparo 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-
cion en el establecimiento de los patrones de
metilacion de novo, una menor expresion de
DNMT3a y DNMT3b promovida por la dieta oc-
cidental podria potencialmente resultar en un
metiloma aberrante (40). Por otro lado, el
efecto de la programacion fetal debido al con-
sumo materno de fructosa atenuo 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 gestacion podria actuar
como un estresor intrauterino que altera la ex-
presion de las enzimas del ciclo de la metio-
nina y evita la disminucion en la expresion de
DNMT3a y DNMT3b que aparece tras la exposi-
cion a una dieta occidental en la juventud a
través de la programacion fetal.

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

Tabla VII. ANOVA de doble via de los resultados obtenidos en la expresion DNMT1, DNMT3ay
DNMT3b en higado, asi como DNMT1 y DNMT3b en corazén, en la descendencia macho. p:
valor de probabilidad. Eta cuadrado (n2): proporcién de la varianza atribuida a la madre, a

la dieta o a la interaccion madre*dieta.

DNMT1 higado | DNMT3a higado | DNMT3b higado | DNMT1 corazén | DNMT3a corazén
P n2 p n2 n2 P n2 p n2
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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Madres Control Madres Fructosa

Figura 11. Expresion de los genes DNMT1 (a), DNMT3a (b), DNMT3b (c) en higado en machos F1 des-
cendientes de madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 dias (con-
trol: barras azules; fructosa liquida (10%): barras naranjas; o fructosa + col (2%): barras moradas). Los
datos representan la media * E.S. de 7-8 ratas. Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente
significativas entre machos tratados con diferente dieta. Las almohadillas (#) indican diferencias esta-
disticamente significativas entre machos tratados con la misma dieta, pero procedentes de madres que
recibieron diferente dieta. Las diferencias entre los factores y su interaccion se analizaron utilizando
ANOVA de doble via con un test a posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias significativas
entre grupos.

tras analizar la expresion de DMNT3a (Figura
12b). Cabe destacar que los menores niveles
observados en la descendencia de madres
fructosa que consumieron dieta occidental
mostraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas al compararlos con los de la descen-
dencia de madres control que ingirieron esa
misma dieta. Nuevamente, la nutrigenémica
que estaba afectando a la expresion de las
DNMTs tras el consumo de la dieta occidental
resulto ser dependiente del tejido estudiado.

5.2.2. Expresion génica hepatica Pemt y
GNMT

El analisis de la ANOVA de doble via mostro di-
ferencias estadisticamente significativas en
ambos genes debidos al factor DIETA (Tabla
VIIl). Posteriormente, cuando se analizaron di-
chas diferencias mediante el test de Bonfe-
rroni, y tal y como se muestra en la Figura 13,
se observo que el consumo de la dieta occi-
dental provocd una disminucion en la expre-

e 15 a. DNMT1
0 *
8
g T
& 1.01
.
=
0
o
c 0.5
)
0
£
g oo
C F FCol C F FcCol

Madres Control Madres Fructosa

1.5- b. DNMT3a

—_
—

1.0

Cc F FCol [+
Madres Control

F FCol
Madres Fructosa

Figura 12. Expresion de los genes DNMT1 (a) y DNMT3a (b) (u.a.) en corazén en machos F1 descendientes
de madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 dias (control: barras
azules; fructosa liquida (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 estadisticamente significativas
entre machos tratados con diferente dieta. Las almohadillas (#) indican diferencias estadisticamente
significativas entre machos tratados con la misma dieta, pero procedentes de madres que recibieron di-
ferente dieta. Las diferencias entre los factores y su interaccion se analizaron utilizando ANOVA de doble
via con un test a posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias significativas entre grupos.
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Tabla VIIl. ANOVA de doble via de los resultados

obtenidos en la expresion hepatica de Pemt

y GNMT en la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (n2): proporcion
de la varianza atribuida a la madre, a la dieta o a la interaccion madre*dieta.

Pemt higado GNMT higado
P n2 p n2
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
a. Pemt b. GNMT
g 15 1.5,
= _ .
‘§_ - —
5 10 - 1.01 =
5 - -
S 0.5 0.51 -
8
2
w
YTTEF Feal 00" E Fc
o C F FCol C F FcCol C F FCol

Madres Control Madres Fructosa

Madres Control Madres Fructosa

Figura 13. Expresion de los genes GNMT (a) y Pemt (b) (u.a.) en higado en machos F1 descendientes de
madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 dias (control: barras azules;
fructosa liquida (10%): barras naranjas; o fructosa + col (2%): barras moradas). Los datos representan la
media + E.S. de 7-8 ratas. Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente significativas entre ma-
chos tratados con diferente dieta. Las diferencias entre los factores y su interaccién se analizaron uti-
lizando ANOVA de doble via con un test a posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias

significativas entre grupos.

sion de ambas enzimas, independientemente
de la dieta consumida por la madre durante la
gestacion. Por tanto, seria interesante indagar
en las consecuencias de esta disminucion en
la expresion, ya que podria traducirse en una
menor sintesis de sarcosina y fosfatidilcolina,
con potenciales repercusiones en el desarrollo
de diversas patologias (50,53).

5.2.3. Nivel de metilacion del promotor de
CPT1 en higado

Dado que la expresion de DNMT3a y DNMT3b
disminuyé 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 midio el
nivel de metilacion del promotor de la enzima

2 methylation of cellular components
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carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1) para
determinar como estos cambios en la expre-
sion podian afectar al metiloma. En este caso
y basandonos en la bibliografia analizamos dos
regiones del promotor. Como se observa en la
Tabla IX, el estudio de ANOVA de doble via
muestra que la metilacion de la region 2 del
promotor de CPT1 esta modulada por el factor
DIETA y por la interaccion MADRE*DIETA, aun-
que sin llegar a ser significativo en ningln
caso.

El analisis posterior mediante el test de Bon-
ferroni permitié identificar que el nivel de me-
tilacion del promotor del gen para CPT1 en la
descendencia de madres control que consumio
dieta occidental era menor cuando se com-
pard con la descendencia que consumio fruc-
tosa, tanto en la region 1 como en la region 2
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Tabla IX. ANOVA de doble via de los resultados obtenidos en la metilacion de CPT1 Reg 1y
CPT1 Reg 2 en higado en la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (n2):
proporcion de la varianza atribuida a la madre, a la dieta o a la interaccion madre*dieta.

CPT1 Reg 1 metilacion CPT1 Reg 2 metilacion

P n2 P n2
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

del promotor (Figura 14). Ademas, se observo
una tendencia hacia una menor metilacion en
la regién 1 del promotor de CPT1 en compara-
cion con los machos que consumieron agua
descendientes de madres control (Figura 14a).
Esto es coherente con los resultados de expre-
sion de DNMT3a y DNMT3b obtenidos para
dicho grupo experimental, pues una menor ac-
tividad de estas enzimas como resultado de su
menor expresion supondria una menor metila-
cion de los promotores génicos (Figura 11b,c¢).
Por otro lado, cuando los individuos proceden-
tes de madres que habian estado expuestas a
fructosa durante la gestacion consumieron la
dieta occidental, se observo una tendencia
hacia el aumento de la metilacion de las dos
regiones estudiadas (Figura 14). Por tanto, el
fenomeno de la programacion fetal inducido
por la exposicion a fructosa durante la gesta-
cion se volvia a observar en este caso.

5.2.4. Expresion génica hepatica de la CPT1

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

A pesar de que el estudio ANOVA de doble
via no mostré diferencias estadisticamente
significativas, el posterior test de Bonferroni
permitié corroborar que el perfil de expresion
coincidia con lo esperado en base a la metila-
cion del promotor en la descendencia, tanto
de madres control como de madres fructosa.
Los mayores niveles de metilacion observados
tras consumo de fructosa por la descendencia

20- a.CPT1reg1
151

101 T -‘V
i I

C F FCol C F FCol
Madres Control Madres Fructosa

Metilacion promotor
(%emetilacion)

(=]

b. CPT1reg 2

50+ ”

—_—
40' —l—
301

T
20+ T
104
D T T T
C F FCol C F FCol

Madres Control Madres Fructosa

Figura 14. Metilacion de los promotores CPT1 Region 1 (a) y CPT1 Region 2 (b) en higado de machos F1
descendientes de madres control y madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 dias
(control: barras azules; fructosa liquida (10%): barras naranjas; o fructosa + col (2%): barras moradas).
Los datos representan la media + E.S. de 7-8 ratas. Los asteriscos (*) indican diferencias estadisticamente
significativas entre machos tratados con diferente dieta. Las diferencias entre los factores y su interac-
cion se analizaron utilizando ANOVA de doble via con un test a posteriori de Bonferroni para detectar

las diferencias significativas entre grupos.
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Tabla X. ANOVA de doble via de los resultados obtenidos en la expresion hepatica de CPT1 en
la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (n2): proporcién de la varianza
atribuida a la madre, a la dieta o a la interaccion madre*dieta.

CPT1 higado
P n2
Madre 0.116 0.069
Dieta 0.645 0.025
Madre*dieta 0.6 0.029

: 1.5-
= T CPT1
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Figura 15. Expresion del gen CPT1 (u.a.) en higado en machos F1 descendientes de madres control y
madres fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 dias (control: barras azules; fructosa liquida
(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 interaccién se analizaron utilizando ANOVA de doble
via con un test a posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias significativas entre grupos.

de madres control en ambas regiones del pro-
motor (Figura 14) se correlacionaban con los
menores niveles de expresion observados por
este grupo (Figura 15). Curiosamente, esa hi-
permetilacion que se observaba en los descen-
dientes de madres control tras la ingesta de
fructosa, desaparecia al combinar dicho azu-
car con el consumo de colesterol, y coincidia
con la normalizacion de la expresion de CPT1
a los niveles observados en la progenie que
tomo agua sin aditivos.

Por otro lado, los individuos descendientes
de madres fructosa presentaron niveles prac-
ticamente idénticos de expresion de CPT1, in-
dependientemente de la dieta que recibieron
durante su juventud. Esto resulta llamativo te-
niendo en cuenta las diferentes tendencias de
expresion 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 podria indicar que, de
nuevo, la ingesta materna de fructosa pro-
mueve la programacion fetal insensibilizando
a la descendencia ante los cambios en la ex-
presion de la enzima CPT1 promovidos por fac-
tores nutrigenomicos, en este caso las dietas
estudiadas. Por tanto, esta falta de respuesta

methylation of cellular components
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a dietas potencialmente lipogénicas en la ex-
presion de una enzima limitante de una via tan
importante del metabolismo lipidico como es
la CPT1, podria promover la aparicion de en-
fermedades metabdlicas que cursen con este-
atosis y/o dislipemia (65).

5.2.5. Relaciéon entre niveles de SAH y me-
tilacion

Al medir los niveles de SAH en los machos jo-
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-
servo una tendencia hacia menores niveles de
SAH; cuando la ingesta de dicho monosacarido
se asocio a colesterol, se encontro la tenden-
cia opuesta (Figura 16) y niveles similares a
los encontrados en los machos control.
Considerando la retroalimentacion negativa
que ejerce dicho metabolito contra las DNMTs,
la existencia de elevados niveles de SAH es co-
herente con la menor tasa de metilacion en-
contrada en la region 1 del promotor de CPT1
en los hijos de madres control que consumie-
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Tabla XI. ANOVA de doble via de los resultados obtenidos en los niveles hepaticos de SAH en
la descendencia macho. p: valor de probabilidad. Eta cuadrado (n2): proporcién de la varianza
atribuida a la madre, a la dieta o a la interaccion madre*dieta.

SAH higado
p n2
Madre 0,827 0,001
Dieta 0,661 0,024
Madre*dieta 0,170 0,099
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Figura 16. Niveles de SAH (pg/g) en higado en machos F1 descendientes de madres control y madres
fructosa tras consumir diferentes dietas durante 21 dias (control: barras azules; fructosa liquida (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 interacciéon se analizaron utilizando ANOVA de doble via
con un test a posteriori de Bonferroni para detectar las diferencias significativas entre grupos.

ron una dieta occidental. Por tanto, la activi-
dad de DNMT3a y DNMT3b estaria disminuida
de manera importante por la accién combi-
nada de los mecanismos transcripcional, defi-
nido por una menor expresion génica, y de
retroalimentacion negativa de la actividad en-
zimatica 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), podrian
ser los causantes de la tendencia a una mayor
metilacion del promotor de CPT1 observada en
ese mismo grupo, principalmente en la region
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 accion inhibitoria sobre la
actividad de dichas enzimas. De hecho, la li-
teratura contempla la relacion 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
enzimatica junto a la disminucion de su expre-
sion génica observada podria favorecer el

An. R. Acad. Farm.
Vol. 92. n°2 (2026) - pp. 183-209

desarrollo de patologias de diversa naturaleza
resultado de la disminucion de los niveles de
PC y sarcosina.

6. CONCLUSIONES

El consumo de fructosa por individuos jovenes
aumento drasticamente la metilacion del pro-
motor de la CSE hepatica en la descendencia
de madres control, probablemente a través
del aumento de la actividad de las DNMTs,
como consecuencia de la disminucion de los
niveles de SAH. Este aumento no se observo
tras el consumo de tagatosa, lo que implica
que la alteracion del metiloma y consecuente
disminucidn de la expresion de la CSE son de-
pendientes del carbohidrato ingerido.

Sin embargo, la hipermetilacion del promo-
tor de la CSE no se observo en la descendencia
de madres que consumieron fructosa durante
la gestacion, lo que indicaria que dicho mono-
sacarido es capaz de anular la alteracion del
metiloma promovida por el consumo postnatal
de fructosa a través del fendmeno de la pro-
gramacion fetal.

La ingesta postnatal de fructosa, cuando se
asocio a colesterol, disminuyo la expresion he-
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patica de DNMT3a y DNMT3b en los descen-
dientes de madres control. Esta menor expre-
sion junto con una posible menor actividad de
las DNMTs ejercida por los elevados niveles de
SAH encontrados en este grupo experimental,
estarian promoviendo una disminucion de los
niveles de metilacion del promotor de CPT1 Yy,
como resultado, un aumento de la expresion
de esta enzima.

En los individuos descendientes de madres
fructosa que consumieron una dieta occiden-
tal, la expresion de CPT1 resulto ser practica-
mente idéntica entre grupos. Esto reafirma la
hipétesis de que el consumo materno de fruc-
tosa promueve la programacion fetal, insensi-
bilizando a la descendencia ante los cambios
en la expresion de la enzima CPT1 promovidos
por factores nutrigenémicos. Esta falta de
adaptacion a cambios dietéticos en esta en-
zima del catabolismo de acidos grasos podria
potenciar el desarrollo de esteatosis y dislipe-
mia en dichos individuos.

El consumo de una dieta occidental dismi-
nuyo significativamente la expresion de Pemt
y GNMT, independientemente de la dieta reci-
bida por la madre. Esto pone de manifiesto
que la alteracion de la metilacion 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 fosfolipidos y de glicina.
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RESUMEN

En la historia reciente, la pandemia de COVID-19 ha representado uno de
los mayores desafios sanitarios y cientificos a los que se ha enfrentado la
humanidad. Cinco afnos después del inicio de la crisis, resulta necesario
analizar profundamente los acontecimientos vividos, asi como las decisiones
adoptadas, los avances alcanzados y las limitaciones encontradas, para
aprender lo que paso y estar mejor preparados ante futuras epidemias y
pandemias. En este articulo de revision se aborda, desde una perspectiva
historica y experimental, el impacto de las pandemias en la salud, la
respuesta global frente al SARS-CoV-2 y el desarrollo de distintas plataformas
vacunales, con especial atencion a las basadas en vectores virales atenuados
del poxvirus MVA (virus vaccinia modificado de Ankara). Se describen los
resultados obtenidos en modelos preclinicos, la respuesta frente a variantes
emergentes, los efectos neurologicos asociados a la infeccion y la
transferencia tecnoldgica hacia la produccion industrial. También se analiza
la aplicacion de estas plataformas a otros patdgenos de gran relevancia,
como VIH, Ebola, Zika, Chikungunya y Mpox, y se discuten los retos
pendientes en la preparacion frente a futuras amenazas sanitarias.

ABSTRACT

The COVID-19 pandemic has represented one of the greatest health and
scientific challenges faced by humanity in recent history. Five years after
the onset of the crisis, it is essential to conduct an in-depth analysis of
the events experienced, the decisions taken, the advances achieved, and
the limitations encountered, in order to extract lessons applicable to
future epidemics and pandemics. This revision article addresses, from a
historical and experimental perspective, the impact of pandemics on
human health, the global response to SARS-CoV-2, and the development
of different vaccine platforms, with particular emphasis on those based
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on attenuated viral vectors, like the poxvirus MVA. The results obtained in
preclinical models, the response to emerging variants, the neurological
effects associated with infection, and the transfer of technology to
industrial-scale production are described. In addition, the application of
these platforms to other globally relevant pathogens, such as HIV, Ebola,
Zika, Chikungunya, and Mpox, is analyzed, and the remaining challenges
in preparedness for future health threats are discussed.

1. PANDEMIAS Y DIVERSIDAD DE PATOGENOS
HUMANOS

Las enfermedades infecciosas han acompa-
fado a la humanidad desde sus origenes, es-
tableciendo de manera decisiva la evolucion
de las sociedades. La historia recoge muchos
episodios pandémicos que han provocado una
elevada mortalidad y profundas alteraciones
sociales, economicas y demograficas. Entre los
primeros registros que tenemos, se encuentra
la peste Antonina (anos 165-180), a la que si-
guieron la peste negra (1347-1351), viruela
(1520) y otras enfermedades infecciosas que
diezmaron poblaciones enteras (1,2). La vi-
ruela ha provocado una de las mayores tasas
de mortalidad a lo largo de la historia
(https://www.cdc.gov/smallpox/about/his-
tory.html).

Uno de los ejemplos mas dramaticos de
agente infeccioso fue la gripe espanola de
1918, que se estima causo entre 50 y 100 mi-
llones de muertes a nivel mundial (3). Este
evento puso de manifiesto la enorme capaci-
dad destructiva de los virus respiratorios
emergentes y la limitada capacidad de res-
puesta sanitaria de la época. A pesar de los
avances cientificos logrados durante el siglo
XX, las pandemias han seguido apareciendo,
recordandonos de forma recurrente la vulne-
rabilidad de la especie humana frente a los
agentes infecciosos.

La especie humana actlia como hospedadora
de una enorme diversidad de agentes patoge-
nos. Se calcula que existen mas de 1.500 mi-
croorganismos conocidos con capacidad para
infectar al ser humano, como virus, bacterias,
hongos y parasitos. Muchos de estos patogenos
han acompanado a la humanidad durante si-
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glos, mientras que otros han emergido recien-
temente como consecuencia de cambios eco-
logicos, demograficos y sociales.

Hasta bien entrado el siglo XX, lo que cono-
ciamos sobre la biologia de estos agentes era
limitado. No fue hasta el desarrollo de la mi-
crobiologia, la virologia y la inmunologia mo-
dernas cuando se comenzaron a comprender
en profundidad los mecanismos de infeccion,
replicacion y transmision de los patogenos. A
pesar de estos avances, muchas enfermedades
infecciosas contintan teniendo un impacto
significativo en la salud humana.

Ejemplos claros de ello son el virus de la in-
munodeficiencia humana (VIH), identificado a
comienzos de la década de 1980 con una tasa
de mortalidad de unos 40 millones de personas
fallecidas desde el inicio de la pandemia (4-
6). Esta pandemia impulso el desarrollo de te-
rapias antivirales altamente eficaces, aunque
aun no se dispone de una vacuna preventiva,
y la enfermedad continGia causando aproxima-
damente 600.000 muertes anuales en todo el
mundo. De forma similar, la hepatitis C sigue
siendo una causa importante de mortalidad,
estimandose en unas 350.000 a 400.000 per-
sonas que mueren actualmente por complica-
ciones de la infeccion a pesar de la
disponibilidad de tratamientos antivirales cu-
rativos (7). En el caso del virus de la gripe,
hemos padecido a partir del siglo XX varias
pandemias con altas tasas de mortalidad,
como las de 1918, 1957, 1968, 1977 y 2009, y
debemos estar preparados para una potencial
pandemia con efectos que pueden ser devas-
tadores, como la producida por el virus de la
gripe aviar H5N1, que causa gran mortalidad
en aves e infecta también mamiferos, aunque
de momento no se ha extendido a humanos.
Otros virus, como el Dengue, Zika, Chikun-
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gunya o Ebola, infectan cada afio a miles de
personas, especialmente en regiones con sis-
temas sanitarios fragiles. Estos patogenos
ponen de relieve la necesidad de estrategias
globales de vigilancia, prevencion y control.

2. PAT()GENOS EMERGENTES Y AMENAZAS
PANDEMICAS ACTUALES

La Organizacion Mundial de la Salud ha identi-
ficado una serie de patégenos con alto poten-
cial pandémico, considerados prioritarios
desde el punto de vista de la salud publica.
Entre ellos se incluyen virus responsables de
fiebres hemorragicas, diferentes tipos de
gripe, coronavirus, fiebre amarilla, Rift Valley
fever, Ebola, Crimean-Congo, Zika, Chikun-
gunya, Nipah, asi como otros agentes aln no
caracterizados, englobados bajo el concepto
de “enfermedad X”.

La mayoria de estas infecciones tienen un
origen zoondtico, es decir, se transmiten
desde animales al ser humano, a menudo a
través de vectores como insectos o mediante
reservorios animales como murciélagos y roe-
dores. La creciente interaccion entre humanos
y animales, junto con la globalizacion y el
cambio climatico, ha incrementado el riesgo
de aparicion de nuevos patogenos.

Un ejemplo reciente es la aparicion de bro-
tes de enfermedades de origen incierto en dis-
tintas regiones del mundo, algunas de ellas
con elevada mortalidad en periodos muy cor-
tos de tiempo. Estos episodios ponen de ma-
nifiesto la necesidad de estar preparados para
identificar rapidamente el agente causal y
desarrollar estrategias de control eficaces. En
este marco, la Unidn Europea ha anunciado
para 2026 la convocatoria EU-Vaccine call HO-
RIZON-HLTH-2026-01-DISEASE-04: “Develop-
ment of novel vaccines for viral pathogens
with epidemic potential”, centrada en el des-
arrollo de vacunas frente a virus con alto po-
tencial epidémico, entre los que se incluyen
Junin, Lassa, Andes, Hantaan, Sin Nombre,
Nipah/Hendra, Enterovirus D68 y el virus de la
Encefalitis Equina Venezolana. Ante la ausen-
cia de vacunas aprobadas por las agencias re-
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guladoras frente a estas infecciones viricas, es
esencial que la comunidad cientifica y las em-
presas actuen en la preparacion de nuevas va-
cunas y se implementen ensayos clinicos que
avalen su utilidad en las personas. Conviene
prevenir antes de que el virus se extienda en
la poblacidn, como podria ocurrir con el virus
de la gripe H5N1 si se adaptara a humanos pro-
duciendo infecciones con efectos mortales, lo
que podria generar una pandemia de conse-
cuencias impredecibles.

3. LA PANDEMIA DE SARS-COV-2/COVID-19 Y
RESPUESTA INICIAL

En este contexto historico se inscribe la pan-
demia de COVID-19, causada por el coronavi-
rus, Virus del Sindrome Respiratorio Agudo
Severo (SARS-CoV-2) (8-10). Desde su aparicion
a finales de 2019, el virus se propago rapida-
mente por todos los continentes, infectando a
mas de 700 millones de personas y provocando
hasta finales del ano 2025 unos 7.1 millones de
fallecimientos en todo el mundo, aunque se
consideran estas cifras mucho mas elevadas
por causas directas o indirectas relacionadas
con la infeccion. En Espana, la cifra de muer-
tes asociadas a la COVID-19 se sitla en torno a
las 125.000 personas, lo que refleja el impacto
profundo de la pandemia a nivel nacional
(https://www.worldometers.info/coronavirus/).

El 11 de marzo de 2020, la Organizacion
Mundial de la Salud declar6 oficialmente la
enfermedad COVID-19 causada por el SARS-
CoV-2, como una pandemia. En ese momento,
la situacion era de enorme incertidumbre, con
un rapido aumento del nimero de casos y una
falta evidente de herramientas diagnosticas,
antivirales y vacunas especificas.

Desde el inicio, resultd evidente que se con-
taba con grupos de investigacion altamente
capacitados para abordar el problema desde
una perspectiva cientifica. Sin embargo, tam-
bién se hizo patente la necesidad de una in-
tervencion econdémica y estructural inmediata
por parte de los Estados para apoyar estos es-
fuerzos.

Lecciones aprendidas durante la pandemia de
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Las primeras prioridades fueron el desarro-
llo de métodos diagndsticos rapidos, la iden-
tificacion de posibles antivirales y, de manera
fundamental, el desarrollo de vacunas efica-
ces. En este contexto, varios grupos de inves-
tigacion comenzamos a trabajar de forma
coordinada, compartiendo informacion, se-
cuencias genéticas y recursos, en un esfuerzo
colectivo sin precedentes. Nuestro grupo de
investigacion se involucré rapidamente en el
desarrollo de una vacuna eficaz contra el co-
ronavirus, debido a la experiencia previa en
desarrollo de vacunas frente a otros virus
emergentes y reemergentes como el VIH, He-
patitis C, Ebola, Zika y Chikungunya (11).

La pandemia de COVID-19 no solo supuso
una crisis sanitaria sin precedentes en la era
moderna, sino que también evidenci6 caren-
cias estructurales en los sistemas de salud, asi
como en la preparacion frente a emergencias
y en los mecanismos de coordinacion interna-
cional. Al mismo tiempo, impuls6 un esfuerzo
cientifico global sin precedentes, acelerando
el desarrollo de vacunas, antivirales y métodos
de diagnostico rapido a una velocidad nunca
antes vista. Tanto la investigacion sobre VIH
como SARS-CoV-2 han aportado importantes
avances en la preparacion y desarrollo de va-
cunas y antivirales con alta especificidad
(4,5).

4. FUNDAMENTACION CIENTIFICA EN EL DI-
SENO VACUNAL FRENTE A SARS-COV-2

Desde un punto de vista viroldgico y estructu-
ral, los coronavirus presentan una morfologia
altamente caracteristica. El SARS-CoV-2 es un
virus con envuelta de naturaleza lipidica, y un
genoma de ARN de aproximadamente 30.000
nucledtidos, que codifica un conjunto limitado
de proteinas estructurales y no estructurales.
Entre estas, la proteina S (Spike), que se pro-
yecta hacia el exterior de la envuelta, desem-
pena un papel esencial, ya que media la union
del virus a través del dominio RBD de la pro-
teina S al receptor celular ACE2 (enzima con-
vertidora de angiotensina 2) y su posterior
entrada en la célula huésped (12).
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La proteina S se localiza en la superficie del
virus, formando estructuras triméricas que so-
bresalen de la membrana viral. Esta caracte-
ristica la convierte en el principal objetivo del
sistema inmunitario y, por tanto, en el candi-
dato idoneo para el desarrollo de vacunas. La
experiencia previa adquirida durante los bro-
tes de otros coronavirus como el SARS-CoV en
2002 y MERS-CoV en 2012 habia demostrado
que los anticuerpos dirigidos contra la prote-
ina S eran capaces de bloquear la infeccion.
En el caso del SARS-CoV de 2002, la infeccion
afecté a aproximadamente 8.000 personas y
presentd una tasa de mortalidad cercana al
15%. Posteriormente, el MERS-CoV emergio en
2012, con una tasa de mortalidad del 30%, aso-
ciado principalmente a la interaccion entre
humanos y camellos en Arabia Saudi. En ambos
casos, se identifico a la proteina S como el
principal determinante antigénico responsable
de inducir respuestas inmunes protectoras
frente a la infeccion.

Por esta razon, desde el inicio de la pande-
mia de COVID-19, la atencion se centro de
forma casi exclusiva en la proteina S. En
cuanto se publico la secuencia genéomica del
SARS-CoV-2, en enero de 2020, solicitamos la
sintesis del gen codificante de la proteina S a
una empresa, que fue rapidamente distribuido
entre distintos grupos de investigacion. Este
intercambio inmediato de informacion gené-
tica constituyd uno de los aspectos mas posi-
tivos de la respuesta cientifica inicial a la
pandemia.

La estrategia adoptada por nuestro grupo de
investigacion para el desarrollo del vector va-
cunal se baso en el uso del virus vaccinia mo-
dificado de Ankara (MVA). Este virus,
ampliamente utilizado en investigacion vy
como vacuna frente a la viruela, pertenece al
mismo género Orthopoxvirus que el virus de la
viruela humana y simica (Mpox), presentando
un excelente perfil de seguridad, ya que es in-
capaz de replicarse de forma productiva en
células humanas (11).
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El genoma del MVA, compuesto por aproxi-
madamente 200.000 nucledtidos de ADN, per-
mite la insercion de mdultiples genes
heterélogos, unos 25.000 pares de bases, sin
comprometer su estabilidad. En este caso, el
gen codificante de la proteina S del SARS-CoV-
2 fue insertado en una region especifica del
genoma del vector viral (timidina quinasa,
TK), de forma que se expresa como si se tra-
tara de una proteina propia del virus.

Una vez infectadas las células con el vector
recombinante, estas comenzaban a producir
la proteina S, que se localizaba correctamente
en la membrana celular gracias a la presencia
de un dominio transmembrana. La proteina
adoptaba su conformacion trimérica natural,
lo que favorecia una presentacion antigénica
adecuada y una respuesta inmunitaria eficaz.
Al virus recombinante lo llamamos de forma
abreviada MVA-S (13).

Los estudios de expresion en cultivos celu-
lares confirmaron que la produccion de la pro-
teina S era intensa pero transitoria. Para
evaluar la duracion de la expresion se utilizo
un gen reportero, la luciferasa, observandose
que la expresion se mantenia durante aproxi-
madamente 48 horas. Este caracter transitorio
resultaba deseable, ya que evitaba una esti-
mulacion prolongada que pudiera generar
efectos inflamatorios adversos.

A partir de los resultados obtenidos, se plan-
ted la necesidad de seleccionar el candidato
vacunal mas adecuado para dirigir la investi-
gacion hacia fases mas avanzadas de desarro-
llo. Uno de los criterios fundamentales fue la
viabilidad regulatoria. Se considero que resul-
taria mas sencillo obtener la aprobacion de
una vacuna basada en un vector previamente
utilizado en ensayos clinicos en humanos,
frente a una plataforma completamente expe-
rimental.

En este contexto, se opto por el vector MVA-
S, que expresa la proteina S completa repre-
sentado como la opcion mas realista para su
eventual aprobacion. Aunque otras combina-
ciones, como la vacunacion heterologa con
ADN y MVA, inducian respuestas celulares mas
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intensas, se valoro que el perfil del MVA-S era
suficiente para proporcionar proteccion y pre-
sentaba ventajas desde el punto de vista re-
gulatorio.

Durante este periodo, se llevaron a cabo en-
sayos intensivos de inmunogenicidad en rato-
nes entre los meses de abril y junio de 2020.
La vacuna fue presentada publicamente como
una de las candidatas desarrolladas en Espana,
aunque aun se encontraba en fase preclinica.
En junio del 2020, el vector fue transferido a
la empresa Biofabri (CZ Vaccines) para su pro-
duccion bajo condiciones de buenas practicas
de fabricacion (GMP).

5. EVALUACION DE LA EFICACIA VACUNAL EN
MODELO MURINO

Uno de los mayores retos fue la evaluacion de
la inmunogenicidad y eficacia en modelos ani-
males susceptibles al SARS-CoV-2. Los ratones
convencionales no son facilmente infectables
por el virus, por lo que fue necesario disponer
de modelos adaptados transgénicos por expre-
sar el receptor humano ACE2 utilizado por el
SARS-CoV-2 para su infeccion celular. La ob-
tencion de estos animales resultdo compleja
debido a su gran demanda mundial y se retraso
hasta el mes de agosto de 2020.

Priméramente, los ratones convencionales
C57/BL6 fueron inmunizados con distintas for-
mulaciones, incluyendo el vector MVA-S solo,
combinaciones con vacunas de ADN-S y esque-
mas de una o dos dosis. La respuesta humoral
de anticuerpos se evaluoé mediante la recolec-
cion de suero y la realizacion de ensayos ELISA
frente a la proteina S completa y frente al do-
minio RBD. Los resultados mostraron una pro-
duccion robusta de anticuerpos especificos,
tal como se habia previsto. Estos anticuerpos
eran capaces de unirse eficazmente a los an-
tigenos Sy RBD y, lo que es mas relevante, de
neutralizar el virus (13).

Para evaluar la capacidad neutralizante, se
utilizaron pseudovirus y virus vivo SARS-CoV-2
en condiciones controladas. En presencia de
suero procedente de ratones vacunados, la re-
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plicacion viral se veia drasticamente reducida,
hasta el punto de que en muchos casos no se
detectaba virus viable.

De forma paralela, se analizo la respuesta
celular, considerada esencial para una protec-
cion eficaz y duradera. Se observo una activa-
cion significativa de linfocitos T CD4+y CD8+,
capaces de reconocer células infectadas y eli-
minarlas, siendo la poblacion activada mayo-
ritariamente de células de memoria efectoras.
Esta respuesta celular se detecté en todos los
esquemas vacunales evaluados, aunque con
variaciones en su intensidad (13).

Para determinar la eficacia vacunal, se lle-
varon a cabo experimentos de desafio por ino-
culacion intranasal del SARS-CoV-2 en
condiciones de alta bioseguridad BSL-3. Los
animales vacunados con el vector MVA-S admi-
nistrado por ruta intramuscular, que recibie-
ron tanto una como dos dosis del vector,
mostraron una proteccion completa frente a
la pérdida de peso y la mortalidad, mientras
que los animales no vacunados desarrollaron
una infeccién grave que conducia a su falleci-
miento.

El analisis de los tejidos pulmonares con-
firmo estos resultados. En los animales vacu-
nados no se detectaba replicacion viral,
mientras que en los no vacunados se obser-
vaba una infeccion extensa y lesiones pulmo-
nares severas. Una sola dosis proporcionaba
una proteccion significativa, mientras que dos
dosis ofrecian una proteccion completa frente
al dano pulmonar (13).

6. DURACION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA

Uno de los aspectos fundamentales en el des-
arrollo de cualquier vacuna es la duracion de
la inmunidad inducida. En el caso de las vacu-
nas frente a SARS-CoV-2, esta cuestion era
muy importante debido a la rapida propaga-
cion del virus y a la aparicion continua de nue-
vas variantes. Desde el inicio, se plante¢ la
posibilidad de que fueran necesarias dosis de
refuerzo para mantener una proteccion ade-
cuada a lo largo del tiempo.
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En los estudios realizados en modelos muri-
nos, se evaluo la persistencia de la respuesta
inmunitaria tras la vacunacion inicial (14). Los
animales fueron inmunizados vy, tras un pe-
riodo de varios meses, se procedio a su reva-
cunacion con el objetivo de analizar tanto la
durabilidad de la inmunidad como la posible
aparicion de efectos adversos asociados a
dosis repetidas.

Los resultados mostraron que los animales
que habian sido vacunados mantenian niveles
elevados de anticuerpos neutralizantes, al
menos durante seis meses. Tras la administra-
cion de una dosis de refuerzo, no se observa-
ron efectos adversos significativos, y la
respuesta inmunitaria se veia reforzada de
manera notable. Estos datos indicaban que la
vacuna podia ser administrada de forma repe-
tida sin comprometer la seguridad, un aspecto
clave, ya que existia la posibilidad de llevar a
cabo campanas de vacunacion periodicas. Asi-
mismo, los animales revacunados y posterior-
mente infectados mostraron una proteccion
completa frente a la enfermedad, con lo que
se confirmaba que la inmunidad inducida era
no solo funcional si no duradera. También se
establecio que se conseguia una alta inmuni-
dad tras la vacunacion por la via de mucosas
(15).

7. AMPLIACION DE LOS ESTUDIOS DE EFICA-
CIA A OTROS MODELOS ANIMALES (HAMSTE-
RES Y MACACOS)

Para reforzar los datos obtenidos en modelos
murinos, se realizaron estudios adicionales en
hamsteres, un modelo ampliamente utilizado
para el estudio de la COVID-19 debido a su alta
susceptibilidad a la infeccion por SARS-CoV-2.
En estos experimentos, los animales recibieron
por ruta intramuscular dos dosis de la vacuna
MVA-S y posteriormente fueron expuestos al
coronavirus por via intranasal (16).

Los resultados mostraron que los hamsteres
vacunados desarrollaban niveles elevados de
anticuerpos neutralizantes. con una reduccion
significativa de la carga viral y una proteccion
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clara frente a las lesiones pulmonares. En los
animales no vacunados, por el contrario, se
detectaban lesiones extensas y una replica-
cion viral elevada.

Ademas, los sueros obtenidos de los hams-
teres vacunados fueron capaces de neutralizar
distintas variantes emergentes del virus, con-
firmando de nuevo la amplitud de la respuesta
inmunitaria inducida por la vacuna (16).

El paso siguiente en la valoracion preclinica
requerida por las agencias reguladoras antes
del uso de la vacuna en humanos, fue la reali-
zacion de estudios en macacos no humanos, ya
que son considerados uno de los modelos mas
cercanos a la infeccién humana (17). La reali-
zacion de estos estudios supuso un desafio
considerable, tanto por la disponibilidad limi-
tada de animales debido a la alta demanda in-
ternacional, complejidad logistica 'y
economica asociada.

Finalmente, gracias a colaboraciones inter-
nacionales consolidadas a lo largo de los anos,
fue posible llevar a cabo los experimentos en
primates no humanos. Los macacos fueron di-
vididos en grupos de vacunados y no vacuna-
dos, siguiendo un esquema de inmunizacion
intramuscular a las 0 y 4 semanas. Posterior-
mente, a las 8 semanas, se procedio al desafio
por infeccion intranasal del SARS-CoV-2.

Los resultados mostraron que los animales
vacunados presentaban una reduccion signifi-
cativa de la replicacion viral en lavados bron-
coalveolares, asi como una disminucion de la
carga viral en el tracto respiratorio. El analisis
histologico de los pulmones reveld que los ma-
cacos vacunados estaban protegidos frente al
dano pulmonar, mientras que los no vacunados
desarrollaban lesiones caracteristicas de la in-
feccion (17).

Un aspecto especialmente relevante fue la
evaluacion de la tormenta de citoquinas, con-
siderada uno de los principales factores res-
ponsables de la gravedad y mortalidad en la
COVID-19. En los macacos no vacunados se de-
tectaron niveles elevados de diversas citoqui-
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nas proinflamatorias, mientras que en los ani-
males vacunados se observo una reduccion sig-
nificativa de estas moléculas, lo que indicaba
un control eficaz de la respuesta inflamatoria
por la vacunacion (17).

8. CONTROL DEL DANO CEREBRAL POR LA
VACUNACION.

Uno de los aspectos que mas preocupaban de
la infeccion por SARS-CoV-2 fue la aparicion de
manifestaciones neuroldgicas en un porcen-
taje significativo de pacientes. Entre los sin-
tomas descritos se incluian la pérdida del
olfato, cefaleas persistentes, deterioro cogni-
tivo, alteraciones motoras, epilepsia y ence-
falopatias.

Con el objetivo de comprender mejor estos
efectos, se llevaron a cabo estudios con mo-
delos murinos, en colaboracion con otros cen-
tros de investigacion. A los animales se les
inmunizo con la vacuna MVA-S y posterior-
mente fueron infectados con el SARS-CoV-2,
estableciéndose distintos grupos experimenta-
les que incluian controles no vacunados, ani-
males vacunados con una dosis y animales
vacunados con dos dosis (18).

El analisis histopatologico del cerebro revelo
en los animales no vacunados, que el virus era
capaz de infectar diversas regiones cerebra-
les. Esta infeccion se asociaba principalmente
a neuronas, observandose la presencia de pro-
teinas virales en distintas areas del cerebro.

En contraste, los animales vacunados mos-
traban una proteccion completa frente a la in-
feccion cerebral (18). En aquellos que habian
recibido dos dosis de la vacuna, no se detec-
taba replicacion viral en ningln area del ce-
rebro, lo que indicaba que la vacunacién no
solo prevenia la enfermedad respiratoria, sino
que también protegia frente a las complica-
ciones neuroldgicas asociadas a la infeccion,
lo que implicaba evitar el desarrollo de COVID-
19 persistente.
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9. APARICION DE VARIANTES DEL SARS-COV-2

Desde los primeros meses de la pandemia, se
hizo evidente que el SARS-CoV-2 presentaba
una capacidad considerable de mutacién. A
pesar de contar con un genoma relativamente
grande para un virus ARN, de aproximada-
mente 30.000 nucleotidos, la aparicion de va-
riantes con mutaciones en la proteina S fue
constante.

Este fendmeno de escape a los anticuerpos
neutralizantes (19-21), planteo6 un desafio adi-
cional para el desarrollo de vacunas, ya que
las mutaciones en la proteina S podian afectar
al reconocimiento por los anticuerpos neutra-
lizantes. Conscientes de esta posibilidad, los
estudios preclinicos incluyeron la evaluacion
de la eficacia de los anticuerpos inducidos
frente a distintas variantes del virus (alfa,
beta, delta, 6micron).

Los analisis demostraron que los animales
inmunizados con dos dosis de la vacuna gene-
raban anticuerpos capaces de neutralizar mul-
tiples variantes del SARS-CoV-2, incluidas
aquellas que se fueron imponiendo de forma
sucesiva. En el caso de la variante omicron, se
observo que eran necesarios titulos de anti-
cuerpos mas elevados para lograr una neutra-
lizacion eficaz, sin embargo, la proteccion
seguia siendo significativa.

Estos resultados confirmaron que la plata-
forma vacunal presentaba una cierta capaci-
dad de proteccion cruzada, un aspecto
especialmente relevante en un contexto de
evolucion viral continua. Ademas, se com-
probd que los niveles de anticuerpos se man-
tenian relativamente estables durante al
menos seis meses, incluso frente a variantes
emergentes.

10. OPTIMIZACION DEL VECTOR VACUNAL

Con la aparicion continua de nuevas variantes
del SARS-CoV-2, se considero necesario opti-
mizar el disefo del antigeno vacunal. En este
contexto, desarrollamos una version modifi-
cada de la proteina S, denominada S3P, que in-
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corporaba una serie de mutaciones, inclu-
yendo la introduccion de tres prolinas y muta-
ciones en el dominio de procesamiento de la
proteina S, con el objetivo de estabilizar la
conformacion trimérica de dicha proteina y
activar una mayor capacidad inmune (22).

Esta modificacion permitio aumentar la es-
tabilidad del antigeno y mejorar su expresion.
El nuevo vector, denominado MVA-S3P, mostro
una produccion mas elevada de la proteina S
y una respuesta inmunitaria robusta incluso
con una sola dosis. Ademas, los animales va-
cunados, tanto ratones como hamsteres, con
este vector presentaron una menor pérdida de
peso y una proteccion eficaz frente a la infec-
cion (22-24).

A medida que surgian nuevas variantes de
SARS-CoV-2, se fueron desarrollando vectores
adicionales de MVA para beta, delta y varian-
tes de 6micron, que incorporaban las mutacio-
nes especificas correspondientes a la proteina
S, permitiendo una adaptacion rapida de la
plataforma vacunal (22).

Ademas, con la finalidad de ampliar la ca-
pacidad inmunogénica de la vacuna MVA-S3P
frente a SARS-CoV-2 se disenaron estrategias
de vacunacion basadas en la proteina RBD en
forma trimérica conteniendo mutaciones re-
presentativas de las variantes emergentes
(22). También se incremento6 la amplitud y du-
rabilidad de las respuestas inmunes mediante
estrategias de inmunizacion combinada en
prime/boost de vectores, i.e., ARNm y MVA
(25), NDV y MVA (26), DREP y MVA (27), asi
como proteinas multiméricas de mayor espec-
tro de accion con representacion de dominios
de las proteinas estructurales y accesorias
(28). Estos estudios han servido para definir la
importancia de la combinacion heterologa de
vectores vacunales frente a SARS-CoV-2, natu-
raleza del vector, amplitud inmune frente a
variantes, durabilidad y su correlacion con
proteccion. Otros investigadores han generado
candidatos vacunales de MVA expresando an-
tigenos de SARS-CoV-2 y realizado ensayos pre-
clinicos y clinicos como se describe en la
revision de 2023 (11).
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11. REFLEXIONES SOBRE EL DESARROLLO VA-
CUNAL FRENTE AL SARS-COV-2/COVID-19

El desarrollo de vacunas frente a la COVID-19
no puede considerarse un proceso cerrado. La
aparicion constante de variantes y la persis-
tencia del virus en la poblacion hacen necesa-
rio un esfuerzo continuo de investigacion y
adaptacion. El objetivo Ultimo es la obtencion
de una vacuna universal capaz de inducir una
inmunidad esterilizante y duradera frente a
los coronavirus.

Hasta alcanzar ese objetivo, la experiencia
adquirida durante la pandemia ha demostrado
que el desarrollo de distintas plataformas va-
cunales, la colaboracion internacional y la fle-
xibilidad regulatoria son elementos esenciales
para una respuesta eficaz frente a futuras
amenazas pandémicas.

Las vacunas basadas en ARN mensajero
(ARNm), desarrolladas y administradas du-
rante la pandemia de COVID-19 a millones de
personas de todas las edades, han demostrado
una elevada eficacia frente a la infeccion por
SARS-CoV-2 (29-31). Estas vacunas han su-
puesto la incorporacion de una nueva plata-
forma vacunal caracterizada por su rapida
produccion, asi como por una seguridad y efi-
cacia ampliamente demostradas. Su meca-
nismo de accion se basa en la rapida sintesis
de proteinas que sigue a la entrada en la cé-
lula del ARNm encapsulado en nanoparticulas
lipidicas (LNP) e induccién de una potente res-
puesta inmune humoral y celular, mediante la
activacion de linfocitos B productores de an-
ticuerpos neutralizantes y de linfocitos T
(CD4+ y CD8+), esenciales para la eliminacion
de las células infectadas.

Debido a su facilidad de disefio y produccion,
junto con su elevada capacidad para inducir
respuestas inmunoldgicas tanto de tipo B como
T, las vacunas basadas en ARNm estan siendo
ampliamente exploradas como candidatos va-
cunales frente a otras patologias, incluyendo
distintos tipos de cancer, enfermedades neu-
rodegenerativas y multiples infecciones viri-
cas. Limitaciones de la vacunacion con ARNm
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son el coste, la dificultad para llegar a paises
pobres, requerimiento en la cadena de frio y
reducida durabilidad de la respuesta inmune.
Ademas de las vacunas de ARNm, durante la
pandemia se desarrollaron otras plataformas
vacunales, tales como vectores virales atenua-
dos que expresan antigenos del SARS-CoV-2
(incluyendo adenovirus y poxvirus), proteinas
recombinantes formuladas con adyuvantes,
virus SARS-CoV-2 inactivado, vectores de ADN
y otras estrategias innovadoras. Estas plata-
formas han sido evaluadas mediante numero-
sos ensayos preclinicos y clinicos, lo que ha
permitido demostrar que, si bien muchas de
ellas inducen respuestas inmunes eficaces, en
algunos casos la duracién de dicha proteccion
resulta limitada.

En este contexto, diversos estudios han puesto
de manifiesto que la inmunizacion heterologa,
basada en la combinacion secuencial de dis-
tintas plataformas vacunales (prime-boost he-
terologo), puede mejorar tanto la magnitud
como la durabilidad de la respuesta inmune.
Esta estrategia fue demostrada por nuestro
grupo hace varias décadas (32, 33) siendo una
linea muy activa de investigacion en vacunas.
La eleccion de la estrategia vacunal mas ade-
cuada dependera de la naturaleza del pato-
geno, presentacion antigénica y de las
caracteristicas especificas de la enfermedad,
siendo el objetivo final la eliminacién eficaz
del agente infeccioso.

La pandemia de COVID-19 evidencio de forma
clara que la colaboracion nacional e interna-
cional entre instituciones publicas y privadas
es esencial para el desarrollo rapido y eficaz
de vacunas frente a patogenos emergentes.
Esta cooperacion ha permitido orientar la in-
vestigacion hacia cuestiones clave aun abier-
tas, tales como la posible erradicacion del
SARS-CoV-2, las consecuencias inmunologicas
y clinicas del COVID-19 persistente, la prolon-
gacion de la duracion de la inmunidad protec-
tora, el desarrollo de vacunas frente a todas
las variantes virales, la optimizacion de esque-
mas de vacunacion combinada y la viabilidad
de una vacuna universal esterilizante. Todas
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estas cuestiones estan siendo actualmente
abordadas mediante investigaciones en curso.
El éxito demostrado durante la pandemia en
el desarrollo acelerado de vacunas seguras y
altamente eficaces ha abierto nuevas oportu-
nidades para la industria biotecnoldgica y far-
macéutica. El establecimiento de tecnologias
avanzadas para la deteccion rapida de agentes
patogenos, el analisis funcional de sus geno-
mas, el estudio de su interaccion con la célula
huésped y el desarrollo de estrategias de con-
trol mediante antivirales, incluyendo anticuer-
pos monoclonales y agentes quimicos, ha
impulsado un amplio abanico de aplicaciones
terapéuticas y preventivas.

12. APLICACION VACUNAL DE LA PLATA-
FORMA MVA A OTROS PATOGENOS CON PO-
TENCIAL EPIDEMICO/PANDEMICO

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
considera prioritario el desarrollo de vacunas
profilacticas frente a enfermedades para las
que aun no disponemos de vacunas aprobadas
por las agencias reguladoras. El objetivo es
estar preparados, al menos a nivel preclinico,
para hacer frente a patégenos emergentes y
reemergentes con potencial epidémico y pan-
démico. A continuacion, se describen una serie
de candidatos vacunales que han sido desarro-
llados por nuestro grupo de investigacion en
el CNB-CSIC y han demostrado su capacidad in-
munologica y eficacia a nivel preclinico contra
VIH, Hepatitis C, Chikungunya, Ebola, Zika,
Mpox, basados en la utilizacion de recombi-
nantes del virus vaccinia, estirpe MVA.

En el caso del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), un retrovirus con genoma ARN
de unos 9800 nucleodtidos, y causante del sida,
con mas de 40 millones de fallecimientos
desde su aparicion en 1981 y unas 600.000
muertes anuales, hemos generado vectores de
los poxvirus atenuados (MVAy NYVAC) que ex-
presan distintos antigenos (Env, Gag, Pol, Nef)
de los subtipos B y C del VIH mas prevalentes
a nivel mundial, asi como genes equivalentes
del virus de la inmunodeficiencia de simio.
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Hemos demostrado que estos vectores inducen
una alta respuesta inmune frente al VIH con
activacion de células T CD4+ y CD8+ en ratones
y macacos (34-38). En Espana llevamos a cabo
el primer ensayo clinico en fase | con la va-
cuna MVA-B expresando cuatro antigenos Env-
Gag-Pol-Nef con resultados muy positivos de
inmunogenicidad (39, 40), y posteriormente
también iniciamos otro ensayo clinico fase |
con individuos VIH positivos (41-43), con resul-
tados prometedores. Se ha completado tam-
bién en el Reino Unido otro ensayo clinico
profilactico fase | con la combinacion de vec-
tores en prime/boost de DNA-C/MVA-C y pro-
teina Env con resultados de incremento de la
inmunogenicidad (44). En un posterior ensayo
clinico fase Ib hemos demostrado la importan-
cia de la administracion simultanea de vecto-
res de DNA-C, NYVAC-C y proteina Env en el
grado de inmunogenicidad y durabilidad (45),
asi como también la capacidad de respuesta
inmune de individuos vacunados con MVA-B
tras una posterior inmunizacion 4 anos des-
pués con la misma vacuna (46). Estamos opti-
mizando la expresion de la proteina Env del
VIH con capacidad para inducir anticuerpos
neutralizantes de amplio espectro de accion
contra el VIH y su evaluacioén funcional en ma-
cacos.

En el caso del virus de la hepatitis C (HCV),
un virus ARN de 9600 nucledtidos pertene-
ciente a la familia Flaviviridae (género Hepa-
civirus), causante de hepatitis cronica, cirrosis
y carcinoma hepatocelular, con mas de 50 mi-
llones de personas afectadas, y para el que no
existe vacuna, hemos generado un virus re-
combinante MVA-HCV, que expresa todas las
proteinas estructurales y no estructurales del
HCV de forma estable y que induce respuestas
inmunes amplias frente a HCV en modelos ani-
males (47). Hemos establecido también proto-
colos de inmunizacion heteréloga combinada
de vectores que inducen mayores respuestas
que la vacunacion homologa (48). Aunque se
han desarrollado antivirales muy eficaces
frente a HCV que producen curacion de la en-
fermedad, sin embargo, dicho éxito no se ha
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traducido en la consecucion de una vacuna
aprobada. Asi pues, el objetivo es trasladar
esta investigacion de la vacuna MVA-HCV a la
clinica.

En relacion al virus Chikungunya, pertene-
ciente a la familia Togaviridae (género Alpha-
virus) que se transmite a través de mosquitos
(Aedes aegypti y A. albopictus), con un ge-
noma ARN de unos 11.800 nucleoétidos, y que
produce grandes dolores articulares e incluso
muerte en 0.1% de los infectados con unos
500.000 casos de infeccion en 2025, hemos ge-
nerado un vector de MVA-CHIKV que expresa
todas las proteinas estructurales del virus Chi-
kungunya y demostrado su capacidad protec-
tiva y esterilizante en modelo murino (49, 50).
Estos estudios se han extendido al modelo de
macaco (51, 52) con resultados semejantes al
murino y seria deseable llevar esta vacuna a
fases clinicas. Colaboramos con el grupo de
Peter Liljestrom en el Instituto Karolinska de
Suecia en la combinacion de replicones y MVA
para inducir respuestas inmunes mas durade-
ras. Las dos Unicas vacunas aprobadas se basan
en el virus atenuado y en particulas virales
(VLPs).

En el caso del virus Zika perteneciente a la
familia Flavivirus que se trasmite por picadura
de mosquitos Aedes, produciendo complicacio-
nes neurologicas y graves lesiones en el emba-
razo como microcefalia, aunque con bajas
tasas de mortalidad, pero decenas de miles de
casos anuales, y con un genoma de ARN de
10.794 nucleotidos, hemos generado un can-
didato vacunal de MVA-ZIKV que expresa las
proteinas prM-E en forma de particulas virales
(VLPs) que confieren en modelo murino una
proteccion completa frente al desafio viral
(53, 54). Debido a que no existe una vacuna
aprobada, nuestro objetivo es trasladar esta
investigacion a la clinica.

En relacion al virus Ebola, perteneciente a
la famila Filovirus con un genoma de ARN de
unos 19.000 nucledtidos que produce fiebres
hemorragicas con altas tasas de mortalidad
(entre 40-90%) segun la especie, con mas de
30.000 casos y 15.000 muertes hemos gene-
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rado un vector de MVA-EBOV que expresa los
antigenos GP y VP40 del virus Ebola en forma
de particulas virales VLPs, estirpes Sudan y
Zaire, que en modelo de raton susceptible
protege con una sola dosis en un 80% frente a
la infeccion por la estirpe Zaire (55, 56). Es-
tamos caracterizando la naturaleza de las res-
puestas inmunes que se activan y son
esenciales para el control de la infeccion por
el virus Ebola. Colaboramos con el grupo de
Cesar Munoz-Fontela en Hamburgo que dis-
pone de un animalario BSL-4. Aunque hay dos
estrategias vacunales aprobadas basadas en
vectores virales, nuestro objetivo es estable-
cer un proceso optimo de vacunacion que con-
fiera inmunidad amplia y duradera y poder
transferir estos avances a la clinica.

En relacion al poxvirus de la viruela del
mono (Mpox) causante en 2022 de la epidemia
virica Mpox por el clado Ilb originario de Africa
central, este virus se extendié rapidamente
por transmision de contacto directo entre per-
sonas infectadas. Afecto a Espana en el ano
2022, propagandose ampliamente por Europa,
las Américas, Oceania y otros continentes, con
mas de 100.000 casos en unos 100 paises. Pos-
teriormente en 2024 aparecio una forma in-
fectiva mas virulenta, el Mpox del clado Ib,
surgido también en Africa. La OMS declaré
Emergencia de Salud Publica de Importancia
Internacional (ESPII) en 2022 para el clado IIb
y en 2024 para el nuevo clado Ib. Aunque hay
vacunas aprobadas frente a la viruela humana
que se han usado contra Mpox, estamos traba-
jando como parte del proyecto europeo
H2020-RESILIENCE en la consecucion de vacu-
nas optimizadas con vectores atenuados de
MVA y NYVAC con mayor capacidad inmunogé-
nica y durabilidad que las vacunas actuales
frente a viruela humana y simica, asi como con
proteinas virales que confieren proteccion y
con ARNm con capacidad de control frente a
poxvirus. Gracias a los avances realizados en
la erradicacion de la viruela humana y al des-
arrollo de procedimientos de control con an-
tivirales y vacunas, se ha podido actuar con
rapidez y contener la epidemia de Mpox.

Lecciones aprendidas durante la pandemia de
SARS-COV-2 y preparacion de nuevas vacunas...
Mariano Esteban, Jorge Esteban-Jiménez

'



0

®

Hemos demostrado que una combinacion de
proteinas estructurales del virus con capaci-
dad para producir anticuerpos neutralizantes
son capaces de inducir en ratones una res-
puesta inmune protectiva frente a la infeccion
intranasal por el virus vaccinia, estirpe WR
(57). No obstante, hay que estar vigilantes
pues el virus en la naturaleza sigue evolucio-
nando y desarrollando variantes que pueden
llegar a tener un mayor grado de virulencia,
por lo que su seguimiento es esencial para que
esto no ocurra. Ademas, hay que tener en
cuenta que el virus causante de la viruela hu-
mana se caracteriza por multiples alteraciones
en su genoma, que incluyen mutaciones pun-
tuales, inserciones, deleciones, en un con-
texto de mas pérdida que de ganancia de
secuencias, pero aun manteniendo su alta vi-
rulencia, por lo que llevar a cabo la vigilancia
sobre la evolucion y transmision del virus Mpox
en humanos es requisito esencial de investiga-
cion para evitar su extension.

13. CONCLUSIONES Y RETOS PENDIENTES
PARA EVITAR FUTURAS AMENAZAS VIRALES

En relacion a los apartados anteriores, pode-
mos concluir lo siguiente: 1) la vacunacion
continla siendo la mejor estrategia de control
de agentes patogenos; 2) la vacunacion con
ARNm ha revolucionado el campo de las vacu-
nas por su facilidad de produccion y eficacia;
3) las vacunas basadas en recombinantes vira-
les atenuados son muy eficientes para inducir
respuestas inmunes amplias y duraderas; 4)
aunque no se ha conseguido una vacuna eficaz
contra el VIH, estudiando dicho virus hemos
aprendido mucho sobre la generacion de anti-
virales y el modo de accion de las vacunas; 5)
el desarrollo de vacunas frente a virus emer-
gentes con potencial epidémico/pandémico es
una prioridad para estar preparados y actuar
con rapidez tan pronto como aparece un pa-
togeno humano.

Las crisis sanitarias recientes han puesto de
manifiesto que el mundo sigue siendo alta-
mente vulnerable frente a las enfermedades
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infecciosas emergentes. En particular, la pan-
demia provocada por el virus responsable de
la COVID-19 evidencio tanto los avances cien-
tificos logrados en las ultimas décadas como
las debilidades estructurales de muchos siste-
mas sanitarios. A pesar del rapido desarrollo
de vacunas y del progreso en la investigacion
biomédica dentro del campo de la virologia e
inmunologia, la respuesta global mostro des-
igualdades significativas en el acceso a recur-
sos, capacidades de diagnostico 'y
disponibilidad de tratamientos.

Uno de los principales aprendizajes es la ne-
cesidad de fortalecer los sistemas de vigilancia
epidemiologica y de deteccion temprana de
patogenos emergentes. La identificacion ra-
pida de nuevos virus y la capacidad de com-
partir datos de forma transparente vy
coordinada resultan fundamentales para pre-
venir brotes a gran escala. En este contexto,
el papel de instituciones internacionales como
la OMS es clave para coordinar estrategias glo-
bales, establecer protocolos de actuacion y fa-
cilitar la cooperacion cientifica entre paises.

Asimismo, se hace evidente la importancia
de invertir de manera sostenida en investiga-
cion cientifica y desarrollo tecnoldgico. Fruto
de ello es que gracias a los avances producidos
en el estudio de otros agentes pandémicos
como el VIH se pudo actuar con rapidez en la
generacion de vacunas y antivirales frente al
SARS-CoV-2. La creacion de plataformas de va-
cunas mas rapidas, seguras y altamente efica-
ces, el desarrollo de antivirales de amplio
espectro de accion y el fortalecimiento de la
infraestructura de laboratorios son elementos
esenciales para mejorar la preparacion ante
futuras amenazas sanitarias. Estas inversiones
no solo permiten responder con mayor rapidez
a emergencias, sino también reducir el im-
pacto sanitario, social y economico de posibles
pandemias. El disponer de candidatos vacuna-
les frente a distintos patdgenos con potencial
epidémico/pandémico, como se describe a lo
largo de este articulo, debe de ser una priori-
dad que nos permita poder actuar con rapidez
en el caso de la incidencia de un determinado
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virus en la poblacion. Invertir en prevencion
es la forma mas econdémica de actuacion.

Sin embargo, persisten retos importantes
que deben abordarse para lograr una prepara-
cion mas eficaz. Entre ellos destacan la
desigualdad en el acceso a vacunas y trata-
mientos, la fragilidad de algunos sistemas de
salud y la proliferacion de desinformacion du-
rante las crisis sanitarias. A ello se suma la cre-
ciente interaccion entre humanos, animales y
ecosistemas (ONE-HEALTH), que incrementa el
riesgo de aparicion de nuevas zoonosis, lo que
refuerza la necesidad de adoptar enfoques in-
tegrados de salud publica que consideren los
factores ambientales y sociales.

En conclusion, la preparacion frente a futu-
ras amenazas virales requiere un enfoque mul-
tidisciplinar, cooperativo y sostenido en el
tiempo. Solo mediante la combinacién de vi-
gilancia cientifica, cooperacion internacional,
fortalecimiento de los sistemas sanitarios, in-
version en 1+D y una comunicacion publica efi-
caz sera posible reducir la vulnerabilidad
global frente a nuevas pandemias y proteger
de forma mas eficaz la salud de la poblacion
mundial. No podemos obviar a los agentes in-
fecciosos que iran surgiendo y creando gran-
des amenazas a la poblacion global. Asi pues,
para evitar futuras amenazas debemos man-
tener la vigilancia y actuar rapidamente
frente a agentes infecciosos con potencial epi-
démico/pandémico mediante el desarrollo de
vacunas eficaces de control.

Los recientes brotes de enfermedad por
virus del Ebola registrados en Africa Central
durante 2026, atribuidos a la cepa Bundibugyo
y responsables de mas de 200 fallecimientos,
asi como los casos de infeccion por hantavirus
detectados en una embarcacion de recreo,
evidencian la persistente vulnerabilidad de las
poblaciones humanas frente a agentes pato-
genos emergentes y reemergentes. Estos
acontecimientos subrayan la necesidad de una
respuesta rapida y coordinada por parte de las
autoridades sanitarias y de los sistemas de vi-
gilancia epidemioldgica con el fin de contener
la propagacion de enfermedades potencial-
mente letales. En este contexto, resulta im-
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prescindible mantener un estado de alerta y
fortalecer las capacidades de prevencion, de-
teccion y respuesta ante futuras epidemias y
pandemias, cuya aparicion continGia siendo
una posibilidad real en un mundo cada vez
mas interconectado.
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zada

RESUMEN

El cancer de pulmoén continta siendo la principal causa de mortalidad por
cancer a nivel mundial, en gran medida debido a la capacidad de las células
tumorales para desarrollar resistencia, tanto intrinseca como adquirida, frente
a terapias que inducen dano en el ADN. En este contexto, la respuesta celular
al daino genomico y, en particular, la eficiencia de los sistemas de reparacion
de roturas de doble cadena, emergen como determinantes clave de la
sensibilidad terapéutica y de la evolucion clinica de la enfermedad.

En los Ultimos anos, el estudio de la red de reparacion del ADN ha evolucionado
desde el analisis de genes individuales hacia una vision integrada de la
respuesta al dano genético (DNA damage response, DDR), en la que procesos
como la recombinacion homologa, la union de extremos no homadlogos y la
proteccion de la horquilla de replicacion actian de manera coordinada para
mantener la estabilidad gendmica. Alteraciones en estos mecanismos no solo
favorecen la tumorogénesis, sino que también condicionan la respuesta a
tratamientos basados en dano genotoxico, incluyendo derivados del platino,
inhibidores de topoisomerasas y terapias dirigidas como los inhibidores de PARP.
Estudios iniciales, incluyendo analisis de polimorfismos funcionales en genes
de recombinacion homologa como XRCC3, NBS1 y BRCA2, han sugerido que la
variabilidad genética en estos sistemas puede modular la acumulacion de dano
inducido por carcindgenos y la aparicion de firmas mutacionales caracteristicas,
como las transversiones asociadas al tabaco en el gen TP53. En particular,
variantes en NBS1 se han relacionado con una mayor carga mutacional y con
alteraciones en la estabilidad cromosémica, apoyando la hipotesis de que la
eficiencia de la reparacion del ADN influye directamente en la evolucion
molecular del tumor.

Mas recientemente, estos hallazgos se han integrado en el concepto de
deficiencia en recombinacion homologa (HRD), que ha adquirido un papel
central como biomarcador predictivo de respuesta a terapias dirigidas y como
base para estrategias de letalidad sintética. Sin embargo, la plasticidad de los
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sistemas de reparacion del ADN y la aparicion de mecanismos adaptativos de
resistencia, como la restauracion funcional de la recombinacion homoéloga o la
estabilizacion de la horquilla de replicacion, limitan la eficacia sostenida de
estas terapias.
ABSTRACT
KEYWORDS Lung cancer remains the leading cause of cancer-related mortality worldwide,
Lung cancer largely due to the ability of tumor cells to develop both intrinsic and acquired
DNA repair resistance to therapies that induce DNA damage. In this context, the cellular
polymorphisms response to genotoxic stress, particularly the efficiency of DNA double-strand
Homologous break repair, has emerged as a key determinant of therapeutic response and
recombination disease progression.
Treatment In recent years, the study of DNA repair has evolved from a gene-centric
resistance perspective to a more integrated view of the DNA damage response (DDR),
Personalized where pathways such as homologous recombination, non-homologous end
medicine joining, and replication fork protection act in a coordinated manner to
preserve genomic stability. Disruptions in these processes not only contribute

to tumorigenesis but also critically influence the response to DNA-damaging
agents, including platinum-based chemotherapy, topoisomerase inhibitors,
and targeted therapies such as PARP inhibitors.

Early studies, including analyses of functional polymorphisms in homologous
recombination genes such as XRCC3, NBS1, and BRCA2, have suggested that
genetic variability within these pathways may modulate the accumulation of
carcinogen-induced DNA damage and shape characteristic mutational
signatures, such as tobacco-associated transversions in the TP53 gene. In
particular, variants in NBS1 have been associated with increased mutational
burden and chromosomal instability, supporting the notion that DNA repair
capacity directly influences tumor evolution.

More recently, these findings have been incorporated into the concept of
homologous recombination deficiency (HRD), which has gained a central role
as a predictive biomarker for targeted therapies and as the basis for synthetic
lethality-based strategies. However, the dynamic nature of DNA repair systems
and the emergence of adaptive resistance mechanisms, including restoration
of homologous recombination function and replication fork stabilization, limit
the long-term efficacy of these treatments.

1. INTRODUCCION

profundidad los mecanismos bioldgicos que
subyacen a la farmacorresistencia. En este

El cancer de pulmon continta siendo la prin-
cipal causa de mortalidad por cancer a nivel
mundial, en gran medida debido a la elevada
capacidad de las células tumorales para des-
arrollar resistencia, tanto intrinseca como ad-
quirida, frente a terapias que inducen dano en
el ADN. A pesar de los avances en cirugia, ra-
dioterapia, terapias dirigidas e inmunoterapia,
la mayoria de los pacientes con enfermedad
avanzada experimenta progresion, lo que pone
de manifiesto la necesidad de comprender en

DNA repair and drug resistance in lung cancer
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contexto, los sistemas de mantenimiento del
genoma desempenan un papel fundamental en
la prevencién de la acumulacion de alteracio-
nes genéticas y en la modulacion de la res-
puesta a los tratamientos antitumorales
(Hoeijmakers, 2001).

Una caracteristica central de la biologia del
cancer de pulmon es la acumulacion progre-
siva de alteraciones genomicas impulsadas
tanto por carcinégenos exogenos, especial-
mente los derivados del humo del tabaco,
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como por fuentes endogenas de dano asocia-
das al estrés replicativo y a la inestabilidad
cromosomica. En este escenario, la respuesta
celular al dano en el ADN no constituye Unica-
mente un mecanismo pasivo de manteni-
miento gendmico, sino un proceso dinamico
que condiciona la evolucion tumoral, la hete-
rogeneidad clonal y la adaptacion a presiones
selectivas, incluyendo las terapias antineopla-
sicas (Hanahan, 2022).

En los Ultimos anos, el estudio de la repara-
cion del ADN ha evolucionado desde un enfo-
que centrado en genes individuales hacia una
vision integrada de la respuesta al dano gené-
tico (DNA damage response, DDR). Esta red en-
globa multiples vias coordinadas, entre ellas
la recombinacion homologa (HR), la union de
extremos no homologos (NHEJ), los puntos de
control del ciclo celular y los mecanismos de
proteccion de la horquilla de replicacion, que
actlian conjuntamente para preservar la esta-
bilidad genomica. Alteraciones en estos siste-
mas no solo favorecen la tumorogénesis, sino
que también determinan la sensibilidad o re-
sistencia a agentes terapéuticos que inducen
dano genotoxico, incluyendo los compuestos
de platino, la radioterapia y diferentes estra-
tegias dirigidas contra vulnerabilidades de re-
paracion del ADN (Helleday et al., 2008; Lord
and Ashworth, 2012). Este marco conceptual
se resume en la Figura 1.

Dentro de este contexto, estudios iniciales
centrados en la variabilidad genética de genes
reparadores, incluyendo polimorfismos funcio-
nales en componentes de la recombinacion ho-
mologa como XRCC3, NBS1 y BRCA2, han
aportado evidencias de que la eficiencia de la
reparacion del ADN puede modular la acumu-
laciéon de dano inducido por carcindgenos y
contribuir a la configuracion del paisaje mu-
tacional tumoral (Medina et al., 2003). Estos
trabajos sugieren que alteraciones sutiles en
la capacidad de reparacion pueden influir
tanto en la susceptibilidad al cancer como en
la respuesta a tratamientos basados en dano
genomico.
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Figura 1. Modelo conceptual del papel de la
respuesta al dafio en el ADN (DDR) en la
evolucion tumoral y la resistencia terapéutica en
cancer de pulmoén. Las células tumorales estan
expuestas a multiples fuentes de dafo
gendémico, incluyendo carcinégenos del tabaco,
estrés replicativo y tratamientos oncolégicos
que inducen lesiones en el ADN. La activacion de
la DDR, que integra vias como la recombinacion
homoéloga (HR), la union de extremos no
homoélogos (NHEJ) y la proteccion de la horquilla
de replicacion, determina el destino celular. Una
reparacion eficaz favorece la estabilidad
gendmica y la sensibilidad terapéutica, mientras
que una reparaciéon alterada conduce a la
acumulacion de mutaciones, inestabilidad
cromosomica y desarrollo de resistencia. Este
equilibrio dindmico sustenta conceptos clinicos
como la deficiencia en recombinacién homéloga
(HRD) y la vulnerabilidad a terapias basadas en
letalidad sintética, incluyendo los inhibidores de
PARP.
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Mas recientemente, estos hallazgos se han
integrado en el concepto de deficiencia en re-
combinacién homologa (HRD), que ha adqui-
rido un papel central como biomarcador
predictivo de respuesta terapéutica y como
base biologica de estrategias de letalidad sin-
tética. Sin embargo, la plasticidad de los sis-
temas de reparacion del ADN y la aparicion de
mecanismos adaptativos de resistencia, como
la restauracion funcional de la recombinacion
homologa o la estabilizacion de la horquilla de
replicacion, limitan la eficacia sostenida de
estas aproximaciones terapéuticas (Lord and
Ashworth, 2012).

2. CANCER DE PULMON COMO ENFERMEDAD
DE INESTABILIDAD GENOMICA Y CONTEXTO
TERAPEUTICO

El cancer de pulmon constituye un grupo he-
terogéneo de neoplasias que, desde el punto
de vista clinico y biologico, se clasifican prin-
cipalmente en dos grandes entidades: el can-
cer de pulmon de células no pequenas
(NSCLC), que representa aproximadamente el
80-85% de los casos, y el cancer de pulmon de
células pequenas (SCLC), caracterizado por
una mayor agresividad biologica y una elevada
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tasa de proliferacion (Travis et al., 2015;
Herbst et al., 2018). (Figura 2).

EL NSCLC engloba distintos subtipos histolo-
gicos, principalmente adenocarcinoma, carci-
noma escamoso Yy carcinoma de células
grandes, que presentan diferencias en su ori-
gen celular, perfil molecular y respuesta tera-
péutica. En las dltimas décadas, la
caracterizacion genética de estos tumores ha
permitido identificar alteraciones oncogénicas
recurrentes, como mutaciones en EGFR, reor-
denamientos en ALK o alteraciones en KRAS,
lo que ha impulsado el desarrollo de terapias
dirigidas. Sin embargo, a pesar de estos avan-
ces, la aparicion de resistencia terapéutica
sigue siendo practicamente inevitable, refle-
jando la capacidad adaptativa de las células
tumorales (Herbst et al., 2018).

Por su parte, el SCLC se caracteriza por una
elevada carga mutacional, una marcada ines-
tabilidad genémica y una fuerte asociacion
con el consumo de tabaco. A nivel molecular,
estos tumores presentan con frecuencia alte-
raciones en TP53y RB1, asi como una alta de-
pendencia de mecanismos de respuesta al
dano en el ADN, lo que los convierte en un mo-
delo paradigmatico de tumor impulsado por
estrés genotoxico (George et al., 2015).
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Figura2. Subtipos histolégicos del cancer de pulmén
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A pesar de sus diferencias, ambos subtipos
comparten una caracteristica fundamental: la
exposicion continua a presiones selectivas,
tanto ambientales como terapéuticas, que fa-
vorecen la seleccion de clones tumorales con
mayor capacidad de tolerar o reparar el dano
en el ADN. En este contexto, los tratamientos
estandar, especialmente aquellos basados en
agentes que inducen roturas de doble cadena,
como los compuestos de platino o la radiote-
rapia, actian como potentes fuerzas evoluti-
vas que modelan la composicion clonal del
tumor.

Asi, la interaccion entre dano genomico,
mecanismos de reparacion del ADN y presion
terapéutica define un proceso dinamico de
evolucion tumoral. La capacidad de las células
cancerosas para modular la actividad de las
vias de reparacion, incluyendo la recombina-
cion homoéloga y la union de extremos no ho-
mologos, no solo condiciona la eficacia inicial
de los tratamientos, sino también la aparicion
de resistencia adquirida y la progresion de la
enfermedad (Lord and Ashworth, 2012).

3. DANO GENOMICO INDUCIDO POR TABACO
Y FIRMAS MUTACIONALES

El humo del tabaco constituye la principal
fuente de exposicion a carcinogenos en el can-
cer de pulmén, conteniendo miles de com-
puestos quimicos, entre los cuales destacan
los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH)
y las nitrosaminas especificas del tabaco.
Estos compuestos, tras su activacion metabo-
lica mediada por enzimas del citocromo P450,
generan metabolitos altamente reactivos ca-
paces de formar aductos covalentes con el
ADN, interfiriendo con la correcta replicacion
y estabilidad del material genético (Hecht,
2003).

La formacion de estos aductos representa
uno de los mecanismos iniciales clave en la
carcinogénesis inducida por el tabaco. En con-
diciones normales, estos danos son reconoci-
dos y eliminados por los sistemas de
reparacion del ADN. Sin embargo, cuando la
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reparacion es ineficiente o incompleta, los
aductos persisten y pueden dar lugar a errores
durante la replicacion, generando mutaciones
puntuales caracteristicas. Entre ellas, las
transversiones G—T constituyen una firma mu-
tacional distintiva del dano inducido por car-
cinogenos del tabaco, particularmente en
genes supresores tumorales como TP53 (Pfei-
fer et al., 2002; Pfeifer and Hainaut, 2003).

Este patron mutacional refleja la accion di-
recta de compuestos como el benzopireno
diol-epoxido sobre residuos de guanina, gene-
rando lesiones que, si no son eliminadas por
los sistemas de reparacion del ADN, se tradu-
cen en sustituciones de bases especificas.
Como se muestra en la Figura 3, existe una re-
lacion directa entre la formacion de aductos
en el ADN, la aparicion de transversiones ca-
racteristicas y la localizacion de hotspots mu-
tacionales en el gen TP53, lo que evidencia la
conexion entre dano quimico directo y selec-
cion de mutaciones funcionalmente relevan-
tes.

En este contexto, los analisis gendmicos han
permitido integrar estos patrones dentro del
concepto de firmas mutacionales, que reflejan
tanto la historia de exposicion a carcindégenos
como la actividad de los sistemas de repara-
cion del ADN. En el cancer de pulmon asociado
al tabaco, la denominada “Signature 4” se ca-
racteriza por un predominio de transversiones
C>Ay se asocia de manera directa con la ex-
posicion a carcindgenos del humo del tabaco
(Alexandrov et al., 2013; Alexandrov et al.,
2016). La comparacion entre tumores de fu-
madores y no fumadores revela diferencias
claras en la distribucion de tipos de mutacio-
nes, lo que subraya el impacto de los factores
ambientales en la configuracion del paisaje
mutacional tumoral (Figura 3).

Ademas de inducir mutaciones puntuales,
los carcindgenos del tabaco pueden generar
formas mas complejas de dano genomico, in-
cluyendo roturas de doble cadena, considera-
das una de las lesiones mas criticas para la
integridad del genoma. La incapacidad para
reparar adecuadamente estas lesiones contri-

Reparacion del ADN y farmacorresistencia
en cancer de pulmon
Pedro Medina Vico

'



)

buye a la inestabilidad cromosomica, favore-
ciendo la acumulacion de alteraciones estruc-
turales y promoviendo la progresion tumoral.

En este marco, la eficiencia de los sistemas
de reparacion del ADN emerge como un factor
determinante en la acumulacion de dano ge-
nomico inducido por el tabaco. Estudios inicia-
les centrados en polimorfismos funcionales en
genes implicados en la recombinacion homoé-
loga, como XRCC3, NBS1y BRCA2, han demos-
trado que la variabilidad genética en estos
sistemas puede modular la aparicion de muta-
ciones caracteristicas, incluyendo las transver-
siones en TP53 asociadas al tabaquismo
(Medina et al., 2003). Estos hallazgos sugieren
que diferencias interindividuales en la capaci-
dad de reparacion del ADN no solo influyen en
la susceptibilidad al cancer, sino también en
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la configuracion del paisaje mutacional y en
la respuesta a terapias basadas en dano geno-
mico.

4. VIiAS DE RESPUESTA AL DANO EN EL ADN
(DNA DAMAGE RESPONSE, DDR)

La respuesta al dano en el ADN (DNA damage
response, DDR) constituye una red altamente
integrada de mecanismos celulares encarga-
dos de detectar, senalizar y reparar las lesio-
nes genomicas, asi como de coordinar la
progresion del ciclo celular en respuesta a
dicho dano. Esta red incluye multiples vias de
reparacion del ADN, sistemas de control del
ciclo celular y mecanismos de tolerancia al
dano que actUan de manera coordinada para
preservar la estabilidad genémica (Hoeijma-
kers, 2001; Helleday et al., 2008).
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Figura 3. Dafo inducido por carcinégenos del tabaco y consecuencias mutacionales en cancer de
pulmén. (A) Activacion metabdlica de hidrocarburos aromaticos policiclicos como el benzopireno y
formacion de aductos covalentes con el ADN. (B) Distribucion de tipos de mutaciones en tumores de
pulmoén de fumadores y no fumadores, evidenciando el predominio de transversiones asociadas al
tabaco. (C) Distribucion de transversiones en el gen TP53 y su correspondencia con regiones
preferenciales de formacién de aductos, mostrando la relacion entre dafio quimico directo y hotspots

mutacionales.
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Entre las distintas formas de dano geno-
mico, las roturas de doble cadena representan
una de las lesiones mas criticas, debido a su
potencial para generar inestabilidad cromoso-
mica y alteraciones estructurales del genoma.
Para su reparacion, las células disponen prin-
cipalmente de dos mecanismos: la recombina-
cion homodloga y la unidon de extremos no
homologos, que difieren tanto en su fidelidad
como en su regulacion (Hoeijmakers, 2001).

La recombinacion homologa es un proceso
de alta fidelidad que utiliza una secuencia ho-
mologa, generalmente la cromatida hermana,
como molde para reparar la lesion de manera
precisa. Este mecanismo implica una serie de
eventos coordinados que incluyen la deteccion
del dano, el procesamiento de los extremos
del ADN vy la formacion de complejos nucleo-
proteicos que permiten la busqueda de homo-
logia y la sintesis de ADN (Figura 4). A nivel
molecular, este proceso depende de proteinas
clave como BRCA1, BRCA2, RAD51 y sus para-
logos, incluyendo XRCC3, asi como del com-
plejo MRN, que actla en las fases iniciales del
reconocimiento del dano.

Por el contrario, la union de extremos no ho-
mologos es un mecanismo mas rapido pero
propenso al error, que no requiere una secuen-
cia homdloga y que puede introducir pequenas
inserciones o deleciones en los puntos de
union. Este sistema es activo a lo largo de todo
el ciclo celular y constituye una via fundamen-
tal en células no proliferativas, aunque su uso
reiterado puede contribuir a la inestabilidad
genomica.

La eleccion entre estas vias esta regulada
por factores del ciclo celular y por la senali-
zacion mediada por quinasas como ATM y ATR,
que actuan como nodos centrales de la DDR.
Estas proteinas coordinan la activacion de
puntos de control del ciclo celular, la repara-
cion del ADN vy, en casos de daio irreparable,
la activacion de programas de muerte celular
(Lord and Ashworth, 2012).

Ademas, mecanismos como la proteccion de
la horquilla de replicacion han emergido como
elementos clave en la respuesta al estrés
genotoxico, especialmente en células tumora-
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Figura 4. Reparacion de roturas de doble cadena
mediante recombinacion homologa (HR).
(A) Generacion de una rotura de doble cadena en el
ADN. (B) Activacion de la respuesta al dafio mediante
ATM y reclutamiento del complejo MRN (MRE11-
RAD50-NBS1). (C) Procesamiento nucleolitico de los
extremos del ADN y generacion de extremos 3’
monocatenarios. (D) Formacion del filamento
nucleoproteico mediado por RAD51 y proteinas
asociadas, incluyendo BRCA1, BRCA2 y paralogos
como XRCC3. (E) Busqueda de homologia e invasion
de cadena en la cromatida hermana. (F) Sintesis de
ADN utilizando la secuencia homoéloga como molde.
(G) Resolucion de la estructura intermedia y
finalizacion de la reparacion (van Gent, et al. 2001).
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les con alta proliferacion. La desregulacion de
estos procesos contribuye a la acumulacién de
dano en el ADN y favorece la evolucion tumo-
ral.

En este contexto, las alteraciones en la DDR
no solo participan en la iniciacion del cancer,
sino que también determinan la respuesta a
terapias basadas en dafo genémico. Defectos
en la recombinacion homéloga generan vulne-
rabilidades especificas que pueden ser explo-
tadas mediante estrategias de letalidad
sintética, como el uso de inhibidores de PARP
(Helleday et al., 2008; Lord and Ashworth,
2012).

5. DE POLIMORFISMOS EN GENES DE REPARACION
A DEFICIENCIA EN RECOMBINACION HOMOLOGA
(HRD)

Los estudios iniciales sobre la variabilidad ge-
nética en genes implicados en la reparacion
del ADN se centraron en el analisis de polimor-
fismos funcionales en componentes de la re-
combinacion homologa, como XRCC3, NBS1'y
BRCAZ2. Estas variantes fueron inicialmente in-
vestigadas como posibles determinantes de
susceptibilidad tumoral y moduladores de la
respuesta celular al dano genomico.
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En este contexto, trabajos pioneros demos-
traron que determinadas variantes genéticas
podian influir en la acumulacion de dafno in-
ducido por carcinogenos y en la aparicion de
patrones mutacionales especificos. En parti-
cular, el analisis de polimorfismos en genes de
recombinacion homologa en pacientes con
cancer de pulmon reveld una asociacion signi-
ficativa entre la variante NBS1-185Gln y la
presencia de mutaciones en TP53, especial-
mente transversiones caracteristicas del dano
inducido por el tabaco (Medina et al., 2003).
Estos hallazgos aportaron evidencia temprana
de que la eficiencia de los sistemas de repa-
racion del ADN puede modular tanto la esta-
bilidad genomica como la naturaleza del
paisaje mutacional tumoral.

Sin embargo, los enfoques basados en genes
individuales resultaron insuficientes para cap-
turar la complejidad funcional de la respuesta
al dano en el ADN (DDR). En los Gltimos afos,
este paradigma ha evolucionado hacia el con-
cepto de deficiencia en recombinacion homo-
loga (HRD), que integra alteraciones en
multiples componentes de la via en un estado
funcional comun (Figura 5).

Genética Polimorfismos en genes HR (XRCC3, NBS1,
BRCA2)
Funcién [ Alteracion funcional de la DDR ]

Deficiencia en recombinaciéon homdloga (HRD)

Consecuencia

Inestabilidad gendmica

4

Clinica Sensibilidad a terapias (PARP / platino)

+
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Evolucion

\.
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Figura 5. Transicion conceptual desde polimorfismos en genes de reparacion del ADN hacia un estado funcional
de deficiencia en recombinacion homéloga (HRD). Los polimorfismos en genes clave de la recombinacion
homologa pueden generar alteraciones funcionales en la respuesta al dafio en el ADN (DDR), que convergen en
un estado de HRD. Este estado se asocia con inestabilidad genémica, condiciona la sensibilidad a terapias basadas
en dafio en el ADN y favorece la aparicion de mecanismos de resistencia adaptativa.
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La HRD se caracteriza por una incapacidad
de las células tumorales para reparar de ma-
nera eficiente las roturas de doble cadena me-
diante recombinacion homologa, lo que
conduce a la acumulacion de alteraciones ge-
nomicas especificas, incluyendo inestabilidad
cromosomica y firmas mutacionales caracte-
risticas. Es importante destacar que la HRD no
se limita a mutaciones en BRCA1 o BRCAZ2, sino
que puede surgir como consecuencia de alte-
raciones en diversos genes 0 de mecanismos
regulatorios que afectan a la funcionalidad
global de la via.

Desde el punto de vista clinico, la HRD ha
adquirido un papel central como biomarcador
predictivo de respuesta a terapias basadas en
dano en el ADN. La incapacidad para reparar
adecuadamente estas lesiones genera una de-
pendencia de vias alternativas de reparacion,
lo que puede ser explotado mediante estrate-
gias de letalidad sintética, como el uso de in-
hibidores de PARP (Helleday et al., 2008; Lord
and Ashworth, 2012).

No obstante, esta vulnerabilidad no es esta-
tica. Las células tumorales pueden desarrollar
mecanismos de resistencia mediante la restau-
racion parcial de la recombinacion homologa,
mutaciones reversoras o la estabilizacion de la
horquilla de replicacion. Estos procesos refle-
jan la plasticidad de la DDR y su papel central
en la adaptacién tumoral frente a la presion
terapéutica.

En este contexto, los estudios iniciales ba-
sados en polimorfismos, incluyendo los reali-
zados en genes como NBS1, XRCC3 y BRCA2,
pueden reinterpretarse como aproximaciones
tempranas a la identificacion de estados fun-
cionales de deficiencia en la reparacién del
ADN. Asi, la variabilidad genética en estos
genes no solo influye en la susceptibilidad tu-
moral, sino también en la respuesta terapéu-
tica y en la evolucion de la enfermedad.
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6. REPARACION DEL ADN  COMO
VULNERABILIDAD TERAPEUTICA EN CANCER
DE PULMON

La dependencia de las células tumorales de
mecanismos especificos de reparacion del ADN
constituye una vulnerabilidad terapéutica
clave que ha sido ampliamente explotada en
oncologia en los Ultimos anos. En el cancer de
pulmon, caracterizado por una elevada carga
mutacional y exposicion a dano genomico, las
alteraciones en la respuesta al dano en el ADN
(DDR) no solo contribuyen a la carcinogénesis,
sino que también generan oportunidades tera-
péuticas basadas en la explotacion de estas
deficiencias.

Uno de los ejemplos mas paradigmaticos es
el uso de compuestos de platino, como cispla-
tino o carboplatino, que inducen enlaces cru-
zados en el ADN y generan roturas de doble
cadena durante la replicacion. La eficacia de
estos tratamientos depende en gran medida
de la capacidad de las células tumorales para
reparar dicho dano mediante recombinacion
homologa. En este contexto, los tumores con
deficiencia en recombinacion homéloga (HRD)
presentan una mayor sensibilidad a estos
agentes, lo que ha sido ampliamente demos-
trado en diferentes tipos tumorales, inclu-
yendo el cancer de pulmoén (Helleday et al.,
2008; O’Connor, 2015).

El desarrollo de inhibidores de PARP (poly
ADP-ribose polymerase) ha supuesto un avance
significativo en la explotacion terapéutica de
la DDR. PARP1 desempena un papel fundamen-
tal en la reparacion de roturas de cadena sim-
ple, y su inhibicion conduce a la acumulacién
de lesiones que, durante la replicacion, se
convierten en roturas de doble cadena. En cé-
lulas con una recombinacion homéloga funcio-
nal, estas lesiones pueden ser reparadas; sin
embargo, en células con HRD, la incapacidad
para resolver este dano conduce a la muerte
celular, un fenémeno conocido como letalidad
sintética (Farmer et al., 2005; Lord and As-
hworth, 2017).
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Ademas de PARP, otras dianas de la DDR han
emergido como estrategias terapéuticas pro-
metedoras. Entre ellas destacan las quinasas
ATR y CHK1, que desempenan un papel central
en la respuesta al estrés replicativo. La inhibi-
cion de estas proteinas puede potenciar el
dano en el ADN y aumentar la eficacia de tra-
tamientos citotoxicos, especialmente en tumo-
res con alta proliferacion y alteraciones en los
puntos de control del ciclo celular (Lecona and
Fernandez-Capetillo, 2018).

No obstante, la eficacia de estas estrategias
esta condicionada por la plasticidad de los sis-
temas de reparacion del ADN. Las células tu-
morales pueden desarrollar multiples
mecanismos de resistencia, incluyendo la res-
tauracion parcial de la recombinacion homo-
loga mediante mutaciones reversoras en genes
como BRCA1 o BRCA2, la pérdida de factores
que regulan la eleccion de la via de reparacion

[ Alteracion DDR / HRD J
[ Acumulaciéon de dano en el ADN J

|

Tratamientos: - Platino - PARP -

ATR/CHK1
[ Muerte celular (letalidad sintética) J
Resistencia: - Restauracion HR -
Proteccién de horquilla - Adaptacion
tumoral

Figura 6. Explotacion terapéutica de la deficiencia
en reparacion del ADN y desarrollo de resistencia.
Las alteraciones en la respuesta al dafio en el ADN
generan vulnerabilidades que pueden ser
explotadas mediante tratamientos como
compuestos de platino, inhibidores de PARP o
inhibidores de ATR/CHK1. En tumores con
deficiencia en recombinacion homologa, estas
estrategias inducen letalidad sintética. Sin
embargo, la plasticidad tumoral permite la
aparicion de mecanismos de resistencia que limitan
la eficacia terapéutica.
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o la estabilizacion de la horquilla de replica-
cion (Lord and Ashworth, 2017). Estos meca-
nismos limitan la eficacia a largo plazo de las
terapias dirigidas a la DDR y subrayan la nece-
sidad de estrategias combinadas.

En este contexto, la integracion de biomar-
cadores funcionales, como el estado HRD o las
firmas mutacionales, resulta esencial para op-
timizar la seleccion de pacientes y mejorar la
eficacia terapéutica. Como se ilustra en la Fi-
gura 6, la interaccion entre deficiencias en la
reparacion del ADN, tratamiento y adaptacion
tumoral define un proceso dinamico que con-
diciona tanto la respuesta inicial como la apa-
ricion de resistencia.

7. MECANISMOS DE RESISTENCIA A TERAPIAS
DIRIGIDAS A LA DDR

A pesar del éxito inicial de las terapias dirigi-
das a la respuesta al dano en el ADN (DDR), la
aparicion de resistencia constituye una limita-
cion significativa para su eficacia a largo
plazo. Los tumores presentan una notable ca-
pacidad de adaptacion frente a la presion te-
rapéutica, lo que conduce a la reprogramacion
de los mecanismos de reparacion del ADN y a
la restauracion de la viabilidad celular.

Uno de los mecanismos mas relevantes es la
restauracion funcional de la recombinacion
homdloga. En tumores con alteraciones en
genes como BRCA1 o BRCA2, se han descrito
mutaciones reversoras que permiten recupe-
rar parcialmente la actividad de estas protei-
nas, reduciendo la sensibilidad a inhibidores
de PARP y a compuestos de platino (Lord and
Ashworth, 2017). De forma similar, la pérdida
de factores reguladores de la eleccion de la
via de reparacion puede favorecer el uso de
recombinacion homoéloga en lugar de mecanis-
mos alternativos mas propensos al error.

Otro mecanismo clave es la estabilizacion
de la horquilla de replicacion. Las células tu-
morales pueden adquirir la capacidad de pro-
teger las estructuras replicativas frente al
colapso inducido por estrés genotoxico, evi-
tando asi la generacion de roturas de doble ca-
dena y reduciendo la dependencia de la
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recombinacion homoéloga (Lecona and Fernan-
dez-Capetillo, 2018). Este proceso representa
una via alternativa de resistencia que no im-
plica necesariamente la restauracion directa
de la HR.

Ademas, la activacidon de vias compensato-
rias de reparacion del ADN, asi como cambios
en la regulacion del ciclo celular, pueden con-
tribuir a la tolerancia al dafo gendmico.
La sobreexpresion de proteinas implicadas en
la DDR o la alteracion de puntos de control del
ciclo celular permiten a las células tumorales
sobrevivir en condiciones de dano persistente.

8. IMPLICACIONES CLINICAS Y MEDICINA
PERSONALIZADA

La creciente comprension de la DDR y de la
deficiencia en recombinacion homéloga (HRD)
ha tenido un impacto significativo en el des-
arrollo de estrategias de medicina personali-
zada en oncologia. La identificacion de
biomarcadores funcionales que reflejen el es-
tado de los sistemas de reparacion del ADN re-
sulta clave para optimizar la seleccion de
pacientes y mejorar la eficacia de los trata-
mientos.

En este contexto, el estado HRD ha emer-
gido como un biomarcador predictivo de res-
puesta a terapias basadas en dafo gendmico,
incluyendo compuestos de platino e inhibido-
res de PARP. Sin embargo, su evaluacion pre-
senta desafios importantes, ya que la HRD no
depende exclusivamente de mutaciones en
genes especificos, sino de la funcionalidad glo-
bal de la via de recombinacion homologa.

El analisis de firmas mutacionales, patrones
de inestabilidad genomica y alteraciones en
multiples genes de la DDR esta siendo incor-
porado progresivamente en la practica clinica
para una caracterizacion mas precisa de los
tumores. En el cancer de pulmédn, donde la he-
terogeneidad molecular es elevada, este en-
foque integrado resulta especialmente
relevante.

Asimismo, la integracion de datos genomi-
cos, transcriptémicos y funcionales permitira
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en el futuro una mejor estratificacion de los
pacientes y la identificacion de combinaciones
terapéuticas mas eficaces. En este sentido, los
estudios iniciales basados en polimorfismos en
genes de reparacion del ADN pueden conside-
rarse precursores de las actuales estrategias
de caracterizacion molecular.

No obstante, la implementacion clinica de
estos enfoques requiere la estandarizacion de
métodos de analisis, la validacion de biomar-
cadores y la integracion de estos datos en la
toma de decisiones clinicas.

9. CONCLUSIONES

El cancer de pulmon representa un modelo pa-
radigmatico de tumor caracterizado por una
elevada inestabilidad genomica y una fuerte
dependencia de los sistemas de reparacion del
ADN. La interaccion entre exposicion a carci-
nogenos, generacion de daio gendémico y efi-
ciencia de la respuesta al dano en el ADN
(DDR) define tanto la evolucion tumoral como
la respuesta a los tratamientos.

Los estudios iniciales sobre polimorfismos en
genes de recombinacion homaéloga, incluyendo
XRCC3, NBS1y BRCAZ2, proporcionaron eviden-
cias tempranas del papel de la variabilidad ge-
nética en la modulaciéon de la respuesta al
dano en el ADN y en la configuracion del pai-
saje mutacional tumoral. Estos hallazgos han
evolucionado hacia el concepto de deficiencia
en recombinacion homologa (HRD), que inte-
gra alteraciones funcionales de la DDR en un
marco conceptual comun con importantes im-
plicaciones clinicas.

La explotacion terapéutica de estas vulne-
rabilidades, mediante el uso de compuestos de
platino, inhibidores de PARP y otras estrate-
gias dirigidas a la DDR, ha abierto nuevas opor-
tunidades en el tratamiento del cancer de
pulmén. Sin embargo, la plasticidad tumoral y
la aparicion de mecanismos de resistencia re-
presentan desafios significativos que requie-
ren un enfoque integrado y dinamico.

En este contexto, el desarrollo de biomar-
cadores funcionales y la implementacion de
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estrategias de medicina personalizada seran
esenciales para optimizar la eficacia terapéu-
tica y mejorar el pronostico de los pacientes.
La comprension profunda de los mecanismos
de reparacion del ADN y su interaccion con la
farmacorresistencia constituye, por tanto, un
elemento clave en el avance hacia una onco-
logia de precision.
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reparacion del ADN
Recombinacion ho-
mologa

Resistencia al trata-

miento
Medicina personali-
zada

RESUMEN

El cancer de pulmoén continta siendo la principal causa de mortalidad por
cancer a nivel mundial, en gran medida debido a la capacidad de las células
tumorales para desarrollar resistencia, tanto intrinseca como adquirida, frente
a terapias que inducen dano en el ADN. En este contexto, la respuesta celular
al daino genomico y, en particular, la eficiencia de los sistemas de reparacion
de roturas de doble cadena, emergen como determinantes clave de la
sensibilidad terapéutica y de la evolucion clinica de la enfermedad.

En los Ultimos anos, el estudio de la red de reparacion del ADN ha evolucionado
desde el analisis de genes individuales hacia una vision integrada de la
respuesta al dano genético (DNA damage response, DDR), en la que procesos
como la recombinacion homologa, la union de extremos no homadlogos y la
proteccion de la horquilla de replicacion actian de manera coordinada para
mantener la estabilidad gendmica. Alteraciones en estos mecanismos no solo
favorecen la tumorogénesis, sino que también condicionan la respuesta a
tratamientos basados en dano genotoxico, incluyendo derivados del platino,
inhibidores de topoisomerasas y terapias dirigidas como los inhibidores de PARP.
Estudios iniciales, incluyendo analisis de polimorfismos funcionales en genes
de recombinacion homologa como XRCC3, NBS1 y BRCA2, han sugerido que la
variabilidad genética en estos sistemas puede modular la acumulacion de dano
inducido por carcindgenos y la aparicion de firmas mutacionales caracteristicas,
como las transversiones asociadas al tabaco en el gen TP53. En particular,
variantes en NBS1 se han relacionado con una mayor carga mutacional y con
alteraciones en la estabilidad cromosémica, apoyando la hipotesis de que la
eficiencia de la reparacion del ADN influye directamente en la evolucion
molecular del tumor.

Mas recientemente, estos hallazgos se han integrado en el concepto de
deficiencia en recombinacion homologa (HRD), que ha adquirido un papel
central como biomarcador predictivo de respuesta a terapias dirigidas y como
base para estrategias de letalidad sintética. Sin embargo, la plasticidad de los
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sistemas de reparacion del ADN y la aparicion de mecanismos adaptativos de
resistencia, como la restauracion funcional de la recombinacion homoéloga o la
estabilizacion de la horquilla de replicacion, limitan la eficacia sostenida de
estas terapias.
ABSTRACT
KEYWORDS Lung cancer remains the leading cause of cancer-related mortality worldwide,
Lung cancer largely due to the ability of tumor cells to develop both intrinsic and acquired
DNA repair resistance to therapies that induce DNA damage. In this context, the cellular
polymorphisms response to genotoxic stress, particularly the efficiency of DNA double-strand
Homologous break repair, has emerged as a key determinant of therapeutic response and
recombination disease progression.
Treatment In recent years, the study of DNA repair has evolved from a gene-centric
resistance perspective to a more integrated view of the DNA damage response (DDR),
Personalized where pathways such as homologous recombination, non-homologous end
medicine joining, and replication fork protection act in a coordinated manner to
preserve genomic stability. Disruptions in these processes not only contribute

to tumorigenesis but also critically influence the response to DNA-damaging
agents, including platinum-based chemotherapy, topoisomerase inhibitors,
and targeted therapies such as PARP inhibitors.

Early studies, including analyses of functional polymorphisms in homologous
recombination genes such as XRCC3, NBS1, and BRCA2, have suggested that
genetic variability within these pathways may modulate the accumulation of
carcinogen-induced DNA damage and shape characteristic mutational
signatures, such as tobacco-associated transversions in the TP53 gene. In
particular, variants in NBS1 have been associated with increased mutational
burden and chromosomal instability, supporting the notion that DNA repair
capacity directly influences tumor evolution.

More recently, these findings have been incorporated into the concept of
homologous recombination deficiency (HRD), which has gained a central role
as a predictive biomarker for targeted therapies and as the basis for synthetic
lethality-based strategies. However, the dynamic nature of DNA repair systems
and the emergence of adaptive resistance mechanisms, including restoration
of homologous recombination function and replication fork stabilization, limit
the long-term efficacy of these treatments.

1. INTRODUCCION

profundidad los mecanismos bioldgicos que
subyacen a la farmacorresistencia. En este

El cancer de pulmon continta siendo la prin-
cipal causa de mortalidad por cancer a nivel
mundial, en gran medida debido a la elevada
capacidad de las células tumorales para des-
arrollar resistencia, tanto intrinseca como ad-
quirida, frente a terapias que inducen dano en
el ADN. A pesar de los avances en cirugia, ra-
dioterapia, terapias dirigidas e inmunoterapia,
la mayoria de los pacientes con enfermedad
avanzada experimenta progresion, lo que pone
de manifiesto la necesidad de comprender en

DNA repair and drug resistance in lung cancer
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contexto, los sistemas de mantenimiento del
genoma desempenan un papel fundamental en
la prevencién de la acumulacion de alteracio-
nes genéticas y en la modulacion de la res-
puesta a los tratamientos antitumorales (1).

Una caracteristica central de la biologia del
cancer de pulmon es la acumulacion progre-
siva de alteraciones genomicas impulsadas
tanto por carcinégenos exogenos, especial-
mente los derivados del humo del tabaco,
como por fuentes enddgenas de dano asocia-
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das al estrés replicativo y a la inestabilidad
cromosomica. En este escenario, la respuesta
celular al dano en el ADN no constituye Unica-
mente un mecanismo pasivo de manteni-
miento gendmico, sino un proceso dinamico
que condiciona la evolucion tumoral, la hete-
rogeneidad clonal y la adaptacion a presiones
selectivas, incluyendo las terapias antineopla-
sicas (2).

En los Ultimos anos, el estudio de la repara-
cion del ADN ha evolucionado desde un enfo-
que centrado en genes individuales hacia una
vision integrada de la respuesta al dano gené-
tico (DNA damage response, DDR). Esta red en-
globa multiples vias coordinadas, entre ellas
la recombinacion homologa (HR), la union de
extremos no homologos (NHEJ), los puntos de
control del ciclo celular y los mecanismos de
proteccion de la horquilla de replicacion, que
actlian conjuntamente para preservar la esta-
bilidad genomica. Alteraciones en estos siste-
mas no solo favorecen la tumorogénesis, sino
que también determinan la sensibilidad o re-
sistencia a agentes terapéuticos que inducen
dano genotoxico, incluyendo los compuestos
de platino, la radioterapia y diferentes estra-
tegias dirigidas contra vulnerabilidades de re-
paracion del ADN (3,4). Este marco conceptual
se resume en la Figura 1.

Dentro de este contexto, estudios iniciales
centrados en la variabilidad genética de genes
reparadores, incluyendo polimorfismos funcio-
nales en componentes de la recombinacion ho-
mologa como XRCC3, NBS1 y BRCA2, han
aportado evidencias de que la eficiencia de la
reparacion del ADN puede modular la acumu-
laciéon de dano inducido por carcindgenos y
contribuir a la configuracion del paisaje mu-
tacional tumoral (5). Estos trabajos sugieren
que alteraciones sutiles en la capacidad de re-
paracion pueden influir tanto en la suscepti-
bilidad al cancer como en la respuesta a
tratamientos basados en dafo genémico.

Mas recientemente, estos hallazgos se han
integrado en el concepto de deficiencia en re-
combinacién homologa (HRD), que ha adqui-
rido un papel central como biomarcador
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Figura 1. Modelo conceptual del papel de la
respuesta al dafio en el ADN (DDR) en la
evolucion tumoral y la resistencia terapéutica en
cancer de pulmoén. Las células tumorales estan
expuestas a multiples fuentes de dafo
gendémico, incluyendo carcinégenos del tabaco,
estrés replicativo y tratamientos oncolégicos
que inducen lesiones en el ADN. La activacion de
la DDR, que integra vias como la recombinacion
homoéloga (HR), la union de extremos no
homoélogos (NHEJ) y la proteccion de la horquilla
de replicacion, determina el destino celular. Una
reparacion eficaz favorece la estabilidad
gendmica y la sensibilidad terapéutica, mientras
que una reparaciéon alterada conduce a la
acumulacion de mutaciones, inestabilidad
cromosomica y desarrollo de resistencia. Este
equilibrio dindmico sustenta conceptos clinicos
como la deficiencia en recombinacién homéloga
(HRD) y la vulnerabilidad a terapias basadas en
letalidad sintética, incluyendo los inhibidores de
PARP.
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predictivo de respuesta terapéutica y como
base biologica de estrategias de letalidad sin-
tética. Sin embargo, la plasticidad de los sis-
temas de reparacion del ADN y la aparicion de
mecanismos adaptativos de resistencia, como
la restauracion funcional de la recombinacion
homologa o la estabilizacion de la horquilla de
replicacion, limitan la eficacia sostenida de
estas aproximaciones terapéuticas (4).

2. CANCER DE PULMON COMO ENFERMEDAD
DE INESTABILIDAD GENOMICA Y CONTEXTO
TERAPEUTICO

El cancer de pulmon constituye un grupo he-
terogéneo de neoplasias que, desde el punto
de vista clinico y biologico, se clasifican prin-
cipalmente en dos grandes entidades: el can-
cer de pulmon de células no pequenas
(NSCLC), que representa aproximadamente el
80-85% de los casos, y el cancer de pulmon de
células pequenas (SCLC), caracterizado por
una mayor agresividad biologica y una elevada
tasa de proliferacion (6,7). (Figura 2).

EL NSCLC engloba distintos subtipos histolo-
gicos, principalmente adenocarcinoma, carci-
noma escamoso Yy carcinoma de células
grandes, que presentan diferencias en su ori-
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gen celular, perfil molecular y respuesta tera-
péutica. En las Ultimas décadas, la caracteri-
zacion genética de estos tumores ha permitido
identificar alteraciones oncogénicas recurren-
tes, como mutaciones en EGFR, reordena-
mientos en ALK o alteraciones en KRAS, lo que
ha impulsado el desarrollo de terapias dirigi-
das. Sin embargo, a pesar de estos avances, la
aparicion de resistencia terapéutica sigue
siendo practicamente inevitable, reflejando la
capacidad adaptativa de las células tumorales
(7).

Por su parte, el SCLC se caracteriza por una
elevada carga mutacional, una marcada ines-
tabilidad genémica y una fuerte asociacion
con el consumo de tabaco. A nivel molecular,
estos tumores presentan con frecuencia alte-
raciones en TP53 y RB1, asi como una alta de-
pendencia de mecanismos de respuesta al
dano en el ADN, lo que los convierte en un mo-
delo paradigmatico de tumor impulsado por
estrés genotoxico (8).

A pesar de sus diferencias, ambos subtipos
comparten una caracteristica fundamental: la
exposicion continua a presiones selectivas,
tanto ambientales como terapéuticas, que fa-
vorecen la seleccion de clones tumorales con
mayor capacidad de tolerar o reparar el dano

Cancer de pulmon de célula no pequena
Subtipo carcinoma escamoso

5L
- ( «g.,,,.a- 4

g

Céancer de pulmoén de célula
Subtipo adenocarcinoma

Cancer de pulmon de célula pequeﬁa

Tejido alveolar sano (referencia)

Figura2. Subtipos histolégicos del cancer de pulmén
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estandar, especialmente aquellos basados en
agentes que inducen roturas de doble cadena,
como los compuestos de platino o la radiote-
rapia, actuan como potentes fuerzas evoluti-
vas que modelan la composicion clonal del
tumor.

Asi, la interaccion entre dano genomico,
mecanismos de reparacion del ADN y presion
terapéutica define un proceso dinamico de
evolucion tumoral. La capacidad de las células
cancerosas para modular la actividad de las
vias de reparacion, incluyendo la recombina-
cion homoéloga y la union de extremos no ho-
mologos, no solo condiciona la eficacia inicial
de los tratamientos, sino también la aparicion
de resistencia adquirida y la progresion de la
enfermedad (4).

3. DANO GENOMICO INDUCIDO POR TABACO
Y FIRMAS MUTACIONALES

El humo del tabaco constituye la principal
fuente de exposicion a carcinogenos en el can-
cer de pulmédn, conteniendo miles de com-
puestos quimicos, entre los cuales destacan
los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH)
y las nitrosaminas especificas del tabaco.
Estos compuestos, tras su activacion metabo-
lica mediada por enzimas del citocromo P450,
generan metabolitos altamente reactivos ca-
paces de formar aductos covalentes con el
ADN, interfiriendo con la correcta replicacion
y estabilidad del material genético (9).

La formacion de estos aductos representa
uno de los mecanismos iniciales clave en la
carcinogénesis inducida por el tabaco. En con-
diciones normales, estos danos son reconoci-
dos y eliminados por los sistemas de
reparacion del ADN. Sin embargo, cuando la
reparacion es ineficiente o incompleta, los
aductos persisten y pueden dar lugar a errores
durante la replicacion, generando mutaciones
puntuales caracteristicas. Entre ellas, las
transversiones GoT constituyen una firma mu-
tacional distintiva del dano inducido por car-
cinogenos del tabaco, particularmente en
genes supresores tumorales como TP53
(10,11).
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Este patron mutacional refleja la accion di-
recta de compuestos como el benzopireno
diol-epoxido sobre residuos de guanina, gene-
rando lesiones que, si no son eliminadas por
los sistemas de reparacion del ADN, se tradu-
cen en sustituciones de bases especificas.
Como se muestra en la Figura 3, existe una re-
lacion directa entre la formacion de aductos
en el ADN, la aparicion de transversiones ca-
racteristicas y la localizacion de hotspots mu-
tacionales en el gen TP53, lo que evidencia la
conexion entre dano quimico directo y selec-
cion de mutaciones funcionalmente relevan-
tes.

En este contexto, los analisis genomicos han
permitido integrar estos patrones dentro del
concepto de firmas mutacionales, que reflejan
tanto la historia de exposicion a carcindgenos
como la actividad de los sistemas de repara-
cion del ADN. En el cancer de pulmon asociado
al tabaco, la denominada “Signature 4” se ca-
racteriza por un predominio de transversiones
C>Ay se asocia de manera directa con la ex-
posicion a carcinogenos del humo del tabaco
(12,13). La comparacion entre tumores de fu-
madores y no fumadores revela diferencias
claras en la distribucion de tipos de mutacio-
nes, lo que subraya el impacto de los factores
ambientales en la configuracion del paisaje
mutacional tumoral (Figura 3).

Ademas de inducir mutaciones puntuales,
los carcindgenos del tabaco pueden generar
formas mas complejas de dano genomico, in-
cluyendo roturas de doble cadena, considera-
das una de las lesiones mas criticas para la
integridad del genoma. La incapacidad para
reparar adecuadamente estas lesiones contri-
buye a la inestabilidad cromosomica, favore-
ciendo la acumulacion de alteraciones
estructurales y promoviendo la progresion tu-
moral.

En este marco, la eficiencia de los sistemas
de reparacion del ADN emerge como un factor
determinante en la acumulacion de dano ge-
nomico inducido por el tabaco. Estudios inicia-
les centrados en polimorfismos funcionales en
genes implicados en la recombinacion homo-
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loga, como XRCC3, NBS1 y BRCA2, han demos-
trado que la variabilidad genética en estos sis-
temas puede modular la aparicion de
mutaciones caracteristicas, incluyendo las
transversiones en TP53 asociadas al taba-
quismo (5). Estos hallazgos sugieren que dife-
rencias interindividuales en la capacidad de
reparacion del ADN no solo influyen en la sus-
ceptibilidad al cancer, sino también en la con-
figuracion del paisaje mutacional y en la
respuesta a terapias basadas en dafno geno-
mico.
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4. VIiAS DE RESPUESTA AL DANO EN EL ADN
(DNA DAMAGE RESPONSE, DDR)

La respuesta al dano en el ADN (DNA damage
response, DDR) constituye una red altamente
integrada de mecanismos celulares encarga-
dos de detectar, senalizar y reparar las lesio-
nes genomicas, asi como de coordinar la
progresion del ciclo celular en respuesta a
dicho dano. Esta red incluye multiples vias de
reparacion del ADN, sistemas de control del
ciclo celular y mecanismos de tolerancia al
dano que actUan de manera coordinada para
preservar la estabilidad gendmica (1,3).
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Figura 3. Dafo inducido por carcinégenos del tabaco y consecuencias mutacionales en cancer de
pulmén. (A) Activacion metabdlica de hidrocarburos aromaticos policiclicos como el benzopireno y
formacion de aductos covalentes con el ADN. (B) Distribucion de tipos de mutaciones en tumores de
pulmén de fumadores y no fumadores, evidenciando el predominio de transversiones asociadas al
tabaco. (C) Distribucion de transversiones en el gen TP53 y su correspondencia con regiones

preferenciales de formacién de aductos, mostrando la relacion entre dafio quimico directo y hotspots
mutacionales.
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Entre las distintas formas de dano geno-
mico, las roturas de doble cadena representan
una de las lesiones mas criticas, debido a su
potencial para generar inestabilidad cromoso-
mica y alteraciones estructurales del genoma.
Para su reparacion, las células disponen prin-
cipalmente de dos mecanismos: la recombina-
cion homologa y la unidon de extremos no
homologos, que difieren tanto en su fidelidad
como en su regulacion (1).

La recombinacion homologa es un proceso
de alta fidelidad que utiliza una secuencia ho-
mologa, generalmente la cromatida hermana,
como molde para reparar la lesion de manera
precisa. Este mecanismo implica una serie de
eventos coordinados que incluyen la deteccion
del dano, el procesamiento de los extremos
del ADN vy la formacion de complejos nucleo-
proteicos que permiten la busqueda de homo-
logia y la sintesis de ADN (Figura 4). A nivel
molecular, este proceso depende de proteinas
clave como BRCA1, BRCA2, RAD51 y sus para-
logos, incluyendo XRCC3, asi como del com-
plejo MRN, que actla en las fases iniciales del
reconocimiento del dano.

Por el contrario, la union de extremos no ho-
mologos es un mecanismo mas rapido pero
propenso al error, que no requiere una secuen-
cia homéloga y que puede introducir pequenas
inserciones o deleciones en los puntos de
union. Este sistema es activo a lo largo de todo
el ciclo celular y constituye una via fundamen-
tal en células no proliferativas, aunque su uso
reiterado puede contribuir a la inestabilidad
genomica.

La eleccion entre estas vias esta regulada
por factores del ciclo celular y por la senali-
zacion mediada por quinasas como ATM y ATR,
que actuan como nodos centrales de la DDR.
Estas proteinas coordinan la activacion de
puntos de control del ciclo celular, la repara-
cion del ADN y, en casos de daio irreparable,
la activacion de programas de muerte celular
(4).

Ademas, mecanismos como la proteccion de
la horquilla de replicacion han emergido como
elementos clave en la respuesta al estrés ge-
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Figura 4. Reparacion de roturas de doble cadena
mediante recombinacion homologa (HR).
(A) Generacion de una rotura de doble cadena en el
ADN. (B) Activacion de la respuesta al dafio mediante
ATM y reclutamiento del complejo MRN (MRE11-
RAD50-NBS1). (C) Procesamiento nucleolitico de los
extremos del ADN y generacion de extremos 3’
monocatenarios. (D) Formacion del filamento
nucleoproteico mediado por RAD51 y proteinas
asociadas, incluyendo BRCA1, BRCA2 y paralogos
como XRCC3. (E) Busqueda de homologia e invasion
de cadena en la cromatida hermana. (F) Sintesis de
ADN utilizando la secuencia homoéloga como molde.
(G) Resolucion de la estructura intermedia y
finalizacion de la reparacion (van Gent, et al. 2001).
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notoxico, especialmente en células tumorales
con alta proliferacion. La desregulacion de
estos procesos contribuye a la acumulacion de
dano en el ADN y favorece la evolucion tumo-
ral.

En este contexto, las alteraciones en la DDR
no solo participan en la iniciacion del cancer,
sino que también determinan la respuesta a te-
rapias basadas en dano gendmico. Defectos en
la recombinacion homdloga generan vulnerabi-
lidades especificas que pueden ser explotadas
mediante estrategias de letalidad sintética,
como el uso de inhibidores de PARP (3,4).

5. DE POLIMORFISMOS EN GENES DE REPARA-
CION A DEFICIENCIA EN RECOMBINACION HO-
MOLOGA (HRD)

Los estudios iniciales sobre la variabilidad ge-
nética en genes implicados en la reparacion
del ADN se centraron en el analisis de polimor-
fismos funcionales en componentes de la re-
combinacion homologa, como XRCC3, NBS1 'y
BRCA2. Estas variantes fueron inicialmente in-
vestigadas como posibles determinantes de
susceptibilidad tumoral y moduladores de la
respuesta celular al dano genomico.
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En este contexto, trabajos pioneros demos-
traron que determinadas variantes genéticas
podian influir en la acumulacion de dafno in-
ducido por carcinogenos y en la aparicion de
patrones mutacionales especificos. En parti-
cular, el analisis de polimorfismos en genes de
recombinacion homologa en pacientes con
cancer de pulmon reveld una asociacion signi-
ficativa entre la variante NBS1-185Gln y la
presencia de mutaciones en TP53, especial-
mente transversiones caracteristicas del dano
inducido por el tabaco (5). Estos hallazgos
aportaron evidencia temprana de que la efi-
ciencia de los sistemas de reparacion del ADN
puede modular tanto la estabilidad gendémica
como la naturaleza del paisaje mutacional tu-
moral.

Sin embargo, los enfoques basados en genes
individuales resultaron insuficientes para cap-
turar la complejidad funcional de la respuesta
al dano en el ADN (DDR). En los altimos aios,
este paradigma ha evolucionado hacia el con-
cepto de deficiencia en recombinacion homo-
loga (HRD), que integra alteraciones en
multiples componentes de la via en un estado
funcional comun (Figura 5).

Genética Polimorfismos en genes HR (XRCC3, NBS1,
BRCA2)
Funcién [ Alteracion funcional de la DDR ]

Deficiencia en recombinaciéon homdloga (HRD)

Consecuencia

Inestabilidad gendmica

4

Clinica Sensibilidad a terapias (PARP / platino)

+

Vs

Evolucion
.

Resistencia adaptativa tumoral

~

7

Figura 5. Transicion conceptual desde polimorfismos en genes de reparacion del ADN hacia un estado funcional
de deficiencia en recombinacion homéloga (HRD). Los polimorfismos en genes clave de la recombinacion
homologa pueden generar alteraciones funcionales en la respuesta al dafio en el ADN (DDR), que convergen en
un estado de HRD. Este estado se asocia con inestabilidad genémica, condiciona la sensibilidad a terapias basadas
en dafio en el ADN y favorece la aparicion de mecanismos de resistencia adaptativa.
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La HRD se caracteriza por una incapacidad
de las células tumorales para reparar de ma-
nera eficiente las roturas de doble cadena me-
diante recombinacion homologa, lo que
conduce a la acumulacién de alteraciones ge-
nomicas especificas, incluyendo inestabilidad
cromosomica y firmas mutacionales caracte-
risticas. Es importante destacar que la HRD no
se limita a mutaciones en BRCA1 o BRCA2, sino
que puede surgir como consecuencia de alte-
raciones en diversos genes o de mecanismos
regulatorios que afectan a la funcionalidad
global de la via.

Desde el punto de vista clinico, la HRD ha
adquirido un papel central como biomarcador
predictivo de respuesta a terapias basadas en
dano en el ADN. La incapacidad para reparar
adecuadamente estas lesiones genera una de-
pendencia de vias alternativas de reparacion,
lo que puede ser explotado mediante estrate-
gias de letalidad sintética, como el uso de in-
hibidores de PARP (3,4).

No obstante, esta vulnerabilidad no es esta-
tica. Las células tumorales pueden desarrollar
mecanismos de resistencia mediante la restau-
racion parcial de la recombinacion homologa,
mutaciones reversoras o la estabilizacion de la
horquilla de replicacion. Estos procesos refle-
jan la plasticidad de la DDR y su papel central
en la adaptacion tumoral frente a la presion
terapéutica.

En este contexto, los estudios iniciales ba-
sados en polimorfismos, incluyendo los reali-
zados en genes como NBS1, XRCC3 y BRCA2,
pueden reinterpretarse como aproximaciones
tempranas a la identificacion de estados fun-
cionales de deficiencia en la reparacion del
ADN. Asi, la variabilidad genética en estos
genes no solo influye en la susceptibilidad tu-
moral, sino también en la respuesta terapéu-
tica y en la evolucion de la enfermedad.

6. REPARACIQN DEL ADN COMO VULNERABI-
LIDAD TERAPEUTICA EN CANCER DE PULMON

La dependencia de las células tumorales de
mecanismos especificos de reparacion del ADN
constituye una vulnerabilidad terapéutica
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clave que ha sido ampliamente explotada en
oncologia en los ultimos anos. En el cancer de
pulmén, caracterizado por una elevada carga
mutacional y exposicion a dano genomico, las
alteraciones en la respuesta al dano en el ADN
(DDR) no solo contribuyen a la carcinogénesis,
sino que también generan oportunidades tera-
péuticas basadas en la explotacion de estas
deficiencias.

Uno de los ejemplos mas paradigmaticos es
el uso de compuestos de platino, como cispla-
tino o carboplatino, que inducen enlaces cru-
zados en el ADN y generan roturas de doble
cadena durante la replicacion. La eficacia de
estos tratamientos depende en gran medida
de la capacidad de las células tumorales para
reparar dicho dano mediante recombinacion
homologa. En este contexto, los tumores con
deficiencia en recombinacion homologa (HRD)
presentan una mayor sensibilidad a estos
agentes, lo que ha sido ampliamente demos-
trado en diferentes tipos tumorales, inclu-
yendo el cancer de pulmoén (3,15).

El desarrollo de inhibidores de PARP (poly
ADP-ribose polymerase) ha supuesto un avance
significativo en la explotacion terapéutica de
la DDR. PARP1 desempena un papel fundamen-
tal en la reparacion de roturas de cadena sim-
ple, y su inhibicién conduce a la acumulacion
de lesiones que, durante la replicacion, se
convierten en roturas de doble cadena. En cé-
lulas con una recombinacion homologa funcio-
nal, estas lesiones pueden ser reparadas; sin
embargo, en células con HRD, la incapacidad
para resolver este dano conduce a la muerte
celular, un fenomeno conocido como letalidad
sintética (16,17).

Ademas de PARP, otras dianas de la DDR han
emergido como estrategias terapéuticas pro-
metedoras. Entre ellas destacan las quinasas
ATR y CHK1, que desempenan un papel central
en la respuesta al estrés replicativo. La inhi-
bicion de estas proteinas puede potenciar el
dano en el ADN y aumentar la eficacia de tra-
tamientos citotoxicos, especialmente en tu-
mores con alta proliferacion y alteraciones en
los puntos de control del ciclo celular (18).
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No obstante, la eficacia de estas estrategias
esta condicionada por la plasticidad de los sis-
temas de reparacion del ADN. Las células tu-
morales pueden desarrollar multiples
mecanismos de resistencia, incluyendo la res-
tauracion parcial de la recombinacion homo-
loga mediante mutaciones reversoras en genes
como BRCA1 o BRCA2, la pérdida de factores
que regulan la eleccion de la via de reparacion
o la estabilizacion de la horquilla de replica-
cion (17). Estos mecanismos limitan la eficacia
a largo plazo de las terapias dirigidas a la DDR
y subrayan la necesidad de estrategias combi-
nadas.

En este contexto, la integracion de biomar-
cadores funcionales, como el estado HRD o las
firmas mutacionales, resulta esencial para op-
timizar la seleccion de pacientes y mejorar la
eficacia terapéutica. Como se ilustra en la Fi-
gura 6, la interaccion entre deficiencias en la
reparacion del ADN, tratamiento y adaptacion

[ Alteracion DDR / HRD J
[ Acumulaciéon de dano en el ADN J

|

Tratamientos: - Platino - PARP -

ATR/CHK1
[ Muerte celular (letalidad sintética) J
Resistencia: - Restauracion HR -
Proteccién de horquilla - Adaptacion
tumoral

Figura 6. Explotacion terapéutica de la deficiencia
en reparacion del ADN y desarrollo de resistencia.
Las alteraciones en la respuesta al dafio en el ADN
generan vulnerabilidades que pueden ser
explotadas mediante tratamientos como
compuestos de platino, inhibidores de PARP o
inhibidores de ATR/CHK1. En tumores con
deficiencia en recombinacion homologa, estas
estrategias inducen letalidad sintética. Sin
embargo, la plasticidad tumoral permite la
aparicion de mecanismos de resistencia que limitan
la eficacia terapéutica.

DNA repair and drug resistance in lung cancer
236 Pedro Medina Vico

IANALESI

RANF

—

www.analesranf.com

tumoral define un proceso dinamico que con-
diciona tanto la respuesta inicial como la apa-
ricion de resistencia.

7. MECANISMOS DE RESISTENCIA A TERAPIAS
DIRIGIDAS A LA DDR

A pesar del éxito inicial de las terapias dirigi-
das a la respuesta al dano en el ADN (DDR), la
aparicion de resistencia constituye una limita-
cion significativa para su eficacia a largo
plazo. Los tumores presentan una notable ca-
pacidad de adaptacion frente a la presion te-
rapéutica, lo que conduce a la reprogramacion
de los mecanismos de reparacion del ADN y a
la restauracion de la viabilidad celular.

Uno de los mecanismos mas relevantes es la
restauracion funcional de la recombinacion
homédloga. En tumores con alteraciones en
genes como BRCA1 o BRCA2, se han descrito
mutaciones reversoras que permiten recupe-
rar parcialmente la actividad de estas protei-
nas, reduciendo la sensibilidad a inhibidores
de PARP y a compuestos de platino (17). De
forma similar, la pérdida de factores regula-
dores de la eleccion de la via de reparacion
puede favorecer el uso de recombinacion ho-
mologa en lugar de mecanismos alternativos
mas propensos al error.

Otro mecanismo clave es la estabilizacion
de la horquilla de replicacion. Las células tu-
morales pueden adquirir la capacidad de pro-
teger las estructuras replicativas frente al
colapso inducido por estrés genotoxico, evi-
tando asi la generacion de roturas de doble ca-
dena y reduciendo la dependencia de la
recombinacion homaologa (18). Este proceso
representa una via alternativa de resistencia
que no implica necesariamente la restauracion
directa de la HR.

Ademas, la activacion de vias compensato-
rias de reparacion del ADN, asi como cambios
en la regulacion del ciclo celular, pueden con-
tribuir a la tolerancia al dafo genomico. La so-
breexpresion de proteinas implicadas en la
DDR o la alteracién de puntos de control del
ciclo celular permiten a las células tumorales
sobrevivir en condiciones de dano persistente.
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8. IMPLICACIONES CLINICAS Y MEDICINA PER-
SONALIZADA

La creciente comprension de la DDR y de la
deficiencia en recombinacion homologa (HRD)
ha tenido un impacto significativo en el des-
arrollo de estrategias de medicina personali-
zada en oncologia. La identificacion de
biomarcadores funcionales que reflejen el es-
tado de los sistemas de reparacion del ADN re-
sulta clave para optimizar la seleccion de
pacientes y mejorar la eficacia de los trata-
mientos.

En este contexto, el estado HRD ha emer-
gido como un biomarcador predictivo de res-
puesta a terapias basadas en daio genémico,
incluyendo compuestos de platino e inhibido-
res de PARP. Sin embargo, su evaluacion pre-
senta desafios importantes, ya que la HRD no
depende exclusivamente de mutaciones en
genes especificos, sino de la funcionalidad glo-
bal de la via de recombinacién homologa.

El analisis de firmas mutacionales, patrones
de inestabilidad genomica y alteraciones en
multiples genes de la DDR esta siendo incor-
porado progresivamente en la practica clinica
para una caracterizacion mas precisa de los
tumores. En el cancer de pulmoén, donde la he-
terogeneidad molecular es elevada, este en-
foque integrado resulta especialmente
relevante.

Asimismo, la integracion de datos genomi-
cos, transcriptémicos y funcionales permitira
en el futuro una mejor estratificacion de los
pacientes y la identificacion de combinaciones
terapéuticas mas eficaces. En este sentido, los
estudios iniciales basados en polimorfismos en
genes de reparacion del ADN pueden conside-
rarse precursores de las actuales estrategias
de caracterizacion molecular.

No obstante, la implementacion clinica de
estos enfoques requiere la estandarizacion de
métodos de analisis, la validacion de biomar-
cadores y la integracion de estos datos en la
toma de decisiones clinicas.
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9. CONCLUSIONES

El cancer de pulmon representa un modelo pa-
radigmatico de tumor caracterizado por una
elevada inestabilidad genomica y una fuerte
dependencia de los sistemas de reparacion del
ADN. La interaccion entre exposicion a carci-
nogenos, generacion de dafo gendémico y efi-
ciencia de la respuesta al dano en el ADN
(DDR) define tanto la evolucion tumoral como
la respuesta a los tratamientos.

Los estudios iniciales sobre polimorfismos en
genes de recombinacion homaloga, incluyendo
XRCC3, NBS1y BRCAZ2, proporcionaron eviden-
cias tempranas del papel de la variabilidad ge-
nética en la modulaciéon de la respuesta al
dano en el ADN y en la configuracion del pai-
saje mutacional tumoral. Estos hallazgos han
evolucionado hacia el concepto de deficiencia
en recombinacion homologa (HRD), que inte-
gra alteraciones funcionales de la DDR en un
marco conceptual comun con importantes im-
plicaciones clinicas.

La explotacion terapéutica de estas vulne-
rabilidades, mediante el uso de compuestos de
platino, inhibidores de PARP y otras estrate-
gias dirigidas a la DDR, ha abierto nuevas opor-
tunidades en el tratamiento del cancer de
pulmon. Sin embargo, la plasticidad tumoral y
la aparicion de mecanismos de resistencia re-
presentan desafios significativos que requie-
ren un enfoque integrado y dinamico.

En este contexto, el desarrollo de biomar-
cadores funcionales y la implementacion de
estrategias de medicina personalizada seran
esenciales para optimizar la eficacia terapéu-
tica y mejorar el pronostico de los pacientes.
La comprension profunda de los mecanismos
de reparacion del ADN y su interaccion con la
farmacorresistencia constituye, por tanto, un
elemento clave en el avance hacia una onco-
logia de precision.

Reparacion del ADN y farmacorresistencia
en cancer de pulmon
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RESUMEN

La inversion en I+D se traduce en un multiplicador econémico positivo,
donde cada unidad monetaria invertida genera entre $1.5 y $3.0 en
crecimiento del PIB, impulsando la productividad, la innovacion
empresarial y la creacion de empleo de alto valor. La intensidad
investigadora global a nivel mundial (gasto en I+D respecto al PIB) rondaba
el 2,7 % en 2024, con lideres destacados como Israel (6,8 %) y Corea del
Sur (5,1 %), seguidos por Japoén (3,6 %), Suecia (3,6 %), Estados Unidos (3,4
%), Bélgica (3,4 %), Austria (3,3 %), Finlandia (3,2 %), Alemania (3,1 %) y
Dinamarca (3,0 %); en China era del 2,7 % y en la Union Europea del 2,2 %
(en Espana el 1,5 %). El retorno economico de la inversion en investigacion
cientifica se manifiesta principalmente como beneficios directos (patentes,
spin-offs y comercializacion de productos), indirectos (transferencia
tecnoldgica e 1+D corporativa) y sociales (ahorros en salud y mejora de
capital humano). La métrica mas usadas por los economistas para calcular
el retorno economico a corto plazo es el retorno de inversion (ROI; return
on investment), mientras que a largo plazo se utilizan otras métricas tales
como la Tasa Interna de Rentabilidad (TIR) y el Valor Actual Neto (VAN). En
la investigacidn cientifica publica, el TIR se evalla calculando el impacto
socioeconomico frente al presupuesto estatal, de ahi que los estudios
economicos suelen evaluar lo que se conoce como Retorno Social de la
Inversion (RSI) en lugar de la TIR financiera pura. El retorno econémico de
la investigacion cientifica en Estados Unidos se estima en $2.56 de actividad
economica por cada dolar invertido en investigacion biomédica federal,
con retornos historicos que alcanzan el 150% al 300% de la inversion inicial.
En China, la Tasa Social de Retorno (TSR) de la investigacion basica y
aplicada a nivel global oscila entre el 50 % y el 100 %. Por cada euro que la
Unidn Europea invierte en su programa marco de investigacion, se generan
hasta 11 euros en crecimiento del PIB a largo plazo y 6 euros en valor social.
Ademas, cada euro inyectado en empresas innovadoras atrae mas de tres
euros adicionales procedentes de inversores privados. En el caso concreto
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de Espana, el retorno economico de la investigacion cientifica se sitla en
un multiplicador estimado de 1,2 a 3 euros por cada euro invertido. Cada
libra esterlina de inversion publica en 1+D en Gran Bretana genera 2 libras
esterlinas de inversion privada y 7 libras esterlinas en beneficios economicos
a través de avances en habilidades, bienes y servicios.

ABSTRACT

Investment in R&D translates into a positive economic multiplier, where
each monetary unit invested generates between $1.5 and $3.0 in GDP
growth, boosting productivity, business innovation, and the creation of
high-value jobs. Global research intensity (R&D spending as a percentage
of GDP) was around 2.7% in 2024, with leading countries such as Israel
(6.8%) and South Korea (5.1%), followed by Japan (3.6%), Sweden (3.6%),
the United States (3.4%), Belgium (3.4%), Austria (3.3%), Finland (3.2%),
Germany (3.1%), and Denmark (3.0%). In China, it was 2.7%, and in the
European Union, 2.2% (1.5% in Spain). The economic return on investment
in scientific research manifests primarily as direct benefits (patents, spin-
offs, and product commercialization), indirect benefits (technology
transfer and corporate R&D), and social benefits (savings in healthcare and
improvements in human capital). The metric most commonly used by
economists to calculate short-term economic returns is return on
investment (ROI), while in the long term, other metrics such as internal
rate of return (IRR) and net present value (NPV) are used. In publicly
funded scientific research, the IRR is evaluated by calculating the
socioeconomic impact against the state budget; therefore, economic
studies often assess what is known as the social return on investment (SROI)
rather than the pure financial IRR. The economic return on scientific
research in the United States is estimated at $2.56 of economic activity
for every dollar invested in federal biomedical research, with historical
returns reaching 150% to 300% of the initial investment. In China, the Social
Rate of Return (SRR) for basic and applied research globally ranges from
50% to 100%. For every euro the European Union invests in its research
framework program, up to 11 euros in long-term GDP growth and 6 euros
in social value are generated. Furthermore, every euro invested in
innovative companies attracts more than three additional euros from
private investors. In Spain, the economic return on scientific research is
estimated at a multiplier of 1.2 to 3 euros for every euro invested. Every
pound of public investment in R&D in Great Britain generates 2 pounds of
private investment and 7 pounds in economic benefits through
advancements in skills, goods, and services.
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1. INTRODUCCION. COSTE Y VALOR DE LA
CIENCIA

Segun la Ultima Encuesta de Percepcion Social
de la Ciencia y la Tecnologia, realizada en
2025 para la Fundacion Espanola para la Cien-
cia y la Tecnologia (FECYT), la ciudadania es-
panola valora positivamente el papel de la
ciencia, aunque demanda una mayor cercania
y conexion con la sociedad (1). Concreta-
mente, el 76 % de la poblacion declara confiar
en la investigacion cientifica; asimismo, un
79 % considera que los resultados de la inves-
tigacion financiada con fondos publicos deben
estar disponibles para todos de forma gratuita
e incluso el 82 % afirma que la inversion pu-
blica en ciencia y tecnologia deberia aumen-
tar. Pese a ello, algunos ciudadanos opinan
que la investigacion “es cara” o “una pérdida
de dinero”, lo que se relaciona con el desco-
nocimiento de los procesos cientificos y una
inadecuada e insuficiente divulgacion.

;Quién dijo que la inversion publica en inves-
tigacion no produce beneficios economicos?
Entre las personas peor informadas es fre-
cuente escuchar que “la investigacion cienti-
fica es un lujo que la economia de los paises
no se puede permitir y que ese gasto solo be-
neficia a los investigadores académicos e im-
pide que se pueda aplicar a otros sectores mas
prioritarios para la poblacion”. Argumentos
como éste son, por desgracia, cada vez mas
replicados en el mundo de la politica y trans-
mitidas como dogmas econdémicos a un publico
sediento de aseveraciones vibrantes, aunque
sean falsas.

Francis Collins trabajé durante mas de 30
anos en los NIH (National Institutes of Health)
de Estados Unidos, 12 de ellos como director,
y liderd en el ano 2000 el consorcio interna-
cional que completo el primer borrador del
Proyecto Genoma Humano (PGH). En octubre
de 2011, Collins inauguro en Washington el
35th Annual Symposium on Biomedical and
Health Informatics con una ponencia en la que
afirmé que «en los diez anos transcurridos
desde que se completo la secuenciacion del

An. R. Acad. Farm.
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genoma, el retorno econémico se tradujo en
una rentabilidad de la inversion de 141:1; una
inversion de 3.000 millones de dolares genero
un crecimiento econémico de 790.000 millo-
nes de dodlares” (2). Sin embargo, mas alla de
este espectacular resultado econdémico, Co-
llins recordaba el PGH como un momento ma-
ravilloso: “poder decirle al mundo que ahora
tenemos en nuestras manos, y es de acceso
publico, aproximadamente el 90% de las ins-
trucciones de nuestro ADN. Se siente como
cruzar un puente muy importante hacia el fu-
turo. Nunca tendremos que volver a un lugar
donde no lo supiéramos antes”. Y, como todo
gran hombre, la humildad de Collins le llevo a
expresar publicamente su “increible gratitud
a los 2.400 cientificos de seis paises que tra-
bajaron para que esto sucediera. Sin preocu-
parse por quién se llevaria el crédito,
aceptando altos estandares de precision en la
informacion y compartiéndola por completo”.

Quiza el corolario de esta introduccion po-
dria ser que aunque la investigacion siempre
es costosa, se da la paradoja de que ahorrar
este coste provoca pobreza econémica y - lo
que no es menos importante - cultural. La in-
vestigacion es cara, pero su ausencia lo es
mucho mas: no solo genera riqueza economica
(retorno economico y social exponencialmente
aumentado de la inversion publica realizada
por la sociedad), sino que permite universali-
zar un conocimiento amplio y riguroso, lo que
es indispensable para el progreso generalizado
y el ejercicio de las libertades individuales y
colectivas; por tanto, tiende a restar poder a
los tiranos - aunque sea a medio o largo plazo
- y posibilidades a aquellos que aspiran a lle-
gar a serlo.

2. INVESTIGACION BASICA, APLICADAY TRAS-
LACIONAL

Es frecuente leer o escuchar en los medios ge-
nerales de comunicacion, e incluso en algunos
académicos, como se diferencia la investiga-
cion cientifica en dos grandes apartados, in-
vestigacion basica e investigacion aplicada.

El retorno economico y social de la inversion en
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La investigacion bdsica, muchas veces mencio-
nada también como pura o fundamental,
busca descubrir, confirmar, refutar u optimizar
los principios cientificos - leyes matematiza-
das - que permiten comprender sistematica-
mente y predecir con el mejor grado posible
de exactitud y precision cualquier elemento o
fenomeno observable y mensurable. En este
sentido, conviene recordar que la medicion es
un integrante esencial de la ciencia, uno de
sus sellos distintivos, fuente primaria de cono-
cimiento e imprescindible nexo de unioén entre
teoria y experimentacion, lo que permite que
se retroalimenten reciprocamente y mejoren
continuamente (3).

Por su parte, el término de investigacion
aplicada se suele emplear para describir el
proceso de desarrollo de procedimientos, téc-
nicas, dispositivos, maquinas o cualquier otra
cosa susceptible de ser empleadas para ejecu-
tar actividades que intervengan o modifiquen
fenomenos especificos.

Sin embargo, la realidad cientifica resulta
casi siempre demasiado compleja como para
delimitar en la mayoria de casos los ambitos
de cada investigacion, por lo que el significado
de los términos bdsica y aplicada es amplia-
mente desbordado, cuando no solapado. Por
eso, entre otras numerosas e importantes ra-
zones, cada vez esta recibiendo una mayor
atencion lo que se conoce como investigacion
traslacional o ciencias de transferencia, cuyo
objetivo es conectar directamente la investi-
gacion basica con la aplicada o tecnoldgica; es
decir, traducir una ley o principio cientifico
fundamental en algo que sea directamente
utilizable por la sociedad, mas alla del ex-
traordinario valor intrinseco de la expansion y
mejora del conocimiento. Un elemento cons-
titutivo de la ciencia traslacional es lo que co-
noce como “prueba de concepto” (del inglés
proof of concept o simplemente PoC), consis-
tente en la realizacion en forma muy simple,
resumida o incluso incompleta, de un meca-
nismo - fisico, quimico, electronico, econo-
mico o de cualquier otra indole - susceptible
de ser explotada de una manera util, con el
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fin primordial de demostrar que ese meca-
nismo, técnica o producto simplemente es po-
sible, sin que ello pueda ser considerado como
un prototipo inicial encaminado a la produc-
cion, pero sin el que esta Ultima no seria po-
sible.

Aunque la ciencia traslacional es fundamen-
tal en cualquier ambito de la investigacion
cientifica y tecnoldgica, es de particular rele-
vancia en las ciencias biosanitarias como, por
ejemplo, el desarrollo de mejores o nuevas in-
tervenciones diagnodsticas, preventivas, cura-
tivas o paliativas, y en no menor medida
trasladar tales mejoras al conjunto de la po-
blacion. Es tan importante la ciencia trasla-
cional en biomedicina que su ausencia o
fracaso es uno de los factores mas determi-
nantes para el freno de la salud publica a cual-
quier nivel y también de la salud personal. Sin
embargo, el problema esta, muchas veces, en
cuestiones que no tienen nada que ver con la
investigacion cientifica. Asi, el cardidlogo Vic-
tor J. Dzau utiliza el término “valle de la
muerte traslacional” (translational valley of
death) para referirse al vacio por el que los
avances en la investigacion basica no logran
traducirse en una tecnologia accesible, debido
a las incertidumbres de la puesta en marcha,
de la eficiencia y de la demanda del mercado,
que estan ligadas a la falta de financiacion o
de retorno economico (4).

Es obvio que esto dificulta o impide que al-
gunos descubrimientos de utilidad sanitaria
potencialmente critica lleguen a las poblacio-
nes mas necesitadas. Aunque se han apuntado
algunas posibles soluciones, como los medica-
mentos huérfanos para ciertas enfermedades
raras mediante estimulos publicos para su in-
vestigacion, desarrollo y distribucion, lo cierto
es que, junto con medidas que disminuyan las
incertidumbres de caracter econémico, la co-
munidad cientifica - la académica, en particu-
lar - debe intensificar su esfuerzo para
mejorar y ampliar las ciencias de la trasferen-
cia, tanto en su divulgacion como en su des-
arrollo e implantacion practica. Para ello, se
ha propuesto (5) dar prioridad a una mayor au-
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tonomia operativa para universidades y cen-
tros publicos de investigacion, acompanada
por rendicion de cuentas centrada en resulta-
dos, asi como una inversion sostenida en ca-
pacidades que permitan la conexion entre
ciencia y empresa. Todo ello requiere un
nuevo pacto entre la ciencia y la sociedad, ba-
sado en el entendimiento entre todos los ac-
tores del sistema mediante un acuerdo que
comprometa a perseguir impactos sociales
como contraparte de un apoyo mas estable y
predecible.

3. RETORNO ECONOMICO Y SOCIAL DE LA IN-
VESTIGACION CIENTIFICA A ESCALA MUNDIAL

El retorno econémico de la investigacion cien-
tifica y el desarrollo (1+D) ha sido objeto de
muy diversos analisis por parte de organizacio-
nes internacionales, como la OCDE. La conclu-
sion general es que la inversion en |+D se
traduce en un multiplicador econémico posi-
tivo, donde cada unidad monetaria invertida
genera entre $1.5 y $3.0 en crecimiento del
PIB, impulsando la productividad, la innova-
cion empresarial y la creacion de empleo de
alto valor (6).

Para la OCDE, la financiacion publica directa
(subvenciones o compras publicas) tiene un
efecto multiplicador directo en el sector em-
presarial, de modo que cada unidad monetaria
publica invertida suele estimular entre 1,5y
1,7 unidades en investigacion adicional finan-
ciada por empresas. Asimismo, los incentivos
tributarios reducen los pasivos fiscales de las
empresas innovadoras en un promedio del
35%. Sin embargo, como la propia OCDE se-
nala, deben disenarse cuidadosamente para
evitar que las empresas simplemente sustitu-
yan fondos directos por deducciones.

La intensidad investigadora global de los pa-
ises de la OCDE (gasto en I+D respecto al PIB)
rondaba el 2,7 % en 2024 (7), con lideres des-
tacados como Israel (6,8 %) y Corea del Sur
(5,1 %), seguidos a bastante distancia por
Japon (3,6 %), Suecia (3,6 %), Estados Unidos
(3,4 %), Bélgica (3,4 %), Austria (3,3 %), Fin-
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landia (3,2 %), Alemania (3,1 %) y Dinamarca
(3,0 %); en Espana era del 1,5%. Por su parte,
el gasto total de China en investigacion y des-
arrollo (I1+D) representé el 2,7 % de su PIB en
2024, superando la barrera de los 3,6 billones
de yuanes (500.000 millones de ddlares).

La OCDE indica que los resultados econémi-
cos de los paises con mayores tasas de gasto
en |+D demuestran que la inversion sostenida
mitiga los estancamientos economicos y ase-
gura la competitividad a largo plazo (8). Ade-
mas, el retorno mas amplio no solo es
comercial, sino que se manifiesta en progreso
tecnologico, capital humano y patentes. En
definitiva, el retorno econémico de la investi-
gacion cientifica se manifiesta como benefi-
cios directos (patentes, spin-offs vy
comercializacion de productos), indirectos
(transferencia tecnologica e I+D corporativa)
y sociales (ahorros en salud y mejora de capi-
tal humano).

Los retornos directos (y comerciales) se
producen a través de la valorizacion de la pro-
piedad intelectual; es decir, ingresos genera-
dos por la concesion de licencias, regalias
(royalties) y patentes a empresas del sector
privado, asi como mediante la creacion de em-
presas de base tecnologica (EBT) o spin-offs
(proyectos, productos o empresas que derivan
de otro principal ya existente), la generacion
de nuevas companias nacidas en el seno de
universidades o centros de investigacion para
comercializar descubrimientos especificos.
Asimismo, se consiguen retornos economicos
sustanciales atrayendo inversion extranjera
con centros de innovacion corporativos, lo que
se traduce en inyecciones de capital al tejido
empresarial local.

Por su parte, los retornos indirectos (y pro-
ductivos) proviene principalmente de la me-
jora de la productividad, consecuencia de la
optimizacion basada en la ciencia de los pro-
cesos industriales, la reduccion de costes ope-
rativos y la aceleracion de la transformacion
digital o ecoldgica. Pero, asimismo, el conoci-
miento cientifico basico reduce el riesgo y el
coste de la investigacion y desarrollo (I+D) que
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realizan las propias empresas y cada unidad
monetaria invertida en investigacion dinamiza
a multiples sectores adyacentes, tales como
manufacturacion especializada o consultoria.

Finalmente, los retornos sociales de la in-
vestigacion cientifica proceden esencialmente
de la formacion de talento especializado (ca-
pital humano), induciendo y facultando la for-
macion de  profesionales  altamente
cualificados (investigadores, ingenieros y téc-
nicos) que elevan el valor general del mercado
laboral y la competitividad de las empresas
que los contratan. En el ambito especifico de
la salud publica, la investigacion biomédica
reduce los costes de los tratamientos, dismi-
nuye el absentismo laboral y alarga la espe-
ranza de vida, lo que se traduce en un ahorro
neto para los sistemas de salud y el bienestar
social. Asimismo, el desarrollo de tecnologias
limpias o nuevos materiales evita futuras pér-
didas econdémicas asociadas al cambio clima-
tico o la degradacion ambiental.

;Como se mide este retorno? Una de las mé-
tricas mas usadas por los economistas para la
toma de decisiones de inversiones a corto
plazo es el retorno de inversion (ROI; return
on investment), mientras que en las inversio-
nes a largo plazo se utilizan otras métricas
tales como el Valor Actual Neto (VAN) y la Tasa
Interna de Rentabilidad (TIR). El ROI es fre-
cuentemente empleado en informes de insti-
tuciones como la Comision Europea o la OCDE
y mide la rentabilidad de una inversion, cal-
culando el porcentaje de beneficio que se ob-
tiene por cada euro invertido, lo que permite
evaluar la eficacia de las inversiones y tam-
bién orienta decisiones estratégicas para al-
canzar objetivos empresariales (9). Sin
embargo, el ROl no considera el factor
tiempo, tratando igual la ganancia obtenida
hoy como la que se obtendra dentro de diez
anos; es, tal como se indico anteriormente,
una métrica solo Gtil para medir la eficiencia
de acciones puntuales o a corto plazo. Para
medir la rentabilidad de los proyectos cienti-
ficos a largo plazo se emplean otras métricas
economicas como la Tasa Interna de Retorno
(TIR).
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En términos econdmicos empresariales, la
Tasa Interna de Retorno (TIR) permite calcular
la rentabilidad porcentual que generara un
proyecto considerando todos sus futuros flujos
economicos y el valor temporal del dinero,
comparando objetivamente distintas opciones
financieras y de inversion, cada una con sus
costes, plazos y beneficios previstos. La TIR
traduce todos esos datos en términos de ren-
tabilidad porcentual, lo que permite evaluar
la capacidad intrinseca de un proyecto para
generar valor por si mismo. El Valor Actual
Neto (VAN) calcula el valor monetario total
que un proyecto genera, pero a diferencia de
la TIR, el resultado se expresa en una cifra ab-
soluta de dinero monetarizado (euros, doéla-
res, etc.).

Actualmente, y después de mas de una dé-
cada de rendimientos decrecientes en |+D far-
macéutica, la tendencia cambio en 2024 y
continud en 2025. El 16° analisis anual de la
empresa de analisis Deloitte sobre las 20 prin-
cipales companias biofarmacéuticas sitla la
TIR proyectada en un 7,0 % para 2025, frente
al 5,9 % de 2024, lo que supone la historia de
innovacion farmacéutica mas solida en una dé-
cada. No obstante, al considerar especifica-
mente a los agonistas del receptor GLP-1
empleados para tratar la diabetes tipo 2 y que
han revolucionado el manejo de la obesidad,
la situacion es mas selectiva ya que si se ex-
cluyen estos, la TIR cae al 2,9 %, incluso por
debajo de la cifra comparable sin agonistas de
GLP-1 del 3,8 % del ano anterior (10).

En la investigacion cientifica publica, el TIR
se evalla calculando el impacto socioecono-
mico frente al presupuesto estatal, de ahi que
los estudios economicos suelen evaluar lo que
se conoce como Retorno Social de la Inversion
(RSI) en lugar de la TIR financiera pura, debido
a los largos plazos y beneficios intangibles de
la ciencia, como la mejora en la salud pUblica,
el avance del conocimiento y la creacion de
empleo. En este sentido, se estima que la in-
vestigacion cientifica publica suele generar
una tasa de retorno social estimada entre el
20% y el 60%, que en el caso de la ciencia ba-
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sica e investigacion fundamental oscila entre
el 20% y el 40%, mientras que investigacion
aplicada y transferencia tecnoldgica las tasas
son mas altas, superando a menudo superan el
50% debido al efecto de la comercializacion
directa de patentes o innovaciones.

4. ESTADOS UNIDOS

El retorno econémico de la investigacion cien-
tifica en Estados Unidos se estima en 2.56 $
de actividad econdémica por cada dolar inver-
tido en investigacion biomédica federal, con
retornos historicos que alcanzan el 150% al
300% de la inversion inicial (11). Solo la inves-
tigacion biomédica financiada por los National
Institutes of Health (NIH) cataliza mas de 94
mil millones $ anuales en nueva actividad eco-
nomica a nivel nacional y los fondos federales
de investigacion sostienen cientos de miles de
puestos de trabajo directos e indirectos (las
becas del NIH soportan a mas de 400.000 em-
pleos anuales). En el sector privado cada dolar
invertido publicamente en investigacion cli-
nica estimula casi 2.35 $ en investigacion y
desarrollo (I1+D) por parte de la industria a los
pocos anos, mientras que en investigacion ba-
sica puede estimular hasta 8.38 $ (12).

5. CHINA

El retorno econémico de la investigacion cien-
tifica en China se refleja en su rapida transi-
cion hacia una superpotencia tecnoldgica y en
su autosuficiencia estratégica. El gasto nacio-
nal en Investigacion y Desarrollo (I+D) superd
los 3,92 billones de yuanes (unos 569.000 mi-
llones de ddlares) en 2024, lo que representa
un retorno masivo en patentes, exportaciones
de alto valor y productividad (13).

Sin embargo, no existe una Unica Tasa In-
terna de Retorno (TIR) a nivel macroecono-
mico para la inversion publica en ciencia en
China, ya que el calculo varia drasticamente
por sector, tecnologia y si el retorno es privado
o social. Como alternativa se calcula la Tasa
Social de Retorno (TSR) de la investigacion ba-
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sica y aplicada a nivel global suele oscilar
entre el 50 % y el 100 %.

Se han destacado diferentes indicadores
para justificar el éxito de esta inversion. El
primero es el dominio en patentes y publica-
ciones; ya en 2019 China supero a Estados Uni-
dos en su porcentaje de articulos mas citados
(el 1% superior) y en 2022 alcanzé el primer
puesto a nivel mundial en cuanto a articulos
mas citados en general. En 2024, China supero
a Estados Unidos en el total de publicaciones
cientificas, siendo la primera vez que una na-
cion desbanca el dominio estadounidense
desde que éste superara al Reino Unido en
1948; en ese mismo ano de 2024, China se
puso a la cabeza en el Nature Index, que re-
gistra las publicaciones en las revistas cienti-
ficas mas selectivas del mundo, con una
ventaja del 17 % sobre Estados Unidos en pu-
blicaciones consideradas como referentes de
la excelencia cientifica. También en 2024, las
entidades chinas presentaron aproximada-
mente 1,8 millones de solicitudes de patentes,
tres veces mas que las 603.191 de Estados Uni-
dos (14).

Asimismo, China muestra un fuerte lide-
razgo en sectores de vanguardia; en concreto,
la investigacion aplicada ha generado retornos
billonarios en sectores estratégicos como la in-
teligencia artificial, vehiculos de nueva ener-
gia (NEV), robotica humanoide y biotecnologia
(15). De hecho, los estudios macroeconémicos
sobre el mercado chino estiman que un au-
mento sostenido en I+D impulsa directamente
el crecimiento de la Productividad Total de los
Factores (PTF), el indicador que mide la efi-
ciencia con la que el trabajo y el capital se
combinan para producir bienes y servicios, ac-
tuando como el principal motor de la compe-
titividad industrial del pais (13). Alrededor del
75% del total de la inversion en |+D proviene
del sector corporativo, lo que garantiza una
transferencia tecnoldgica rapida desde el la-
boratorio hasta la comercializacion y fabrica-
cion de productos.

6. UNION EUROPEA
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Por cada euro que la Union Europea invierte
en su programa marco de investigacion, se ge-
neran hasta 11 euros en crecimiento del PIB a
largo plazo y 6 euros en valor social. Ademas,
cada euro inyectado en empresas innovadoras
atrae mas de 3 euros adicionales procedentes
de inversores privados (16). A mitad de su
marco presupuestario, el programa insignia de
la UE, el programa Horizonte Europa (Horizon
Europe) ha financiado mas de 15.000 proyec-
tos y respaldado mas de 30 premios Nobel en
las Gltimas cuatro décadas. Segln la propia
Comision Europea, el 80 % de los proyectos del
Consejo Europeo de Investigacion logran avan-
ces revolucionarios.

En 2024, las empresas con sede en la UE re-
gistraron una inversion total en 1+D de 233.800
millones de euros, destacando especialmente
los retornos en sectores donde Europa lidera
el crecimiento de la inversion a nivel mundial,
como el sector de la salud con un incremento
de sus inversiones en I+D del 13%, superando
a otras regiones como Estados Unidos (7,1 %),
Japon (9,1 %) y China (0,1 %). De igual modo,
el sector energético de la UE, especialmente
las empresas centradas en la electricidad y las
energias renovables, experiment6 un aumento
del 19,8 %, superando a competidores globales
como Estados Unidos (6 %), Japon (-14,2 %) y
China (3,8 %).

En general, la intensidad inversora en la UE
se sitia en el 2,24 % de su PIB, lo que equivale
a mas de 400.000 millones de euros anuales.
No obstante, este esfuerzo combinado sigue
estando un 34% por detras de las cifras de Es-
tados Unidos y China, lo que ha motivado pa-
quetes extraordinarios como los 500 millones
de euros para el periodo 2025-2027 orientados
a consolidar a Europa como polo global de
atraccion de talento (18).

En el caso concreto de Espafia, el retorno
economico de la investigacion cientifica se
sitia en un multiplicador estimado de 1,2 a 3
euros por cada euro invertido, impulsando un
sector que registré un maximo historico de
gasto en 1+D de 23.931 millones de euros (el
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1,5% del PIB) en 2023, a través de la creacion
de empleo de alto valor y el aumento de la
productividad. Sin embargo, la inversion glo-
bal y el retorno de la ciencia basica se ven li-
mitados porque el esfuerzo nacional sigue por
debajo (1,5 vs 2,3 % del PIB) de la media de la
Unién Europea (19).

En su informe de 2025, la Fundacion CYD
(21) indica que Espana destaca por su alto ren-
dimiento en la captacion de fondos de inves-
tigacion europeos, obteniendo retornos netos
positivos que compensan parte de la inversion
nacional. Por primera vez, el sector empresa-
rial lidera tanto el origen como la ejecucion
de los fondos de I+D en Espana, financiando
casi la mitad del total invertido. Este factor
acelera el retorno, ya que el tejido privado co-
necta directamente la investigacion con la co-
mercializacion de patentes y productos (20).
Sin embargo, el retorno economico y el gasto
se concentran fuertemente en unas pocas co-
munidades, en especial Pais Vasco (2,4 % de
inversion sobre su PIB regional), Madrid (2,1
%) y Cataluna (1,9 %), liderando la innovacion
y la transferencia tecnologica del pais. Las
universidades publicas siguen siendo las prin-
cipales impulsoras del gasto en 1+D, con el
87,9% del total. En 2023, las empresas desti-
naron 298,9 millones de euros a financiar [+D
universitaria, una cifra que encadena tres
anos de crecimiento sostenido. Por tipo de
universidad, las publicas recibieron 221,3 mi-
llones de euros y las privadas 51,9 millones de
euros.

El aumento de recursos en la I1+D se ha tra-
ducido en un crecimiento del empleo en |+D,
superando los 282.400 profesionales a jornada
completa en 2023, un 25 % mas respecto a
2018. A nivel global, las mujeres representan
el 41 % del personal de I+D, aunque con una
distribucion muy desigual, ya que en la Admi-
nistracion Plblica alcanzan el 54 % y en la en-
sefanza superior el 47 %, mientras que en el
sector empresarial privado solo suponen el 32
%. En 2024 Espaina mantenia una solida contri-
bucion a la ciencia global, generando en torno
al 2,9 % de la produccion mundial y el 4,3% de
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la OCDE, destacando por ser lider en publica-
ciones en acceso abierto (70 %), y su contribu-
cion a la investigacion relacionada con los
Objetivos de Desarrollo Sostenible supera a la
media de la OCDE (33%).

Espana mantuvo en 2024 el noveno puesto
mundial por el volumen de produccion de pu-
blicaciones cientificas y el nimero de publica-
ciones generadas en nuestro pais alcanzo los
126.393 documentos, siendo el nimero de do-
cumentos citables de 115.233, que obtuvieron
en total 131.281 citas. El ranking absoluto fue
liderado por China, Estados Unidos, India y el
Reino Unido. A nivel de la Union Europea, Es-
pana ocupa el tercer lugar por detras de Ale-
mania e lItalia (quinta y sexta en el ranking
mundial) y por delante de Francia. Y en el his-
torico mundial registrado desde el ano 1996,
ocupa el puesto 11 superando la barrera de los
dos millones de publicaciones, con 1,94 millo-
nes de documentos que fueron citados hasta
2024 en mas de 5,2 millones de ocasiones (22).

7. GRAN BRETANA

Tras su salida de la Union Europea, Gran Bre-
tana se ha encontrado con problemas impor-
tantes de financiacion de la investigacion
cientifica, tanto publica como privada. Du-
rante la primera mitad del siglo XX, el Reino
Unido domind en el ranking de publicaciones
cientificas, siendo desplazada desde entonces
(1948) por Estados Unidos y, desde 2024, China
ha tomado la primera posicion; actualmente,
Gran Bretana ocupa la cuarta posicion, tras
India.

El gasto interno bruto en 1+D en el Reino
Unido se situd en aproximadamente el 2,9% de
su PIB en 2024, superando ampliamente la
media de la Unidn Europea (2,2 %), invirtiendo
76.000 millones de libras esterlinas £ (88.200
millones €) en total entre sector publico y pri-
vado, si bien los 27 paises de la UE sumaron
una inversion conjunta de 403.100 millones €.
El gasto realizado Unicamente por empresas
del Reino Unido alcanzé los 55.600 millones £
mientras que la inversion publica fue de
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20.400 millones £ (23.700 millones €). Segun
UK Research and Innovation (23), cada libra
esterlina de inversion publica en I+D en Gran
Bretana genera 2 libras esterlinas de inversion
privada y 7 libras esterlinas en beneficios eco-
nomicos a través de avances en habilidades,
bienes y servicios. UK Research and Innova-
tion (UKRI) es el principal financiador publico
de 1+D, que abarca todas las disciplinas y sec-
tores y aporta el 84 % de la inversion publica
del sistema de 1+D del Reino Unido.
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