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Es licenciada en Medicina y Cirugía por la Universidad de Salamanca y especialista en Medicina Familiar y Comunitaria. 
Funcionaria de carrera del Cuerpo Superior de Salud Pública y Administración Sanitaria. 
Máster en Salud Pública y Administración Sanitaria y MBA en dirección de Empresas, especialidad recursos humanos. 
Su carrera profesional comenzó en el sector sanitario, donde desempeñó diversos cargos en la administración de salud en Galicia: Jefe de Servicio de Asistencia Sanitaria y Seguridad Social. Delegación Provincial de la Consellería de Sanidad en Pontevedra, Jefe de Servicio de Atención Primaria del Área de Salud de Pontevedra. Delegación Provincial de la Consellería de Sanidad en Pontevedra, Jefa Local de Sanidad del Ayuntamiento de Ferrol, Directora Gerente del Centro de Atención Primaria de Vigo-Área Sur, extendiendo sus funciones al Centro de Atención Primaria de Pontevedra-Área Norte. Centro de Atención Primaria de Vigo-Área Sur-Dirección Provincial del Servicio Gallego de Salud de Pontevedra; incluyendo jefa de Servicio de Planificación Sanitaria y directora provincial del Servicio Gallego de Salud (Sergas) 
Ha ostentado también distintos cargos en la Administración General del Estado, entre ellos, directora general de MUFACE (1996) y subsecretaria del Ministerio de Educación y Cultura (1999), del Ministerio de la Presidencia (2000) y del Ministerio del Interior (2001). 
En el ámbito político, Pastor ha ocupado posiciones relevantes:​
· Ministra de Sanidad y Consumo (2002-2004): Durante su gestión, se aprobaron, Ley 41/ 2002, de 14 de noviembre, básica reguladora de la autonomía del paciente y de derechos y obligaciones en materia de información y documentación.(BOE 15-11-2002), Ley 1/2003, de 10 de marzo, por la que se crea el Consejo General del Colegio de Logopedas (BOE 11-3-03), Ley 16/2003, de 28 de mayo, de cohesión y calidad del Sistema Nacional de Salud (BOE 29-5-03, Ley 44/2003, de 21 de noviembre, de ordenación de las profesiones sanitaria (BOE 22-11-03) y Ley 55/2003, de 16 de diciembre, del Estatuto Marco del personal estatutario de los servicios de salud (BOE 17-12-03) y se pusieron en marcha las redes temáticas de investigación cooperativa, el CNIO, los planes integrales de salud y el primer plan nacional de prevención y control del tabaquismo.
· Ministra de Fomento (2011-2016): Impulsó proyectos clave para el desarrollo de infraestructuras en España. ​ 
· Presidenta del Congreso de los Diputados (2016-2019) liderando la Cámara Baja durante la XII Legislatura. ​ 

A lo largo de su carrera política ha sido elegida diputada de las Cortes Generales en ocho legislaturas y vicepresidenta del Congreso en cuatro legislaturas. En 2024, asumió la presidencia de A.M.A., la mutua de los profesionales sanitarios. ​ 
Gran apasionada de la docencia también ha sido profesora asociada en la Universidad Carlos III de Madrid, en la asignatura de Sistemas de Gestión Pública Comparada.
A lo largo de su carrera, Ana Pastor ha sido reconocida con diversas distinciones a nivel nacional, incluyendo la Gran Cruz de la Orden de Carlos III y la Gran Cruz de la Orden del Mérito Civil, en reconocimiento a su servicio público, la Cruz de Plata de la Orden del Mérito de la Guardia Civil, Medalla de la Orden al Mérito Policial o la Medalla de Plata de Galicia; y a nivel internacional, entre las que destacan: Gran Cruz de la Orden al Mérito de la República de Chile, la Condecoración “Bernardo O’Higgins” en el grado de Gran Oficial, de la República de Chile, la Oficial de la Orden Nacional de la Legión de Honor de la República Francesa, la Gran Cruz de la Orden Militar de Cristo de la República Portuguesa o la Gran Cruz de la Orden del Sol de la República del Perú
Actualmente, desde el pasado mes de junio, presidenta de A.M.A., la mutua de los profesionales sanitarios. Con una trayectoria de 60 años al servicio de los sanitarios y sus familias. 


