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RESUMEN 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) representan la primera causa de 

muerte a nivel global, teniendo como piedra angular a la formación de la placa 

ateroescleótica a la que subyace la disfunción endotelial. Ésta inicia con la 

activación del endotelio vascular y la inducción de un proceso proinflamatorio, que 

altera la permeabilidad endotelial y favorece la formación de la placa. La exposición 

ambiental ha tenido un papel relevante en la formación de placa y en los últimos 

años se ha demostrado que el Bisfenol A (BPA), un disruptor endócrino, contribuye 

al desarrollo de ECV’s. Como alternativa a los diversos usos del BPA, se ha 

propuesto su sustitución por los Bisfenoles de Nueva Generación (BNGs). No 

obstante, la información para sustentar su uso seguro es escasa. El objetivo del 

presente proyecto fue estudiar el efecto de la exposición a BPA y a los BNGs en 

células del endotelio vascular (HUVEC EA.hy926). Dicho efecto se evaluó sobre: 1) 

la viabilidad celular, 2) la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), y 3) 

la capacidad de inducir la secreción de IL-6, un marcador de inflamación. Nuestros 

resultados mostraron que el BPA y los BNGs -a concentraciones no citotóxicas- 

afectaron diferencialmente la función de las células HUVEC EA.hy926. Para el 

caso de la viabilidad celular, las concentraciones de 3.5 y 35 M de BPA, BPS y 

BPF, y 0.8 y 1.7 M de BPAF no la afectaron. Con respecto a la producción de ROS 

por los BNGs, ésta se incrementó hasta 1.4 veces, más que el control, a las 3 h y 6 

h. Tanto el BPA como el BPF incrementarón la secreción de IL-6 con respecto al 

control, el BPS la disminuyó y el BPAF no la afectó. Estos datos sugieren que los 

BNGs tienen el potencial de provocar disfunción endotelial en menor o mayor 

grado que el BPA por lo que podrían ser un factor de riesgo para el desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares.  
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ABSTRACT  

Cardiovascular diseases (CVD), the leading cause of death worldwide, are 

after atherosclerotic plaque formation triggered by endothelial dysfunction. 

Endothelial dysfunction starts with activation of the vascular endothelium, inducted 

through a pro-inflammatory process, altering the endothelial permeability and 

promoting plaque formation. Bisphenol A (BPA), an endocrine disruptor, has been 

associated with the CVDS’s development. Thus, it is being replaced with the New 

Generation Bisphenols (NGBs), whose information about its safe use is limited 

hitherto. The effect of exposure to BPA and NGBs on vascular endothelial cells 

(HUVEC EA.hy926) was explored in the present study. Such effect was evaluated 

through three features: 1) cell viability, 2) production of reactive oxygen species 

(ROS), and 3) the ability to induce inflammation (IL-6 secretion). BPA, BPS and BPF 

(3.5 and 35 μM), and BPAF (0.8 and 1.7 μM) did not affect cell viability. Regarding 

ROS, NGBs increased their production by up to 1.4 times compared to the control 

at 3 and 6 hours. Regarding inflammation, both BPA and BPF increased IL-6 

secretion; BPS decreased its production, whereas BPAF did not provoke any effect. 

Summarising, our findings demonstrated that BPA and NGPs, at non-cytotoxic 

concentrations, differentially affect the function of HUVEC EA.hy926 cells. These 

data suggest that NGPs have the potential to cause endothelial dysfunction to a 

greater or lesser extent than BPA and in turn these endocrine disruptors could 

contribute to CVDs development. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Epidemiología de las enfermedades cardiovasculares 

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) son patologías que afectan el 

corazón, los vasos sanguíneos y el pericardio. A pesar de que sus manifestaciones 

clínicas no se presentan hasta la edad adulta, las ECV inician su desarrollo desde 

la infancia (Li, et al, 2023; Canas, et al, 2013;Boot, et al, 2020). Las enfermedades 

cardiovasculares incluyen a la enfermedad isquémica del corazón, a los eventos 

vasculares cerebrales y al tromboembolismo venoso (Global burden, 2022; NCBI, 

2023). A nivel mundial, las ECVs tienen una prevalencia mundial de más de 500 

millones de casos anuales, contribuyendo con más de 18 millones de defunciones 

cada año, siendo la principal causa de muerte a nivel mundial y nacional además 

de ser una de las principales causas de discapacidad (WHO, 2023). En las 

estadísticas nacionales, las ECV ocupan el primer lugar en mortalidad nacional y 

estatal. De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadística, Geografía e Informática, 

en el periodo de enero a junio del 2022, en México se reportaron más de 105 mil 

casos de defunción por ECVs, seguidas de la diabetes tipo 2 y los tumores malignos 

(INEGI, 2023).  

Las ECVs tienen como piedra angular a la aterotrombosis, un desorden crónico 

y progresivo de la aterosclerosis, que involucra alteraciones en la respuesta 

inflamatoria, la coagulación, el estrés oxidativo y el metabolismo de lípidos, entre 

otras, lo que conlleva a la formación de la placa aterosclerótica (Camacho-Mejorado, 

et al, 2020).  La placa ateroesclerótica, se forma por la acumulación de lípidos, 

elementos fibrosos, calcificación y vasoconstricción de los vasos capilares grandes, 

como consecuencia de una previa disfunción del endotelio vascular (Camacho-

Mejorado, et al, 2020; CUN, 2021; Jebari-Benslaiman, et al, 2022).  
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1.2  Fisiopatología del endotelio vascular  

 
El endotelio vascular (EV), es una monocapa de células endoteliales dispuestas 

en la superficie del lumen de los vasos sanguíneos, por lo que están en contacto 

directo con los componentes de la sangre. Este constituye una barrera celular de 

permeabilidad restringida, encargada de llevar a cabo la extravasación selectiva de 

solutos a los tejidos (Wautier & Wautier, 2022). Además de constituir una barrera 

entre los tejidos y el contenido sanguíneo, el EV es considerado un órgano 

endócrino que libera sustancias que controlan la relajación y la contracción 

vascular, pero también la trombogénesis, la fibrinólisis, y la activación/inhibición de 

mecanismos inflamatorios (Bonacina & Norata, 2023). Entre las sustancias 

vasoactivas que controlan la relajación destacan el óxido nítrico (NO•), la 

prostaciclina I2 y el factor hiperpolarizante derivado del endotelio. El EV también 

desempeña una serie de funciones relacionadas con la respuesta inmune, dentro 

de las que se encuentran: la producción de citocinas, endocitosis celular y 

bacteriana, presentación de antígenos, reconocimiento de patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs) y patrones moleculares asociados a muerte 

(DAMPs), entre otros. Recientemente, el EV está siendo considerado como un 

células de la inmunidad innata (Xu, et al, 2022). 

 

1.2.1 Activación del endotelio  

Dentro de las funciones fundamentales del endotelio, se encuentra el mantener 

la permeabilidad, la trombosis y la inflamación local en niveles mínimos. Cuando el 

EV es sometido a un insulto o estímulo, como el estrés oxidante, agentes 

microbiológicos o insultos ambientales, se inducen cambios fenotípicos. Dichos 

cambios permiten inducir la formación de nuevos vasos sanguíneos y/o llevar a cabo 

el reclutamiento de células inmunes, expresando un fenotipo proinflamatorio 

(Immanuel & Yun, 2023). Dependiendo del estímulo, el EV se puede activar a través 

de dos vías (Immanuel & Yun, 2023): 
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1. La activación endotelial de tipo I, caracterizada por respuestas rápidas y 

pasajeras como la liberación de calcio intracelular y la contracción del 

citoesqueleto de actina, permitiendo la proyección luminal de P-selectina y 

la liberación de los cuerpos Weibel-Palade. 

2. La activación endotelial de tipo 2, en la cual se requiere de la síntesis 

proteica de novo, induciendo un aumento en la molécula de adhesión 

intracelular-1 (ICAM-1), la molécula de adhesión celular vascular-1 (VCAM-

1) y la proteína quimiotáctica 1 del factor de migración de monocitos 

macrófagos (MCP-1), que son proteínas asociadas al reclutamiento y 

adhesión leucocitaria ante un insulto. 

 

1.2.2 Activación del endotelio por especies reactivas de oxígeno 

 
Existen diversas maneras de activar al endotelio, ya sea por un insulto externo, 

como la tensión de cizallamiento,  o bien, por un desequilibrio en el ambiente 

oxidante de las células. Particularmente la generación de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) conlleva a la alteración de la permeabilidad endotelial, favoreciendo 

la entrada y oxidación de moléculas de lípidos de baja densidad (LDL) presentes en 

la sangre y en el espacio subepitelial. Dentro de las células endoteliales,  las 

oxLDL forman grandes agregados lipídicos que inducen la activación 

endotelial, lo que resulta en la expresión de moléculas de adhesión (MCP-1, 

ICAM-1 y VCAM-1), mediante NF-kB y AP-1 y de igual manera, dando lugar a 

la respuesta inflamatoria en el sitio de la lesión (Immanuel & Jun, 2023). El 

aumento en la moléculas de adhesión atrae monocitos circulantes, células 

dendríticas y linfocitos al espacio subendotelial. Son los macrófagos diferenciados 

a partir de los monocitos  los que fagocitan a las oxLDL, conviertiéndose en células 

espumosas que contienen una sobrecarga de colesterol esterificado. Dado que las 

oxLDL no se degradan con facilidad, las células espumosas, dan origen a la estría 

grasa, la que representa el primer indicio patológico para el desarrollo de la 

placa ateroesclerótica (Bonafiglia, et al, 2022). 
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1.2.3 Aterogénesis 

 
Las lesiones ateroescleróticas son consecuencia de una acumulación de 

lípidos que se producen desde las primeras etapas de la vida. Dicha acumulación 

compromete la integridad del EV, disminuyen la superoxido dismutasa e 

incrementando la producción de ROS (Zheng, et al, 2022). Simultáneo a la  

formación de la estría grasa, los macrófagos reclutados por el endotelio activado, 

secretan interleucinas (IL) proinflamatorias (IL-1, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, e IL-18), 

así como el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-) e interferon gamma (IFN-) 

(Henein, et al, 2022;Leopold & Loscazo, 2008). Estos eventos asociados con la 

activación del endotelio, dan lugar a otras procesos complejos que contribuyen a la 

fisiopatología de la la trombosis, con un papel central en el desarrollo de las ECVs. 

 

1.3 Factores de susptibilidad y riesgo relacionados con el desarrollo de las 

enfermedades cardiovasculares 

 
Por definición, las ECVs son condiciones multifactoriales y genéticamente 

heterogéneas en las que el alto índice de masa corporal (sobrepeso y obesidad), 

alteraciones en el metabolismo de los lípidos, la hiperglicemia y la hipertensión 

arterial son considerados factores de riesgo patológicos (Li, et al, 2023). Para fines 

de estudio, los factores de riesgo se dividen en dos tipos: 1) no modificables como 

la carga genética, la edad y el género (Tabla 1) los factores modificables, como 

el estilo de vida, la dieta, la ingesta de alcohol y/o tabaco, el sedentarismo y la 

exposición ambiental a disruptores endocrinos (Tabla y 2) (Brown, Gerhardt, Kwon, 

2023). 
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Tabla 1. Factores de riesgo asociados al desarrollo de las ECV's 

 

 

Otro tipo de factores de riesgo, que no es posible incluir del todo dentro de 

las dos categorías mencionadas previamente, corresponden a los derivados de la 

exposición ambiental. En el ambiente, existe un gran número de compuestos con 

diferentes tipos y grados de repercusión negativa en el organismo. Dentro de éstos 

podemos encontrar a los metales, los compuestos organoclorados y 

organofosforados y los derivados industriales textiles, tecnológicos y plásticos, por 

mencionar solo algunos (Darbre, 2018). Estos compuestos tienen diversos efectos 

tóxico en el organismo, desde síntomas leves y temporales como dermatitis, asma 
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y problemas de la mucosa, hasta efectos a nivel de diferentes órganos y sistemas 

relacionados con sus propiedades proinflamatorias, carcinogénicas y de disrupción 

endocrina (Darbre, 2018). Un disruptor endorcino (EDC) es cualquier sustancia 

química exógena capaz de alterar el equilibrio hormonal. Consecuentemente, puede 

interferir con la síntesis, secreción, transporte, unión, acción y/o eliminación de las 

hormonas en el organismo (Pompo et al, 2020; Kristanc & Kreft, 2016). De forma 

general, estos compuestos actúan mediante cuatro mecanismos principales 

(Pompo, et al, 2020):  

1) Mimetizándose con las hormonas y uniéndose a los receptores 

membranales y/o nucleares.  

2) Como antagonistas hormonales. 

3) Alterando el patrón de síntesis y transporte de hormonas  

4) Modulando el metabolizmo y secreción endocrina correspondiente.  

Algunos EDCs se encuentran de manera natural como fitoestrógenos, 

derivados de plantas, o micoestrógenos, derivados de hongos. Sin embargo, la 

mayoría son compuestos antropogénicos liberados al medio ambiente por las 

actividades humana (Darbre, 2019). La exposición a estos compuestos ha sido 

relacionada con el desarrollo de las ECVs, alterandolos niveles lipídicos, así como 

a la formación de la placa ateroesclerótica. Dentro de los EDCs se encuentran a los 

pesticidas organoclorados, metales como el plomo y cadmio, los ftalatos y los 

bisfenoles (Tabla 2) (Fu, et al, 2020). 

Tabla 2. Disruptores endocrinos asociados al desarrollo de las ECV's 

 



 

17 
 

1.4 Bisfenoles y riesgo cardiovascular 
 

Los bisfenoles son un grupo de compuestos químicos que se utilizan 

ampliamente en la industria para conferir firmeza a los plásticos. Su estructura 

química esta conformada por dos grupos fenol unidos mediante átomos de carbono 

o azufre,  dependiendo del tipo de bisfenol sus principales sustituyentes son metil, 

etil, carbonil y trifluorometil (Frankowski et al, 2020). En la Figura 1 se presenta la 

estructura del bisfenol A (BPA), el cual es uno de los bisfenoles más empleados y 

fue sintetizado por primera vez en 1891 en Alemania. Su producción mundial anual 

es de alrededor de 5,500 libras, siendo el consumo de alimentos o bebidas 

provenientes de contenedores fabricados con este compuesto la principal fuente de 

exposición (CDC, 2017). Los principales usos del BPA son como retardante de 

flama, en la elaboración del papel térmico, filtros de tabaco, cemento dental, en 

envases de comida, latas, equipos médicos, micas de lentes y equipo de seguridad, 

entre otros (Dias, et al, 2022; Hartman, 2022).  

 

Figura 1 Estructura del BPA  

En los últimos años se ha comprobado que el BPA es un disruptor endócrino 

que induce estrés oxidante, además de que posee cualidades genotóxicas y 

proinflamatoria contribuyendo al desarrollo de las ECVs y de otras patologías 

crónicas, por lo que su uso  ha sido restringido en diferentes países (Liu, et al, 2020; 

Reinieke, 2023; Shrivastav, A., Swetanshu, & Singh, P., 2024). Si bien, el BPA 

ingresa al organismo por vía dérmica, inhalatoria y oral, es la vía oral la que 

contribuye con  90% de la exposición total a este compuesto (Huang, et al, 2017). 

Una vez en el intestino, el BPA es absorbido a través del efecto del primer paso,  al 

hígado, en donde, puede ser hidroxilándose en el hígado por el citocromo P450 

(CYP) o bien, ser glucuronidado o sulfatado a través de reacciones de fase II; la 
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enzima UDP glucoronil transferasa (UGT), forma Glucuronido de BPA y las enzimas 

sulfotransferasas (SULT) forman BPA sulfato (Yalcin, et al, 2016). Ambos 

metabolitos, son secretados en su mayoría por la orina en un periodo de 

aproximadamente 6 horas. El BPA ha sido también encontrado en leche materna 

(0.01 a 380 μg/L), cordón umbilical (0.10 ng/mL), placenta (1.0 to 104.9 ng/g) y 

líquido amniótico (8.69 ng/mL) (EFSA, 2008; Huang, et al, 2017; Chen, et al, 2016 ; 

Gao, et al,  2021; Foster, et al, 2019; Adu-Gyamfi, et al, 2022; Tuzimski, T, et al , 

2023). Hasta la fecha, no se han reportado dosis de referencia toxicológicas para la 

exposición a BPA en humanos, sólo en modelos animales. En ratas, se reporta una 

dosis letal 50 (DL50) de 3250 mg/kg, una dosis de efecto adverso no obervado 

(NOAEL) de 5 mg/kg y 50 mg/kg para la dosis con efecto adverso mínimo observado 

(LOAEL) y 2 ng/kg/ día para la ingesta diaria admisible (IDA) (Karmakar, et al, 2020; 

Parchet, 2017).   

Si bien el tiempo de vida media del BPA es corto en el aire (<1 día) y agua y 

suelo ( 4.5 días), existe una exposición ubicua y constante mediante el consumo 

de agua y alimentos contenidos en envases de plástico. La liberación del BPA a los 

alimentos y bebidas ocurre por el contacto de los contenedores con altas 

temperaturas( 22°C) siendo mayor el desprendiemiento al contacto con agua. La 

acides también tiene un papel central en su liberación (pH ácidos  5), así como el 

almacenamiento bajo irradiación solar, uso de detergentes alcalinos y el uso 

repetido de los mismos (Bao, et al, 2020; Khalili Sadrabad, et al, 2023; Le, et al, 

2008;Yu, et al, 2019). Dada su distribución ubicua, la exposición al BPA ha sido 

relacionado con el desarrollo de enfermedades renales, metabólicas, inmunológicas 

y cardiovasculares, entre otras. En estudios epidemiológicos, la cantidad de BPA 

excretado en orina se ha asociado con el diagnóstico de ECVs (OR: 1.39 95%IC: 

1.21-1.60), tales como el infarto al miocardio (IM) (OR = 1.73, 95%IC = 1.11–2.69) y 

accidentes cerebrovasculares (OR = 1,61, 95%IC= 1.09–2.36) (Melzer et al, 2010, 

Cai, et al, 2020; Lang, et al, 2008).  

En modelos in vivo (ratas), se ha reportado que la exposición a BPA desregula 

el metabolismo de los lípidos, promueve la formación y progresión de la lesión 
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ateroesclerótica y favorece  la hipertensión (ratones ApoE -/-) (Sui, et al, 2014). En 

conejos WHHL (watanabe rabbits with heritable hypercholesterolaemia) el BPA  se 

acumula en de tejido adiposo, induce lesiones hepáticas, y la expresión de 

marcadores de alteración del metabolismo lípidico e inflamación en hígado (Fang, 

et al, 2014). De igual manera,  se ha relacionado con la migración de macrófagos a 

los sitios de daño así como una disminución significativa en los niveles de NO• y del 

peso corporal en ratas Wistar (Kim et al, 2014; Aboul Ezz, Khadrawy & Mourad, 

2015).  

En estudios in vitro, la exposición a BPA en adipocitos, hepatocitos, fibroblastos 

y células madre mesenquimatosas ha demostrado aumentar la producción de ROS 

mediante la disminución de enzimas antioxidantes como la superóxido dismutasa 

(SOD), glutatión reductasa (GR) y glutatión peroxidasa. Asimismo, es capaz de 

activar la vía de las cinasas de proteínas activadas por mitógenos (MAPK) y el factor 

nuclear kappa b (NF-κB) y por consiguiente, la transcripción y liberación de citocinas 

proinflamatorias como TNF-, IL-1, IL-6 (Andersson & Brittebo, 2012; Gassman, 

2017; González-Casanova, et al, 2023). En células endoteliales de la vena umbilical 

humana (HUVEC), el BPA  indujó un aumentó la expresión de ARNm de los genes 

proangiógenos del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGFR) y de la 

óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS), además de incrementar la producción de 

NO• y la expresión de ICAM-1 y VCAM-1 y del receptor activado por proliferadores 

peroxisomales (PPAR) (Andersson & Brittebo, 2012; ). 

En espermatocitos, se ha comprobado que BPA se puede unir a receptores 

transmembranales como la integrina αvβ3, receptor acoplado a proteínas G (GPR) 

y  el receptor de estrógenos (ER). Además el BPA puede ingresar a la célula 

generando un aumento en la producción de ROS y propiciando la fosforilación de 

MAPK, PI3K (Rahman & Pang, 2019; Sheng, et al, 2019).  

Debido a lo anterior, su uso esta siendo restringido y/o prohíbido por algunos 

países como los Estados Unidos de Norte América y Canadá. En los paises 

integrantes de la Unión Europea, desde 2018 el uso del BPA ha sido restringido; 

Francia ha implementado una prohibición total de éste EDC (EFSA, 2023). En 
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países asiáticos como China, Corea del Sur y Malasia su uso está prohibido en 

contenedores en alimento para infantes mientras que en Japón los límites de 

liberación no deben sobrepasar los 2.5 g/mL en cualquier contenedor de comida 

(SGS, 2023;. SGS, 2023; Parkinson, 2022). En Australia, la eliminación de este EDC 

es voluntaria, mientras que Sudáfrica es el único país del continente africano que 

cuenta con restricción del uso de BPA en biberones y contenedores de comida para 

infantes. Dicha restricción también aplica en algunos países de América Látina 

como Argentina, Brazil, Costa Rica y Ecuador y hasta ahora, México no cuenta 

con una regulación del uso de este aditivo (Rotimi, et al, 2021;SGS, 2023).  

1.5 Sustitutos del BPA 

 

Derivado de los efectos adversos del BPA a nivel endocrino, se han 

introducido modificaciones en su estructura, con el fin de reemplazar al BPA por 

sustitutos emergentes con distintos sustituyentes conocidos como bisfenoles de 

nueva generación (BNGs). Entre estos se encuentran el bisfenol AF (BPAF), 

bisfenol B (BPB), bisfenol E (BPE), bisfenol F (BPF) y bisfenol S (BPS), entre otros 

(Figura 2). De éstos, el BPS es el que  acftualmente tiene mayor presencia en el 

mercado, seguido del BPAF y BPF. Anualmente se producen 44 mil toneladas de 

BPS, de 100 a 1000 toneladas de BPAF, mientras que para BPF no existen datos 

oficiales (Frankowski et al, 2020; ChemAnalyst, 2021; ECHA, 2023).  

 

Figura 2. Estructura química de los bisfenoles 
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Las dosis de referencia toxicológicas se han reportado a través de estudios 

toxicológicos in vivo siendo referenciadas por la Agencia Europea de Sustancias y 

Mezclas Químicas  (ECHA), (Tabla 3). Sin embargo, a la fecha no existen reportes 

de LOAEL para BPAF ni DL50 para BPF.  

 

Tabla 3. Dosis de referencia toxicológicas de los BNGs reportadas en roedores 

 

 

Investigaciones recientes, han sugerido que el uso de BNGs podría  está 

asociado con el desarrollo de ECVs. Sin embargo, los estudios siguen siendo 

escasos y los mecanismos por los cuales estos compuestos afectan al 

endotelio vascular han sido poco estudiados, dando origen al presente 

proyecto (Wang, 2022). 
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1.6 Justificación  

Las enfermedades cardiovasculares encabezan la lista de causas de muerte 

a nivel estatal, nacional y mundial, ocupando los dos primeros lugares en el top ten 

reportado por la Organización Mundial de la Salud. Pese a los avances médicos y 

tecnológicos, el diagnóstico de las ECVs es cada vez más frecuente en poblaciones 

jóvenes ( 50 años) e incluso infantiles. En el desarrollo de las ECV, subyace la 

activación del EV y una respuesta inflamatoria persistente aunque de baja 

intensidad, la cual se asocia al desarrollo de tromboebolismo. Entre los principales 

factores de riesgo para el desarrollo de estas patologías esta la exposición a 

contaminantes generados por la industria del plástico en la que el BPA es la materia 

prima. El BPA es un contaminante ubicuo relacionado con la activación de la 

respuesta inflamatoria, metabólicas y cardiovascular, por lo que se introdujeron 

análogos estructurales del BPA como alternativa “segura” denominados BNGs. No 

obstante, la información que existe acerca de sus efectos sobre la salud 

cardiovascular es escasa, por lo que se requiere estudiar la capacidad de estos 

compuestos para inducir activación endotelial en células humanas. 
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1.7 Hipótesis 

La exposición a bisfenoles de nueva generación (BPS, BPAF, BPF) en células 

endoteliales humanas (HUVEC-EA.hy926) provocará la activación del endotelio 

hacia un fenotipo inflamatorio y la producción de ROS. 

 

1.8 Objetivos 

 

1.8.1 Objetivo General 

Estudiar el efecto de la exposición a bisfenoles de nueva generación (BPS, BPAF y 

BPF) sobre células del endotelio vascular humano provenientes de la vena 

umbilical, a través de la producción de ROS y marcadores inflamatorios indicadores 

de la activación endotelial. 

 

1.8.2 Objetivos Particulares 

 

1. Evaluar el efecto del BPS, BPAF y BPF sobre la viabilidad de las células  

HUVEC-EA.hy926. 

2. Evaluar la capacidad de BPS, BPAF y BPF para inducir el fenotipo inflamatorio 

en celular del endotelio vascular humano HUVEC-EA.hy926, a través de:  

2.1 La producción de especies reactivas de oxígeno celulares y mitocondriales 

2.2 La expresión de la citocina proinflamatorias IL-6 
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2. MÉTODOS 

2.1 Estrategia Experimental  

 La figura 3 resume la estrategia experimental a partir de la cual se determinaron 

la viabilidad, la producción de ROS y la secreción de IL-6 en células HUVEC 

EA.hy929 al 80% de confluencia deprivadas durante 17h previas a los distintos 

tratamientos (Figura 3).  

 

Figura 3. Descripción gráfica de la estrategia experimental. 

 
Células huvec 80% confluentes fueron deprivadas durante 17h posteriormente 

sometidas a distintos tratamientos. Se determinó la viabilidad, producción de ROS 

y secreción de IL-6. Posteriormente se llevó a cabo el análisis estadístico de los 

datos. 
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2.2      Materiales y métodos 

 

2.2.1 Cultivo celular  

La línea celular HUVEC EA. hy926, corresponde a células endoteliales 

obtenidas de la fusión de células primarias de la vena umbilical humana con una 

clona de células A549 resistente a la tioguanina (ATCC, 2022). Estas células se 

cultivaron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) 1g glucosa (Capricorn 

Scientific, Alemania), suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% 

(ByProductos, México) y antibiótico (penicilina/estreptomicina) al 1% (Sigma, USA). 

Las condiciones de incubación empleadas fueron 37°C y CO2 al 5%. 

2.2.2 Tratamientos 

Las células se expusieron a diferentes concentraciones (3.5 y 35 M) de BPA, 

BPS, BPF y BPAF (Sigma, USA) (3.5, 1.7 y 0.850 M) disueltos en Dimetilsulfóxido 

(DMSO) (Sigma, USA) (concentración final 0.001%) durante diferentes tiempos. La 

concentraciones de trabajo se determinaron con base en lo reportado para BPA en 

matrices biológicas como orina o suero (3.5 M) y matrices ambientales como ríos 

y sedimentos (35M). Como control negativo se utilizó el vehículo (DMSO) y como 

control positivo TNF- (10ng/mL) (R&D systems, USA). 

2.2.3  Viabilidad Celular  

La viabilidad celular al tratamiento de los diferentes bisfenoles de nueva 

generación y el vehículo se llevaron a cabo mediante dos métodos: azul de tripán y 

bromuro de 3-(3,4 -dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio (MTT). 

2.2.3.1 Conteo celular- Azul de Tripán  

 

2.2.3.1.1 Fundamento 

El azul de tripán es una sal organosulfonada con un peso molecular de 960 

g/mol. En condiciones fisiológicas, es incapaz de atravesar la membrana celular, 

por lo que las células vivas se observan refringentes en el microscopio de contraste 

de fase; cuando la célula está muerta, este colorante es capaz de atravesar la 

membrana celular, tiñéndolas de color azul (Pubchem, 2023). 



 

26 
 

2.2.3.1.2 Procedimiento  

 A partir de una suspensión celular de 1mL, se tomaron 25L que se transfirieron 

a un tubo de 0.2 mL junto con un volumen igual de azul de Tripán (Sigma, USA) y 

150 L del medio de cultivo. Una vez homogeneizada la suspensión, se tomaron 

10L los que fueron colocados a cada lado de la cámara de Neubauer. Para llevar 

a cabo el conteo, se ajustó primero con el objetivo de 4x y con el objetivo 10x se 

comenzó a contar. Una vez terminado el conteo de ambos lados, las cantidades se 

sumaron, se dividieron entre ocho y se multiplicaron por cien mil, obteniendo así el 

número de células en el mililitro de la suspensión celular. 

2.2.3.2  MTT 

2.2.3.2.1 Fundamento 

Este ensayo se basa en la constante actividad mitocondrial presente en las 

células viables, por lo que, la variación en la viabilidad está directamente 

relacionado con la actividad mitocondrial. Dicha actividad se mide por la proporción 

de la conversión de la sal de tetrazolio MTT en cristales de formazán. Así, el 

aumento o disminución en el número de células viables se puede detectar midiendo 

la concentración de formazan reflejada en la densidad óptica determinada por 

absorbancia a =590nm (Van Meerlo, et al, 2011). 

 

2.2.3.2.2 Procedimiento 

En una plaza de 96 pozos, se sembraron 9,600 células/pozo en un volumen final 

de 200L. Cuando los cultivos alcanzaron el 80 % de confluencia, se deprivaron de 

suero. A las 17h de deprivación, se agregaron los tratamientos durante 12, 24, 48 y 

72h. Tres horas antes de cumplirse el tiempo de tratamiento, se añadió el 10% del 

volumen total de reactivo MTT (20L) (Merck, Alemania), y se incubó durante 3 

horas a 37°C, CO2 al 5%. Previo a la lectura, se retiró el sobrenadante, y se 

añadieron 50L de DMSO para disolver los cristales de formazán y se leyó a una 

longitud de onda de 590nm en el equipo Spectra Max Microplate Spectrophotometer 

(Sunyvale, CA, USA). 
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2.2.4 Determinación de especies reactivas de oxígeno por el método de 

diacetato de 2’,7’-diclorohidrofluoresceína 

2.2.4.1 Fundamento 

El diacetato de 2′,7′-Diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA), es un ensayo 

comúnmente utilizado para evaluar la producción intracelular de especies reactivas 

de oxígeno. El H2DCFDA es permeable a la membrana plasmática, por lo que una 

vez dentro de la célula, éste es desacetilado por las esterasas celulares para formar 

2′,7′-diclorodihidrofluoresceína (H2DCF). En presencia de ROS, el H2DCF se oxida 

a 2′,7′-diclorofluoresceína (DCF) (Yang, et al, 2014).  

2.2.4.2 Procedimiento 

En una plaza de 96 pozos, se sembraron 9,600 células/pozo en un volumen final 

de 200L. Cuando los cultivos alcanzaron el 80% de confluencia, se deprivaron de 

suero. A las 17h de deprivación, se agregaron los tratamientos durante 3, 6 y 12h. 

A los tiempos indicados, se extrajo el medio de cultivo e hizo un lavado con buffer 

de fosfatos (PBS) (Sigma, USA). Se desechó el sobrenadante y se agregaron 50μL 

de H2DCFDA 25 µM en solución de Hanks (Gibco, USA) y se incubó a 37°C durante 

30 minutos en la oscuridad. Inmediatamente después de terminar el tiempo 

indicado, se retiró la solución, se añadieron 50μL de PBS por pozo. La intensidad 

de fluorescencia se analizó a las longitudes de excitación y emisión ex= 485, 

emi=535 en el espectrofluorómetro Infinite 200 ProTECAN (TECAN, San Jose, CA, 

USA).  

2.2.5 Determinación de anión superóxido mitocondrial por MitoSOX 

2.2.5.1 Fundamento 

La hidroetidina (MitoSOXTM Red) es un compuesto permeable a células vivas y 

dirigido específicamente a las mitocondrias. Una vez en la mitocondria, el reactivo 

MitoSOXTM Red se oxida selectivamente con el anión superóxido y muestra una 

fluorescencia roja. El producto de oxidación se vuelve altamente fluorescente al 

unirse a los ácidos nucleicos, emitiendo una longitud de onda máxima de 

excitación/emisión de =510/580 nm (ThermoFisher, 2005). 
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2.2.5.2 Procedimiento 

En una plaza de 96 pozos, se sembraron 9,600 células/pozo en un volumen final 

de 200L. Cuando los cultivos alcanzaron el 80% de confluencia, se deprivaron de 

suero. A las 17h de deprivación, se agregaron los tratamientos durante 3, 6 y 12h. 

A los tiempos indicados, se extrajo el medio de cultivo e hizo un lavado con PBS, 

se desechó el sobrenadante y se agregaron 50μL de MitoSOXTM (ThermoFisher, 

USA) 5 µM en solución de Hanks y se incubó a 37°C durante 30 minutos en la 

oscuridad. Inmediatamente después de terminar el tiempo indicado, se retiró la 

solución, se añadieron 50μL de PBS por pozo y se leyó la intensidad de 

fluorescencia ex= 485, emi=535 en el espectrofluorómetro Infinite 200 ProTECAN 

(TECAN, San Jose, CA, USA).  

2.2.6 Determinación de la secreción de citocinas proinflamatorias por ensayo 

por inmunoadsorción ligado a enzimas 

 

2.2.6.1 Fundamento  

Se basa en la interacción natural antígeno anticuerpo. La detección por el 

ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) en formato de captura de 

antígeno, requiere de dos anticuerpos, uno de captura y uno de detección, con sitios 

de reconocimiento sobre el antígeno diferentes para cada uno. La técnica consiste 

en añadir en una placa, el anticuerpo de captura y fijarlo; posteriormente se añade 

el antígeno (proteína) de interés. Por último, se añade el anticuerpo de captura 

acoplado a una enzima que se detecta a partir de un sustrato específico para la 

enzima, éste genera un producto colorido soluble, el cual se detecta 

espectrofotométricamente a la longitud de onda específica para cada compuesto 

(600 nm) (Alhajj, Zubair, Farhana A, 2023). 

2.2.6.2 Procedimiento  

En una placa de 96 pozos, se añadieron 50L a cada pozo de solución de 

anticuerpo de captura (R&D systems, USA) y se incubó toda la noche a 4°C. 

Posteriormente, se retiró la solución y se realizaron tres lavados consecutivos con 

300L de buffer de lavado (0.05% Tween 20 en PBS). Se adicionaron 150L de 
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solución de bloqueo (Sucrosa 5% y Albúmina de suero bovino 1%) y se incubaron 

durante 1h a temperatura ambiente. Seguido a esto, se extrajo el contenido de cada 

pozo, se realizaron tres lavados consecutivos con 300L de buffer de lavado. De 

cada condición experimental, se añadieron 50L de la muestra y se dejaron incubar 

durante 2 h a 37 °C. Una vez pasado este tiempo, se vaciaron los pozos y se 

realizaron tres lavados consecutivos con 300L de buffer de lavado, se añadieron 

50L del anticuerpo de captura (R&D systems, USA) y se incubó durante 2 h a 37 

°C. Terminada la incubación, se realizaron tres lavados con 300L de buffer de 

lavado y se añadieron 50L de Streptavidina (1:3000) conjugada a peroxidasa 

(Streptavidina-HRP) (Invitrogen, USA). Se incubó durante 1h a temperatura 

ambiente. Finalmente, se retiró el contenido de la placa, se realizaron tres lavados 

con 300L de buffer de lavado, se añadieron 50L de la solución substrato (TMB) 

(Life technologies, USA) y se incubó durante 20 min. Transcurrido este tiempo, se 

añadieron 50L de solución de paro (Ácido súlfúrico 0.5M) y se realizó la lectura en 

un lector de placas a 450nm en el equipo Spectra Max Microplate 

Spectrophotometer, (Sunyvale, CA, USA). Para las condiciones específicas se 

siguieron las instrucciones del fabricante para IL-6 (R&D and Preprotech).  

2.2.7 Análisis Estadístico  

 
Para cada grupo de tratamiento, se realizaron tres experimentos independientes, 

por triplicado para cada condición experimental. Los datos obtenidos fueron 

analizados mediante una prueba de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad. 

Posteriormente se aplicó un análisis de varianza (ANOVA) de dos vías. Un valor de 

p < 0.05 fue considerado como estadísticamente significativo. El tratamiento de los 

datos se realizó con el software GraphPad Prism v8 (GraphPad, Boston, MA, USA). 
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3. RESULTADOS 

3.1 Los bisfenoles afectaron diferencialmente la viabilidad celular  

 
De forma general, ninguna de las concentraciones probadas tuvieron un efecto 

sobre la viabilidad celular. Con respecto a las concentraciones evauadas de BPAF 

fueron entre cuatro a veinte veces menores a las probadas en con el BPA, BPS y 

BPF (Figura 4). Sin embargo, la concentración 3.5 M de BPAF disminuyó la 

viabilidad en 55%. En los subsecuentes experimentos, se decidió utilizar las 

concentraciones más altas, sin efecto citotóxico.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

31 
 

 
 

Figura 4. La exposición a los diferentes bisfenoles afectó diferencialmente la 

viabilidad celular. Las células fueron expuestas durante 12, 24, 48 y 72 h a BPA (A), BPS 

(B) y BPF (D) 3.5 y 35 M y BPAF (C) 3.5, 1.7, 0.850 M. Los resultados se representan 

como la media +/- SEM de tres experimentos independientes por triplicado y se expresan 

como porcentaje de actividad metabólica con respecto al control. Se realizó un análisis de 

ANOVA de dos vías; a = p <0.05 respecto al vehículo, b= p<0.05 respecto a la concentración 

de cada tiempo, c= p <0.05 respecto al valor del tiempo previo de la misma concentración 

del bisfenol (BP) correspondiente, d= p <0.05 respecto a todas las concentraciones y 

tiempos del BP correspondiente. 
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3.2 La exposición a bisfenoles incrementó diferencialmente la producción de 

ROS celulares 

El BPS, indujo un aumento de ROS con respecto al vehículo en las dos 

concentraciones evaluadas (3.5 y 35 M). Dicho cambio se produjo a partir de las 

3h y se mantuvo hasta las 12 h (Fig. 5b). Para el caso del BPA (Fig. 5a) y BPF, (Fig. 

5d), los incrementos de ROS se indujeron a partir de las 3h y se mantuvieron sin 

cambio hasta las 12h. Por otro lado, ambas concentraciones de BPAF (0.850 y 1.7 

M)  indujeron un aumento a las 3h y a las 12h para la concentración 0.850 M. 
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Figura 5. La exposición a BPs incrementó diferencialmente la producción de ROS 

celulares. Las células fueron expuestas durante 3, 6 y 12 h a BPA (A), BPS (B) y BPF (D) 

3.5 y 35 M o a BPAF (C) 1.7 y 0.850 M. Los gráficos corresponden a la media +/- SEM 

de tres experimentos independientes por triplicado. Se realizó un análisis de ANOVA de 

dos vías; a = p <0.05 respecto al vehículo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

34 
 

3.3 La exposición a bisfenoles incrementó diferencialmente la producción de 

ROS mitocondriales    

 

El BPS (3.5 y 35 M) indujo un incremento de ROS mitocondrial a las 3 h (Fig. 6b), 

sin embargo este se mantuvo hasta las 12h sólo en la concentración más baja 

(3.5 M). Por otro lado, sólo se reportó indución por BPA  (Fig. 6a) a las 3h para 

ambas concentraciones. En al caso del BPAF, la concentración de 0.850 M, indujo 

un incremento significativo a las 3h (Fig. 6c). Por último, sólo BPF 3.5 M indujo un 

aumento persistente de ROS en todos los tiempos (3.12h) (Fig. 6d).)   
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Figura 6. La exposición a BPs incrementó diferencialmente la producción de ROS 

mitocondriales. Las células fueron expuestas durante 3, 6 y 12 h a BPA (A), BPS (B) y 

BPF (D) 3.5 y 35 M o a BPAF (C) 1.7 y 0.850 M. Las gráficas representan la media +/- 

SEM de tres experimentos independientes por triplicado. Se realizó un análisis de ANOVA 

de 2 vías; a =p <0.05 respecto al vehículo, c= p<0.05 respecto al valor del tiempo previo de 

la misma concentración del BP correspondiente. 
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Para explorar la posible contribución de los ROS mitocondrales a los niveles de los 

ROS celulares (totales) se calculó la tasa de cambio entre los ROS celulares y los 

ROS totales (Tabla 4). Los valores de las tasas mas cercanos a uno (1.0-1.05), 

indicaron que niveles de ROS celulares y ROS mitocondrales son muy cercanos, 

como se observa en los tres tiempos evaluados de 35 M de BPA, 3.5 M de BPA 

a las 3 h y 1.7 M de BPAF a las 3h. En contraste, cuando los valores de la relación 

fueron >1.05, los niveles de ROS celulares superaron los niveles de ROS 

mitocondrial, como ocurrió con las concentraciones 3.5 y 35 M de BPS, 0.85 M 

de BPAF a las 3, 6 y 12 h, así como con 1.7 M de BPAF a las 6 y 12 h.  

 

Tabla 4 . Tasa de cambio de ROS celulares / ROS mitocondriales 

 Concentración M 

Tiempo DMSO BPA 35 BPA 3.5 BPS 35 BPS 3.5 BPAF 1.7 BPAF 0.85 BPF 35 BPF 3.5 

3h 1.000 1.008 1.037 1.064 1.061 1.050 1.082 1.113 1.112 

6h 1.006 1.034 1.065 1.111 1.125 1.128 1.115 1.106 1.105 

12h 1.005 1.040 1.070 1.072 1.100 1.114 1.122 1.126 1.147 

Nota: Los valores resaltados representan un origen mitocondrial de ROS.  

 

3.4  La exposición a bisfenoles afectó la secreción de IL-6 

Los resultados mostraron que  el BPA  indujo la secreción de IL-6 de manera 

dependiente del tiempo y la concentración (Fig. 7a). El BPS, a ambas 

concentraciones evaluadas, inhibió la secreción de IL-6 con respecto al vehículo, a 

las 72 h (Fig. 7b). Por lo que respecta al BPAF (1.7 M), este indujo la secreción de 

la IL-6 apartir de las 24 h de exposición y se mantuvó hasta las 72 h (Fig. 7c).  De 

la misma manera, BPF (3.5 M) indujo la secreción de IL-6 hasta las 72 h de 

exposición (Fig. 7d). Los niveles máximos de secreción de IL-6 fueron los inducidos 

por BPA, los cuales corresponden  2.5 veces más que la inducidas por el BPAF y 

el BPF. 
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Figura 7. La exposición a BPs afectó la secreción de IL-6. Las células fueron expuestas 

durante 24, 48 y 72h a 3.5 y 35 M de BPA (A), BPS (B) y BPF (D) y a 0.850 y 1.7 M de 

BPAF (C). Los resultados representan como la media +/- SEM de tres experimentos 

independientes por duplicado.  Se realizó un análisis de ANOVA de 2 vías; a =p <0.05 

respecto al vehículo, b= p<0.05 respecto a la concentración de cada tiempo, c= p<0.05 

respecto a los tiempos de la misma concentración de cada BPs. NOTA: las escalas de las 

gráficas son diferentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

38 
 

4 DISCUSIÓN 

La disfunción endotelial es el proceso que precede a la formación de la placa 

ateroscleótica, la cual conlleva a un estado protorombótico y a la inflamación crónica 

de los vasos sanguíneos (Tibaut, et al, 2019). En los últimos años, debido a su 

capacidad de inducir inflamación y la producción de especies reactivas de oxígeno, 

la exposición a BPA se ha asociado con el riesgo para desarrollar enfermedades 

cardiovasculares (Nayak, et al, 2022). Como consecuencia de ello, en un plan para 

sustituir al BPA, se han introducido bisfenoles análogos estructurales del BPA con 

características químicas similares, denominados BNGs, siendo los más utilizados el 

BPS, BPAF y BPF. Sin embargo, a la fecha no existe evidencia suficiente que 

respalden el uso seguro de los mismos, ni si la exposición a estos podría contribuir 

al riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares. En el presente proyecto 

fueron evaluadas dos concentraciones distintas de BPA y de BNGs en un modelo 

in vitro para analizar su capacidad de activar el endotelio hacia un fenotipo 

inflamatorio. 

 

Exposición a bisfenoles y la viabilidad celular 

Las exposiciones a los diferentes bisfenoles no afectaron la viabilidad celular.  Lo 

anterior concuerda con estudios previos que demuestran que  concentraciones de 

BPA, BPS y BPF, inclusive mayores que las que evaluamos en nuestro estudio, no 

afectaron significativamente la viabilidad de las células endoteliales humanas 

(Guixiang, et al, 2022). De manera contrastante, el BPAF 3.5 M disminuyó la 

actividad metabólica en un 50% con respecto al vehículo. En este sentido, estos 

resultados fueron contradictorios a los reportados por otros grupos de investigación, 

pero en otras estirpes celulares, lo que sugiere  que la toxicidad del BPAF es 

dependiendo del tipo de cultivo y tipo de células. En un estudio realizado por Sendra 

y col. (2023), el BPAF  a las concentraciones de 80 y 160 M (22 y 45 veces mayores 

a las utilizadas en el presente trabajo), el BPAF no afectó la viabilidad en hepatocitos 

de la línea celular HEPG2  expuestos durante 24 y 96 h. No obstante, Mlynarcikova 

& Scsukova reportaron que 100 mM de BPAF disminuyó en un 80% la viabilidad de 



 

39 
 

las células de la granulosa COV434 expuestas durante 24h (Mlynarcikova & 

Scsukova, 2021). De la misma manera Harnett y col., reportaron que después de la 

exposición por 20 minutos a BPAF, en un cultivo primario de adipocitos humanos, 

una concentración letal 50 (CL50) =0.0049 M (Harnett, et al, 2021).  Lo anterior 

pudiese tener relación con algunas diferencias en la toxicocinética del BPAF, con 

relación a la del BPA tanto en modelos animales como en estudios en humanos. Al 

igual que el BPA, son metabolizados por reacciones de fase II a través de las 

enzimas UGT y SULT. Sin embargo,  para el metabolismo de BPA las isoformas 

principales encargadas de UGT son la UGT2B15 y 2B7 mientras que para BPAF es 

la isoforma 2B4 expresadas mayoritariamente en el hígado, vesícula biliar, 

duodeno, páncreas, endometrio y riñón (Ouzzine, et al, 2014; Ziegler, et al, 2015; 

Bgee,2024). Asimismo, las principales isoformas de la enzima SULT que forman 

sulfatos de bisfenoles son la SULT1A1, 2A1 y 1E1, las cuales poseen mayor 

presencia en hígado, colon, tiroides, páncreas, monocitos, pulmones y riñones 

(Uniprot, 2024; Bgee, 2024).  En este sentido, la poca o nula expresión de estas 

enzimas en células como los adipocitos, células endoteliales y células de la 

granulosa, imposibilitaría el metabolismo del BPAF en nuestro modelo celular, 

incrementando su toxicidad.  

 

Efecto de la exposición a bisfenoles sobre la actividad endotelial 

La activación del endotelio se evaluó a través de la capacidad de los BPs 

para generar un  ambiente oxidante mediante la producción de ROS así como la 

inducción de mecanismos proinflamatorios, medido a través de la secreción de IL-

6.  

La exposición a los bisfenoles  evaluados en el presente trabajo (BPA, BPS, 

BPAF y BPF) indujo diferencialmente cambios en la producción de ROS, siendo 

significativamente mayor el efecto a la menor concentración probada. Establecimos 

que el origen de los ROS, de acuerdo a la tasa de cambio realizada, fue 

mitocondrial. La producción de ROS mitocondriales podrían ser resultado de la 

generación del radical superóxido (O2
-) por parte la cadena respiratoria mitocondrial 

(Burtenshaw, et al, 2017). Las ROS se generan por diferentes mecanismos, que 
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incluye la producción que resulta de reacciones enzimáticas en la cadena 

respiratoria en la mitocondria (Burtenshaw, et al, 2017).  Los valores de las tasas de 

las ROS celulares/ROS mitcondriales sugiere que una alta proporción de las ROS 

celulares proviene de la activación metabólica de la célula (Tirichen, et al, 2021). 

Estos datos coinciden con lo observado en los ensayos de viabilidad, donde se 

reportó un aumento de la actividad metabólica mitocondrial. Para BPS, BPF y BPAF, 

los resultados sugieren que, además del origen mitocondrial, la producción de ROS 

tiene otras fuentes intracelulares. Una de estas fuentes es la activación de las 

enzimas NADPH oxidasas (NOX) encargadas principalmente de la producción del 

anión superóxido, que además de encontrarse en la mitocondria, se expresan en la 

membrana celular, retículo endoplásmico, y/o membrana nuclear (Burtenshaw, et 

al, 2017).  

Independientemente del origen de las ROS inducidas por los BPs evaluados, 

estos generarían un ambiente oxidante, el cual es un factor clave para la disfunción 

endotelial. Nuestros resultados coinciden con los de estudios previos, donde 

también se ha reportado la inducción de ROS asociada a la exposición a bisfenoles. 

Easson y col. demostrarón que en células endoteliales HUVEC, la exposición a 

25M de BPS indujó un aumento de ROS celulares y mitocondriales, una 

disminución de la producción de óxido nítrico, así como una disminución de la 

expresión de las enzimas antioxidantes como SOD y Catalasa (CAT). Por otro lado, 

en larvas de pez cebra, se ha demostrado que la exposición a BPA, BPS, BPAF y 

BPF induce la generación de ROS, así como la diminución de la actividad de las 

enzimas antioxidantes SOD y CAT (Guixiang Ji, et al, 2022). Considerando lo antes 

mencionado, un aspecto que debe considerarse cuando incrementan los niveles de 

ROS, es la funcionalidad del sistema antioxidante. En nuestro trabajo no evaluamos 

si la exposición a BPA, BPS, BPAF o BPF altera el sistema antióxidante de nuestro 

modelo celular, por lo que se requieren de futuros estudios para establecerlo.  

Es importante mencionar que hoy en día, las ROS son consideradas como 

indicadores de daño o muerte celular, pero también tienen actividades funcionales 

que incluyen la activación de diferentes vías de señalización intracelular como la 
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proteína cinasa C (PKC), proteína cinasa A (PKA), fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K), 

MAPK y NFB (Lingappan, 2018; Burtenshaw, et al, 2017). En este sentido, la 

inducción de ROS por los bisfenoles, tiene el potencial de activar a NFB de las 

células endoteliales y contribuir en la producción de citocinas inflamatorias, de 

acuerdo a lo previsamente propuesto (Didion, 2017).  

 

Activación endotelial y la secreción de Interleucina 6 

La inducción de estrés oxidante está relacionada con la activación del 

endotelio hacia un fenotipo inflamatorio, a través de sus dos vías, la activación 

endotelial Tipo I y Tipo II, las cuales junto con la producción de citocinas 

proinflamatorias, dan lugar al inicio de la respuesta inmune (Pons, et al, 2020). En 

la activación endotelial tipo I, la proteína Rho es activada y junto con la cinasa de la 

cadena ligera de la miosina (MLCK) , son responsables de controlar la contractilidad 

del citoesqueleto, abriendo las uniones del endotelio vascular y permitendo la salida 

de los cuerpos Weibel-Palade. Esta vía permite la proyección de P-selectina a la 

membrana luminal, lo que promueve el reclutamiento leucocitario. Este tipo de 

activación se basa esencialmente en la activación de GPR, los que activan 

posteriormente a la fosfolipasa C  (PLC-), promoviendo la liberación de calcio 

intracelular (Ca+2) (Wu, Liu & Zhu, 2017).  

En el caso de la activación endotelial tipo II, esta se encuentra mediada por 

de tres vías asociadas a la activación de : MAP3K, MAPK y/o NFkB. La unión del 

TNF-α a su receptor (TNFR) promueve el reclutamiento de la proteína del dominio 

de la muerte asociada a TNFR (TRADD), la proteína 1 de interacción con el receptor 

(RIP) y del factor 2 asociado al TNFR (TRAF2). Este complejo activa la señalización 

de la la vía de NF-κB y MAP3K/JNK, promoviendo la transcripción de citocinas 

proinflamatorias a través de NF-κB y la proteína activadora 1 (AP-1). Por otra parte, 

la IL-1 se une a su receptor membranal IL-1R1, promoviendo el reclutamiento de 

la proteína accesoria de IL-1R (IL-1RAcP). Esta proteína induce la activación de la 

proteína cinasa activada por mitógenos MAPK que activan a JNK, p38 y ERK1/2, y 
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río abajo, a proteínas como c-Jun, (una subunidad de AP-1). El factor del 

complemento C3a, pueden activar a JNK, p38 y ERK1/2 e inducir la activación del 

factor de transcripción NF-κB (Wu, Liu & Zhu, 2017). De la mano de lo anteriore, se 

ha determinado que  los niveles plasmaticos de bisfenoles correlacionan 

positivamente con disfunción endotelial, favoreciendo la formación de la placa 

aterosclerótica en poblaciónes jóvenes y de aultos mayores (Lind & Lind, 2011; Chu, 

et al, 2021). Asimismo, en estudios previos se ha relacionado a los bisfenoles con 

la activación del endotelio a partir de la secreción de citocinas proinflamatorias 

(Quagliariello, et al 2019; Zhao, et al, 2017; Liu, et al, 2014). Dentro de las citocinas 

proinflamatorias que se secretan en respuesta a la activación endotelial, se 

encuentra la IL-6. Esta es una citocina que posee propiedades pro y anti-

inflamatorias y es reconocida como mediador primario en respuestas inflamatorias 

agudas (Didion, 2017). La secreción de IL-6 se ha relacionado positivamente con la 

progresión de la aterosclerosis. En pacientes post-infarto se ha comprobado que 

una secreción elevada de IL-6 a las 24 h después del evento, está asociada con un 

aumento del tamaño del infarto, así como con una disminución en la función 

cardiaca (Feng, et al, 2022). La transcripción y secreción de esta citocina está 

mediada por distintos estímulos como la angiotensina II, factores de crecimiento, 

otras citocinas proinflamatorias y un aumento intracelular de ROS (Didion, 2017). 

Nuestros resultados demostraron un aumento en la secreción de IL-6 por exposición 

a los bisfenoles; el BPA fue el que indujo una secreción evidentemente mayor a los 

demás bisfenoles  (BPA>BPAF<BPF), mientras que BPS disminuyó la secreción de 

la citocina. Con respecto al mecanismo de inducción de IL-6, se ha reportado que, 

en células de neuroblastoma SH-SY5Y, la exposición a 10 nM de BPA induce la 

expresión de IL-6 y, un aumento en la expresión de la subunidad de NF-B p65 

desde los 5 minutos post-exposición (Xiong, et al, 2017). Zhu y col. demostraron 

que en células de microglia BV2, la exposición a 1 y 100 nM de BPA incrementa la 

secreción de IL-6 y la fosforilación de JNK 10 min post-exposición y de NFB 

después de los 30 min de exposición (Zhu, et al, 2014). Con base a lo anterior, 

consideramos que en nuestro modelo, la inducción de la secreción de IL-6 pudiera 

ser resultado de la activación de la vía de NFB. No obstante, se requiere evaluar 
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en el futuro si la producción de IL-6 en nuestro modelo depende de NFB y que 

otras moléculas son afectadas rio arriba a este factor de transcripción. 

En contraste con el efecto de los otros bisfenoles, el BPS inhibió la secreción de IL-

6. Aunque el mecanismo por el cual actúa BPS no ha sido establecido, la literatura 

reporta que este evento inhibitorio puede estar relacionado con bloqueo en algún 

punto en la vía de señalización asociada a la activación de NFB, como los 

receptores TLR. La inhibición selectiva de TLR ha demostrado previamente inducir 

la disrupción de la respuesta inmune, inhibiendo la secreción de citocinas 

proinflamatorias (Gao, et al, 2017).  Asimismo, otra posible explicación de este 

efecto inhibitorio pudiera estar asociado con la inhibición directa a  NFB por el BPS. 

Un posible blanco podria ser la activación de la vía del Factor 6 asociado al receptor 

del factor de necrosis tumoral (TRAF6) dependiente de sequestosoma 1(SQSTM1), 

que favorece la degradación de TRAF6, impidiendo la activación correspondiente 

de NFB y por consiguiente, la inhibición de la transcripción y secreción de IL-6 

(Deng, et al, 2022). Sin embargo, se requieren estudios futuros para establecer 

el(los) mecanismo(s) involucrado(s) tanto en el incremento como la inhibición de IL-

6, por el BPA, BPAF y BPF, o BPS, respectivamente. 

Consideraciones finales 

Los hallazgos de este trabajo son importantes desde el punto de vista del estudio 

de los factores de riesgo para el desarrollo de ECVs. Los BPs se usan 

abundantemente en practicamente todo el mundo, por lo cual encuentran 

ubicuamente distribuidos en el ambiente y por lo tanto la población humana esta 

expuesto continuamentea estos compuestos. Si bien se ha reportado que la 

exposición a bisfenoles no  parece inducir un efecto agudo  de gran magnitud, la 

formación de la placa ateroesclerótica  ocurre como consecuencia de la presencia 

crónica de estrés oxidante y un proceso de inflamación crónica de baja intensidad, 

lo cual se ha asociado al menos a la exposición de BPA. Aunque, existen diversos 

factores del individuo y factores genéticos que contribuyen al desarrollo de ECVs, 

la exposición a factores ambientales, como los bisfenoles, es crucial para el 

desarrollo de estas patologías.  
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Nuestros resultados sugieren que el BPS, BPAF y BPF (como lo hace 

también el BPA) inducen diferencialmente dos marcadores, la producción de estrés 

oxidante y de una respuesta inflamatoria, críticos para la inducción de disfunción 

endotelial, un proceso que se ha establecido juegan un papel importante en las 

ECVs. Si bien se requieren más estudios para sustentarlo, nuestros datos sugieren 

que los BNGs no son inocuos, al menos desde el punto de vista de sus efectos a 

nivel endotelial in vitro. La tendencia actual  está dirigida a substituir el BPA en los 

productos plásticos por los BNGs, los cuales se utilizan en mezclas de proporciones 

desconocidas, por lo que sus efectos potencialmente tóxicos, y probablemente 

mayor a la de los compuestos individuales, se desconocen a nivel endotelial. Por 

los anterior, conbase en los resultados del presente estudio, consideramos deben 

ser evaluados los efectos toxicológicos de las mezclas de BNGs y con ello contribuir 

a la regulación de su uso en productos de consumo en humanos.  

 Aunque existieron limitantes en el presente trabajo como el número de 

parámetros evaluados, así como las concentraciones evaluadas, este representa el 

primer acercamiento para establecer los posibles efectos de la exposición a los 

BNGs en células endoteliales humanas y su relación con  la inducción de disfunción 

endotelial. Para estudios futuros deberán evalurse los niveles de ROS a tiempos 

cortos de exposición a los BNGs, determinar el efecto sobre el sistema antioxidante 

de las células, así como otros marcadores de activación endotelial, como son  la  

producción de NO, expresión de iNOS, función del sistema antioxidante, producción 

de otras citocinas inflamatorias, expresión de moléculas de adhesión leucocitaria, 

entre otros.   

 

 

 

 

 



 

45 
 

5. CONCLUSIONES 

Nuestros resultados sugieren que la exposición a BPA, BPS, BPAF y BPF afecta 

diferencialmente a las células EA. hy926. 

1. El BPAF demostró ser citotóxico a las concentraciones que no lo hicieron el 

BPA, BPS y BPS. 

2. El BPS induce una mayor producción de ROS comparado con 

BPA>BPAF>BPF, pero no indujo IL-6. 

3.  El BPA> BPAF> BPF indujeron tanto ROS como IL-6. 

4. Los resultados obtenidos mostraron que los BNG afectan en mayor o menor 

magnitud los parámetros analizados con respecto al BPA. 

5. Estos datos sugieren que los BNGs no representan una opción segura como 

alternativa al BPA.  

En conclusión, nuestros datos sugieren que los BNGs tienen el potencial de 

inducir disfunción endotelial, por lo que podrían ser un factor de riesgo para el 

desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, se requiere de más 

estudios para definir cuál es su papel en la disfunción endotelial.  

6. PERSPECTIVAS 

1. Evaluar el efecto de la exposición de BPA, BPS, BPAF y BPF sobre los 

niveles de expresión de iNOS y la producción de óxido nítrico dependiente 

de esta. 

2. Estudiar el efecto de la exposición a BPA, BPS, BPAF y BPF sobre la 

expresión y actividad de las enzimas del sistema antioxidante de las 

células, así como la determinación de estrés oxidante a través de 

malondialdehído.  

3. Estudiar el efecto de la exposición a BPA, BPS, BPAF y BPF sobre otros 

marcadores inflamatorios como TNF-, IL-1 y anti-inflamatorios como IL-

10, así como a través de la expresión de moléculas de adhesión 

leucocitaria como I-CAM, V-CAM y P-selectina. 
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4. Evaluar los parámetros determinados en este proyecto, así como los 

antes mencionados en diferentes proporciones de mezclas de BPA, BPS, 

BPAF y BPF.  
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