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RESUMEN 
 

 

El crecimiento tecnológico de las últimas décadas ha generado nuevos retos en 
investigación, puesto que el creciente consumo de plásticos ha expuesto a la población 
a nuevas moléculas con la capacidad de afectar al sistema hormonal, como el bisfenol-
A (BFA). Recientemente se ha correlacionado positivamente el BFA urinario con un 
mayor riesgo de desarrollar diabetes y enfermedades cardiovasculares, lo que ha 
supuesto el punto de partida de la presente tesis doctoral, que ha pretendido explorar 
los posibles efectos del BFA sobre el sistema renal. 

Comenzando con un modelo de estudio de podocitos de ratón, se observó que el BFA a 
baja concentración es capaz de inducir hipertrofia y apoptosis del podocito, alterando la 
expresión de las proteínas funcionales podocina y nefrina, así como de las proteínas 
reguladoras del ciclo celular TGF-β y p27kip1. De manera análoga, la administración de 
BFA intraperitoneal en ratones indujo podocitopenia, proteinuria e hiperfiltración, así 
como la sobrexpresión renal de TGF-β, p27kip1 y colágeno tipo IV. Estos datos 
representan la primera evidencia científica que señala que la proteinuria asociada al BFA 
no se limita a cambios funcionales renales, sino que implica fundamentalmente 
trastornos estructurales (podocitopatía). 

En base a la podocitopatía, hiperfiltración y proteinuria observada en el modelo animal, 
alteraciones características de la nefropatía diabética (ND) precoz, se realizó un estudio 
comparativo de los efectos renales del BFA en ratones de ambos sexos con y sin diabetes 
experimental. Los animales que recibieron BFA en el agua de bebida desarrollaron 
cambios renales funcionales, estructurales e hipertensión, de forma similar a los 
animales diabéticos. Los animales diabéticos que recibieron BFA (D+BPA) presentaron 
un significativo aumento de la proteinuria y del número de glomérulos colapsados, en 
comparación con los demás grupos. Además, el empeoramiento observado en los 
machos D+BPA, que murieron precozmente, pudo estar relacionado con desequilibrios 
hidroelectrolíticos. En conjunto, nuestros datos señalan que el BFA promueve 
alteraciones similares a las lesiones características de la ND precoz. 

El segundo modelo celular, realizado en podocitos humanos, demostró que el BFA a baja 
concentración es capaz de alterar la adhesión celular. Los estudios transcriptómicos y 
proteómicos, el Western blot y la inmunocitoquímica demostraron cambios 
significativos en la expresión de una treintena de proteínas estructurales y de adhesión. 
Además, se observó que este efecto estaba significativamente relacionado con el estrés 
oxidativo y con la modulación de receptores estrogénicos. En conjunto, los datos 
señalan que el BFA es capaz de promover un nuevo tipo de podocitopatía caracterizada 
por la alteración de la capacidad de adhesión celular, favoreciendo su pérdida por la 
orina y, por tanto, promoviendo daño renal. 

Por último, se realizó un meta-análisis unificando todas las publicaciones que exploran 
el paradigma BFA-riñón, se analizó la mayor cohorte mundial de BFA urinario (NHANES) 
y se desarrolló un estudio cuantitativo del BFA urinario en la población enferma.  De este 
modo, los resultados obtenidos, en conjunto con los modelos experimentales, han 
permitido obtener pruebas directas que señalan al BFA como un factor ambiental 
implicado en el desarrollo y/o progresión de enfermedad renal. Estos nuevos datos, 
asimismo, señalan la necesidad de futuros estudios traslacionales que profundicen en la 
relación de causalidad, con especial atención en el paciente diabético.
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TGF-β  Transforming growth factor β / Factor de Crecimiento Transformante β 

TNF-α  Tumour Necrosis Factor alpha / Factor de necrosis tumoral alfa 

TRPM2  
Transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 2 / 

Canal de catión potencial de receptor transitorio, subfamilia M, 
miembro 2 

TRVP5  
Miembro 5 de la subfamilia V del canal catiónico potencial receptor 

transitorio 

TUNEL  Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 

TX  Tamoxifen / Tamoxifeno 

UAE  Urinary albumin excretion / Excreción urinaria de albúmina 

UE  Unión Europea 

UGT  
Uridine diphosphate glucuronosyltransferase / Uridina difosfato 

glucuronosiltransferasa 

VCAM-1  Vascular cell adhesion protein 1 / Proteína 1 de adhesion cellular 
vascular 

VEGFA  
Vascular Endothelial Growth Factor A / Factor de crecimiento del 

endotelio vascular A 

WT-1  Tumor Wilms-1 / Proteína del tumor de Wilms-1 
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La experimentación es el método menos 
arrogante para obtener conocimiento. 

El experimentador hace, humildemente,  
una pregunta a la naturaleza [2] 

Isaac Asimov (1920 – 1992) 
 

 
 
 
 
 
 

El primer hombre de ciencia fue aquel hombre  
que contempló el interior de una cosa  
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1. Bisfenol-A 

1.1. Introducción: Contexto histórico y actual del bisfenol-A 

A lo largo del último siglo se ha producido un desarrollo tecnológico inigualable 

a ningún otro momento de la historia de la humanidad. Este hecho, si bien resulta 

excepcional, no queda exento de una problemática subyacente; y es que la sociedad 

moderna ha generado una dependencia hacia la industria de los polímeros plásticos. Su 

producción, uso, eliminación y reciclado conllevan la liberación de diversas partículas 

que hasta ahora nunca se habían encontrado ni en el medio natural, ni circulando por el 

torrente sanguíneo de la población. Desde una perspectiva cuantitativa, se han llegado 

a determinar más de 200 compuestos que no deberían tener cabida en el interior de 

ningún ser vivo [3] llamados compuestos xenobióticos3 [4]. Y precisamente por su 

continua exposición y heterogénea distribución, cada vez más autores encuentran 

indicios de la posible relación entre los xenobióticos ambientales y el desarrollo de 

diversas alteraciones fisiológicas o patologías [5–9]. 

Dentro de la variabilidad de compuestos que podemos encontrar a nivel 

ambiental, uno de los más destacados en los últimos años es el bisfenol-A (BFA o BPA, 

por sus siglas en inglés) (figura 1). El BFA es un compuesto de tipo fenólico que se 

encuentra ampliamente distribuido debido a sus múltiples usos como monómero, 

aditivo y plastificante en la producción de polímeros plásticos [10]. Este compuesto 

puede encontrarse en una infinidad de elementos cotidianos, como pueden ser los 

envases y recipientes alimentarios, las tuberías de PVC, juguetes, prótesis y 

obturaciones dentales, aparatos electrónicos, material médico-quirúrgico e incluso en 

prendas de ropa [11–16]. Su importancia, además de encontrarse influida por su gran 

versatilidad y productividad, reside en su capacidad de modular la acción de los 

receptores estrogénicos; y es que el BFA es conocido por ser uno de los principales 

 
3 Los compuestos xenobióticos se definen como “[compuestos] químicos orgánicos que no son producidos 
mediante biosíntesis” o “[compuestos] químicos que no son componentes naturales del organismo 
expuesto a él”. Traducido de [4, 5].  
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disruptores endocrinos que se encuentran actualmente bajo el punto de mira de la 

comunidad científica. 

 

Figura 1.- Estructura química del bisfenol-A. Imagen propia realizada con el programa PyMOL (derecha) y 
obtenida a través de la Agencia Europea de Sustancias y Mezclas Químicas [17] (izquierda). 

 
El concepto de disruptor endocrino es relativamente reciente, y pese a que desde 

principios del siglo XX ya se conociera la existencia de compuestos sintéticos con la 

capacidad de emular acciones hormonales, no fue hasta los años 90 cuando se acuñó el 

término. En ese momento surgió una mayor toma de conciencia sobre la posible relación 

entre la exposición a contaminantes ambientales y el mayor riesgo de desarrollo de 

patologías. La definición de disruptor endocrino fue modificándose a lo largo de los años 

por organismos internacionales como la Agencia de Protección Ambiental de Estados 

Unidos [18], la Organización Mundial de la Salud [19], la Unión Europea [20] o la 

Sociedad Endocrina [18]. Una de las definiciones más completas del término se 

encuentra en un libro recientemente publicado por Nicolás Olea [21], que manifiesta: 

“Los disruptores endocrinos son sustancias químicas capaces de alterar la síntesis, 

liberación, transporte, metabolismo, enlace, acción o eliminación de las hormonas 

naturales en el organismo, es decir, con la habilidad de alterar el equilibrio hormonal y 

la regulación del desarrollo embrionario y, por tanto, con potencial de provocar efectos 

adversos sobre la salud de un organismo o de su descendencia.”. 

Resulta de gran interés, y suscita gran controversia la dicotomía que puede 

observarse en la problemática del BFA; y es que pese a que es un compuesto cuyas 

propiedades estrogénicas fueron determinadas hace más de 80 años por Dodds y 

Lawson [22], su demanda y producción se ha incrementado en las últimas décadas. 
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Aunque el BFA era un prometedor candidato para el tratamiento de trastornos 

ginecológicos, siguieron probando diferentes compuestos químicos hasta que 

encontraron una sustancia con una actividad estrogénica mucho mayor, el 

dietilestilbestrol, cuya comercialización finalmente se realizó en los años 40 [23]. Es 

interesante destacar que se utilizó para prevenir y tratar complicaciones del embarazo 

hasta el año 1971, cuando se relacionó con el desarrollo de adenocarcinoma vaginal en 

las hijas de las mujeres tratadas con este fármaco [24]. 

El BFA nunca llegó a emplearse como fármaco per se, pero años después 

encontró su utilidad en la síntesis de polímeros plásticos. Pasaron cerca de 50 años 

desde que el químico ruso Alexander P. Dianin lo sintetizara en 1891 [25–28] hasta que 

el BFA comenzara a utilizarse en la manufacturación industrial de resinas epoxi, y gracias 

a la versatilidad de usos que poseen este tipo de resinas, el BFA rápidamente alcanzó 

una gran importancia en la industria americana. A mediados de los años 70 se 

consideraba que el BFA formaba parte, directa o indirectamente, de todas las grandes 

industrias de EEUU [23].  

De forma paralela, las contribuciones de Schnell en 1956 demostraron que el BFA 

también podía utilizarse como monómero en la síntesis de policarbonatos [29, 30]. Esta 

clase de plásticos, debido a su única combinación de propiedades físicas, ha tenido una 

gran repercusión en la industria mundial, al igual que las resinas epoxi. En la actualidad, 

siguen empleándose en numerosas aplicaciones, como en la industria automovilística o 

la tecnología LED [30]. Además, el BFA se utiliza en la actualidad como aditivo en otros 

tipos de plásticos [31], lo que ha provocado que se encuentre presente en la mayoría de 

objetos cotidianos. Por ello, los estudios de mercado prevén un aumento tanto de la 

producción y demanda de BFA [32, 33] como de su valor de mercado [34] (figura 2). Este 

patrón de crecimiento también se ha descrito en el mercado de los policarbonatos [32, 

35] o del fenol [36]. La consecuencia directa de todo ello es el impacto a la calidad del 

aire, con una liberación estimada de BFA de más de 100 toneladas anuales a la atmósfera 

[37].  

Debido la heterogénea distribución del BFA, resulta preocupante la magnitud y 

el impacto potenciales que pueden llegar a tener sobre la población. En los últimos años 
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se ha desarrollado un sistema para el reciclado de plásticos que los clasifica en 7 

categorías. En la mayoría de objetos plásticos de uso cotidiano se puede distinguir un 

triángulo con un número del 1 al 7 en su interior. Este código fue creado por la Sociedad 

de la Industria del Plástico [38] y mejorado recientemente en colaboración con la 

Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM4), desarrollando el actual 

estándar de consenso voluntario ASTM D7611 [39], que incluye las siguientes categorías: 

1) Tereftalato de polietileno (PET4); 2) Polietileno de alta densidad (PE-HD4); 3) Cloruro 

de polivinilo (PVC4); 4) Polietileno de baja densidad (PE-LD4); 5) Polipropileno (PP4); 6) 

Poliestireno (PS4); 7) Otros (incluyen materiales realizados con más de una resina de las 

categorías 1-6) (figura 3) [40]. 

 

Figura 2.- Evolución del mercado de BFA en el mundo (producción y valor de mercado). Adaptado de 
https://www.transparencymarketresearch.com/pressrelease/bisphenol-a-market.htm. 

 
Es habitual encontrar en la literatura académica textos que describen al BFA 

como el principal monómero utilizado en la producción de policarbonato, plastificante 

en la síntesis de resinas epoxi y aditivo en la manufactura de PVC (códigos 3 y 7) [11, 41]. 

A pesar de que puede utilizarse como aditivo en numerosos tipos de plásticos, 

habitualmente no se contempla la posibilidad de que podría encontrarse en otros 

materiales. De hecho, existen numerosos espacios en internet donde se afirma que 

ciertos polímeros son perjudiciales y otros no tanto. Estos espacios se retroalimentan 

 
4 Por sus siglas en inglés. 
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con la información de medios de comunicación que reafirman los mismos axiomas. De 

este modo, es común encontrar frases que inciden en la seguridad de los plásticos 

posicionados en las categorías 1, 2, 4 y 5, siendo los de las categorías 3, 6 y 7 los 

peligrosos para la salud [42–44]. Sin embargo, existen evidencias en la literatura 

académica de que el BFA se encuentra presente en todos los elementos del sistema de 

clasificación de plásticos [31, 45–49], como puede observarse en la figura 3. Por todo lo 

anteriormente expuesto, resulta crucial entender la magnitud del grado de exposición 

humano y las potenciales consecuencias que ello supone. 

     [45, 46]                [31, 47]              [31, 48]             [31, 47]                 [31]                     [47]                [47, 49]   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.- Categorías del sistema de reciclado de plásticos actual y publicaciones académicas que 
identifican la presencia de BFA en cada una de ellas  [31, 45–49]. Las publicaciones relativas a la categoría 
7 identificaron la presencia de BFA en policarbonatos [47] y poliamidas [49]. Adaptado de 
plasticoceans.org. 

 

1.2. Bisfenol-A en la población humana: Farmacocinética y exposición 

Tradicionalmente se ha considerado al BFA como un compuesto de entrada oral, 

puesto que numerosos tipos de envases alimentarios se fabricaban con policarbonatos, 

y además las resinas epoxi son las responsables de que no se altere el sabor de los 

alimentos y bebidas enlatados [50]. Por ello, los modelos de estudio farmacocinéticos 

humanos han empleado generalmente esta vía de administración. Esta clase de modelos 

suelen utilizar un reducido tamaño muestral (n≈10), al que administran una forma 

modificada de BFA, permitiendo su fácil identificación y evitando de este modo la 
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sobreestimación con el BFA propio de cada individuo5[51–53]. No obstante, existen 

otras fuentes de entrada al organismo, algunas tan importantes como la vía oral. Para 

profundizar en la cuestión, se procederá a abordar la farmacocinética del BFA mediante 

el modelo LADME6. En primer lugar, la liberación y entrada al organismo del compuesto 

se puede producir por diferentes vías: 

1. A través de la vía oral, mediante líquidos y alimentos contaminados con BFA [54, 

55] o, en el caso de los niños, a través del contacto directo con sus juguetes [56]. 

2. A través de la piel también podría existir entrada del BFA al organismo, 

fundamentalmente usando como vehículo los tickets de compra termosensibles 

y los cosméticos (y puesto que el agua contiene BFA, cualquier acción de bañarse 

o ducharse implica la exposición dérmica a este compuesto) [41, 56–58]. 

3. A través del aire y el polvo ambiental podría producirse la entrada inhalatoria del 

compuesto [41, 56, 57, 59].  

4. La transmisión materno-fetal es de gran relevancia para el correcto desarrollo 

embrionario. Se ha detectado BFA tanto en sangre de cordón umbilical como en 

la placenta, líquido amniótico e incluso en el propio hígado fetal [37, 60]. 

5. La vía intravenosa es otra posibilidad de gran relevancia en el ámbito clínico, 

pues numerosos materiales médico-quirúrgicos contienen BFA en su 

composición [61–74]. 

6. Por último, también es posible que la entrada al organismo se produzca 

mediante la vía sublingual [56, 58, 75] (de gran relevancia en la odontología) o 

incluso la vía ocular [76]. 

Si bien se consideraba la vía oral como la mayoritaria, existen evidencias que 

sugieren que la vía dérmica podría tener el mismo grado de relevancia en algunos grupos 

poblacionales [56, 77]. Finalmente, cabe destacar la nueva posibilidad que suscitan los 

 
5 La forma deuterada del bisfenol-A (d(16)-bisfenol A), permite su detección específica por HPLC, obviando 
de ese modo el posible BFA residual y/o ambiental. El peso molecular del BPA es 228,29 g/mol, mientras 
que el de su forma deuterada es de 244,38 g/mol. 
 
6 Los modelos LADME estudian la farmacocinética de los compuestos en 5 fases: Liberación, Absorción, 
Distribución, Metabolismo y Excreción. 
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estudios relativos a los microplásticos, pues se han identificado partículas plásticas de 

50 a 500 µm en heces humanas [78]. Si dichos elementos se degradaran en el interior 

del organismo, liberando compuestos como el BFA, supondría otra forma de entrada 

cuya concentración dependería de la capacidad del organismo para descomponerlos. 

Continuando con la absorción, se estima que entre el 85 y el 100% del BFA 

ingerido es capaz de absorberse a través del intestino. La facilidad de absorción se ha 

atribuido a sus propiedades físicas, ya que el BFA es considerado como una sustancia 

lipofílica pero con cierta solubilidad acuosa, lo que le confiere la potencialidad de 

atravesar cualquier barrera fisiológica, como la transplacentaria o la hematoencefálica, 

y distribuirse por cualquier fluido y tejido biológico [37, 51, 55]. En el caso de la vía 

dérmica, la concentración estimada de BFA capaz de absorberse e introducirse en el 

organismo se considera en un porcentaje mucho menor, en torno al 10 % [79, 80]. Por 

su parte, la vía de entrada sublingual parece que podría llegar a ser tan eficiente o 

incluso más que la entrada intestinal, puesto que se ha llegado a observar, tras la 

administración de BFA por esta vía, niveles internos superiores a los observados tras la 

administración oral [75].  

En tercer lugar, con respecto a la distribución, gracias a sus propiedades físicas 

el BFA tiene la capacidad, por un lado, de desplazarse a través de fluidos biológicos sin 

necesidad de un transportador, aunque puede existir una fracción unida a proteínas 

[76], y por otro lado, atravesar membranas lipídicas con facilidad. Gracias a ello, se ha 

detectado la presencia de BFA en sangre, orina, en la leche materna, líquido amniótico 

[37, 81, 82], numerosos órganos [83–85] e incluso se ha descrito que puede acumularse 

en el tejido adiposo [86, 87]. Tradicionalmente se consideraba que existían importantes 

diferencias en la distribución del BFA entre roedores y primates [51, 52, 55, 81, 88], pero 

estudios más recientes afirman que no hay diferencias significativas entre los modelos 

de mamíferos estudiados [89]. 

El metabolismo del BFA también resulta similar en todas las especies de 

mamíferos estudiadas. En todos ellos coinciden las reacciones de Fase II, que son 

mecanismos bioquímicos capaces de modificar la estructura de compuestos exógenos 

con el fin de facilitar su excreción [90]. De este modo, se ha comprobado que tanto en 
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el intestino como en el hígado, el BFA es metabolizado hacia formas glucuronizadas o 

sulfatadas, siendo la ruta mayoritaria la que lo conjuga con ácido glucurónico a través 

de la enzima uridina difosfato glucuronosil transferasa [90–92].   

También se ha sugerido que una parte del BFA que llega al intestino podría ser 

degradado a p-cresol por la microbiota intestinal, del mismo modo que sucede con las 

proteínas alimentarias, participando de este modo en la generación de toxinas urémicas 

(figura 4) [93]. Otra posible ruta metabólica estudiada ha sido la hidroxilación a catecol 

seguido de una transformación a o-quinona. Esta ruta, al igual que la anterior, puede 

generar toxicidad asociada a estrés oxidativo. Se ha comprobado que pequeñas 

cantidades de o-quinonas son suficientes para generar elevadas cantidades de especies 

reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) [94]. Finalmente, para terminar con 

el aspecto metabólico, cabe destacar que el metabolismo del BFA se encuentra 

fuertemente influido por el genotipo [95], el estado de salud (puede verse afectado en 

patologías como la enfermedad hepática, diabetes u obesidad [96]) o la vía de entrada 

al organismo [80, 88, 97–99]. 

En último lugar, con respecto a la excreción, se han llegado a observar 

importantes diferencias entre las especies estudiadas. Mientras que en primates 

humanos y no humanos se ha considerado que la totalidad del BFA responde a la 

excreción urinaria, en el caso de roedores se ha observado que una parte de la excreción 

se realiza a través de las heces. Tradicionalmente se ha atribuido este fenómeno a una 

mayor presencia de circulación enterohepática [51, 52, 55, 81, 88], pero actualmente 

existen evidencias que desmienten dicha afirmación [89]. 

En humanos, se consideraba que el 100% del BFA se excretaba por vía urinaria 

en su forma glucuronizada [51], pero actualmente se ha demostrado que se excreta en 

sus formas glucuronizada (mayoritaria), sulfatada y en su forma libre (sin metabolizar) 

[100–102]. En cualquier caso, gracias a su eliminación urinaria es relativamente fácil 

calcular la exposición diaria, tal y como hemos desarrollado en un capítulo de libro 

recientemente publicado [64]. En este trabajo, gracias al análisis de la concentración 

urinaria de BFA de las publicaciones académicas, se pudo estimar la exposición 

poblacional al compuesto, tanto en la población general como en grupos de especial 
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riesgo, como en el entorno hospitalario. Sin embargo, el grado de exposición a BFA 

estimado en la mayoría de grupos suele encontrarse por debajo de los límites o 

umbrales de seguridad de este compuesto. En Europa, la Autoridad Europea de 

Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés) ha definido la Ingesta Diaria 

Tolerable (IDT)7 en 4 µg/kg peso/día [56, 103]. Es interesante destacar que el IDT se 

calculó a partir de modelos animales que identificaron la concentración de BFA más baja 

a la que no se producían efectos sobre el peso del riñón (lo denominaron NOEL8 renal) 

en 50 mg/kg [104]. 

 

Figura 4.- Representación esquemática de las vías metabólicas del BFA. Incluye la posible degradación por 
la microbiota intestinal a p-cresol, una toxina urémica, y su posterior glucuronización hepática. Imagen 
propia. 

Por último, y a pesar de la existencia de los IDT propuestos por instituciones 

europeas y americanas, es importante recordar que el BFA es un compuesto xenobiótico 

que hasta hace medio siglo no circulaba por el torrente sanguíneo de las personas. Hoy 

en día, la mayoría de estudios que cuantifican BFA en fluidos biológicos suelen 

encontrarlo en prácticamente toda la población de estudio. Por poner algunos ejemplos, 

 
7 Las instituciones anglohablantes utilizan el concepto Tolerable Daily Intake (TDI) cuya traducción sería 
Consumo Diario Tolerable. Sin embargo, en los documentos oficiales españoles como el Boletín Oficial del 
Estado se denomina Ingesta Diaria Tolerable (IDT) [422]. 
8 No observable effect level / no observed adverse effect level. El término, si bien se refiere al mismo 
concepto, varía en función de las publicaciones consultadas [56, 104, 423]. 



INTRODUCCIÓN 

 

12 

se ha detectado BFA en la orina del 95 % de la población analizada en EEUU [105], del 

97 % en España [106], de entre el 90 y 100 % en China [107, 108] o del 100 % en Canadá 

[109]. Y precisamente en los estudios humanos, cuyas concentraciones de BFA urinario 

suelen encontrarse por debajo del IDT, se han encontrado numerosas evidencias 

estadísticas que correlacionan la exposición a este compuesto con el riesgo a desarrollar 

diferentes patologías. Estos trabajos, en conjunto con las numerosas evidencias 

descritas en investigación básica, han situado al BFA en el punto de mira de la 

comunidad científica, motivo por el cual se ha comenzado a limitar su uso en biberones 

y botellas infantiles [110, 111], así como en los tickets de compra termosensibles [112]. 

1.3. Efectos del bisfenol-A sobre la salud 

El BFA es un compuesto cuya naturaleza lipofílica le permite atravesar con 

facilidad barreras fisiológicas y membranas celulares, motivo por el cual se ha detectado 

en numerosos órganos y sistemas, desde el sistema reproductor, digestivo o excretor 

hasta incluso en el sistema nervioso central [83–85]. Tradicionalmente considerado 

como un modulador estrogénico, numerosos estudios se han realizado sobre el sistema 

reproductor, determinando que el BFA puede actuar como un agonista de los receptores 

estrogénicos (ER9) y como antagonista de los receptores androgénicos (AR9) [113, 114]. 

Sin embargo, su heterogénea presencia en el organismo y sus propiedades físicas lo 

convierten en un candidato con la potencialidad de relacionarse con numerosas 

patologías. En las últimas dos décadas se han publicado numerosos estudios que lo 

relacionan con trastornos reproductivos [115–119], cardiovasculares [9, 120–122], 

renales [82, 123, 124], hepáticos [125, 126], respiratorios [127–129], tiroideos [130–

132], cognitivos y conductuales [133–136], con la obesidad [137, 138], diabetes [9, 139, 

140], cáncer [141–143] e incluso con alteraciones del desarrollo embrionario [136, 144, 

145]. 

Desde el punto de vista nefro-vascular, el trabajo de Lang y cols. [9] sentó las 

bases de nuestra hipótesis de trabajo, pues descubrió una relación positiva y 

estadísticamente significativa entre el BFA urinario y las enfermedades 

 
9 Por sus siglas en inglés. 
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cardiovasculares, la diabetes y la desregulación de las enzimas hepáticas en la cohorte 

americana NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey). Puesto que la 

enfermedad renal se encuentra íntimamente relacionada con la enfermedad 

cardiovascular y la diabetes [146–148], el estudio del BFA en el contexto renal era una 

propuesta necesaria y coherente.  

Hasta ese momento no se habían publicado trabajos que exploraran el potencial 

efecto del BFA sobre el sistema renal. Las primeras evidencias publicadas observaron, 

en diferentes líneas celulares renales, que el BFA a elevadas concentraciones (µM) 

podía afectar a la viabilidad celular [149, 150], generar estrés oxidativo [151], activar ERs 

o inhibir ARs [114] y modular el calcio celular [150], alterando los canales de calcio [152, 

153]. Respecto a los modelos animales, Tyl y cols. definieron el NOEL renal [104] en 50 

mg/kg en ratones adultos. A la misma dosis en adultos, y dosis inferiores en neonatos, 

Kabuto y cols. [154, 155] determinaron que el BFA podía generar estrés oxidativo a nivel 

renal. En modelos animales que utilizaron dosis superiores al NOEL, describieron 

alargamiento del riñón e hidronefrosis en ratas juveniles [156] y reducción en la 

expresión del ARNm de citoquinas pro-inflamatorias (IL-2, IL-12, IFN-γ y TNF-α) en la 

descendencia de animales tratados con BFA [157]. También se observó que podía 

afectar a la capacidad de absorción de calcio, reduciendo su concentración sérica [158, 

159]. Por último, los modelos farmacocinéticos demostraron que el riñón es uno de los 

órganos con mayor concentración de BFA [83–85]. Los estudios humanos habían 

determinado dos interesantes evidencias: por un lado, desde el año 2001 se ha 

demostrado la presencia de BFA en el suero de pacientes con enfermedad renal crónica 

terminal sometidos a hemodiálisis, ya que el propio hemodializador libera BFA en un 

rango de concentración dependiente del material con que esté fabricado [70–74]. Por 

otro lado, los estudios epidemiológicos observaron que el BFA urinario se 

correlacionaba positivamente con la albuminuria de bajo grado10 en una cohorte de 

niños [124] y otra de adultos [123]. También se observó una relación positiva, aunque 

 
10 El concepto se refiere a todos los individuos que, pese a tener unos valores de albuminuria inferiores al 
rango patológico (menores de 30 mg/g creatinina), se encuentran en el cuartil 4; es decir, los que 
presentan las mayores concentraciones de albuminuria dentro del rango normal. 
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inconsistente, entre el BFA urinario y la función renal11 [160], y de manera muy 

preliminar, entre el BFA en sangre y la función renal12 [73]. 

En la actualidad, se han publicado interesantes avances en el paradigma BFA-

riñón. Comenzando con los modelos celulares, por un lado, se ha observado que el BFA 

a bajas dosis puede afectar a la viabilidad celular (exposición prolongada) [161] y 

promover alteraciones en la expresión y la metilación de genes asociados con cáncer 

[162]. Por otro lado, las dosis elevadas se han relacionado con estrés oxidativo [163–

165], mecanismos pro-inflamatorios [164], respuesta fibrótica [166], mecanismos de 

autofagia [166], respuesta autoinmune [167] y alteración de los canales de calcio [165]. 

Es interesante destacar la última publicación, de Çiğ y cols. [165], puesto que la co-

administración de resveratrol, un conocido antioxidante, redujo el daño oxidativo 

inducido por BFA. En los últimos años se han publicado numerosos trabajos sobre el uso 

de antioxidantes para prevenir el daño renal inducido por BFA en modelos animales. De 

este modo, se ha observado que el co-tratamiento con N-acetil-cisteína [168–171], 

quercetina [172–174], luteolina [175], ácido gálico [176], oleuropeína [177], 

hidroxicortisol [177], cúrcuma [178], curcumina [179], taurina [179], astaxantina [180], 

vitamina D [181] o con extracto de Asparagus officinalis [182], de Genista tinctoria [183] 

o de Pistacia integerrima [184] podría mejorar o prevenir el daño renal inducido por 

BFA. Evidentemente, dichos trabajos estudiaban al BFA dentro del contexto del estrés 

oxidativo y/o la inflamación. Otros trabajos de interés han explorado el posible efecto 

del BFA sobre el desarrollo embrionario renal [136, 144, 145] o el agravamiento de la 

enfermedad autoinmune renal [167, 185] y la respuesta inflamatoria [166]. También 

destacan los trabajos relacionados con la mezcla de compuestos, pues en el mundo real 

no sólo estamos expuestos a un único contaminante ambiental. De este modo, se ha 

observado que la mezcla de tetrabromobisfenol A y triclosan [186], o la mezcla de ambos 

junto con parabenos y pftalatos [187] puede aumentar la concentración de BFA en los 

riñones.  

 
11 En el trabajo de You y cols. [160] observaron un valor medio de BFA urinario menor en los individuos 
con menor función renal determinada con la fórmula MDRD, pero no tras utilizar la CKD-EPI.  
12 Murakami y cols. [73] observaron una relación negativa entre BFA en sangre y función renal (utilizando 
la fórmula MDRD) en 22 pacientes con enfermedad renal crónica. 
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Por último, es importante destacar el estudio CLARITY-BPA, realizado durante 

dos años en ratas Sprague-Dawley, a los que se administró mediante cánula oral y de 

manera continuada o intermitente dosis de 2,5, 25, 250, 2500 y 25000 µg/kg de BFA o 

dosis de 0,05 y 0,5 µg/kg de EE2 [188]. Los autores manifestaron que las dosis inferiores 

a 25000 µg/kg de BFA no mostraron un claro patrón de respuestas consistente, el cual 

sí se llegó a apreciar tras el tratamiento con EE2. Sólo consideraron que la dosis más 

elevada de BFA mostró un patrón consistente a nivel de tracto reproductor femenino y 

pituitaria masculina. Este trabajo se encuentra rodeado de controversia, pues existen 

evidencias en la literatura que sugieren que el BFA puede actuar de manera similar a 

una hormona, con patrones de respuesta que no corresponden con las clásicas rectas 

de dosis-respuesta, generando repuestas no monotónicas cóncavas o convexas [37, 

189–191]. De este modo, los autores que han reevaluado los resultados del estudio 

desde el prisma de los efectos no monotónicos afirman que el BFA es capaz de afectar a 

múltiples niveles a concentraciones por debajo de las consideradas seguras [192–194]. 

En la población humana, nuevos estudios han profundizado en la relación entre 

el BFA y el tipo de hemodializador, la técnica de diálisis o los materiales implicados en el 

proceso [16, 66, 68, 195–199]. Es interesante destacar que el rango de concentraciones 

de BFA urinario o sérico en estos pacientes se ha observado en rangos cercanos a la 

población general [72–74, 196, 199], ligeramente superiores [195, 197] o muy 

superiores [66, 68]. En este último caso, se llegaron a determinar valores medios de 

52.73 ± 60.6 y 163.03 ± 155.84 ng/ml en pacientes sometidos a diálisis convencional. Por 

su parte, los estudios epidemiológicos han encontrado nuevas relaciones entre la 

concentración de BFA en orina o sangre y la predisposición a desarrollar enfermedad 

renal. Como se detalla y analiza en el meta-análisis del capítulo 3, en los últimos 10 años 

se han publicado 12 artículos originales que estudian en diferentes cohortes la posible 

relación causal entre el BFA y la enfermedad renal. De ellas, sólo dos son estudios 

longitudinales, ambos realizados por Hu y cols. [200, 201], en los que observaron que 

los individuos hipertensos o diabéticos con elevados niveles de BFA en sangre tienen un 

riesgo muy superior a desarrollar enfermedad renal crónica. Los otros 10 corresponden 

con estudios transversales, casi todos realizados en orina [123, 124, 160, 195, 199, 202–

206]. 
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Para concluir el subcapítulo, la tabla 1 recoge las principales cifras utilizadas en 

la tesis para estudiar al BFA en la población humana y definir los modelos de 

investigación básica. 

Grupo [BFA] Unidades Aplicabilidad 

NOEL renal [104] 50 mg/kg peso/día 

Modelos animales y 
exposición humana 

IDT (EFSA) [51, 80] 4 µg/kg peso/día 

IDT (FDA) [207] 50 µg/kg peso/día 

EED Pobl. general [64] 30 ng/kg peso/día 

EED Exp. ocupacional [64, 208] 5,12 µg/kg peso/día 

Pobl. general [64] ≈10 nM 

Modelos celulares 

Pobl. hospitalaria [64] ≈100 nM 

Exp. ocupacional [64, 208] ≈1000  nM 

Diálisis convencional [64, 68] 231 - 714 nM 

OL-HDF [64, 68] 38 – 102 nM 
 

Tabla 1. Principales cifras utilizadas en el estudio del BFA. Los valores indicados en los grupos poblacionales 
corresponden con valores medios. Abreviaturas: NOEL, nivel al que no se observaron efectos (adversos); 
IDT, Ingesta Diaria Tolerable; EFSA, Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria; FDA, Administración de 
Medicamentos y Alimentos Estadounidense; EED, exposición estimada diaria; Pobl., población; Exp., 
exposición, OL-HDF, hemodiafiltración en línea. 
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2. Fisiología renal  

2.1. Estructura y función de los riñones 

Los riñones son órganos retroperitoneales situados a ambos lados de la columna 

vertebral, encontrándose el derecho ligeramente por debajo del izquierdo. Cada riñón 

posee una fina cápsula fibrosa, dos polos (superior e inferior) y, en su parte media, se 

encuentra localizado el hilio [209]. Si se visualizan transversalmente, se pueden 

diferenciar claramente dos regiones principales: la zona más externa, llamada corteza, 

presenta una coloración café-rojizo y aspecto granular debido a la abundancia de 

capilares. La región más profunda, denominada médula, se caracteriza por un aspecto 

rayado debido a la presencia de numerosos túbulos microscópicos y vasos sanguíneos. 

Es en esta región donde se pueden distinguir macroscópicamente las pirámides renales, 

las cuales se encuentran a su vez separadas por las columnas renales (figura 5) [210]. 

Profundizando en el interior del riñón, a nivel microscópico, se distinguen 

aproximadamente un millón de estructuras denominadas nefronas, que componen la 

unidad funcional del riñón [211–213]. Gracias a ellas, el riñón [210, 211]: 

1. Regula la composición del medio interno (líquido extracelular) 

2. Regula la presión arterial 

3. Regula el equilibrio ácido-base 

4. Posee función excretora 

5. Posee función endocrina (juega un papel relevante en la síntesis de vitamina D, 

en la mineralización ósea y en el desarrollo eritrocitario [214]) 

La nefrona, a su vez, está constituida por dos elementos básicos, el glomérulo y 

el túbulo renal. El glomérulo (u ovillo glomerular), con casi 200 µm de diámetro, es una 

estructura globular formada por la invaginación de capilares en disposición hacia el 

extremo inicial y dilatado de la porción tubular de la nefrona (cápsula glomerular o de 

Bowman) [210–213]. La cápsula de Bowman y su glomérulo acompañante se sitúan en 

la corteza renal, y ambos constituyen el corpúsculo renal. Cabe destacar una 

particularidad exclusiva de esta región fisiológica, y es la disposición de los vasos 
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sanguíneos. Una arteriola aferente libera sangre en el glomérulo y lo abandona a través 

de la arteriola eferente, la cual libera la sangre en otra red capilar que circunda alrededor 

de los túbulos de la nefrona (capilares peritubulares) [210–213]. Existe un área, o 

espacio, comprendido entre la cápsula de Bowman y el ovillo glomerular, llamado 

espacio de Bowman. En él se forma el filtrado glomerular, y a partir de ahí penetra en la 

luz del primer segmento del túbulo proximal [212]. 

 

Figura 5.- Representación visual de las diferentes estructuras del riñón. Profundizando en el corte 
transversal del riñón se distinguen claramente dos regiones bien diferenciadas, la corteza (más externa) y 
la médula (interna). Profundizando aún más aparecen las nefronas, unidades básicas funcionales, cuyos 
corpúsculos se encuentran en la zona cortical, y sus túbulos en diferentes zonas de la región medular. 
Detalle de las estructuras internas del corpúsculo renal y la barrera de filtración glomerular. Las células 
endoteliales destacan por la presencia de fenestraciones, y las prolongaciones citoplasmáticas de los 
podocitos conforman y delimitan la hendidura de filtración glomerular. Adaptado de [210, 213] y 
biorender.com. 
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2.2. Corpúsculo renal: Elementos encargados de la filtración glomerular 

La filtración glomerular depende de la superficie disponible de filtrado, así como 

de la permeabilidad de la barrera de filtración. Dicha barrera incluye: la capa de células 

endoteliales que revisten los vasos sanguíneos glomerulares, una membrana basal 

glomerular (GBM, por sus siglas en inglés [214]) y una capa de células epiteliales 

especializadas, conocidas como podocitos [211] (figura 5).  

El endotelio capilar está perforado por numerosos orificios, denominados 

ventanas, por lo que se le considera un endotelio fenestrado. Como consecuencia de 

dicho fenómeno, los capilares glomerulares son de 100 a 400 veces más permeables al 

agua y los solutos disueltos en plasma que los capilares del músculo esquelético. No 

obstante, aunque la fenestración es relativamente grande, las proteínas celulares 

endoteliales están dotadas de numerosas cargas negativas fijas que dificultan el paso de 

las proteínas plasmáticas [210, 215].  

Tras superar la primera barrera de filtración potencial, la siguiente barrera la 

constituye la membrana basal glomerular, formada fundamentalmente por colágeno 

tipo IV, cuya finalidad es la de proporcionar elasticidad y resistencia a la presión 

hidrostática. Por su parte, la membrana también contiene laminina, fibronectina y 

proteoglucanos con grupos heparán sulfato cargados negativamente, formando de este 

modo una barrera electrostática para las proteínas filtradas [211]. 

Por último, la tercera barrera la constituyen las células epiteliales especializadas 

o podocitos, cuyas prolongaciones o extensiones citoplasmáticas, conocidas como 

pedicelos (o pies), forman interdigitaciones con los de las células colindantes formando 

una enmarañada red. En ella existen estrechas hendiduras, sutiles espacios, entre los 

pedicelos adyacentes13, por donde las moléculas del filtrado acceden al espacio de 

Bowman [210].  

 
13 A este tipo de espacios remanentes entre las interconexiones de los pedicelos podocitarios se les 
denomina “glomerular slit diaphragm”[424], y podemos encontrarlo traducido como “hendidura de 
filtración” [213] o, de manera más literal, “diafragma de hendidura” [425] o “diafragma hendido” [212]. 
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De este modo, todos los solutos plasmáticos pasan con facilidad a través de las 

tres barreras de filtración potenciales e ingresan al interior de la cápsula de Bowman 

(figuras 5 y 6). No obstante, en el caso de las proteínas plasmáticas, existe un importante 

bloqueo selectivo, influido, fundamentalmente, por el tamaño, forma y carga eléctica 

[210, 211]. Como ejemplo, moléculas como el agua (18 Da), sodio (23 Da) o la glucosa 

(180 Da) poseen una capacidad de filtración de 1, es decir, la sustancia se filtra con una 

rapidez del 100 % del agua filtrada. Sin embargo, la albúmina (69.000 Da o 69 kDa) tiene 

una capacidad de filtración de tan sólo 0,005 [215]. Este ejemplo es de gran relevancia 

en el contexto de la enfermedad renal, pues existen numerosos estudios que afirman 

que la microalbuminuria es un marcador precoz de enfermedad renal (y cardiovascular) 

[216–220]. 

En el contexto global del corpúsculo renal no sólo deben tenerse en 

consideración los dos tipos celulares involucrados de forma directa en la barrera de 

filtración glomerular, pues existen otros dos tipos celulares que, si bien no se encuentran 

en el filtro per se, de su correcto funcionamiento dependerá el buen desarrollo de la 

actividad glomerular. Estas son las células mesangiales y las células epiteliales parietales. 

Las células mesangiales son las encargadas de sintetizar la matriz extracelular, 

así como de generar un soporte estructural para los capilares glomerulares. Cuando se 

realiza el filtrado sanguíneo, numerosas macromoléculas quedan retenidas en la lámina 

basal glomerular. Estas células, actúan, en consecuencia, como macrófagos en las 

regiones intraglomerulares, fagocitando el material acumulado, evitando, de este modo, 

que se obstruya [221]. Algunas de estas células pueden encontrarse fuera del corpúsculo 

renal, formando parte del aparato yuxtaglomerular, que participa en la regulación de la 

presión arterial y balance hidroelectrolítico a través del sistema renina-angiotensina 

[222, 223].  

Las células epiteliales parietales (PEC, por sus siglas en inglés) se encuentran 

configurando una monocapa en la capsula de Bowman, y proceden del mismo 

progenitor mesenquimal que los podocitos. Sin embargo, y pese al origen común, estas 

células son capaces de proliferar de manera normal (los podocitos tienen una capacidad 

muy limitada de regeneración) [224]. Es interesante destacar la existencia de estudios 
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que sugieren la posibilidad de que algunas células parietales pudieran diferenciarse en 

podocitos [225–228].  

 

Figura 6.- Representación esquemática de las estructuras básicas del corpúsculo renal (A) y de la barrera 
de filtración glomerular (B). Adaptado de [224]. 

 
Continuando con la fisiología de la filtración glomerular, existen fenómenos, 

fuerzas físicas, capaces de favorecer o de disminuir la filtración de la sangre. Las fuerzas 

que favorecen el proceso son la presión hidrostática de la sangre dentro del capilar y la 

presión oncótica del filtrado en el espacio de Bowman (la presión oncótica suele ser 

insignificante por la ausencia de proteínas de medio y alto peso molecular). En 

contrapartida, las fuerzas que se oponen a la filtración, son la presión oncótica 
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plasmática dentro del capilar y la presión hidrostática en el espacio de Bowman. La 

relación existente entre dichas fuerzas se denomina presión de filtración neta (Pf)14 

[212]. Así pues, la cantidad total de filtrado depende de las diferencias de presiones y 

del coeficiente de filtrado, el cual, a su vez, depende del área capilar total disponible 

para la filtración, y de la permeabilidad del mismo [229]. De este modo, el riñón es capaz 

de filtrar alrededor de 180 litros de plasma diario (con un contenido de 10 – 16 kg de 

proteína) con una superficie de filtración de menos de 1 metro cuadrado [230]. 

Evidentemente, los tres elementos que constituyen la barrera de filtración 

glomerular se encuentran sometidos a las fuerzas físicas anteriormente mencionadas. 

Sin embargo, en la literatura académica se considera a la capa de podocitos como el 

elemento crítico de entre las diferentes estructuras que conforman dicha barrera [231], 

y es que el podocito es la célula diana en la patogénesis del síndrome nefrótico [232]. 

Del mismo modo, y debido a que el podocito es la célula fundamental sobre la que se 

centra la presente tesis, se procederá a analizar en profundidad su relevancia e impacto 

en la fisiopatología renal, así como las proteínas implicadas en los consiguientes 

fenómenos relacionados con su alteración estructural y /o pérdida de adhesión. 

2.3. El podocito 

El podocito es considerado como una célula altamente especializada, con una 

morfología única, y que, como puede apreciarse en la figura 5, se encuentra localizado 

en la parte externa de la membrana basal glomerular [232]. Su formación se produce 

dentro del glomérulo en desarrollo, a partir de un origen mesenquimal, mientras va 

adquiriendo, a lo largo de su maduración, algunas características de una célula epitelial 

[233]. Existen autores que manifiestan la particularidad de que los podocitos, aunque 

son conocidos como células epiteliales viscerales, poseen algunas características más 

propias de células mesenquimales.  

Su elevado grado de especialización se encuentra atribuido a su morfología 

única, que consta de tres zonas o compartimentos diferentes: el cuerpo celular, los 

 
14𝑃𝑓 = 𝑃𝑐𝑔 − (𝜋𝑏 + 𝑃𝑡). Pf es la presión de filtrado neta. Pcg corresponde con la presión hidrostática 

capilar. πb es la presión oncótica capilar y Pt la presión hidrostática del ultrafiltrado [212]. 
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procesos podales primarios, que emergen del cuerpo celular, y los procesos podales 

secundarios15, que se ramifican a partir de los primarios, y son los responsables de 

interdigitarse con los procesos podales secundarios de otros podocitos y formar, de este 

modo, la hendidura de filtración (figura 7) [212, 213]. Cabe destacar que existen 

diferencias notables en la estructura del citoesqueleto de cada tipo de proceso podal. 

Así, la composición del citoesqueleto de los procesos podales primarios está constituido, 

fundamentalmente, por microtúbulos y filamentos intermedios de vimentina, mientras 

que el citoesqueleto de los procesos secundarios se encuentra limitado a filamentos de 

actina [214, 234]. La ultraestructura del citoesqueleto podocitario, además de mantener 

estable la hendidura de filtración, permite estabilizar, sostener y mantener a una 

determinada presión el conjunto completo de la barrera de filtración glomerular, puesto 

que, debido a las fuerzas que interactúan con ella, necesitan un soporte adecuado a las 

circunstancias [235]. Los procesos podales, para ello, se unen a la membrana basal 

mediante un complejo entramado proteico [236].  

 

Figura 7.- Imagen de microscopía electrónica de barrido del corpúsculo renal (A) y ampliación con falso 
color de la hendidura de filtración glomerular (B). Significado de abreviaturas: CBW, Cápsula de Bowman; 
CB, cuerpo celular (cell body); P, procesos principales. El asterisco identifica el espacio de Bowman. 
Adaptado de [212, 237].  

 
15 Otros autores emplean la terminología procesos principales (major processes), para referirse a los 
primarios, y procesos del pie (foot processes) para referirse a los secundarios [234]. 
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De este modo, se ha descrito que, en la hendidura de filtración glomerular, existe 

una red de proteínas que conectan al citoesqueleto de actina los procesos podales de 

los podocitos adyacentes [238]. Una de las principales proteínas implicadas en este 

proceso de adhesión intercelular es la nefrina, puesto que se ha demostrado que 

mutaciones en el gen que la codifica, NPHS1, se encuentra asociado con el síndrome 

nefrótico congénito, una enfermedad que manifiesta proteinuria severa o síndrome 

nefrótico [239]. Como puede apreciarse en la figura 8, otra de las principales proteínas 

implicadas en este proceso es la podocina. La podocina es una proteína de membrana 

con un dominio transmembrana, cuya alteración se encuentra directamente relacionada 

con la reorganización del citoesqueleto de actina en los procesos podales secundarios 

[240]. Estas dos proteínas, junto con las proteínas Neph1 y Neph2, forman el complejo 

Nefrina-Neph-Podocina, el cual coordina la dinámica del citoesqueleto [241].  

 

Figura 8.- Principales proteínas involucradas en los procesos de unión intercelular en la hendidura en 
filtración glomerular. Adaptado de [239]. 

 
Por su parte, los procesos de adhesión a la membrana basal están fuertemente 

condicionados por la presencia de proteínas como la integrina α3β1 [242]. A su vez, 

existen proteínas capaces de interrelacionar ambos mecanismos de unión como la α-

actinina-4. Esta proteína, en coordinación con la proteína ILK, son capaces de organizar, 

en una única estructura proteica, la integrina unida a la membrana basal, con la nefrina 

ZO-1 
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implicada en los procesos de unión célula-célula, y todo ello a su vez al citoesqueleto de 

actina (figura 9) [243]. 

 

Figura 9.- Proteínas involucradas en la interconexión de las uniones intercelulares de la hendidura de 
filtración glomerular y de las uniones con la membrana basal al citoesqueleto de actina. Abreviaturas: 
GBM, membrana basal glomerular. Adaptado de [243]. 

 
Los mecanismos de adhesión, en el contexto de la enfermedad renal, son tan 

importantes como los mecanismos de muerte celular; y es que debido a la nula 

capacidad de replicación del podocito, así como la reducida tasa de renovación celular 

a partir de células progenitoras, un aumento en la pérdida de podocitos (por cualquier 

causa) supone la progresiva reducción de la capacidad de filtración glomerular, es decir, 

de la función renal. Se ha observado que, ante la pérdida podocitaria, se pueden 

estimular mecanismos de hipertrofia celular que compensen la pérdida de volumen 

ocupado en el glomérulo [244]. Sin embargo, cuando la pérdida llega alrededor del 40 

%, los podocitos remanentes son incapaces de mantener el mecanismo compensatorio, 

lo que desemboca en la esclerosis del glomérulo acompañado de la degeneración 

tubular [231]. También se ha observado que, ante elevadas concentraciones de glucosa, 

se pueden activar los mecanismos de hipertrofia podocitaria a través de la vía de 

señalización mediada por las proteínas TGF-β y p27Kip1 [245–249] (figura 10). p27Kip1 

interactúa con los complejos CDK-ciclina e inhibe su actividad, lo que conlleva una 

detención de la célula en fase G1 y un aumento del tamaño celular, probablemente por 
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la acumulación de proteínas de matriz extracelular [245–247, 249–252]. Por otro lado, 

el aumento de la expresión de TGF-β también puede inducir mecanismos de apoptosis 

del podocito, lo que conduce hacia la progresión de la glomerulosclerosis [253, 254].  

El podocito también se encarga de la síntesis de proteínas de la matriz 

extracelular, como laminina β2 y colágeno tipo IV [(α1IV)2α2IV], requeridas para el 

correcto desarrollo de la membrana basal glomerular [235]. Estas células son, además, 

productoras del factor de crecimiento del endotelio vascular A, proteína imprescindible 

para el desarrollo del glomérulo, así como el mantenimiento de la correcta funcionalidad 

de la barrera de filtración glomerular [224, 247, 255]. En definitiva, el podocito juega un 

papel crítico en los cambios estructurales y funcionales tempranos que suceden en la 

enfermedad renal crónica. 

 

Figura 10.- Papel de las proteínas TGF-β y p27Kip1 en los mecanismos hipertróficos de los podocitos. 
Adaptado de [251]. 
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2.4. Riñón en la diabetes mellitus 

La diabetes mellitus se define como un grupo de alteraciones fisiológicas 

caracterizadas por un estado de hiperglucemia como resultado de presentar resistencia 

a la insulina, una inadecuada secreción de la misma o por una excesiva secreción de 

glucagón [256] 

Según la American Diabetes Association, la diabetes puede clasificarse en cuatro 

categorías [257]: 

1. Diabetes tipo 1: Destrucción de las células beta del páncreas, usualmente ligado 

a una deficiencia absoluta de insulina. 

2. Diabetes tipo 2: Pérdida progresiva de la insulina secretada por las células beta, 

normalmente subyacente a una situación de resistencia a la insulina. 

3. Diabetes mellitus gestacional: Diabetes diagnosticada en el segundo o tercer 

trimestre de embarazo, sin enfermedad diabética previa. 

4. Tipos específicos de diabetes debidos a otras causas: síndrome de diabetes 

monogénica, enfermedades del páncreas exocrino y diabetes inducida por 

fármacos/químicos. 

El riñón diabético es extremadamente variable, pudiendo comprender desde un 

tamaño reducido y aspecto contraído hasta alargado e hinchado. Dicho aumento del 

tamaño renal se ha asociado frecuentemente con fenómenos de hiperplasia e 

hipertrofia. Puesto que la enfermedad renal diabética o nefropatía diabética (ND) es una 

enfermedad multifactorial, es coherente que exista dicha variabilidad renal; y es que se 

ha descrito que dichos cambios pueden atribuirse al tipo y duración de la diabetes, así 

como a la presencia o ausencia de hipertensión y/o infecciones [258].  

La ND se define como la alteración de la función renal en pacientes diabéticos 

que no incluya otras causas de enfermedad renal crónica [259]. Teniendo en cuenta los 

cambios funcionales y estructurales que se producen en el riñón diabético, la progresión 

de la ND se ha organizado en cinco fases o estadios, que tradicionalmente se han 

definido de la siguiente manera [260]: 
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1. Hipertrofia renal: Caracterizada por un aumento del tamaño del riñón junto con 

un aumento de la filtración glomerular (hiperfiltración), sin variaciones en la 

excreción urinaria de albúmina. Siempre que exista un adecuado control de la 

glucemia, las alteraciones descritas pueden revertirse a la situación basal.  

2. Lesión renal sin aparición de signos clínicos: Se produce un engrosamiento de la 

membrana basal glomerular a lo largo de los 2-3 años siguientes al desarrollo de 

la nefropatía. La excreción urinaria de albúmina permanece dentro de los límites 

de la normalidad, con la excepción de algunos pacientes tras la realización de 

ejercicio [261].  

3. Nefropatía diabética incipiente: Este estadio se manifiesta por la aparición de 

microalbuminuria16. A su vez se produce un incremento en la síntesis de 

colágeno tipo IV de la membrana basal glomerular, favoreciendo la 

glomeruloesclerosis, así como la fibrosis tubulointersticial [262]. 

4. Nefropatía diabética establecida: Caracterizada por la presencia de proteinuria, 

hipertensión y reducción del filtrado glomerular por debajo de 30 ml/minuto. Es 

común la presencia de lesiones vasculares junto con lesiones glomerulares [263]. 

5. Insuficiencia renal crónica: El estadio final se caracteriza por la reducción del 

filtrado glomerular por debajo de 15 ml/minuto. La patología irá progresando 

hasta alcanzar un deterioro completo de la función renal, requiriendo 

tratamiento de diálisis y/o trasplante renal. 

No obstante, es importante matizar en que la clasificación de los diferentes 

estadios en la progresión de la ND ha ido acompañada de discrepancias ante la 

imposibilidad de su uso en ciertas subpoblaciones de pacientes, por lo que el Comité 

Conjunto de Nefropatía Diabética (Joint Committee on Diabetic Nephropathy) 

recientemente ha propuesto una clasificación centrada en la determinación de 

 
16 La microalbuminuria se define como la excreción urinaria de albúmina en el rango de 30 a 300 mg/24 
horas en humanos [426]. 
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albúmina urinaria / creatinina urinaria y la tasa o índice de filtrado glomerular17 (GFR, 

por sus siglas en inglés) de la siguiente manera [264]: 

1. Estadio 1 (pre-nefropatía): Normoalbuminuria (<30 mg albúmina/g creatinina); 

GFR ≥ 30 ml/min/1.73 m2. 

2. Estadio 2 (nefropatía incipiente): Microalbuminuria (30-299); GFR ≥ 30. 

3. Estadio 3 (nefropatía manifiesta): Macroalbuminuria (≥ 300); GFR ≥ 30. 

4. Estadio 4 (fallo renal): Cualquier condición de albuminuria; GFR ≤ 30. Todos los 

pacientes con GFR menor de 30 ml/min/1.73 m2 se clasifican en la categoría de 

fallo renal sin tener en cuenta los valores de proteinuria/albuminuria. 

5. Estadio 5 (tratamiento de diálisis): Cualquier estado en la terapia de diálisis 

continua. 

Continuando con el estudio de la progresión de la enfermedad a nivel histológico, 

en primer lugar, se produce la aparición de hipertrofia celular renal, aumento de la 

matriz extracelular y expansión mesangial. En estadios más avanzados de la enfermedad 

(ND establecida), se manifiesta la presencia de glomerulosclerosis nodular intercapilar 

(descrita ya en 1938 por Kimmestiel-Wilson [263]), conocida por ser la lesión más 

característica de la ND. También es común observar una glomeruloesclerosis difusa 

intercapilar generalizada, dispuesta a lo largo de todo el glomérulo. A su vez, también 

pueden encontrarse lesiones exudativas en la cápsula de Bowman, llamadas gotas 

capsulares, que corresponden con una masa eosinofílica de tamaño variable. La lesión 

exudativa eosinofílica también puede suceder en el glomérulo per se, denominándose 

lesión en gorro de fibrina (figura 11) [258, 265]. 

A la hora de abordar el estudio de la ND en modelos animales, existen diferentes 

métodos de acercamiento, como el uso de químicos o manipulación génica. En el 

desarrollo de la presente tesis doctoral, se procedió a utilizar estreptozotocina (STZ) 

 
17 En el diagnóstico de patologías como la ERC se suele utilizar la tasa de filtración glomerular estimada o 
eGFR, la cual se realiza a partir de la creatinina plasmática y la aplicación de factores de corrección en 
función de la edad, etnia y sexo [264, 427]. No obstante, el uso de la GFR se considera más preciso puesto 
que se determina a partir de las concentraciones plasmáticas y urinarias de creatinina, teniendo en cuenta 
además el volumen de orina en 24 horas. 
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para recrear un estado fisiológico lo más parecido posible a la diabetes tipo I, lo que 

promueve un daño renal en pocas semanas [266–268].  

 

Figura 11.- Cambios estructurales manifestados en el glomérulo renal del paciente con nefropatía 
diabética a lo largo del transcurso de la enfermedad. Nótese el creciente aumento y expansión de la matriz 
mesangial, así como la progresiva aparición de esclerosis difusa y nodular, con la reducción en el número 
de células. Adaptado de [265].  

 
2.4.1. Modelos animales de inducción de diabetes por STZ 

La STZ es un antibiótico extraído de la bacteria Streptomyces acromogens. Dicho 

compuesto tiene la capacidad de actuar como un tóxico selectivo de los islotes de células 

β pancreáticos [266] y, a su vez, también puede ejercer cierta toxicidad inespecífica, 

especialmente administrada a elevadas concentraciones. Por ello, la tendencia actual se 

centra, en lugar de en la administración de una única dosis de 150 – 200 mg/kg, en 

múltiples administraciones de dosis más bajas (40 - 60 mg/kg) reduciendo, de este 

modo, la toxicidad inespecífica y la mortalidad consiguiente [267].  

El efecto conseguido tras su administración, resulta en un estado muy similar a 

la diabetes tipo I [266–268]; y es que, como se ha descrito en la publicación de Reddy y 

cols. [268], tras la administración consecutiva de STZ a bajas dosis, la generación de la 

diabetes se establece tras un periodo de latencia de 5 a 7 días18. A dicho fenómeno 

precede una fase de aumento en la infiltración de células del sistema inmune en los 

 
18 Al contrario de lo que sucede tras la administración de una dosis elevada, donde la necrosis de las 
células beta se produce en 72 horas, con el desarrollo de la consecuente diabetes [268]. 
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islotes pancreáticos, de forma análoga a los procesos descritos en la diabetes tipo I 

humana. 

Por otro lado, si bien existen diversos modelos de estudio de diabetes, la 

administración de STZ en ratones CD1 (el modelo usado en la presente tesis), se 

considera, tal y como se expresa en la publicación de Kitada y cols. [267], un modelo útil 

para el estudio de la nefropatía diabética humana. Sin embargo, existen limitaciones 

asociadas a esta clase de modelos experimentales, ya que no reproduce completamente 

la enfermedad humana. Los animales tratados con STZ fundamentalmente desarrollan 

lesiones incipientes de la ND, manifestando un reducido número de lesiones funcionales 

y estructurales características de los estadios avanzados de la enfermedad [269, 270]. 
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La mera formulación de un problema es 
 muchas veces más importante que su solución.  

Plantear nuevas cuestiones, nuevas posibilidades, 
 considerar problemas viejos desde un ángulo nuevo,  

todo ello requiere imaginación creadora y marca  
los progresos reales de la ciencia [2] 

 
Albert Einstein (1879 – 1955) 

 
 
 
 
 
 

Una hipótesis puede ser definida como una  
simple conjetura. Una hipótesis científica es  

una conjetura inteligente [2] 
 

Isaac Asimov (1920 – 1992) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 



 

 

 
 
 



HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

 

35 

La hipótesis general del proyecto manifiesta que la exposición al contaminante 

ambiental BFA puede afectar al desarrollo y/o progresión de la enfermedad renal. Esta 

idea se basa en los estudios epidemiológicos que han descrito una relación significativa 

entre el BFA urinario y el riesgo de desarrollar diabetes y enfermedades cardiovasculares 

[9]. Para comprobarlo: 

1. Se procederá con el estudio inicial del podocito de ratón en cultivo, puesto que 

nuestras primeras aproximaciones descubrieron que es la célula más sensible al 

BFA, una célula que participa activamente en el desarrollo de 

glomeruloesclerosis, nefropatía diabética o enfermedad renal crónica [232]. 

2. Se evaluará el papel del BFA como inductor de enfermedad renal en un modelo 

animal murino. Para ello, se realizará la administración por la vía intraperitoneal 

con el fin de identificar posibles daños estructurales en la membrana de 

filtración, puesto que las publicaciones académicas que estudian albuminuria y 

BFA urinario atribuyen su posible efecto a una alteración funcional [123, 124].  

Los resultados de los primeros modelos de estudio plantearon una segunda hipótesis 

general, y es que la exposición a BFA puede generar un daño renal análogo a la 

nefropatía diabética, empeorando la función renal en el paciente diabético. Para 

investigarlo: 

3. Se realizará un estudio en animales a los que se ha inducido diabetes tipo I 

mediante estreptozotocina. El tratamiento de BFA se realizará a través de la vía 

oral (agua administrada en biberones de vidrio) debido a que la vía 

intraperitoneal podría presentar diferente farmacocinética [55, 81, 88]. 

4. Se desarrollará un enfoque traslacional comenzando con el estudio del podocito 

humano en cultivo. Para ello, se plantearán estudios funcionales, analizando los 

posibles cambios fisiopatológicos inducidos por BFA en esta clase de células. 

5. Por último, se realizará un análisis estadístico combinado (meta-análisis) de los 

estudios humanos que exploran el paradigma BFA - enfermedad renal, 

completando el estudio traslacional con el análisis de la mayor cohorte mundial 

de BFA urinario (NHANES) y el desarrollo de un estudio cuantitativo del BFA 

urinario en la población enferma.
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CAPÍTULO 1: Comparison of the renal effects of bisphenol A in mice with and without 
experimental diabetes. Role of sexual dimorphism 
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CAPÍTULO 2: Bisphenol A impaired cell adhesion by altering the expression of adhesion and 
cytoskeleton proteins on human podocytes 
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CAPÍTULO 3: Bisphenol A exposure and kidney diseases: systematic review, meta-analysis, and 
NHANES 03–16 study 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

VI. CAPÍTULO 3 

BISPHENOL A EXPOSURE AND KIDNEY DISEASES: SYSTEMATIC REVIEW, 

META-ANALYSIS, AND NHANES 03–16 STUDY. BIOMOLECULES 

(4.879, Q2 BIOCHEMISTRY & MOLECULAR BIOLOGY [2020]). 

DOI:10.3390/BIOM11071046 



 

 

 
 
 
 
 



 

 

87 



 

 

88 



 

 

89 



 

 

90 



 

 

91 



 

 

92 



 

 

93 



 

 

94 



 

 

95 



 

 

96 



 

 

97 



 

 

98 



 

 

99 



 

 

100 



 

 

101 

 



 

 

102 

 



 

 

103 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

104 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



DISCUSIÓN 

 

 
 
 
 
 
 

¡Cuántas veces más hemos asistido a este tipo de donaciones de personas altruistas y 
generosas que nos ha permitido utilizar muestras biológicas obtenidas en momentos 

nada fáciles, en algunas ocasiones tan solo a unas pocas horas de haberles comunicado 
un diagnóstico grave con un futuro incierto! [21] 

 
Nicolás Olea (1954 - ) 

 
 
 
 
 
 

Las leyes estadísticas  
son tan certeras en lo general  

como falaces en lo particular [2] 
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La presente tesis doctoral ha pretendido profundizar en el estudio de la posible 

relación causal entre los contaminantes ambientales, como el BFA, y las patologías 

nefro-vasculares. De este modo, a lo largo del prólogo [271] se ha realizado un modelo 

experimental en podocitos inmortalizados de ratón, evidenciando de manera novedosa 

en la literatura el efecto del BFA a dosis bajas sobre esta línea celular. El podocito es 

conocido por ser el elemento fundamental sobre el que se desarrollan enfermedades 

como la glomeruloesclerosis, la nefropatía diabética (ND) o la enfermedad renal crónica 

(ERC) [232]. En esta clase de enfermedades, el podocito suele sufrir mecanismos de 

hipertrofia celular asociado a diversas causas, bien como acción directa de un entorno 

con elevada concentración de glucosa [272], bien por mecanismos compensatorios 

asociados a la pérdida de células colindantes [231, 244].  

Partiendo de esta premisa, se evaluó el potencial efecto hipertrófico del BFA 

sobre el podocito de ratón en cultivo, observando un aumento de la superficie celular, 

lo que fue corroborado con el estudio del índice de hipertrofia celular y el porcentaje de 

incorporación de leucina, determinando incrementos significativos a las dosis de 10 y 

100 nM. Este efecto hipertrófico inducido por BFA se ha observado también en otros 

modelos animales, como en el trabajo de Veiga-Lopez y cols. [273], en el que observaron 

hipertrofia de adipocitos de la grasa visceral en un modelo ovino con exposición prenatal 

a BFA. Del mismo modo, la exposición prenatal a BFA también se ha relacionado con la 

hipertrofia del músculo esquelético en el trabajo de Jing y cols. [274]. En modelos 

murinos adultos, Tyl y cols. [104] describieron que el BFA podía inducir hipertrofia del 

hepatocito, mientras que Bahey y cols. [275] observaron hipertrofia del miocito. Por 

último, investigaciones recientes publicadas por nuestro equipo colaborativo de 

investigación nefro-vascular han observado que el BFA también puede estar relacionado 

con la hipertrofia cardíaca (Anexo IV y V, [276, 277]). 

La hipertrofia del podocito inducida por una alta concentración de glucosa está 

mediada por una vía de señalización celular que implica a las proteínas TGF-β y p27Kip1 

[245–249]. p27Kip1 es un inhibidor de quinasa dependiente de ciclina, capaz de regular el 

ciclo celular inhibiendo la progresión del ciclo celular (mitosis) en la fase G1 y cuya 

activación depende de TGF-β [252]. El consecuente estudio de la expresión relativa por 
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Western blot confirmó la sobreexpresión de dichas proteínas, lo cual reafirmó la 

hipótesis de que el BFA podría estar relacionada con la ND, estimulando el mismo 

mecanismo de hipertrofia celular que las condiciones de elevada concentración de 

glucosa. 

A continuación, se investigó el posible efecto del BFA sobre la viabilidad celular 

debido a que en podocitopatías, como la hipertrofia podocitaria descompensada, se 

observan fenómenos de pérdida de viabilidad [278]. El ensayo por MTT determinó que 

el BFA a bajas dosis era capaz de reducir significativamente la viabilidad celular. A 

continuación, se determinó con la técnica TUNEL que el efecto del BFA sobre la 

viabilidad incluye fenómenos de apoptosis. Es interesante destacar que la alteración de 

los fenómenos pro-apoptóticos y anti-apoptóticos influye de manera crítica en la 

pérdida de podocitos, lo que conlleva irremediablemente el progresivo desarrollo de la 

glomerulosclerosis. Kopp y cols. [253] observaron, en un modelo de ratón transgénico 

de TGF-β (con elevada concentración en plasma), que esta proteína contribuye a la 

progresión de la glomerulosclerosis. Posteriormente, D´Agati y cols. [254] observaron 

en el mismo modelo transgénico, que la sobreexpresión de TGF-β puede inducir 

mecanismos de apoptosis del podocito, lo que conduce hacia la progresión de la 

glomerulosclerosis.  

De forma coherente con estas afirmaciones, los resultados mostraron que el BFA 

puede inducir un aumento de la expresión relativa tanto de TGF-β como de su receptor. 

Además, se analizó la expresión del colágeno tipo IV, conocido por tener un papel 

importante en el desarrollo de glomerulosclerosis relacionada con TGF-β [246, 248]. De 

este modo, se observó que el BFA, de forma dosis-dependiente, era capaz de estimular 

la expresión de esta proteína. Es importante recordar que el colágeno tipo IV es uno de 

los principales componentes de la membrana basal glomerular [279]. Otros elementos 

fundamentales son la red de proteínas que conectan el citoesqueleto de actina con los 

procesos podales de los podocitos adyacentes, como son la podocina y la nefrina [238–

241] Además, ambas juegan un importante papel en la supervivencia del podocito. 

Cualquier alteración sobre esta clase de proteínas, no sólo implicará alteraciones de la 

barrera de filtración glomerular, sino que afectará a la integridad estructural del propio 
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podocito [254, 280, 281]. De este modo, el análisis por Western blot confirmó la pérdida 

de la expresión relativa de ambas proteínas inducida por BFA. 

En conjunto, los datos muestran que el BFA a bajas dosis es capaz de afectar al 

podocito, induciendo una podocitopatía caracterizada por hipertrofia celular, pérdida 

de expresión de las proteínas de la barrera de filtración glomerular y reducción de la 

supervivencia celular. Es interesante destacar que algunos de los resultados observados 

en el modelo celular no correspondieron con el clásico patrón de respuesta lineal, o 

dosis-dependiente. En la respuesta hipertrófica, la dosis más baja de BFA (10 nM) 

presentó una mayor respuesta que la dosis más alta (100 nM), un patrón que se observó 

en las 3 técnicas de análisis empleado. La dosis de 10 nM también indujo una mayor 

reducción de la expresión de podocina y nefrina que la dosis de 100 nM. Este interesante 

resultado puede explicarse mediante la posible acción no monotónica del BFA. Dicha 

acción, del mismo modo que sucede con diversos estímulos hormonales, puede suponer 

la aparición de efectos biológicos a dosis bajas, de forma que, en lugar de seguir una 

relación de linealidad entre la dosis y los efectos observados, se observan curvas 

cóncavas o convexas, denominadas curvas dosis-respuesta no-monotónicas (NMDRC, 

por sus siglas en inglés) [37, 189, 190]. Laura Vandenberg, en su revisión publicada en 

2014, determinó que las NMDRCs son comunes en la literatura relativa al BFA, 

llegándose a identificar en más del 20 % de todos los experimentos [191]. Por su parte, 

el trabajo de Angle y cols. [282] manifiesta la existencia de curvas de dosis-respuesta 

multimodales, donde se aprecian incrementos y descensos en las mismas, así como 

variaciones en la respuesta máxima en función del tipo de tejido. Dicha afirmación, en 

consecuencia, dificulta aún más la correcta valoración del estado de la cuestión acerca 

de la supuesta inocuidad del BFA en las concentraciones encontradas actualmente en la 

población. 

La dosis empleada en el modelo celular, 10 y 100 nM, se encuentra dentro del 

rango que en la literatura académica se considera como dosis baja [283–285]. La 

justificación de la dosis empleada, si bien parte de una sólida búsqueda bibliográfica 

previa, se reforzó sólidamente durante el proceso de elaboración de un capítulo de libro, 

que recientemente hemos publicado [64]. En él, mediante la exhaustiva revisión de la 
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literatura, realizando una revisión sistemática y analizando los datos de las principales 

cohortes mundiales se pudo obtener una concentración de BFA urinario en la población 

general muy próximo a la dosis de 10 nM. El subsecuente análisis de los grupos 

poblacionales con mayor exposición a BFA reveló que los pacientes con enfermedad 

renal crónica en etapa terminal (diálisis) o los pacientes en cuidados intensivos [68, 69], 

así como algunos grupos de mujeres embarazadas [63, 101] podrían exponerse a una 

concentración de BFA más cercana a la dosis de 100 nM. Por último, existen casos 

extremos de trabajadores de la industria del plástico que podrían incluso superar este 

rango de concentraciones [208, 286, 287].  

A continuación, se procedió a explorar el posible papel del BFA como inductor de 

enfermedad renal en un modelo in vivo de administración intraperitoneal (IP) de BFA 

durante 5 semanas. Los animales desarrollaron un aumento significativo de la excreción 

de albúmina urinaria (albuminuria), del aclaramiento de creatinina y del índice de 

hipertrofia renal. El aumento del aclaramiento es un indicativo de que se está 

produciendo hiperfiltración glomerular, un signo característico de la disfunción renal en 

la diabetes y la obesidad [288–290]. En los primeros estadios de la nefropatía diabética, 

se ha descrito tradicionalmente al riñón como un órgano hipertrofiado con un 

característico aumento de la filtración glomerular [260, 262].  

La inmunohistoquímica renal mostró una reducción significativa del número de 

podocitos, marcados con la proteína WT-1, específica para este tipo de células. El ensayo 

con la técnica TUNEL reafirmó los resultados observados en el modelo celular, 

mostrando la presencia de apoptosis en los glomérulos de los animales tratados con 

BFA. El estudio histológico de la morfología glomerular mostró un incremento del área 

correspondiente a la matriz mesangial y variaciones en el tamaño glomerular. Además, 

la microscopía electrónica reveló indicios de hipertrofia celular y apoptosis. El estudio 

de expresión relativa de proteínas por Western blot mostró el mismo patrón que en el 

modelo celular, con el aumento de la expresión de TGF-β, p27kip1 y el colágeno tipo IV. 

De este modo, los resultados en conjunto mostraron que los animales expuestos a BFA 

por vía IP desarrollan podocitopatía con proteinuria. A pesar de la existencia de 

limitaciones en el uso de animales para evaluar la insuficiencia renal o los cambios 
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histológicos a largo plazo, el aumento de albuminuria es un marcador fiable de 

progresión de enfermedad renal [291]. 

La dosis utilizada en el modelo animal (50 mg/kg) es la misma dosis que Tyl y cols. 

definieron como NOEL renal [104] (menor dosis a la que no se observaron efectos). En 

su trabajo administraron concentraciones de BFA desde 0,03 hasta 600 mg/kg/día a 

ratones a través de la dieta. Los resultados sólo mostraron efectos renales (incremento 

del peso del órgano) a la dosis más alta, determinando en consecuencia el NOEL renal 

en la dosis inmediatamente inferior. Por su parte, Kabuto y cols. [154] también utilizaron 

la dosis de 50 mg/kg, pero con la vía de administración IP. En su trabajo observaron que 

el BFA podía afectar a la glutatión peroxidasa renal, implicada en la protección frente al 

estrés oxidativo y cuya expresión se encuentra habitualmente reducida en los pacientes 

con enfermedad renal crónica, especialmente en la etapa final o enfermedad renal 

terminal [292]. Esta dosis es de gran relevancia en la actualidad, ya que diversas 

instituciones lo utilizan como referencia a la hora de estimar las concentraciones de BFA 

seguras en humanos [56]. En el caso de la EFSA, esta institución europea ha estimado la 

Ingesta Diaria Tolerable siguiendo los siguientes pasos: Utilizando como referente el 

NOEL renal, calcularon la equivalente dosis de Benchmark. Esta dosis representa el 

punto en que se estima que puede existir una alteración en el 10 % de los animales 

tratados y es de 9 mg/kg. A partir de ella, aplicaron un factor de corrección para estimar 

la dosis equivalente en humanos, obteniendo la concentración de 600 µg/kg. Por último, 

añadieron un factor de incertidumbre de 150, obteniendo el resultado final de 4 

µg/kg/día [56].  

Esta cifra, a pesar de encontrarse a varios órdenes de magnitud por debajo del 

NOEL renal murino, sigue estando por encima de las concentraciones estimadas en la 

población general. Los resultados observados en un reciente análisis de la concentración 

urinaria mundial publicado por nuestro grupo [64], han determinado que la gran 

mayoría de individuos presenta concentraciones por debajo de este umbral de 

seguridad delimitado por la EFSA. Sin embargo, existen excepciones que deberían 

tenerse en consideración. Por un lado, los pacientes en cuidados intensivos y los 

enfermos con enfermedad renal crónica en estadio 5 (diálisis) presentan mayores 



DISCUSIÓN 

 

112 

concentraciones promedio de BFA [63, 64, 68, 69]. Teniendo en cuenta que ciertas 

patologías pueden afectar a la capacidad de metabolización del BFA [96], y en base a los 

resultados descritos en el prólogo, se manifiesta la necesidad de reevaluación de los 

materiales empleados en el entorno hospitalario. Por otro lado, las cifras observadas en 

los trabajadores de la industria del plástico resultan, en algunos casos, alarmantes, 

motivo por el cual también deberían reconsiderarse las medidas de protección 

específicas relacionadas con los trabajadores de estas industrias [64, 208, 286, 287]. 

Además, también podría existir una gran variabilidad en el rango de exposición dentro 

de cada grupo. Esta afirmación se basa en el trabajo de Carwile y cols. [293], en el que 

observaron que el consumo de un bote de sopa durante 5 días podía inducir un aumento 

del 1000 % en la concentración urinaria de BFA en sujetos sanos.  

Paralelamente a estas cuestiones sobre la exposición, también deberían 

replantearse los dos paradigmas que configuran los modos de estudiar la exposición a 

BFA. Por un lado, los modelos farmacocinéticos realizados en humanos con moléculas 

modificadas de BFA (d(16)-bisfenol A) [51, 52], han creado un axioma ampliamente 

aceptado de que el BFA se metaboliza y excreta rápidamente por la orina, a pesar de 

que las modificaciones estructurales con deuterio pueden alterar la farmacocinética (y 

la toxicidad) de cualquier compuesto [294, 295]. Además, existen ciertas 

contradicciones en la literatura, como el trabajo de Stahlhut y cols. [87], en el que 

observaron que los niveles de BFA no disminuían con el ayuno, lo que sugería que el BFA 

podía acumularse en el organismo, poniendo en duda su rápida capacidad de excreción. 

Por ello, los rangos de exposición humanos, definidos en base a la excreción urinaria de 

BFA, podrían infravalorar la cuestión. Recordemos que el BFA no sólo se ha identificado 

en orina, y es que gracias a sus propiedades físicas es capaz de desplazarse por todo el 

organismo, atravesando barreras fisiológicas como la trasplacentaria o incluso atravesar 

la propia membrana celular. De este modo, se han llegado a determinar concentraciones 

de BFA fetal en un rango similar al de la sangre de sus madres [37, 296]. Por otro lado, 

los límites de seguridad (IDT) calculados por la EFSA se basan en una concentración 

“inocua” que, sin embargo, afecta al riñón de los modelos experimentales animales 

desarrollados en la presente tesis doctoral. Esta IDT, además, se desarrolla en un 

contexto de relación dosis-dependiente. Puesto que el BFA presenta indicios de acción 
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no monotónica, teóricamente podría afectar a múltiples niveles a concentraciones por 

debajo de las consideradas seguras [192–194]. 

Teniendo todo ello en cuenta, puede afirmarse que el presente modelo animal 

utiliza una dosis de BFA en un rango coherente, dentro de los parámetros aceptados por 

la comunidad científica, que además se utiliza para definir el rango de concentraciones 

seguros en humanos. No obstante, existen diversos factores que dificultan la 

comprensión completa del paradigma. Es importante también tener en cuenta que la 

vía de administración de BFA puede influir en su metabolismo [88], y que las principales 

formas de entrada al organismo en humanos son la oral y la dérmica [56, 77]. 

En conclusión, el BFA es capaz de inducir hipertrofia, sobreexpresión del 

sistema TGF-β, p27kip1, colágeno tipo IV y apoptosis, reduciendo a su vez las proteínas 

estructurales y de supervivencia podocina y nefrina. Por su parte, los animales 

tratados con BFA intraperitonealmente desarrollaron proteinuria, hiperfiltración 

glomerular, hipertrofia renal y podocitopenia, de manera similar a los cambios 

descritos en la ND temprana.  

A continuación, considerando el conjunto de resultados descritos, se procedió a 

desarrollar un nuevo modelo experimental animal (Capítulo 1 [297]), en el que se 

administrara BFA por la vía oral, ya que es la forma mayoritaria de entrada al organismo 

en humanos. Para ello, se administró en el agua a través de biberones de vidrio. Además, 

las evidencias que relacionaron la exposición a BFA con la ND introdujeron la cuestión 

de si el BFA podría agravar la enfermedad renal del paciente diabético. Teniendo en 

cuenta que menos de la mitad de los pacientes que padecen diabetes desarrollan ND, 

quizás el BFA podría ser un factor ambiental capaz de promover el desarrollo de esta 

enfermedad. Para ello, se desarrolló un modelo de diabetes experimental inducida por 

estreptozotocina (STZ), generando un estado fisiológico similar a la diabetes tipo I [266–

268]. La administración de sucesivas dosis bajas de STZ indujeron incrementos 

significativos en los niveles de glucosa en sangre en poco tiempo, con una tasa de 

supervivencia del 100 %. Al inicio del tratamiento con BFA, la glucemia de todos los 

animales tratados se encontraba por encima de 400 mg/dl. El modelo experimental 
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incluyó 4 grupos: control (C), animales sanos que beben BFA (BPA), diabéticos que beben 

agua sin tratar (D) y diabéticos tratados con BFA (D+BPA). 

Es interesante destacar que los animales del grupo BPA desarrollaron 

albuminuria, al igual que el anterior modelo de inyección IP. En estudios transversales 

humanos se ha observado una relación positiva entre el BFA urinario y la albuminuria, 

tanto en niños [124] como en adultos [123]. La misma relación se ha observado en los 

estudios longitudinales de Hu y cols. [200, 201], en los que determinaron un mayor 

riesgo a desarrollar enfermedad renal en los individuos con mayor concentración de BFA 

en sangre y patologías previas como diabetes e hipertensión. El modelo animal 

desarrollado en el presente capítulo ha aportado nuevas evidencias que correlacionan 

la exposición oral a BFA con el desarrollo de alteraciones moleculares y fisiopatológicas 

que recuerdan a la ND temprana, como la albuminuria, hipertensión, reducción en el 

número de podocitos (podocitopenia) y aumento de células apoptóticas, mayor 

presencia de glomérulos colapsados y mayor expresión relativa de CHOP y TGF-β. No 

obstante, algunos cambios descritos en el modelo anterior no se desarrollaron en los 

animales que bebieron BFA, como son la hiperfiltración glomerular, hipertrofia renal o 

poliuria [271]. Este hecho podría estar condicionado por la vía de administración y/o por 

la dosis empleada, la mitad del NOEL renal (50 mg/kg) [56, 104] (recordar que el NOEL 

se utilizó por la EFSA para calcular la IDT de 4 µg/kg en humanos [56, 103, 298]). En la 

dosis del presente modelo experimental se utilizó como referente un informe de la EFSA 

[56] en el que estimaron, mediante el análisis de BFA liberado por alimentos y objetos, 

que la exposición podría encontrarse en un valor cercano a la mitad del IDT en algunos 

grupos. Por este motivo resultaba coherente utilizar concentraciones de BFA cercanas a 

la mitad del NOEL renal. 

Por otro lado, los animales del grupo D, de forma consistente con los resultados 

publicados por otros autores, desarrollaron poliuria, hipertrofia renal, incremento de 

albuminuria, hipertensión, podocitopenia, apoptosis, y aumento de la expresión relativa 

de CHOP, PCNA, MCP-1 y TGF-β [245, 258, 299–301]. Al administrar BFA a los animales 

diabéticos (grupo D+BPA) sucedió un hecho inesperado, y es que todos los machos de 
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este grupo murieron a las 10 semanas. Desafortunadamente, este hecho condicionó la 

duración del modelo experimental, limitándolo a 8 semanas. 

La mortalidad exclusiva de los machos D+BPA, si bien fue un hecho inesperado, 

no resulta incoherente, pues manifiesta la existencia de dimorfismo sexual, ya sea por 

la susceptibilidad al BFA, por las diferencias que se manifiestan en el sistema renal, o 

incluso ambas. En el grupo C se observó la presencia de dimorfismo sexual en el peso 

corporal y el índice de hipertrofia renal, mayor en los machos y acorde con los resultados 

de otros autores [302–305]. Los machos diabéticos mostraron un aumento significativo 

del volumen de diuresis con respecto a las hembras diabéticas. Además, las hembras de 

este grupo manifestaron un incremento significativo de la proliferación celular. En 

consecuencia, resulta coherente especular con que el aumento de la producción de 

orina podría predisponer a alteraciones hidroelectrolíticas, lo que unido al aumento de 

la proliferación celular podría, al menos en teoría, explicar parcialmente las diferencias 

en el patrón de dimorfismo sexual observado en la supervivencia de los animales. Por 

su parte, en el grupo D+BPA también se observó dimorfismo en la excreción urinaria de 

albúmina y en el número de corpúsculos colapsados (mayor en los machos).  

En la literatura académica se ha descrito que existen diferentes respuestas en 

machos y hembras ante la misma exposición al BFA. Este tipo de estudios se han 

realizado fundamentalmente sobre el efecto gestacional o perinatal, donde se ha 

llegado a determinar que el BFA puede ejercer un efecto diferente en machos y hembras 

a nivel hepático [306, 307], adipogénico [308], neurológico [309–311], endocrino [312], 

inmunológico [313], sobre el desarrollo renal [144] e incluso sobre los mecanismos de 

metilación de determinadas secuencias de DNA implicadas en el desarrollo y 

crecimiento fetal [314]. Además, el BFA, por encontrarse dentro de la categoría de 

disruptor endocrino o estrógeno ambiental, es una molécula que tiene la capacidad de 

ejercer un efecto modulador sobre diferentes receptores, produciendo una acción 

agonista sobre el receptor estrogénico y antagonista en el receptor androgénico [114]. 

No obstante, al comparar los efectos del BFA con fármacos de potente acción 

estrogénica como el dietilestrilbestrol, se ha podido determinar que no se producen los 

mismos efectos, lo cual manifiesta que clasificar al BFA únicamente como un estrógeno 
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ambiental no refleja todo el rango de posibles efectos que puede ejercer sobre un 

organismo vivo [282]. Por otro lado, en modelos animales también se han descrito 

diferencias sobre la concentración de BFA en órganos como intestino, riñón e hígado en 

machos y hembras, siendo los machos los que mayor concentración del compuesto 

presentaron [315]. A la hora de estudiar la concentración de BFA urinario en humanos 

destaca el trabajo de You y cols. [160], en el que encuentran una relación positiva entre 

BFA urinario y la función renal en mujeres pero no en hombres, lo que le permitió 

afirmar que el efecto renal del BFA no puede explicarse exclusivamente por diferencias 

en la dieta, sino que puede existir un elemento ligado al sexo. 

Dejando a un lado el efecto del BFA, existen numerosas evidencias que 

manifiestan la existencia de dimorfismo sexual tanto a nivel experimental como en 

estudios epidemiológicos humanos, que demuestran que el sexo femenino posee una 

mayor nefroprotección ante diversos trastornos, comparado con el sexo masculino. En 

modelos experimentales animales se ha descrito que las ratas hembra poseen una cierta 

protección frente al fallo renal postisquémico [316]. Del mismo modo, se ha 

determinado que ante el tratamiento con doxorubicina, los ratones macho presentaban 

lesiones tubulares y glomerulares mucho más severas, así como una mayor presencia 

de fibrosis en el riñón [317]. En el estudio de Shi y cols. [318] observaron que, ante el 

tratamiento con cisplatino, los ratones macho mostraban mayores concentraciones de 

creatinina y nitrógeno ureico (BUN) plasmático, así como un menor aclaramiento de 

creatinina. Por último, Clotet y cols. [319] observaron, en un modelo de diabetes 

inducida por STZ en ratas, que a las 12 semanas los machos presentaban mayores niveles 

de albuminuria, así como una mayor presión arterial, que las hembras. Existen 

diferentes hipótesis que intentan determinar la causalidad de las diferencias 

anteriormente mencionadas, entre las que destacan la dieta, diferencias estructurales, 

respuestas glomerulares hemodinámicas al estrés, metabolismo lipídico, presión arterial 

y el efecto directo de las hormonas sobre las células [320, 321]. Esta última posibilidad 

es la más utilizada para intentar responder a la cuestión, pues se ha determinado que la 

administración de testosterona sobre un modelo de diabetes inducida por STZ 

promueve el daño tubular [319]. En modelos in vitro, se ha observado que la 

testosterona puede inducir apoptosis en podocitos mediante una vía andrógeno-
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receptor dependiente, de manera independiente al mecanismo de señalización de TGF-

β, y que los estrógenos pueden proteger a los podocitos de la apoptosis inducida por 

testosterona [321]. En la misma línea, se ha demostrado que la orquiectomía en ratas 

macho puede protegerlos frente a lesiones renales asociadas al envejecimiento [322].  

Los estudios epidemiológicos en humanos convergen en la idea de la posible 

nefroprotección en las mujeres respecto a los hombres. Dichos estudios muestran que, 

en pacientes con daño renal agudo, los hombres presentan un mayor grado de daño 

renal, así como un mayor riesgo de progresión hacia enfermedad renal crónica que las 

pacientes femeninas [318]. En este sentido, uno de los mayores estudios realizados es 

el de Neugarten y cols. (2000), donde tras realizar un meta-análisis con 68 estudios 

diferentes y un total de 11.345 pacientes determinaron que los hombres con 

enfermedad renal crónica originada por diversas etiologías muestran una disminución 

de la función renal mucho más rápida que las mujeres [323]. En un estudio 

epidemiológico con 27.805 pacientes con diabetes tipo I se observó una relación 

estadísticamente significativa entre el sexo masculino y el desarrollo de 

microalbuminuria, un marcador precoz de enfermedad renal [321]. 

En definitiva, el mayor dimorfismo sexual evidentemente lo presentó el grupo 

D+BPA, puesto que las diferencias estaban relacionadas con la supervivencia de los 

individuos. Curiosamente, el dimorfismo característico que se observó en el peso 

corporal de los grupos C y D no se observó en ninguno de los dos grupos tratados con 

BFA (BPA y D+BPA). De manera similar, el dimorfismo observado en el índice de 

hipertrofia renal tampoco se determinó en el grupo D+BPA. La pérdida de dimorfismo 

asociada a BFA se ha descrito fundamentalmente en el sistema nervioso y a nivel 

conductual [324–326], pero también existe un trabajo, de Núñez y cols. [144], en el que 

observaron dimorfismo en el glomérulo renal de ratones con 30 días de vida, que 

desaparece en los animales que han sufrido exposición prenatal a BFA. 

En el estudio de la función renal, el aclaramiento de creatinina no mostró 

cambios significativos en ningún grupo, tan sólo se aprecia una tendencia que recuerda 

a la hiperfiltración observada en el modelo animal anterior. No obstante, en humanos 

se han desarrollado fórmulas que han disminuido el uso del aclaramiento de creatinina 
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debido a que generalmente es superior al GFR por la secreción tubular [327]. Por ello, 

en la práctica clínica se emplean fórmulas como la MDRD o la CKD-EPI, donde las 

variables cuantitativas corresponden a los parámetros de creatinina plasmática y edad, 

aplicando a su vez factores de corrección en función de la etnia y el sexo [328]. Debido 

a que nuestro modelo animal está constituido por animales de la misma edad y todos 

ellos pertenecen a la cepa de ratones CD1, podría ser una opción viable el estudio de la 

función renal a partir de la concentración de creatinina plasmática. Sin ir más lejos, 

numerosos estudios de investigación básica en modelos animales utilizan la excreción 

urinaria de albúmina y la concentración plasmática de creatinina para realizar el estudio 

bioquímico de la función renal [329–331]. En este sentido, fueron los grupos D y D+BPA 

los que mostraron las cifras más elevadas de creatinina plasmática, lo cual unido a la 

albuminuria, es un claro indicativo de la enfermedad renal incipiente. A continuación, 

se estudiaron dos conocidos biomarcadores de daño renal, KIM-1 y NGAL [332, 333], 

mediante el análisis de expresión relativa de ARNm. En todos los animales se observó la 

sobreexpresión de ambos mensajeros. Es interesante destacar que NGAL mostró el 

mayor nivel de expresión en el grupo D+BPA, lo que da soporte a la idea de que el BFA 

puede ejercer daño renal en los animales sanos y ejercer un mayor daño en los animales 

diabéticos, potenciando la nefropatía diabética.  

A pesar de la existencia de limitaciones en el uso de modelos animales para 

evaluar la insuficiencia renal o los cambios histomorfológicos a largo plazo [334], los 

resultados del modelo animal presentan importantes implicaciones fisiopatológicas, 

puesto que los valores de proteinuria, el número de podocitos y la sobreexpresión de 

los biomarcadores de daño renal son elementos predictivos de la progresión de la 

enfermedad renal [271, 291, 335–337]. Teniendo todo ello en cuenta, los datos sugieren 

que incluso la albuminuria de bajo grado asociada a la exposición a BFA podría estar 

relacionada con el daño podocitario. Además, la expresión de los biomarcadores de 

daño renal reafirma la cuestión, manifestando la necesidad de futuros estudios y de 

extremar las precauciones con la exposición al BFA, especialmente en el contexto de la 

diabetes y la enfermedad renal. El uso de los biomarcadores NGAL y KIM-1 en el 

contexto de la nefropatía por BFA coincide con el trabajo de Ruiz-Priego y cols. [166], en 

el que observaron un resultado similar al administrar una dosis de 120 mg/kg.  
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Probablemente debido a que la dosis empleada era equivalente a la mitad del 

NOEL, el grupo BPA no llegó a desarrollar diferencias significativas con el grupo control 

a nivel biométrico (peso corporal, índice de hipertrofia) o bioquímico (creatinina, sodio 

y potasio en plasma). Sin embargo, sí se produjo un aumento significativo de la 

proteinuria, de la tensión arterial y de los marcadores de daño renal. Además, el estudio 

histológico mostró mayor número de glomérulos colapsados, peroxidación lipídica y 

apoptosis, así como un menor número de podocitos. Respecto al dimorfismo sexual, se 

observaron diferencias significativas en el índice de hipertrofia renal y la albuminuria, 

siendo mayor en los machos. A pesar de que el recuento de podocitos no mostró 

dimorfismo sexual, el número de glomérulos colapsados sí que mostró diferencias en 

los grupos tratados con BFA, lo que podría ayudar a explicar el incremento significativo 

de la albuminuria en los machos D+BPA. 

Diversos estudios han demostrado que la mayoría de células renales que crecen 

en condiciones de elevada concentración de glucosa inicialmente presentan un 

aumento limitado de la proliferación celular, seguido de detención en la fase G1 del ciclo 

celular y el desarrollo de hipertrofia celular [245, 338]. Estos eventos requieren de la 

combinación de mitógenos que induzcan la entrada al ciclo celular, con proteínas 

reguladoras del ciclo celular, como TGF-β1, capaces de detener el ciclo en la fase G1. Por 

ello, en el análisis de los mecanismos moleculares implicados en los cambios renales se 

estudió el sistema TGF-β. Como era de esperar, todos los grupos sufrieron un aumento 

significativo de la expresión de este sistema, involucrado en procesos de hipertrofia, 

apoptosis y fibrosis. El mayor nivel de expresión relativo correspondió con el grupo 

D+BPA, lo que permite especular que la intensa respuesta podría anular el efecto 

mitogénico inducido por BFA.  

En términos generales, los resultados mostraron que el BFA, en un rango de dosis 

inferior al NOEL [104], administrado por la vía oral en el agua, puede ejercer un efecto 

similar al descrito en los estadios tempranos de la nefropatía diabética [261, 263]. 

Además, la presencia de hipertensión en los animales tratados con BFA abrió un nuevo 

campo de estudio: las implicaciones cardiovasculares del BFA. Dicha posibilidad generó 

una vía de colaboración con el equipo de fisiopatología cardiovascular dirigido por la 
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doctora Marta Saura, lo que culminó en la publicación académica que figura en el Anexo 

III [339]. En este trabajo se determinó que el BFA oral promueve la hipertensión y la 

disfunción endotelial de manera dosis-dependiente. Estos estudios [340] han 

demostrado que los animales tratados con BFA desarrollan hipertensión arterial y 

disfunción endotelial en forma dosis dependiente, efecto que comenzó a observarse con 

dosis menores de la mitad de las consideradas seguras. El análisis de expresión génica 

por microarrays en células endoteliales murinas tratadas con BFA demostró la activación 

de genes implicados en la regulación vascular como la angiotensina II y la calcio-

calmodulina quinasa II (CaMKII). Posteriormente, se comprobó que esta activación 

ocurre también in vivo y es responsable de la disfunción endotelial e hipertensión 

inducida por el BFA, dado que la activación de la CaMKII promueve el desacople 

enzimático de la óxido nítrico sintasa endotelial, lo que conduce a la producción de 

radicales libres del oxígeno en lugar de óxido nítrico, principal factor vasodilatador y 

protector del endotelio. Este aumento en la producción de radicales libres del oxígeno 

indica que el BFA, además de inducir hipertensión, podría participar en los mecanismos 

de progresión de la lesión arteriosclerótica. 

En el presente modelo animal se determinó estrés oxidativo mediante el análisis 

de 4-HNE, relacionado con la peroxidación lipídica. Esta molécula en 2013 fue 

reconocida como una toxina urémica, capaz de acumularse en el enfermo renal [341]. 

Se ha descrito que el 4-HNE puede promover disfunción de la barrera endotelial y 

además se ha asociado con estrés del retículo endoplásmico [342]. El riñón es uno de 

los órganos con mayor susceptibilidad esta clase de estrés debido a que presenta un 

elevado ratio de síntesis proteica [343]. Dentro de las 3 vías de señalización que integran 

el sistema de respuesta al estrés del retículo endoplasmático, 2 de ellas son protectoras, 

y la restante, ERK-ATF4-CHOP, es conocida por estar relacionada con mecanismos pro-

apoptóticos [344–346] e incluso se ha descrito que puede promover apoptosis en 

algunas enfermedades renales [347]. En este sentido, es interesante destacar que tanto 

los animales diabéticos (al igual que en otras publicaciones [348, 349]), como los 2 

grupos tratados con BFA, mostraron elevados niveles de CHOP, reafirmando la hipótesis 

de que el BFA es capaz de inducir un daño análogo a la nefropatía diabética. 
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En el posterior análisis de MCP-1, TNF-α e IL-1, conocidos mediadores pro-

inflamatorios relacionados con la ND [350], se observó un aumento significativo en los 

animales del grupo D, de manera similar a la descrita en otros modelos animales [351, 

352]. En pacientes con diabetes tipo I se ha observado que la citoquina TNF-α se 

encuentra elevada en suero, lo cual contribuye a la inflamación sistémica observada en 

estos pacientes [353]. Sin embargo, los ratones BFA no mostraron cambios en la 

expresión de dichas citoquinas, e incluso fueron los únicos animales en los que se 

sobreexpresó la citoquina anti-inflamatoria IL-10. A pesar de que se ha descrito que 

dosis de BFA superiores al NOEL pueden inducir una mayor liberación de citoquinas pro-

inflamatorias en el riñón [166, 175], también se ha observado en otros contextos que el 

BFA es capaz de promover la liberación de moléculas anti-inflamatorias como IL-10 o 

TGF-β [354, 355]. En este sentido, los datos apuntan a que la concentración de BFA 

puede ser crítica en el proceso de inflamación renal. En los animales D, además, se 

observó una reducción de la expresión del receptor de TGF-β. Este resultado es 

coherente con los mecanismos inflamatorios observados, pues se ha descrito en un 

modelo de obstrucción ureteral que la eliminación condicional del gen de TGF-βRII en 

células tubulares renales puede inducir un aumento de la inflamación renal 

acompañado de la sobreexpresión de IL-1β y TNF-α [356]. Por último, en los animales 

D+BPA es interesante destacar que tan sólo se pudo observar un aumento significativo 

dela citoquina MCP-1. Este hecho quizás se haya visto condicionado por el gran aumento 

de TGF-β, que, como se ha descrito previamente, es una molécula implicada en procesos 

de fibrosis, apoptosis, remodelación y anti-inflamatoria. En cualquier caso, trabajos 

recientes afirman que esta compleja molécula puede tener efectos beneficiosos o 

perjudiciales en función del contexto patológico [357]. 

En conclusión, los resultados del modelo experimental han mostrado que la 

administración oral (a dosis relativamente bajas) de BFA es capaz de promover en el 

riñón alteraciones que se asemejan a los estadios tempranos de la ND, como la 

albuminuria, hipertensión, podocitopenia, apoptosis, glomérulos colapsados, y la 

sobreexpresión de biomarcadores de daño renal (NGAL y KIM-1), CHOP, 4-HNE, TGF-β y 

PCNA, pese a que no se observaron cambios en la función renal (ni en el aclaramiento 

de creatinina ni en la creatinina plasmática). Los animales diabéticos expuestos a BFA 
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sufrieron un empeoramiento notable, destacando el evidente dimorfismo observado 

en la supervivencia de los individuos, un patrón que también se observó en la 

albuminuria y el número de glomérulos colapsados, mayor en los machos. 

En conjunto, los datos apuntan hacia el paciente diabético como grupo de 

especial interés y potencial susceptibilidad para el desarrollo o progresión de 

enfermedad renal inducida por BFA. Es interesante destacar que en las últimas décadas 

se ha producido un importante aumento de la incidencia de diabetes en el mundo (y 

complicaciones derivadas como la ND), de forma paralela al incremento sustancial en la 

demanda y producción de compuestos xenobióticos como el BFA.  

La diabetes es una enfermedad en auge que afecta a un número cada vez mayor 

de personas. De hecho, las cifras actuales han superado las previsiones estimadas, ya 

que en el año 2000 la cifra ascendió desde los 108 millones de afectados en 1980 [358] 

hasta 171 millones de personas, por lo que se estimó que se podría alcanzar la cifra de 

366 millones para el año 2030 [359]. Sin embargo, en el año 2014 se llegó a los 422 

millones [358], y en la actualidad, según los estudios realizados por la Federación 

Internacional de Diabetes, se estima que casi 500 millones de personas en el mundo 

viven con diabetes. Las últimas estimaciones apuntan a que la cifra podría llegar a 

aumentar hasta las 578 millones para el año 2030 y a 700 millones para el año 2045 

[360]. Como puede observarse en la figura 12, en España se observa el mismo patrón en 

el incremento de diabetes en el porcentaje de población total.  

De todos ellos, se estima que cerca de la mitad de los pacientes con diabetes tipo 

1 desarrollan nefropatía diabética a lo largo de su vida, siendo del 30 – 50 % en el caso 

de los pacientes con diabetes tipo 2 [361]; y es que la diabetes mellitus se ha convertido 

en la principal causa de insuficiencia renal crónica terminal en los países desarrollados 

[259, 362–364]. De forma coherente, también ha aumentado la prevalencia de la 

enfermedad renal diabética, determinándose un incremento desde el 7,1 % (1988-1994) 

hasta el 10,7 % (2005 – 2008) en mayores de 65 años [361]. La Sociedad Española de 

Nefrología estima que alrededor del 21 % de los pacientes con enfermedad renal crónica 

padecen nefropatía diabética [340] en España. No obstante, debido a que no todos los 
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pacientes diabéticos sufren alteraciones renales, se considera que deben existir 

numerosos factores ambientales y/o biológicos aún por determinar. 

 

Figura 12.- A) Evolución de la prevalencia de la diabetes en España. Gráfica propia realizada con los datos 
recopilados en www.epdata.es (Fuente: Ministerio de Sanidad). B) Evolución del mercado de BFA en el 
mundo (producción y valor de mercado). Adaptado de www.transparencymarketresearch.com. C y D) 
Estimación gráfica del flujo económico generado por la demanda estadounidense de policarbonato 
(izquierda) y demanda mundial de resinas epoxi (derecha), en millones de dólares. Adaptado de [365, 366].  

 
De forma llamativamente paralela, la producción de BFA se ha incrementado a 

lo largo del tiempo, y se prevé que siga aumentando en los años venideros. Los estudios 

de mercado han previsto que el mercado mundial de BFA sufra una Tasa compuesta de 

crecimiento anual del 3 % anual, alcanzando un volumen de producción de 7348 

kilotoneladas (KT) para finales del 2023 [33] (en 2018 se estimó en 7200 KT [32]). En 

España se ha producido un considerable aumento de la producción de BFA en las últimas 

dos décadas, posicionándose como uno de los principales países europeos productores 

de BFA junto con Alemania y Holanda. De hecho, la fábrica situada en La Aljorra, 

Cartagena, es la mayor factoría de BFA de Europa, con una capacidad de producción 

anual de 500 KT [367, 368].  
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Las previsiones económicas estiman que para 2026 se habrá incrementado 

sustancialmente el valor del mercado del BFA, debido a la importante demanda de este 

compuesto en la industria automovilística [34] (figura 12). El mismo patrón de 

crecimiento se puede observar en productos derivados del BFA, como los 

policarbonatos [32, 35] (figura 12). Por otro lado, en el mercado del fenol se estima que 

se producirá un aumento de producción desde los 13,4 millones de toneladas en 2020 

hasta los 16 millones de toneladas en 2025 [36]. Para comprender la magnitud de la 

situación, se calcula que cada año se produce una liberación de más de 100 toneladas 

de BFA a la atmósfera [37].  

En definitiva, existen sólidas evidencias que sugieren que el BFA podría ser un 

factor ambiental implicado en el desarrollo y/o la progresión de la nefropatía diabética. 

Sin embargo, serán necesarios futuros estudios traslacionales que terminen de clarificar 

la relación de causalidad entre ambas variables. 

Una vez realizados los estudios en células y modelos animales murinos, 

determinando el efecto potenciador del BFA en el desarrollo y progresión de la 

nefropatía diabética, el siguiente paso fue la aproximación traslacional a una línea 

celular humana (Capítulo 2 [369]). 

Se ha descrito que el podocito tiene una escasa o nula capacidad de replicación 

[231], por lo que cualquier situación que provoque pérdida de adhesión y, en 

consecuencia, reducción en el número de células glomerulares, producirá los mismos 

efectos a nivel renal que la muerte celular. De hecho, existen numerosos estudios que 

han determinado la presencia de podocitos viables excretados en la orina de pacientes 

en estadios iniciales de enfermedad renal, lo cual se ha sugerido que podría ser un 

marcador adicional a tener en cuenta junto con la microalbuminuria [370, 371], y que 

además se ha visto especialmente útil en patologías como la preeclampsia [372]. De 

hecho, debido a que la reducción del número de podocitos (podocitopenia) se ha 

relacionado con fenómenos de glomeruloesclerosis, se ha llegado incluso a considerarlo 

como un mejor marcador que la albuminuria en este tipo de patologías [373]. Por todo 

ello, se procedió a realizar estudios sobre la capacidad de adhesión celular en el rango 

de concentración nanomolar, lo cual demostró que los podocitos sufren alteraciones en 
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su capacidad de adhesión tras ser sometidos a una exposición de BFA de 100 nM. En 

consecuencia, se procedió a confirmar los efectos descritos en la prueba funcional, con 

el estudio de proteínas relacionadas con la adhesión a nivel de transcriptómica, 

proteómica, Western blot e inmunocitoquímica. 

En primer lugar, el estudio transcriptómico manifestó los primeros indicios de 

alteración de la adhesión, mostrando diferencias significativas en los ARNm 

relacionados con nefrina y tubulina. El posterior estudio proteómico mostró una 

alteración significativa de una treintena de proteínas implicadas en procesos de unión 

intercelular, unión a matriz extracelular, así como de proteínas estructurales. Los 

resultados de Western blot mostraron alteraciones en la expresión relativa de proteínas 

involucradas en la formación del citoesqueleto, como actina, tubulina, vimentina y 

podocina, así como en proteínas estabilizadoras del citoesqueleto como vimentina y 

cofilina-1 [374]. El citoesqueleto de los procesos podales primarios está formado por 

microtúbulos y filamentos intermedios de vimentina, mientras que el citoesqueleto de 

los procesos secundarios se encuentra formado exclusivamente por filamentos de actina 

[214, 234], por lo que los resultados sugieren que el BFA puede inducir alteraciones en 

todo el citoesqueleto celular. Por su parte, la podocina, además de participar en los 

procesos de unión célula-célula junto con la nefrina [241], también participa en la 

reorganización del citoesqueleto de actina de los procesos podales secundarios [375, 

376]. De forma coherente con la reducción de la expresión de podocina, la nefrina 

mostró una alteración similar, lo cual sugiere que el mecanismo de unión intercelular se 

encuentra comprometido tras la exposición a una concentración de BFA de 100 nM. De 

forma análoga a los resultados en las proteínas implicadas en las uniones intercelulares, 

otras proteínas involucradas en los mecanismos de unión intercelular o a la membrana 

basal, como son la E-cadherina, vinculina o VCAM-1 [377–380], también mostraron 

alteraciones importantes en su expresión. A su vez, cabe destacar una proteína cuya 

sobreexpresión induce alteraciones en la adhesión, la tenascina C, ya que ha sido 

descrita como una proteína anti-adhesiva [381]. En este caso, y de forma coherente con 

todo lo anteriormente expuesto, la expresión relativa de la tenascina se encontraba 

significativamente elevada.  
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Una vez confirmadas las alteraciones en la expresión de las proteínas 

involucradas en el mantenimiento estructural y/o de la adhesión celular, se procedió a 

determinar si el efecto biológico producido por el BFA pudiera estar mediado por la 

acción de un receptor estrogénico. Puesto que el BFA es ampliamente conocido por sus 

propiedades como disruptor endocrino, resulta lógico comenzar por el estudio de dichos 

receptores. Por ello, mediante el uso de dos conocidos inhibidores estrogénicos, ICI 

182,780 (también llamado fulvestrant) y tamoxifeno (su forma metabólicamente activa, 

4-OH tamoxifeno, o 4-OHT), se replicaron los ensayos de adhesión usando la 

concentración de BFA de 100 nM. Los resultados mostraron que el pretratamiento con 

ICI no afectaba al efecto en la adhesión promovido por BFA. Sin embargo, tras el 

pretratamiento con tamoxifeno el número de células adheridas fue similar al control, 

revertiendo de este modo la acción del BFA sobre la adhesión del podocito humano. 

Ambos inhibidores poseen similitudes relativas a la capacidad de unirse y afectar a las 

vías de señalización mediadas por los receptores estrogénicos α y β (ERα y ERβ, por sus 

siglas en inglés). Sin embargo, las publicaciones que estudian el posible efecto inhibitorio 

de estos compuestos sobre la acción del BFA han observado que en el sistema nervioso 

central sólo el tamoxifeno parece afectar al daño mediado por BFA, lo cual se atribuye 

a las diferencias de acción sobre el receptor de estrógenos relacionado con el receptor 

gamma (ERRγ, por sus siglas en inglés) [382, 383]. De hecho, en el trabajo de Delfosse y 

cols. [384] se describe al 4-OHT como un agonista inverso y al BFA como un agonista del 

ERRγ. En la misma línea, el trabajo de Prossnitz y cols. [385] deteminó que el BFA tiene 

una mayor afinidad por el ERRγ (en el rango nanomolar) que por el ERα y ERβ 

(micromolar). 

En último lugar, el estudio por citometría de óxido nítrico (NO, por sus siglas en 

inglés) y anión superóxido (SO) mostró que bajas concentraciones de BFA pueden 

inducir una reducción significativa en la cantidad de NO, así como un incremento 

proporcional de SO. Dicho resultado resulta coherente puesto que la biodisponibilidad 

de NO depende de la concentración local de SO debido a que al combinarse se produce 

la formación de peroxinitritos, una reacción 3 veces más rápida que la que cataliza la 
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superóxido dismutasa19 [386]. Se ha descrito que la disminución de NO en la circulación 

puede afectar de forma negativa al podocito, favoreciendo el desarrollo de daño renal 

[387], así como que el NO protege al riñón frente a las acciones del SO [386]. Es 

interesante destacar que la proteína con mayor sobreexpresión observada en el estudio 

proteómico fue la superóxido dismutasa, lo que reafirma la hipótesis de que el daño 

podocitario pudiera estar relacionado con un desequilibrio entre NO y SO. Del mismo 

modo, también se observó una importante sobreexpresión de proteínas como la 

glutatión sintetasa, implicadas en los mecanismos de respuesta al estrés oxidativo [388]. 

El NO participa en la regulación de los procesos de remodelación de actina, al intervenir 

en la expresión de proteínas como HIF-1 [389], lo cual sostiene y reafirma los estudios 

previamente descritos que manifiestan alteraciones tanto en las propias proteínas del 

citoesqueleto, como en las proteínas estabilizadoras vimentina y cofilina. De este modo, 

los resultados relativos al NO pueden encajar dentro del conjunto de alteraciones 

estructurales y de la adhesión inducidos y/o mediados por la exposición al BFA. 

Los resultados sugieren que el BFA a dosis bajas es capaz de inducir alteraciones 

en la capacidad de unión celular y en la integridad estructural de los podocitos humanos, 

lo cual constituye un sólido argumento a favor de considerar al BFA como un agente 

ambiental capaz de promover un nuevo tipo de podocitopatía caracterizada por la 

pérdida de adhesión celular, favoreciendo el desarrollo de podocitopenia y de 

enfermedad renal. Estos datos sugieren la necesidad de realizar futuros estudios 

traslacionales que permitan correlacionar el BFA urinario con la pérdida de podocitos 

urinarios, especialmente en el contexto de la ND. Por otro lado, en los estudios paralelos 

realizados sobre el sistema cardiovascular, se observó que el BFA puede jugar un 

importante papel en el desarrollo de un novedoso tipo de muerte celular 

(necroptosis), así como en la aceleración del envejecimiento celular en el endotelio 

murino (Anexo IV [276] y V [277]). También serán necesarios futuros estudios que 

exploren las posibles implicaciones de estos descubrimientos sobre la enfermedad 

renal. 

 
19 La enzima superóxido dismutasa detoxifica el anión superóxido en peróxido de hidrógeno y oxígeno 
[386]. 
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Finalmente, el capítulo 3 [64] se ha desarrollado a partir de la necesidad 

transformadora de las metodologías de investigación en el contexto de una crisis 

sanitaria, y su objetivo fue la unificación de todos los estudios humanos que estudiaran 

el paradigma BFA-riñón, con el fin de realizar un meta-análisis [82]. Debido a la 

heterogeneidad de las publicaciones, se tuvieron que subclasificar en función del fluido 

biológico y la forma de determinación de la enfermedad o el daño renal. De este modo, 

se pudo calcular un odds ratio (OR) combinado entre BFA en sangre y riesgo de 

desarrollo de enfermedad renal muy significativo, con una probabilidad de desarrollar 

enfermedad renal de 6,94 por cada incremento logarítmico de la concentración de BFA. 

De forma análoga, el resultado de BFA urinario y filtrado glomerular estimado manifestó 

una relación inversa y significativa, demostrando que mayores concentraciones de BFA 

tenían un mayor riesgo de reducir la capacidad funcional del riñón. Por otro lado, los 

resultados relativos a la excreción de albúmina urinaria, tanto en la población general 

(ACR), como en la población sana (low-grade albuminuria) no llegaron a mostrar un 

resultado significativo.  

El estudio mostró que la presencia de elevados niveles de BFA en sangre podría 

ser un biomarcador, una señal de aviso frente a la predisposición a la enfermedad renal. 

No obstante, resulta coherente pensar que, ante una reducción significativa de la 

capacidad funcional renal, con una limitada capacidad de filtración glomerular, pueda 

existir acumulación de elementos en sangre que no hayan sido capaces de excretarse 

correctamente. Teniendo en cuenta únicamente los estudios transversales en sangre 

[195, 199] podría deducirse que el BFA elevado en sangre podría ser una consecuencia 

y no una causa de la enfermedad. Sin embargo, los estudios longitudinales de Hu y cols. 

[200, 201], realizados a lo largo de varios años, confieren robustez al estudio, 

reafirmando que el BFA elevado en sangre podría ser un factor independiente de 

predisposición a la enfermedad renal, al menos en pacientes con patologías previas 

como la diabetes o la hipertensión. 

Por otro lado, también podría sugerirse que la elevada excreción urinaria de BFA 

podría estar relacionada con un aumento en la excreción de albúmina en la población 

general sana. De hecho, existen autores que sostienen que el BFA puede unirse a 
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proteínas [76], lo que podría también suponer una consecuencia de la albuminuria y no 

una causa de ella. En este aspecto del meta-análisis no se ha encontrado una relación 

significativa, y sería necesario realizar estudios longitudinales que exploren la relación 

entre el BFA urinario y la albuminuria en estadios avanzados de enfermedad renal 

crónica (ERC). 

A pesar de no encontrar una relación significativa entre el BFA urinario y la 

albuminuria, sí que se observó un resultado significativo en el análisis del eGFR, lo que 

sugería que las mayores concentraciones de BFA urinario presentan una mayor 

probabilidad de desarrollar ERC. En el análisis de las publicaciones académicas, cabe 

destacar los trabajos de You y cols. [160] y Malits y cols. [202], puesto que observaron 

menores concentraciones de BFA urinario en pacientes con ERC. Sin embargo, una vez 

corregidos los modelos de regresión con factores antropométricos, sociales y 

relacionados con el estado de salud, se pudo observar esta relación significativa. Resulta 

coherente la idea de que un riñón dañado, con una reducida capacidad de filtración 

glomerular, no sea capaz de eliminar eficientemente el BFA del organismo, reduciendo 

su excreción y acumulándose en sangre. Sin embargo, el análisis estadístico ha mostrado 

que el BFA urinario es un factor independiente relacionado negativamente con la 

capacidad de filtración glomerular. 

Las principales conclusiones que pueden extraerse del meta-análisis son, por 

un lado, la existencia de una asociación significativa entre el BFA en sangre y el riesgo 

de desarrollar ERC y entre el BFA urinario y la pérdida de función renal. Por otro lado, 

se manifiesta la necesidad de desarrollar un estudio completo longitudinal, que 

profundice en la relación entre el BFA urinario y el BFA en sangre, observando los 

cambios derivados de la pérdida de función renal tanto en la población general como 

en grupos de riesgo. 

Por su parte, el análisis estadístico de la cohorte NHANES americana 2003 – 2016 

mostró interesantes resultados relacionados con la albuminuria. En primer lugar, la 

estadística descriptiva mostró que todos los individuos con mayor cantidad de BFA 

urinario presentaban mayor excreción de albúmina en la orina, tanto en individuos 

sanos (normoalbuminuria) como en toda la cohorte, un hecho acorde a los resultados 
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descritos por Li y cols. [123] y Trasande y cols. [124]. La corrección de BFA urinario por 

creatinina, un elemento necesario en el análisis de orina espontánea, mostró diferencias 

entre hombres y mujeres, siendo superior la concentración media de BFA absoluto 

(ng/ml) en hombres, mientras que las mujeres presentaron un mayor valor de BFA 

corregido por creatinina. La corrección permite obtener un valor más realista de la 

excreción de metabolitos urinarios, que tiene en cuenta la capacidad de filtración renal 

en los casos en los que no se ha podido obtener el volumen de orina en 24 horas. 

Por otro lado, en el análisis del BFA urinario en función del filtrado glomerular 

estimado sólo se observaron diferencias significativas al utilizar la ecuación CKD-EPI, 

aunque no fueron concluyentes. En cualquier caso, los valores urinarios de BFA fueron 

significativamente superiores al comparar a los sujetos diagnosticados con enfermedad 

renal, siendo aún mayor en el caso de los pacientes sometidos a hemodiálisis, 

obteniendo nuevas evidencias en la búsqueda de la relación de causalidad entre el BFA 

y la enfermedad renal. 

Por último, se realizó un estudio propio, cuantificando el BFA urinario de 

población hospitalaria y población control (Anexo I). El estudio comparativo determinó 

una mayor presencia de este compuesto en la orina de la población enferma. A pesar de 

que no se hallaron diferencias significativas entre los pacientes con diferentes 

patologías, el conjunto de individuos presentó mayores concentraciones de BFA que la 

población control. Por su parte, el BFA urinario de los controles no mostró diferencias 

significativas al compararlo con otros trabajos académicos realizados en poblaciones 

españolas, o incluso con otras cohortes mundiales, lo que validó y respaldó los 

resultados obtenidos. 

Por otro lado, se observaron diferencias en el porcentaje de bisfenol conjugado, 

lo cual podría deberse a alteraciones metabólicas relacionadas con el contexto 

patológico del paciente. Es interesante destacar que estos porcentajes eran muy 

superiores al de los estudios farmacocinéticos, que utilizan modificaciones estructurales 

del bisfenol. Otras publicaciones académicas que realizaron estudios similares al nuestro 

[390–392] también hallaron elevados porcentajes de BFA libre, validando los resultados 

y poniendo en cuestión el uso de formas deuteradas de BFA en la realización de modelos 
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farmacocinéticos. Serán necesarios futuros estudios longitudinales, preferiblemente 

con un mayor tamaño muestral, que permitan profundizar en la posible relación entre 

el BFA y el riesgo de desarrollo de enfermedad renal crónica. 

En definitiva, la presente tesis doctoral ha avanzado en la búsqueda de la 

relación entre el contaminante ambiental BFA y el desarrollo y progresión de las 

enfermedades renales. Se han identificado importantes efectos deletéreos a nivel 

celular inducidos por bajas dosis de BFA, de gran relevancia en la capacidad funcional 

del riñón. Se han descrito numerosas analogías entre los efectos renales inducidos por 

BFA y eventos asociados a la nefropatía diabética, potenciándose su combinación hasta 

el extremo de causar la muerte en ratones de sexo masculino. Los estudios 

poblacionales han demostrado que la exposición a BFA en la población general se acerca 

peligrosamente a las dosis empleadas en nuestros modelos experimentales, 

especialmente en grupos de especial susceptibilidad como el paciente con enfermedad 

renal crónica. Además, se ha evidenciado una fuerte relación entre el BFA en sangre y el 

desarrollo de enfermedad renal, así como entre el BFA urinario y la reducción de la 

capacidad funcional del riñón.  

Todo ello, unido a los avances a nivel cardiovascular, donde se ha observado una 

mayor sensibilidad a la hipertensión inducida por BFA, la promoción de mecanismos de 

muerte celular como la necroptosis, e incluso la aceleración del envejecimiento celular 

asociado con una vía de señalización especialmente implicada en procesos patológicos, 

han demostrado que el BFA no es sólo un disruptor endocrino capaz de afectar al 

sistema reproductor, sino que tiene la potencialidad de afectar a numerosos órganos y 

sistemas biológicos diferentes.  

En conclusión, los resultados sugieren que la nefropatía inducida por BFA, 

clínicamente indistinguible de la ND, podría explicar el aumento en la incidencia de 

esta patología. De este modo, se manifiesta la necesidad de estudios transversales y/o 

longitudinales que profundicen en el papel del BFA en las enfermedades renales, con 

especial énfasis en el paciente diabético. 
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La sociedad actual ha normalizado la presencia de compuestos xenobióticos en 

la orina de la población general, puesto que se ha aceptado la existencia de rangos 

“seguros”, a pesar de las evidencias contradictorias. Es el momento de romper el ciclo y 

acabar con la normalización, pues el bienestar endocrino y correcto desarrollo 

fisiológico de las futuras generaciones depende de las decisiones que tomemos hoy. 
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Al mirar el contorno de un mapa,  
el estudiante ve líneas sobre un papel,  

mientras que el cartógrafo  
ve una fotografía de un terreno [393]  

 
Thomas Kuhn (1922 – 1996) 

 
 
 
 
 
 

La ciencia siempre está en falta. 
Nunca soluciona un problema  

sin crear otros diez [2] 
 

George Bernard Shaw (1856 – 1950) 
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1. En podocitos de ratón, el BFA ejerce un efecto citotóxico a bajas concentraciones, 

manifestando reducción de la viabilidad y aumento de apoptosis, generando en 

consecuencia mecanismos hipertróficos compensatorios mediados por el sistema 

de proteínas TGF-β y P27kip1, de forma análoga a la hipertrofia inducida por glucosa. 

2. En modelos animales, la administración intraperitoneal de BFA produce un 

aumento de la albuminuria y del aclaramiento de creatinina, así como expansión 

mesangial e hipertrofia renal y glomerular, características similares a las que se 

encuentran en la nefropatía diabética temprana. 

3. Los modelos animales con nefropatía diabética inducida por STZ presentan un peor 

pronóstico y evolución al ingerir BFA por vía oral, destacando la mortalidad precoz 

asociada a los machos, probablemente relacionada con alteraciones en los 

mecanismos fisiológicos que regulan el equilibrio hidroelectrolítico y una mayor 

atrofia corpuscular y albuminuria. 

4. En podocitos humanos, el BFA a bajas concentraciones afecta a los mecanismos de 

adhesión celular y mantenimiento estructural. La pérdida de densidad celular 

glomerular supone el progresivo deterioro de la función renal y, en consecuencia, 

favorece el desarrollo de enfermedad renal crónica. 

5. Los estudios estadísticos combinados han evidenciado una importante relación 

positiva entre el BFA en sangre y el riesgo de desarrollar enfermedad renal crónica. 

También se ha identificado una relación negativa entre el BFA urinario y la 

capacidad de filtración renal, lo que reafirma la hipótesis inicial de que el BFA es un 

contaminante ambiental capaz de afectar al sistema renal. Finalmente, el análisis 

cuantitativo de BFA urinario ha confirmado un mayor grado de exposición en la 

población enferma.
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A mí mismo me parece haber sido como un  
muchacho que juega a la orilla del mar,  

divirtiéndose ahora y entonces buscando  
una piedra escondida o una pequeña concha, 

mientras el gran océano de la verdad  
permanecía ignorado frente a mí [2] 

 
Sir Isaac Newton (1642 – 1727) 

 
 
 
 
 
 

Un científico es un hombre tan endeble y  
humano como cualquiera; sin embargo, 

la búsqueda científica puede ennoblecerle, 
incluso en contra de su voluntad [2] 

 
Isaac Asimov (1920 – 1992) 
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I. Introducción 

Las nuevas evidencias aportadas a lo largo de la presente tesis han demostrado 

que el BFA es capaz de afectar al sistema nefro-vascular en un rango de concentraciones 

bajo. En el contexto de los modelos experimentales in vitro, la concentración nanomolar 

puede ejercer acciones lesivas, induciendo hipertrofia y pérdida de viabilidad en 

podocitos de ratón [271] y alteraciones de la capacidad de adhesión y el mantenimiento 

estructural del podocito humano [369]. Los modelos animales han demostrado que la 

exposición oral a concentraciones inferiores al NOEL renal también pueden ejercer un 

efecto nefrotóxico, con manifestaciones análogas a la nefropatía diabética [297]. El uso 

de modelos celulares humanos [369], meta-análisis y análisis de la cohorte NHANES [82] 

han aportado interesantes evidencias desde el punto de vista traslacional. Sin embargo, 

resulta necesario un estudio con una cohorte propia que permita estimar la exposición 

potencial a la que se encuentra expuesta la población de la Comunidad de Madrid y 

Castilla La Mancha, grupos poblacionales con escasa representatividad en los estudios 

cuantitativos del BFA urinario.  

Para ello, es importante destacar que todos los estudios farmacocinéticos 

humanos convergen en la idea de que el BFA tiene una vida media reducida (unas 6 

horas) y su excreción se produce exclusivamente por la vía urinaria [51–53, 394]. De este 

modo, se asume que la cuantificación urinaria de BFA permitiría realizar una 

aproximación fidedigna de la exposición real a BFA. Además, existen evidencias en la 

literatura que respaldan la idea de que los materiales médico-quirúrgicos empleados en 
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el entorno hospitalario podrían incrementar la exposición a BFA. Se ha descrito que los 

niños en la unidad de cuidados intensivos neonatal [61, 62, 65], adultos en cuidados 

intensivos [69] o pacientes con enfermedad renal crónica terminal sometidos a diálisis 

[66, 68] presentan niveles superiores de BFA urinario a la población general.  

Este hecho, ya de por sí preocupante, resulta de especial interés al analizarlo 

dentro del contexto de la presente tesis, pues podrían ser grupos poblacionales con 

especial sensibilidad a los efectos deletéreos inducidos por BFA. Por ello, se realizó un 

estudio comparativo de la concentración de BFA en sujetos sanos y pacientes del 

Hospital Príncipe de Asturias (Alcalá de Henares, Comunidad de Madrid) y del Hospital 

de Guadalajara (Guadalajara, Castilla-La Mancha). 

II. Material y métodos 

Población de estudio: 24 Pacientes del Hospital de Guadalajara, 102 pacientes 

del Hospital Príncipe de Asturias y 22 sujetos sanos. El estudio se completó con el análisis 

de la literatura académica, con el fin de comparar los resultados con los valores medios 

descritos en España y en el mundo. 

Fases de estudio: En una primera fase se recogieron muestras de sangre, orina 

de 24 horas y micción espontánea de 24 pacientes con el fin de estudiar la variabilidad 

entre los diferentes fluidos biológicos. Puesto que no se observaron diferencias 

significativas entre la orina espontánea y la orina de 24 horas, en la segunda fase se 

recogieron 102 orinas espontáneas de pacientes y 22 de sujetos control. 

Recogida de muestras: Todas las orinas se recogieron en recipientes estándar de 

orina espontánea o de 24 horas. En el momento de la recepción se centrifugaron a 1500 

rpm, se recogió el sobrenadante y se congeló a -20 °C. Las orinas se procesaron siguiendo 

un protocolo similar al descrito en otras publicaciones [51], incubando a 37 °C toda la 

noche con enzimas procedentes de Helix pomatia. De este modo, al desconjugar las 

formas glucuronizadas y sulfatadas se pudo determinar la concentración de BFA total. 

Por otro lado, también se procesaron las muestras sin incubar con la enzima para 

determinar la concentración de BFA libre (BFA sin metabolizar). La sangre se recogió en 

un tubo estándar para recogida de suero, sin anticoagulante. A continuación, una vez 
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formada la coagulación sanguínea, centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos para 

separar el suero. 

Cuantificación de BFA: La extracción de BFA fue realizada según el protocolo de 

Vela-Soria y cols. [395], con algunas modificaciones. Se añadieron 1200 µl de acetona 

con el fin de precipitar proteínas y compuestos solubles en solventes orgánicos. La 

solución se agitó 30 segundos y centrifugó a 3500 rpm durante 15 minutos. Después se 

añadieron 9360 µl de NaCl al 5 % y 240 µl de HCl 2M. A continuación, se añadieron 600 

µl de acetona y 900 µl de cloroformo lo más rápido posible, desplazando el BFA hacia el 

cloroformo. Ambos solventes son miscibles entre sí, pero sólo la acetona es miscible en 

agua. Por ello, tras la adición de la mezcla, la acetona se mezcla con la fase acuosa, y el 

BFA se desplaza hacia la fase formada por el cloroformo. Tras mezclar durante un minuto 

y centrifugar a 3500 rpm durante 20 minutos, se transfirió la fase orgánica a un tubo 

limpio de cristal y se evaporó la muestra con un evaporador de vacío. El residuo se 

reconstituyó en 150 µl de agua/metanol (6,6:1 v/v) para el posterior análisis. 

La separación y cuantificación se llevó a cabo con un sistema de HPLC Agilent 

1100, equipado con un detector de fluorescencia. Se utilizó una columna Kromaphase 

C18 de 250 mm x 4,6 mm y 5 µm de tamaño de partícula. Las muestras fueron separadas 

utilizando una mezcla de agua y acetonitrilo (50:50) con un flujo de 1 ml / min en una 

fase móvil en modo de elución isocrático. El volumen de inyección fue de 50 µl. Las 

longitudes de onda de excitación y emisión fueron de 275 y 300 nm, respectivamente. 

El tiempo total de análisis fue de 15 minutos. 

Análisis estadístico: Para la realización de estadística descriptiva y análisis 

comparativo se utilizó el programa GraphPad Prism 7 (GraphPad, San Diego, CA, USA). 

Tras la realización de los test de normalidad (D'Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk y 

Kolmogórov-Smirnov), las variables se expresaron como media aritmética (desviación 

estándar) en el caso de presentar distribución normal, y como media geométrica (95 % 

de intervalo de confianza), en el caso de distribuciones no paramétricas. En el análisis 

comparativo se utilizaron los test ANOVA o Kruskal-Wallis, según procedía. Por último, 

para el modelo de regresión logística binomial se utilizó el programa IBM SPSS Statistics 

for Windows, versión 27 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA). Se consideró la variable 
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dependiente la presencia o ausencia de enfermedad renal crónica (variable dicotómica, 

0=sano y 1=enfermo), y covariables la concentración urinaria de BFA, edad, sexo, 

hipertensión y diabetes. Se consideraron significativos todos aquellos resultados cuyo 

p-valor se encontrara por debajo de 0,05. 

III. Resultados 

Como puede observarse en la figura 13, en la primera aproximación comparativa 

no se observaron diferencias significativas entre la orina de 24 horas y la micción 

espontánea, lo que facilitó enormemente el proceso de recogida de muestras. Por otro 

lado, ambas muestras urinarias presentaron diferencias estadísticamente significativas 

respecto a la concentración de BFA en suero. En el análisis de BFA total (BFAt), se 

identificó este compuesto en el 100 % de las muestras analizadas. Sin embargo, en el 

análisis de BFA libre (BFAl) sólo se identificó este compuesto en el 45,84 % en suero, 

70,84 % de orina espontánea y 66,67 % de orina de 24 horas. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se analizó exclusivamente la orina 

espontánea, al no observarse diferencias significativas con la orina de 24 horas. En 

consecuencia, se recogieron y analizaron 102 muestras más de pacientes, 

comparándose los resultados con 22 sujetos control. Para completar dicho estudio, 

además, se realizó un análisis de la literatura académica que permitiera obtener un valor 

de BFA urinario en España y en el mundo. La concentración de BFA urinario mundial se 

calculó en una revisión sistemática previamente publicada por nuestro grupo [64] en la 

que, utilizando los valores de las mayores cohortes mundiales, se obtuvo un valor medio 

(desviación estándar) de 1,56 (0,74) ng/ml, y un promedio (teniendo en cuenta el 

tamaño muestral de cada estudio) de 1,55 ng/ml. Durante la realización de dicho análisis 

sistemático se identificaron 14 publicaciones que analizaban BFA urinario en diferentes 

cohortes o grupos poblacionales en España [106, 396–408]. 12 de ellas representaron 

los valores de BFA urinario en ng/ml, pero dos de ellas utilizaron el valor corregido por 

creatinina. Para homogeneizar resultados, se utilizaron los valores medios de creatinina 

de las 3 mayores cohortes mundiales de BFA, utilizando la metodología previamente 

utilizada [64]. En dicho trabajo, mediante la realización de un modelo de regresión lineal 

se determinó una relación lineal entre media geométrica y mediana, con un valor de R2 
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de 0,9919, y una ecuación de la recta de Y = 0,9855 X. Por ello, se utilizó por defecto el 

valor correspondiente a la media geométrica del BFA urinario, pero en caso de no 

hallarse, se utilizó el valor de la mediana corregido con dicha ecuación de la recta. 

 

 

Figura 13.- Estudio comparativo de la concentración de BFA total y libre en diferentes fluidos biológicos de 
pacientes del Hospital de Guadalajara (24 pacientes). Los test de normalidad mostraron una distribución 
normal, por lo que se representan como media (desviación estándar) tanto en la gráfica como en el valor 
numérico inferior. El análisis estadístico se realizó mediante el test ANOVA de una vía. * representa un p-
valor <0,05; **** representa un p-valor < 0,0001. 

 

Como puede observarse en la figura 14, el estudio comparativo de BFAt mostró 

importantes diferencias entre los pacientes del entorno hospitalario y el resto de 

grupos, no observándose diferencias significativas entre el ellos (Control, España y 

Mundo). Los datos se representaron en ng/ml para simplificar la comparativa con el 

resto de grupos, puesto que la mayoría de publicaciones expresan la concentración de 

BFA urinario en dichas unidades. Sin embargo, debido a la naturaleza de los sujetos del 

hospital, algunos de ellos tendrán alteraciones importantes de la filtración glomerular y, 

en consecuencia, de los valores de creatinina urinaria. Por ello, se calcularon los valores 

de BFA urinario corregidos y sin corregir por creatinina, y se analizaron utilizando el test 

estadístico Mann-Whitney, no hallándose diferencias significativas (p-valor = 0,2383). 
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Figura 14.- Estudio comparativo de la concentración urinaria de BFA total en diferentes patologías, sujetos 
control, cohortes españolas [16–29] y principales cohortes mundiales [15]. Puesto que muchos resultados 
mostraron distribución no paramétrica se representaron como media geométrica (95 % de intervalo de 
confianza). El análisis estadístico Kruskal-Wallis sólo mostró diferencias significativas entre el grupo 
hospitalario y el resto de grupos, no observándose diferencias entre los grupos Control, España y Mundo. 
** representa un p-valor <0,01; **** representa un p-valor < 0,0001. Abreviaturas: ERC, Enfermedad renal 
crónica; HT, Hipertensión; OPH, Otras Patologías Hospitalarias. 

 

Por último, gracias a la obtención de los valores urinarios de BFA, y teniendo en 

cuenta que los modelos de estudio farmacocinéticos avalan que el 100 % del BFA se 

excreta por la orina en un espacio de tiempo relativamente corto [51–53, 394], se 

calculó la exposición estimada diaria (EED) de BFA. Para ello, se utilizaron valores de 

referencia de excreción diaria de orina y peso medio de adultos de la literatura 

académica [409] (1400 ml de orina diarios y un peso medio de 66,5 kg). Teniendo todo 

ello en cuenta, se aplicó la siguiente fórmula para calcular la EED de BFA: 

𝐸𝐸𝐷 =  
𝐵𝐹𝐴 𝑢𝑟𝑖𝑛𝑎𝑟𝑖𝑜 (

𝑛𝑔
𝑚𝑙

) 𝑥 𝑣𝑜𝑙. 𝑢𝑟𝑖𝑛𝑎𝑟𝑖𝑜 (𝑚𝑙)

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 (𝐾𝑔)
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De este modo, se estimó que los sujetos control, así como los valores medios de 

España y del mundo, se encuentran entre 1,4 y 2,5 ng/ml, lo que supone una exposición 

diaria estimada de entre 30 y 40 ng/kg de peso y día. Estos valores equivalen a una 

molaridad de BFA de entre 6 y 11 nM. Por su parte, los pacientes presentaron 

concentraciones superiores de BFA, con una exposición estimada de entre 132 y 209 

ng/kg, o una molaridad urinaria de 27 – 43 nM (Tabla 1). 

  

GRUPO N MG (95 % IC) - 

ng/ml 

EED - ng/kg MOLARIDAD 

- nM 

MEDIANA (RI) – 

ng/ml 

MUNDO 19 1,4 (1,11 - 1,77) 29,47 6,13 1,6 (0,9 - 1,96) 

ESPAÑA 19 2,51 (1,98 - 3,19) 52,84 10,99 2,3 (2,04 - 4,26) 

CONTROL 22 2,19 (1,56 - 3,06) 46,11 9,59 2,15 (1,17 - 3,82) 

ERC 56 7,65 (5,53 – 10,58) 161,05 33,51 8,6 (3 – 16,53) 

DIABETES 30 6,27 (3,90 – 10,06) 132,00 27,47 6,93 (2,11 – 13,7) 

HT 83 8,35 (6,47 – 10,78) 175,79 36,58 8,66 (4,06 – 18,15) 

OPH 11 9,93 (4,94 – 19,96) 209,05 43,50 10,56 (5,25 – 13,09) 

 

Tabla 2. Análisis de la concentración urinaria de BFA y estimación de la exposición diaria. Significado de 
abreviaturas: N, tamaño muestral (Hospital y Control) o número de cohortes y subgrupos analizados 
(España y Mundo). Abreviaturas: ERC, Enfermedad renal crónica; HT, Hipertensión; OPH, Otras Patologías 
Hospitalarias; MG, Media Geométrica; IC, Intervalo de Confianza; EED, Exposición Estimada Diaria; RI, 
Rango Intercuartil. 

 

IV. Discusión 

En la actualidad existen unos límites de exposición a BFA bien definidos, dentro 

de los cuales se asume que no existen riesgos para la salud. En Europa este umbral, 

denominado TDI, se encuentra en 4000 ng/kg, y en América, la FDA lo ha situado en 

50000 ng/kg [103, 207]. Desde esa perspectiva, los resultados obtenidos en este trabajo 

no supondrían un riesgo para la salud humana. Sin embargo, hay varios puntos que 

deben tenerse en cuenta a la hora de abordar la cuestión. 
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En primer lugar, Los cálculos de la EFSA se basan en modelos animales que 

determinan la dosis de 50mg/kg como la menor concentración a la que no observan 

efectos sobre el riñón [56, 104]. Sin embargo, nuestros modelos animales han 

determinado efectos renales a la misma dosis [271] e incluso a la mitad [297], y nuestros 

modelos celulares han determinado importantes efectos deletéreos sobre el podocito 

en cultivo en el rango nanomolar [271, 369], en concentraciones cercanas a las 

determinadas en la orina de la población. 

En segundo lugar, la posible existencia de efectos no-monotónicos inducidos por 

BFA [192–194] supone una dificultad añadida en el cálculo de concentraciones seguras 

al BFA, pues teóricamente podría ejercer efectos lesivos tanto a dosis bajas como a dosis 

elevadas. 

En tercer lugar, los individuos con patologías previas podrían tener una mayor 

susceptibilidad al daño inducido por BFA, además de tener una mayor exposición media. 

En los trabajos de Hu y cols. [200, 201] se observó que, en los pacientes con diabetes o 

con hipertensión, aquellos individuos con mayores niveles de BFA sérico tenían entre 6 

y 7 veces más riesgo de desarrollar enfermedad renal crónica. 

En cuarto lugar, los modelos farmacocinéticos humanos afirman que se 

metaboliza más del 90 % del BFA, excretándose por la orina un porcentaje muy reducido 

de BFAl (no conjugado). Sin embargo, dichos modelos se realizan con formas 

modificadas de BFA, lo que podría suponer variaciones en la farmacocinética del 

compuesto [294, 295]. En nuestro estudio se observa que en la orina de todos los 

pacientes se detecta BFAl en un 83 % de ellos y en el 50 % de los sujetos control. La 

media geométrica de BFAl - BFAt es de 2,84 - 7 en los pacientes, y de 0,64 - 2,19 en los 

controles, lo que supone un 40 % y un 30 %, respectivamente (ver figura 15). Estos 

resultados son sustancialmente diferentes a los descritos en los modelos 

farmacocinéticos, que administraron d6-BFA a sujetos voluntarios. En el trabajo de 

Thayer y cols. [53] determinaron que la proporción de BFAl en suero es menor al 1 % 

tras la administración oral, mientras que Sasso y cols. [99] afirmaron que el porcentaje 

es superior al 8 % tras la administración dérmica. Las enormes diferencias hacen 

sospechar de la posible contaminación en el presente modelo, lo que supondría una 
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sobreestimación de las concentraciones de BFA. Sin embargo, en la comparativa con 

otras cohortes de España y del mundo no se han observado diferencias significativas en 

el BFA urinario, un hecho que refuerza los resultados descritos. Otras publicaciones que 

analizan BFA libre y total en cuidados intensivos pediátricos [390], adultos con /sin 

diabetes [391] y embarazadas con/sin defectos en el desarrollo fetal [392] determinaron 

unas proporciones de BFAl - BFAt más próximas a las descritas en el presente manuscrito 

que en los estudios con formas deuteradas de BFA, lo que valida y reafirma la coherencia 

de los resultados presentados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.- Relación entre el BFA libre (BFAl) y el BFA total (BFAt) en cada uno de los pacientes del estudio 
preliminar (N=24) y en la orina espontánea de todos los pacientes (N=126) y controles (N=22). En la gráfica 
de todos los pacientes se redujo la proporción del eje Y para facilitar el visionado, desplazando fuera del 
rango 4 puntos. 

 
Por otro lado, la existencia de un menor número de individuos control con 

niveles detectables de BFAl podría deberse a dos causas: quizás existan alteraciones 

metabólicas asociadas a las patologías hospitalarias, lo cual impediría metabolizar 

correctamente el BFA [96], o bien que sus valores estuvieran por debajo del límite de 

detección, al tener una menor concentración promedio del compuesto. Estas diferencias 

metabólicas asociadas a patologías podrían ayudar a explicar el porcentaje de BFAl entre 

grupos, aunque tampoco puede descartarse la existencia de variaciones asociadas a la 

vía de entrada en el organismo [88].  
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Comparativamente a otras cohortes mundiales, en las que se analizan miles de 

pacientes, el presente estudio utiliza un número reducido de individuos, por lo que debe 

considerarse como una aproximación preliminar. Las diferencias cuantitativas entre el 

grupo hospitalario y el resto son evidentes, lo que, al menos, reafirma la existencia de 

una mayor presencia de BFA en sujetos con patologías. No se ha podido correlacionar 

estadísticamente la enfermedad renal con la concentración urinaria de BFA, ya que el 

tamaño muestral reducido puede suponer una limitación en el desarrollo de modelos 

de regresión logística. En definitiva, el presente estudio ha determinado que la presencia 

de ciertas patologías se encuentra relacionado con una mayor concentración de BFA. 

Serán necesarios futuros estudios longitudinales, preferiblemente con un mayor tamaño 

muestral, que permitan profundizar en la posible relación entre el BFA y el riesgo de 

desarrollo de enfermedad renal crónica. 
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I. Introducción 

Las evidencias desarrolladas en el capítulo 2 de la presente tesis han demostrado 

que el bisfenol-A (BFA) es capaz de afectar a la capacidad de adhesión de los podocitos 

humanos en cultivo. El podocito es el principal responsable del desarrollo y progresión 

de las enfermedades glomerulares que conducen a la enfermedad renal crónica [410]. 

De hecho, se ha relacionado la reducción del número de podocitos glomerulares con la 

enfermedad renal crónica terminal [411]. 

En los últimos años se ha comenzado a estudiar la posible relación entre la 

pérdida de podocitos a través de la orina (podocituria) y diversas enfermedades como 

la nefropatía diabética [412, 413], nefritis lúpica [414], nefropatía membranosa 

idiopática [415], enfermedad de Fabry [416] o la preeclampsia [411, 417]. 

El presente trabajo propone explorar dos cuestiones. En primer lugar, el estudio 

de la podocituria en pacientes con enfermedad renal crónica avanzada (ERCA), es decir, 

aquellos pacientes con la ratio de filtración glomerular menor a 30 ml/min. Y, en 

segundo lugar, la excreción de BFA urinario podría confirmar los resultados observados 

en los modelos in vitro. Para ello, se analizarán orinas de 12 horas, permitiendo 

extrapolar fácilmente la diuresis diaria y la excreción real de BFA y podocitos urinarios. 
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II. Material y métodos 

1. Determinación de podocituria  

Recogida de muestras: El método de determinación de podocituria se basa en 

los trabajos de Pérez-Hernández y cols. [414] y Mella y cols. [415], con algunas 

modificaciones. Ambos utilizaron volúmenes de entre 30 y 50 ml de orina espontánea 

de primera hora de la mañana. En el presente trabajo se recogió orina de 12 horas y se 

procesó inmediatamente después de su llegada al laboratorio. Se seleccionaron 25 

individuos sin patologías de cualquier edad como sujetos control. Los pacientes 

seleccionados fueron todos aquellos individuos con un aclaramiento de creatinina 

menor o igual a 30 ml / minuto, es decir, con enfermedad renal crónica avanzada (n=20). 

Por último, hubo una consideración añadida en el caso de las mujeres, con el fin de 

prevenir alteraciones de los resultados ocasionadas por la menstruación se utilizaron las 

orinas de aquellas que se encontraban aproximadamente en la mitad del ciclo 

menstrual. 

Procesado de muestras para la determinación de podocituria por citometría: 

Una vez anotada la diuresis de 12 horas, se centrifugaron 100 ml de orina (2 Falcon de 

50 ml, para hacer cada ensayo por duplicado) a 1500 rpm durante 5 minutos 

(temperatura ambiente). Se recogió una parte del sobrenadante para la posterior 

cuantificación de bisfenol urinario. El resto se desechó apropiadamente. A continuación, 

se lavaron los pellets con 3 ml de PBS, centrifugando de nuevo con las mismas 

condiciones y desechando de nuevo el sobrenadante. 

Al pellet resultante se añadieron 350 microlitros de PBS + 20% medio RPMI + 5% 

FBS + 0,1% acida sódica y se dividió el contenido en dos tubos de citómetro. A uno de 

ellos se le añadieron 5 µl de podocalixina-1 (PDX-1, ref. IC2419A) conjugado con 

aloficocianina (APC). Al segundo tubo de citómetro se le añadieron 5 µl de IgG2B de 

ratón conjugado con APC, (ref. IC0041A) con el fin de detectar uniones inespecíficas del 

anticuerpo. Todos los tubos se incubaron durante 30 minutos en oscuridad a 4 °C. 
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Posteriormente se lavaron los pellets, centrifugando los tubos a 1500 rpm 

durante 5 minutos (temperatura ambiente), desechando el sobrenadante y añadiendo 

200 µl de solución de incubación. Por último, se analizaron en el citómetro de flujo, 

donde se fijó un volumen final de 200 µl, de los que se utilizaron 100 µl. Se empleó una 

velocidad media, identificando un total de 50 000 eventos.  

Optimización de la técnica utilizando podocitos humanos en cultivo: Los 

podocitos se cultivaron a 33 °C, una temperatura permisiva para su proliferación. Al 

alcanzar una confluencia del 80-90%, se realizó un pase 1:7 y los Flask resultantes se 

incubaron a 37 °C, una temperatura que impide su proliferación, favoreciendo la 

diferenciación celular. Esta clase de células se encuentra diferenciada entre el día 11 y 

el 15.  

Una vez diferenciadas, las células se tripsinizaron, lavaron y se incubaron de 

acuerdo al protocolo de citometría. Los resultados se utilizaron para delimitar las 

regiones correspondientes a podocitos marcados con PDX-1 unida a APC. Las regiones 

delimitadas en los correspondientes dot plots se utilizaron para el posterior análisis de 

las orinas humanas, aplicando los mismos parámetros para todas las muestras. En la 

figura 16 se representa la configuración con mayor sensibilidad y menor cantidad de 

uniones inespecíficas. 

2. Cuantificación de BFA urinario 

Se realizó el mismo procedimiento que en el anexo I 

3. Análisis estadísticos 

Para la realización de estadística descriptiva y análisis comparativo se utilizó el 

programa GraphPad Prism 7 (GraphPad, San Diego, CA, USA). En el caso de los modelos 

de regresión lineal simple se empleó de manera complementaria el programa IBM SPSS 

Statistics for Windows, versión 27 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA). Tras la realización de 

los test de normalidad (D'Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk y Kolmogórov-Smirnov), las 

variables se expresaron como media aritmética (error estándar de la media) en el caso 
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de presentar distribución normal, y como media geométrica (95 % de intervalo de 

confianza), en el caso de distribuciones no paramétricas. En el análisis comparativo se 

utilizaron los test ANOVA o Kruskal-Wallis, según procedía. Se consideraron 

significativos todos aquellos resultados con un p-valor igual o inferior a 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16.- Estudio por citometría de flujo de células marcadas con PDX-1. A) Podocitos humanos en cultivo 
marcados con IgG2B (autofluorescencia y uniones inespecíficas). B) Podocitos humanos en cultivo 
marcados con PDX-1. C) Orina humana de paciente con enfermedad renal crónica avanzada (ERCA) 
incubada con IgG2B. D) Orina de paciente con ERCA incubada con PDX-1. 

 

III. Resultados 

Los resultados mostraron diferencias significativas entre los individuos control y 

los pacientes con ERCA en ambos sexos en la podocituria de 24 horas, y en las mujeres 

en el caso de podocitos por ml (figura 17). A pesar de que las gráficas muestran 

diferencias cuantitativas entre sexos, existen similitudes en la proporcionalidad 

observada entre controles y pacientes. Por ejemplo, en el caso de podocitos en 24 horas, 

los pacientes tienen 4,21 veces más podocitos. En el caso de las mujeres la cifra es de 

4,33 veces. A continuación, se analizó el BFA urinario, observando diferencias 

significativas entre el grupo control y los pacientes de ERCA, con valores de media 

geométrica (95% intervalo de confianza) de 0,34 (0,19 – 0,6) y 5,02 (1,97 – 12,82) 

respectivamente. Los modelos de regresión lineal simple mostraron significación 

A B 

C D 
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estadística en la comparativa entre podocituria y BFA corregidos por ml de orina (p-valor 

= 0,0384), mientras que el resultado no llegó a ser significativo en el caso del análisis de 

los parámetros en 24 horas (p-valor = 0,1204) (figura 18). 

 

Figura 17.- Estudio comparativo de podocitos por ml de orina (izquierda) o en 24 horas (derecha) entre 
sujetos control y pacientes con enfermedad renal crónica avanzada (ERCA). El asterisco representa 
diferencias significativas en el estudio comparativo entre pacientes y controles del mismo sexo, con un p-
valor ≤ 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.- Análisis de regresión lineal simple entre podocitos y BFA urinario corregidos por ml (izquierda) 
o en 24 horas (derecha). 
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IV. Discusión 

El presente trabajo ha explorado por primera vez el estudio de podocituria en 

pacientes con ERCA mediante citometría de flujo y su relación con la exposición al 

contaminante ambiental BFA.  

El podocito es uno de los principales elementos que conforman la barrera de 

filtración glomerular, y cuya alteración está fuertemente relacionada con la progresión 

de las alteraciones glomerulares que conducen a la enfermedad renal crónica, llegando 

incluso a relacionarse su pérdida con la enfermedad renal crónica terminal [410, 411].  

Trabajos de otros autores, como Hara y cols. [418], Pérez-Hernández y cols. [414] 

o Mella y cols. [415] utilizan la podocalixina para identificar podocitos urinarios, puesto 

que se encuentra predominantemente localizada en la superficie apical de los podocitos. 

Sin embargo, existen otros autores que utilizan el concepto de eventos positivos o 

células positivas a sinaptopodina, puesto que aunque consideran que es el marcador 

más inclusivo, existen evidencias de que podría expresarse en otros tipos celulares [413, 

419]. En este sentido, los análisis de podocituria por citometría de flujo han mostrado 

diferencias significativas entre pacientes y controles, y a pesar de las diferencias 

cuantitativas observadas entre sexos se observó la misma proporcionalidad dentro de 

cada sexo. Es interesante destacar que se observó un mayor número de eventos en el 

sexo femenino que en el masculino, lo cual podría deberse a que las mujeres eliminan 

células epiteliales vaginales en la orina [420]. Por esta misma razón, por la presencia de 

un mayor número de eventos en los dots plots de la citometría, o quizás por la presencia 

de podocalixina en algunas células epiteliales, se han observado diferencias entre sexos. 

Deberán realizarse futuros estudios que profundicen en la cuestión, analizando el ARNm 

de los pellets urinarios, o realizando inmunocitoquimicas con otros marcadores 

específicos del podocito, como la podocina o la nefrina. 

Por otro lado, la cuantificación de BFA urinario ha sido coherente con los 

resultados observados en el Anexo I. Las diferencias entre los pacientes y controles eran 

evidentes, desde un punto de vista cuantitativo. No obstante, con el fin de resolver la 
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relación de causalidad entre el BFA y la enfermedad renal, serán necesarios futuros 

estudios longitudinales que permitan estudiar en profundidad la relación entre el BFA 

urinario, sanguíneo y el riesgo a desarrollar ERC y/o la velocidad de deterioro de la 

capacidad de filtración renal.  

Por último, el modelo de regresión lineal simple ha mostrado una relación 

positiva entre el BFA y los podocitos urinarios, tanto al corregirlos por ml de orina como 

en su valor absoluto de excreción en 24 horas. Sin embargo, los resultados sólo han 

mostrado valores de p-valor inferiores a 0,05 en el caso de los parámetros corregidos 

por ml. Probablemente este hecho se deba al reducido número de sujetos del estudio, 

lo cual es una evidente limitación del modelo.  

En cualquier caso, los resultados observados en el presente estudio preliminar 

muestran prometedoras perspectivas en el estudio de la podocituria y su relación con el 

BFA. A pesar del reducido número de sujetos, se ha observado una relación significativa 

y positiva entre los podocitos urinarios (o células podocalixina positivas) y el BFA 

urinario, lo que sugiere que los resultados observados en el capítulo 2 de la presente 

tesis, realizados con podocitos humanos en cultivo, podrían extrapolarse a la población 

humana.  

 

 



 

 



ANEXO III: Oral administration of bisphenol A induces high blood pressure through angiotensin 
II / CamKII-dependent uncoupling of eNOS 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

XII. ANEXO III 

ORAL ADMINISTRATION OF BISPHENOL A INDUCES HIGH BLOOD PRESSURE 

THROUGH ANGIOTENSIN II / CAMKII-DEPENDENT UNCOUPLING OF 

ENOS. FASEB JOURNAL (5.043, Q1 BIOCHEMISTRY & MOLECULAR 
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DOI: 10.1096/FJ.14-252460  



 

 

 

 

 

 

 



 

 

185 



 

 

186 



 

 

187 



 

 

188 



 

 

189 



 

 

190 



 

 

191 



 

 

192 



 

 

193 



 

 

194 



ANEXO IV: Bisphenol A induces coronary endothelial cell necroptosis by activating RIP3/ 
CamKII dependent pathway 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

XIII. ANEXO IV 

BISPHENOL A INDUCES CORONARY ENDOTHELIAL CELL NECROPTOSIS BY 

ACTIVATING RIP3/CAMKII DEPENDENT PATHWAY. SCIENTIFIC REPORTS 

(4.379, Q1 MULTIDISCIPLINARY SCIENCES).  

DOI: 10.1038/S41598-020-61014-1 
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ANEXO V: Bisphenol A induces accelerated cell aging in murine endothelium 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

XIV. ANEXO V 

BISPHENOL A INDUCES ACCELERATED CELL AGING IN MURINE 

ENDOTHELIUM. BIOMOLECULES (4.879, Q2 BIOCHEMISTRY & 

MOLECULAR BIOLOGY [2020]).  
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ANEXO VI: New evidences of renal and cardiovascular alterations promoted by bisphenol A 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

XV. ANEXO VI 

NEW EVIDENCES OF RENAL AND CARDIOVASCULAR ALTERATIONS 

PROMOTED BY BISPHENOL A. BIOMOLECULES (4.879, Q2 
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ANEXO VII: New evidence for a role of bisphenol A in cell integrity. Implications in the human 
population 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

XVI. ANEXO VII 

NEW EVIDENCE FOR A ROLE OF BISPHENOL A IN CELL INTEGRITY. 

IMPLICATIONS IN THE HUMAN POPULATION. BIOCELL (1.254, Q3 

BIOLOGY [2020]).  
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Resignémonos a marchar humildemente  
detrás de los sabios  

para poder marchar algún día  
en su compañía [421] 

 
Santiago Ramón y Cajal (1852 – 1934) 

 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 


