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RESUMEN DEL PROYECTO 

Antecedentes: La hipertensión pulmonar (HP) es una enfermedad crónica, progresiva y 

actualmente incurable. Esta puede ser clasificada según su etiología y área pulmonar afectada. 

Para nuestro interés consideramos la HP arterial idiopática (HPAi), pues es una enfermedad que 

actualmente solo posee tratamientos paliativos y se desconoce su origen. La HPAi se caracteriza 

por un aumento de la presión sanguínea de la arteria pulmonar. Dicha presión está regulada 

principalmente por las células de la capa muscular lisa (PASMCs). Al presentarse la patología, 

se describe que las PASMCs sufren un cambio fenotípico “tipo canceroso” que conlleva a una 

proliferación sostenida que causa disminución del lumen de la arteria, aumentando la presión. 

Cuando este proceso es sostenido en el tiempo, se produce insuficiencia ventricular derecha, la 

cual puede ser mortal. Adicionalmente, estas células presentan disfunción mitocondrial. Esta 

disfunción se manifiesta por un cambio metabólico desde la obtención de energía por 

fosforilación oxidativa hacia un metabolismo preferentemente glicolítico, asociado a un 

aumento de la fisión mitocondrial mediada por la proteína de fisión mitocondrial DRP1. Este 

fenotipo se correlaciona con menor consumo de oxígeno y menor potencial mitocondrial. 

Entre los mayores factores de riesgo para sufrir HPAi encontramos niveles aumentados de 

estradiol (E2) plasmático y presentar sexo femenino. Cuando se comparan hombres y mujeres, 

las últimas poseen mayor tiempo de supervivencia gracias al factor protector cardiovascular del 

estrógeno. Este fenómeno es denominado “la paradoja del estrógeno”. Existe evidencia de 

acción mitogénica de E2 en PASMCs. Así también, en los últimos años se ha descrito que el 

E2 puede ser metabolizado y sus metabolitos también ejercen respuestas biológicas. De nuestra 

atención son los metoxiestrógenos, considerados dentro de los principales metabolitos del E2. 

En esta clasificación destacamos al 2-metoxiestradiol (2-ME) y al 4-metoxiestradiol (4-ME). 

El 2-ME ha mostrado reducir la HP en modelos in vivo. Sin embargo, se desconoce el efecto 

sobre las PASMCs del 4-ME. Adicionalmente, los efectos de los estrógenos son ejercidos 

mediante los llamados receptores de estrógeno (ERα y ERβ y GPER), indicándonos que el 

probable fenotipo “canceroso” o “hipertenso” que se desencadena en las PASMCs, el cual es 

inducido por los estrógenos, puede estar asociado a procesos de señalización celular y a la 

transcripción génica gatillada por la activación de estos receptores. 
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Hipótesis de trabajo: 17 β-estradiol y su metabolito 4-metoxiestradiol, inducen proliferación de 

las hPASMCs a través de un mecanismo dependiente de la inhibición de la función mitocondrial 

y de las vías de receptores de estrógenos clásicas y no clásicas, reflejando el fenotipo 

patológico encontrado en pacientes hipertensos pulmonares arteriales idiopáticos. 

Objetivos específicos: 1) Evaluar el efecto del 17 β-estradiol y su metabolito 4-metoxiestradiol 

en la proliferación de hPASMCs. 2) Determinar el efecto del 17 β-estradiol y su metabolito 4-

metoxiestradiol en la función mitocondrial. 3) Evaluar la participación de los receptores ERα, 

ERβ y GPER en los efectos sobre hPASMC inducido por 17 β-estradiol y 4-Metoxiestradiol. 

4) Analizar redes de regulación transcripcional asociadas al metabolismo energético y hormonal 

que se encuentren controladas por nodos estrogénicos en bases de datos transcripcionales de 

tejido pulmonar provenientes de pacientes HPAi. 

Diseño experimental: Modelo in vitro: Se utilizaron hPASMCs tratadas con E2 (0-100 nM) por 

24 y 48 horas. Se evaluó proliferación celular mediante ensayo MTS, análisis de ciclo celular 

por ioduro de propidio (IP), proliferación y viabilidad mediante exclusión por azul tripán, 

viabilidad celular utilizando IP y anexina V y proliferación celular mediante inmunodetección 

de Ki67. Así también, se analizó la producción de especies reactivas de oxígeno mitocondriales 

(mtROS) utilizando MitoSOX, potencial mitocondrial mediante safranina y consumo de 

oxígeno mediante respirometría de alta resolución. Análisis de los receptores de estrógenos: 

hPASMCs se pretrataron con los inhibidores Fulvestrant o G36 durante 3 horas para luego 

estimular con E2 100 nM o 4-ME 10 nM por 48 horas. Se evaluó proliferación celular relativa 

mediante MTS y conteo celular por exclusión de azul tripán. Modelo in silico: Bases de datos 

de expresión génica provenientes de publicaciones indexadas reportando pacientes de HPAi se 

filtraron por sexo y edad, se emparejaron y analizaron utilizando el programa Cytoscape. 

Resultados: I) E2 (10 nM y 100 nM) y 4-ME (5 nM y 10 nM) aumentan significativamente la 

proliferación celular de hPASMCs. II) E2 (10 nM) y 4-ME (5 y 10 nM) aumentó 

significativamente mtROS en hPASMCs. III) El tratamiento con E2 (10 nM y 100 nM) y 4-ME 

(5 nM y 10 nM) disminuyó el potencial mitocondrial en hPASMCs. IV) Los tratamientos con 

estrógenos alteraron la respiración mitocondrial de manera significativa en hPASMCs. V) La 

proliferación de hPASMCs inducida por E2 100 nM es mediada por ERα y/o ERβ (vía clásica). 

VI) La proliferación de hPASMCs inducida por 4-ME 10 nM es mediada por GPER (vía no 
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clásica). VII) En HPAi, las redes transcripcionales están gobernadas principalmente por vías 

asociadas a receptores de estrógenos y su metabolismo, generando una disrupción en el 

equilibrio metabólico. 

Conclusiones: Las vías estrogénicas son reguladores maestros en la reprogramación 

transcripcional de la HPAi. E2 y 4-ME inducen la proliferación de hPASMCs, aumentando la 

producción de mtROS y disminuyendo el potencial mitocondrial. Los estrógenos afectan 

significativamente la tasa de consumo de oxígeno mitocondrial. La proliferación inducida por 

estrógenos difiere en los receptores utilizados, siendo el efecto de E2 mediado por la vía clásica 

y el 4-ME por la vía no clásica. 
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SUMMARY 

Estradiol in the pathogenesis of pulmonary arterial hypertension (PAH): Role of estrogen 

activity and hormonal metabolism on arterial smooth muscle cells. 

Background: Pulmonary hypertension (PH) is a chronic, progressive, and currently incurable 

disease. It can be classified according to its etiology and affected lung area. Idiopathic arterial 

PH (iPAH) is our interest, since it is a disease that currently only has palliative treatments, and 

an unknown origin. HPAi is characterized by an increase in pulmonary artery blood pressure. 

Said pressure is regulated mainly by the pulmonary artery smooth muscle layer cells 

(PASMCs). When the pathology occurs, the PASMCs undergo a "cancerous type" phenotypic 

change that leads to a sustained proliferation that causes a decrease in the lumen of the artery, 

increasing the pressure. When this process is sustained over time, right ventricular failure 

occurs, which can be fatal. Additionally, these cells present mitochondrial dysfunction. This 

dysfunction is manifested by a metabolic change from obtaining energy by oxidative 

phosphorylation towards a preferentially glycolytic metabolism, associated with an increase in 

DRP1-mediated mitochondrial fission. This phenotype is correlated with lower oxygen 

consumption and lower mitochondrial potential. 

Among the major risk factors for HPAi are increased levels of plasma estradiol (E2) and being 

female. When men and women are compared, the latter have a longer survival time thanks to 

the cardiovascular protective factor of estrogen. This phenomenon is called "the estrogen 

paradox". There is evidence of mitogenic action of E2 in PASMCs. Likewise, in recent years it 

has been described that E2 can be metabolized, and its metabolites also exert biological 

responses. Of our attention are methoxyestrogens, considered among the main metabolites of 

E2. In this classification we highlight 2-methoxyestradiol (2-ME) and 4-methoxyestradiol 

(4-ME). 2-ME has been shown to reduce HP in in vivo models. However, the effect on PASMCs 

of 4-ME is unknown. Additionally, the effects of estrogens are exerted through the so-called 

estrogen receptors (ERα and ERβ and GPER), indicating that the probable "cancer" or 

"hypertensive" phenotype that is triggered in PASMCs, which is induced by estrogens, it may 

be associated with cell signaling processes and gene transcription triggered by the activation of 

these receptors. 
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Hypothesis: 17β-estradiol and its metabolite 4-methoxyestradiol induce proliferation of 

hPASMCs through a mechanism dependent on the inhibition of mitochondrial function and the 

classical and non-classical estrogen receptor pathways, reflecting the pathological phenotype 

found in Idiopathic pulmonary arterial hypertensives patients.  

Specific objectives:1) To evaluate the effect of 17β-estradiol and its metabolite 4-

methoxyestradiol on the generation of hPASMCs. 2) Determine the effect of 17β-estradiol and 

its metabolite 4-methoxyestradiol on mitochondrial function. 3) To evaluate the participation 

of the ERα, ERβ and GPER receptors in the effects on hPASMC induced by 17β-estradiol and 

4-methoxyestradiol. 4) Analyze transcriptional regulation networks associated with energy and 

hormonal metabolism that are controlled by estrogen nodes in transcriptional databases of lung 

tissue from HPAi patients. 

Experimental Design: In vitro model: hPASMCs treated with E2 (0-100 nM) for 24 and 48 

hours were used. Cell proliferation was evaluated by MTS assay, cell cycle analysis by 

propidium iodide (IP), proliferation and viability by trypan blue exclusion, cell viability using 

IP and annexin V, and cell proliferation by Ki67 immunodetection. Likewise, the production of 

mitochondrial reactive oxygen species (mtROS) was analyzed using MitoSOX, mitochondrial 

potential using safranin and oxygen consumption using high-resolution respirometry. Estrogen 

receptor analysis: hPASMCs were pretreated with the inhibitors Fulvestrant or G36 for 3 hours 

and then stimulated with 100 nM E2 or 10 nM 4-ME for 48 hours. Relative cell proliferation 

was assessed by MTS and cell count by trypan blue exclusion. In silico model: Gene expression 

databases from indexed publications reporting HPAi patients were filtered by sex and age, 

matched, and analyzed using the Cytoscape program. 

Results: I) E2 (10 nM and 100 nM) and 4-ME (5 nM and 10 nM) significantly increased cell 

proliferation of hPASMCs. II) E2 (10 nM) and 4-ME (5 and 10 nM) significantly increased 

mtROS in hPASMCs. III) Treatment with E2 (10 nM and 100 nM) and 4-ME (5 nM and 10 

nM) decreased mitochondrial potential in hPASMCs. IV) Estrogen treatments altered 

mitochondrial respiration significantly in hPASMCs. V) hPASMCs proliferation induced by 

100 nM E2 is mediated by ERα and/or ERβ (classical pathway). VI) hPASMCs proliferation 

induced by 4-ME 10 nM is mediated by GPER (non-classical pathway). VII) In HPAi, the 
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transcriptional networks are mainly governed by pathways associated with estrogen receptors 

and their metabolism, generating a disruption in the metabolic balance. 

Conclusions: Estrogenic pathways are master regulators in HPAi transcriptional 

reprogramming. E2 and 4-ME induce the proliferation of hPASMCs, increasing the production 

of mtROS and decreasing the mitochondrial potential. Estrogens significantly affect the rate of 

mitochondrial oxygen consumption. Estrogen-induced proliferation differs in the receptors 

used, being the effect of E2 mediated through the classical pathway and 4-ME through the non-

classical pathway. 
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1. INTRODUCCIÓN  

La hipertensión pulmonar (HP) es una patología progresiva e incurable que afecta a la 

circulación pulmonar y posee una incidencia estimada de 1,3-13,7 casos por millón y una 

prevalencia de 15-25 casos por millón de personas (Cullivan et al., 2022; Dubroff et al., 2020). 

Clínicamente, la HP se define como una presión de la arteria pulmonar en reposo (PAP) ≥ 25 

mmHg. Esta patología conlleva a una remodelación cardiopulmonar en dónde se manifiestan 

lesiones plexiformes vasculares pulmonares, muscularización precapilar, hipertrofia de la capa 

muscular vascular, trombosis in situ y disminución en la difusión de gases a nivel alveolar. El 

resultado fisiológico de esto es un aumento de la resistencia vascular pulmonar, aumentando la 

presión arterial pulmonar causando insuficiencia del ventrículo derecho, que puede provocar la 

muerte (Tobal et al., 2021) (Figura 1). Actualmente, la HP se clasifica en 5 grupos dependiendo 

de su etiología (Tabla 1) (Simonneau et al., 2019). Grupo 1: hipertensión arterial pulmonar 

(HPA), en donde destaca su variante idiopática; grupo 2: hipertensión pulmonar secundaria a 

patología de corazón izquierdo; grupo 3: hipertensión pulmonar secundaria a patología 

respiratoria; grupo 4: hipertensión pulmonar por obstrucciones de la arteria pulmonar; y grupo 

5: hipertensión pulmonar con mecanismos no esclarecidos o multifactoriales (Lan et al., 2018; 

Simonneau et al., 2019). 

 

Figura 1. Cambios en el sistema cardiopulmonar inducido por la hipertensión pulmonar 

arterial. En HPA, la vasculatura sufre cambios entre los que se encuentra la formación de la 

neoíntima, lesiones plexiformes, trombosis in situ, muscularización precapilar y disminución 

en la difusión gaseosa alveolar. Estos cambios conllevan a una sobrecarga de presión sobre el 

ventrículo derecho del corazón, que al evolucionar conlleva a una insuficiencia cardíaca 

derecha. Modificado de Tobal et al. (2021). 
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Tabla 1. Clasificación para variantes de hipertensión pulmonar según su etiología 

(editado de Simonneau et al., 2019). 

Grupo clasificación HP Variantes 

Grupo 1: Hipertensión pulmonar 

arterial 

Idiopática; Heredable; inducida por drogas o toxinas; 

asociada a enfermedad de tejido conectivo, a 

infección por VIH, a hipertensión portal, a 

enfermedad cardíaca congénita, a infección por 

esquistosomiasis; causada por uso crónico de 

bloqueadores de calcio; venosa o capilar; 

hipertensión pulmonar persistente del recién nacido. 

Grupo 2: Hipertensión pulmonar 

secundaria a patología de corazón 

izquierdo 

Derivada de insuficiencia cardíaca con fracción de 

eyección ventricular izquierda preservada; derivada 

de insuficiencia cardíaca con fracción de eyección 

ventricular izquierda reducida; asociada a 

enfermedad de las válvulas cardíacas; asociada a 

condiciones cardiovasculares congénitas o 

adquiridas que conducen a hipertensión pulmonar 

postcapilar. 

Grupo 3: Hipertensión pulmonar 

secundaria a patología respiratoria 

Causada por EPOC; causada por EPR; asociada a 

patologías obstructivo/restrictivo; inducido por 

hipoxia; asociada a trastornos pulmonares del 

desarrollo. 

Grupo 4: Hipertensión pulmonar 

por obstrucciones de la arteria 

pulmonar 

Hipertensión pulmonar tromboembólica crónica; 

asociada a otras obstrucciones de la arteria pulmonar. 
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Grupo 5: Hipertensión pulmonar 

con mecanismos no esclarecidos o 

multifactoriales 

Asociada a desórdenes hematológicos, sistémicos y 

metabólicos; enfermedad cardíaca congénita 

compleja; otras causas. 

 

Actualmente, los tratamientos utilizados para la HP, incluyendo HPAi, se enfocan en tres 

estrategias principales (Figura 2): 

·       Vía del óxido nítrico – GMPc 

La intervención farmacológica de esta vía tiene como fin último aumentar la disponibilidad 

de GMPc para conllevar a la relajación de la musculatura lisa vascular pulmonar. Con este 

fin se utilizan inhibidores de la fosfodiesterasa 5, enzima que degrada GMPc (Lan et al., 

2018). Entre los medicamentos disponibles se destaca el uso de sildenafil y taladafil, 

mostrando mejorías en la prueba de la caminata de 6 minutos y disminución de la PAP 

media. Otra vía para aumentar los niveles de GMP es la de estimular la guanilato ciclasa 

soluble, entre el que destacamos el medicamento riociguat. Este medicamento mejoró la 

función cardiopulmonar, la prueba de caminata de 6 minutos y disminuyó la resistencia 

vascular pulmonar (Lan et al., 2018; Ruopp & Cockrill, 2022). 

·       Vía de la endotelina 

Esta estrategia surgió gracias al hallazgo de que la endotelina-1, un potente vasoconstrictor, 

está aumentada en la vasculatura pulmonar de pacientes HPA. Por esto, el uso de 

antagonistas del receptor de endotelina-1, tales como bosentan y ambrisentan conllevan a 

la vasodilatación de la musculatura lisa de la vasculatura pulmonar. Estos medicamentos 

aumentan la distancia en la caminata de 6 minutos comparado al placebo. Así también, otro 

fármaco de esta familia, el macitentan, retardó el tiempo de empeoramiento clínico de los 

pacientes (Lan et al., 2018; Ruopp & Cockrill, 2022). 
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·       Vía de las prostaciclinas 

Las prostaciclinas son vasodilatadores pulmonares potentes y son producidos localmente 

por las células endoteliales. Medicamentos como el epoprostenol, treprostinil e iloprost son 

las prostaciclinas sintéticas principalmente utilizadas, aunque el epoprostenol es el que ha 

demostrado retrasar la mortalidad en pacientes. El treprostinil retarda el empeoramiento 

clínico y mejora el desempeño en la prueba de la caminata de 6 minutos. Adicionalmente, 

el agonista del receptor de prostaciclinas, selexipag, ha mostrado retardar el empeoramiento 

clínico de pacientes HPA (Lan et al., 2018; Ruopp & Cockrill, 2022). 

Si bien, estas estrategias han logrado aumentar la esperanza de vida desde 2 hasta 7 años, 

también debemos considerar el aumento de técnicas diagnósticas que ayudan a una detección 

temprana de la patología. A pesar de esto, la calidad de vida de los pacientes ha mostrado 

avances poco prometedores, por lo que considerando lo anterior, la HPA sigue siendo una 

afección incurable y progresiva a pesar de utilizar la mejor terapia disponible (Lan et al., 2018; 

Ruopp & Cockrill, 2022). Por lo tanto, se deben seguir estudiando estrategias alternativas de 

tratamiento dirigidas a nuevas vías y blancos farmacológicos para mejorar los resultados en 

pacientes con esta enfermedad devastadora. 

Para nuestro interés, destaca en el grupo 1 de HPA (Dodson et al., 2018; Lan et al., 2018; 

Thenappan, 2018) la hipertensión pulmonar arterial idiopática (HPAi). Esta presenta como 

principales características el no poseer una causa clara y concentrar la mayoría de los casos 

reportados (Lan et al., 2018). 
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Figura 2. Estrategias farmacológicas actuales para el tratamiento de la HPA. Las 

estrategias farmacológicas desarrolladas para HPA se enfocan en estimular la relajación y 

reducir la proliferación de células PASMC como también en inhibir la actividad 

vasoconstrictora y proliferadora de PASMC (Lan et al., 2018).  

1.1 Hipertensión pulmonar arterial idiopática 

La HPAi es un desorden crónico, progresivo e incapacitante y que actualmente no posee una 

cura farmacológica. Conlleva a una disminución en la calidad de vida del paciente, relacionado 

a problemas de salud mental, capacidad de ejercicio disminuida, aumento de síntomas crónicos 

y los efectos secundarios de las terapias médicas actuales (principalmente episodios de 

hipotensión) (Lan et al., 2018; Thenappan et al., 2018). La HPAi se acompaña de una 

vasculopatía de las arteriolas pulmonares, induciéndose disfunción y proliferación tanto de 

células endoteliales como musculares lisas, lo que conlleva a inflamación y trombosis 

aumentando la PAP en reposo (Lan et al., 2018; Simonneau et al., 2019; Thenappan et al., 

2018). 

A pesar de ser una enfermedad rara (15 a 50 casos/millón), afecta mayormente a mujeres 

jóvenes y de mediana edad. Sin embargo, gracias a los avances en biomedicina se ha mostrado 

un aumento en la población de sobre 65 años que presenta la enfermedad (64% de los individuos 

diagnosticados), conllevando a una mayor carga de comorbilidades en comparación a la 

población histórica diagnosticada (35 años) (Maron & Galiè, 2016). El estudio de la HPA, tanto 
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en su patogénesis como en la generación de nuevos tratamientos es importante pues afecta a 

una población específica que tiene otras comorbilidades, magnificando el deterioro de salud de 

los afectados. 

Relacionado a esto, se estima que aproximadamente el 75% de los pacientes afectados con HPA 

sufren de al menos una comorbilidad (Lang & Palazzini, 2019). Entre estas comorbilidades 

encontramos frecuentemente la hipertensión sistémica, eventos cardiovasculares isquémicos, 

obesidad, apnea del sueño, enfermedad obstructiva de las vías aéreas, depresión clínica y 

diabetes. Comorbilidades que al ser tratadas apropiadamente permiten mejorar la respuesta a la 

estrategia farmacológica estándar para HPA (Lang & Palazzini, 2019). Adicionalmente, 

debemos considerar la interacción farmacológica entre las diferentes formulaciones utilizadas 

para tratar la HPA y las comorbilidades descritas. 

Como se mencionó anteriormente, las estrategias farmacológicas actuales utilizan como tejido 

efector la musculatura lisa de vasos pulmonares, entre los que destaca la musculatura lisa de la 

arteria pulmonar humana. Esto se condice con el hecho de que una de las características más 

importantes de la HPA es el engrosamiento de la arteria pulmonar debido a la proliferación de 

las células de la musculatura lisa arterial (PASMCs) (Touyz et al., 2018). Dicha proliferación 

reduce el lumen del vaso, incrementando la presión en la arteria pulmonar (Dodson et al., 2018; 

Thenappan, 2018). Las PASMCs adquieren un fenotipo “tipo canceroso” en HPAi, donde la 

hiperproliferación celular disminuye el diámetro vascular, aumentando la vasoconstricción y el 

remodelado del tejido arterial (Thenappan et al., 2018; Touyz et al., 2018). 

1.2 Metabolismo de la musculatura arterial lisa arterial 

El anteriormente mencionado fenotipo “tipo canceroso” se caracteriza por ser altamente 

proliferativo, resistente a la apoptosis, ocurrir junto a la estabilización de factores 

transcripcionales hipóxicos, inducir un estado proinflamatorio y adquirir un fenotipo energético 

principalmente glicolítico (Culley & Chan, 2018; D´Alessandro et al., 2018; Guignabert et al., 

2013; Thenappan et al., 2018). Metabólicamente, las PASMCs pasan de obtener energía 

mayoritariamente desde procesos oxidativos dependientes de la mitocondria hacia una 

dependencia mayoritariamente glicolítica, lo que en células cancerosas se conoce como “Efecto 
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Warburg” (Culley & Chan, 2018). Este efecto se caracteriza por que el piruvato generado en la 

glicólisis no entra a la mitocondria para continuar con su metabolización por el ciclo del ácido 

cítrico y posterior fosforilación oxidativa, sino que es metabolizado a lactato. Adicionalmente, 

algunos estudios han mostrado que al revertir este efecto en HP se atenúa el remodelado 

vascular (Chen et al., 2017). Adicionalmente, algunos estudios han mostrado que al prevenir la 

reprogramación glicolítica en HP, también se atenúa el remodelado vascular (Chen et al., 2017). 

Por estos dos motivos es que, además, es posible utilizar la acumulación de lactato, como un 

indicador de este cambio metabólico que se observa en HP (Parra et al., 2017). 

Por otra parte, el metabolismo celular también depende del equilibrio estructural dinámico de 

la mitocondria, el cual se denomina dinámica mitocondrial. En modelos de hipertensión 

pulmonar se ha descrito que aumenta el fraccionamiento de la mitocondria (fisión) mediado 

principalmente por la proteína inductora de fisión mitocondrial DRP1 y disminución del 

mediador de fusión mitocondrial Mitofusina (Culley & Chan, 2018; Thenappan et al., 2018). 

Es tal la relevancia de estos mediadores en la aparición de un fenotipo hipertenso que basta la 

inhibición de DRP1 para evitar la aparición de un fenotipo hipertenso inducido por hipoxia en 

PASMCs (Parra et al., 2017). 

Este cambio energético mitocondrial se manifiesta paralelamente con un aumento en la 

proliferación celular. hPASMCs de pacientes HPAi poseen un fenotipo hiperproliferativo, 

sensible a la inhibición por contacto resistente a la apoptosis y que se acompaña con una mayor 

estabilidad de los telómeros, en comparación al control y sin presencia de aberraciones 

cromosómicas (Perros et al., 2019). Este fenotipo se acompaña con una función mitocondrial 

reducida y una menor expresión de los complejos I, II, III, IV y V de la cadena transportadora 

de electrones. La obtención basal de ATP no se reduce en comparación al control, pero las 

células provenientes de pacientes HPAi son más tolerantes al estrés energético inducido por 

hipoxia, ya que pueden generar 30% más de ATP y los niveles de ATP en hipoxia no presentan 

diferencias con los niveles de PASMCs HPAi en normoxia (Perros et al., 2019). Este hallazgo 

muestra además que PASMCs-HPAi tienen una menor dependencia energética a la respiración 

celular gracias a la reprogramación glicolítica. Esta reprogramación celular de PASMCs-HPAi 

sería atribuible a la pérdida de expresión del factor transcripcional hipóxico HIF 1-α, 

conllevando al aumento del microARN (miARN)-543 y de endotelina 1 (Wang et al., 2018). 
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Es interesante que este hallazgo se contradice con lo antes descrito para PASMCs que indica 

que en HPA los factores HIF se estabilizan y aumentan sus niveles (Bonnet et al., 2006; 

Pullamseti et al., 2020; Tang et al., 2018). Esta diferencia podría ser atribuible al fenotipo 

hipertenso de los pacientes HPAi, siendo aquellos cuya musculatura lisa de la arteria pulmonar 

presenta mayor contractibilidad asociada a fosforilación de la cadena liviana de la miosina 

quienes presentan menores niveles de HIF 1-α (Barnes et al., 2017). Adicionalmente, PASMCs-

HPA presentan un fenotipo con estrés oxidativo elevado e inflamación (Eddahibi et al., 2006; 

Hassoun et al., 2009). 

Un fenómeno relevante en el cambio fenotípico de PASMCs en HPA son los mecanismos de 

señalización mecánica. Las proteínas contráctiles de este tipo celular al encontrarse 

desreguladas producen vasoconstricción persistente acompañado de hiperplasia de la 

neoíntima, hipertrofia y aumento de la motilidad celular. La respuesta de PASMCs frente a la 

vasoconstricción se ejecuta principalmente por la vía de señalización NFAT, aumentando la 

rigidez de la arteria pulmonar mediante la proliferación mediada por miARNs y una 

señalización alterada de BMP y TGFβ1, combinado con un aumento de las proteínas de matriz 

extracelular conllevando a la remodelación última de la vasculatura (Wang & Valdez-Jasso., 

2021). 

Para complementar lo indicado con anterioridad, es también importante el indicar que en la 

musculatura lisa de la arteria pulmonar existen diferentes subpoblaciones, dentro de las que 

encontramos PASMCs senescentes. En un modelo hipóxico, estas células senescentes inducen 

proliferación de PASMCs mediante la acción paracrina de IL-6, sugiriendo que la inhibición de 

este programa celular permitiría contribuir a disminuir la proliferación muscular lisa y atenuar 

el remodelado vascular (Wang et al., 2021). 

Ya explicitado el cambio fenotípico de PASMC en HPAi es necesario enfocarnos en los factores 

de riesgo. Las mujeres padecen con mayor frecuencia HPAi, y así también el tener niveles 

elevados de estrógenos en plasma aumenta el riesgo (Tofovic & Jackson., 2020; Umar et al., 

2012), incluso los hombres que poseen una mayor razón 17β-estradiol (E2)/testosterona o 

E2/progesterona tienen mayor incidencia de HPAi (Wu et al., 2018). A pesar de esto, son las 

mujeres quienes tienen mayor esperanza de vida debido al factor protector cardiovascular del 

estradiol, configurando la “paradoja del estrógeno” (Tofovic, 2011). La paradoja del estrógeno 
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está presente incluso en modelos experimentales de laboratorio, mostrando E2, tanto efectos 

nocivos como beneficiosos en diferentes modelos de hipertensión pulmonar, indicando que aún 

queda campo de estudio para dilucidar el cómo los estrógenos predisponen a HPAi (Hemnes & 

Humbert, 2017; de Jesús-Pérez, 2011). 

1.3 “La paradoja del estrógeno” 

Como se mencionó anteriormente, las mujeres padecen HPAi con mayor frecuencia. Además, 

poseen un riesgo 50 veces mayor de sufrir la patología si sus niveles de Estradiol (E2) están 

aumentados. Adicionalmente, hombres que presentan HPAi poseen frecuentemente una razón 

E2/testosterona o E2/progesterona aumentada en comparación a individuos sanos (Wu et al., 

2018). En cuanto a esperanza de vida, las mujeres tienen una mayor esperanza y calidad de 

vida, la que en parte se atribuye al efecto cardioprotector que muestran los estrógenos, 

configurando la denominada “paradoja del estrógeno” (Tofovic, 2011). Esta paradoja se 

presenta en modelos experimentales de laboratorio, pues tenemos antecedentes del uso 

protector de E2 en el desarrollo de HPA, como también de su efecto perjudicial (Hemnes & 

Humbert, 2017). Es importante destacar que algunos estudios han vinculado el uso de la pastilla 

contraceptiva y la terapia de reemplazo hormonal con un mayor riesgo de sufrir la patología, 

pero dicho vínculo aún no es claro (Mair et al., 2014). 

Los estrógenos son hormonas esteroidales, principalmente E2, estrona (E2) y estriol (E3). La 

mayor fuente de estrógenos en las mujeres son los ovarios, aunque se ha demostrado producción 

de estos esteroides en tejidos extraováricos (Simpson et al., 2005). Biológicamente, es el E2 

quién posee la mayor actividad, estando mediada dicha actividad por vías genómicas/clásicas 

gracias a los receptores de estrógeno (ER) α y β. Estos receptores dimerizan, exponiendo sitios 

de reconocimiento de ADN e interactuando con ellos, promoviendo la transcripción. En la vía 

no clásica, los receptores ERα, Erβ y el receptor de estrógenos acoplado a proteína G (GPER), 

pueden activar vías de señalización celular al interactuar con su ligando, sin necesidad de 

mediar transcripción para obtener el efecto biológico estudiado (Figura 3) (Guajardo-Correa et 

al., 2022; McDevitt et al., 2008; Kang et al., 2010; Maggiolini & Picard, 2010). 

Adicionalmente, se suele reducir la acción de algunos compuestos a la categoría de “compuesto 

estrogénico” o “con actividad estrogénica”, lo que hace referencia a la capacidad de activar 
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directamente los receptores de estrógenos clásicos conllevando a características proliferativas 

y de transcripción de genes asociados a elementos de respuesta a estrógenos presentes en el 

ADN (Klinge, 2017; Liao et al., 2015). 

 

Figura 3. Señalización estrogénica genómica y no genómica. Para ejercer su actividad 

biológica, los estrógenos pueden actuar tanto por una vía genómica como por una vía no 

genómica. En la vía genómica, los estrógenos difunden la membrana plasmática y activan ERs 

citoplasmáticos y/o nucleares, estimulando la transcripción de genes. En la vía no genómica, 

los estrógenos modifican la actividad enzimática celular mediante modificaciones proteicas 

postraduccionales regulando la actividad de vías de señalización. Esto puede ser mediante 

activación de GPER o de isoformas de los ERs anclados a membrana plasmática (Guajardo-

Correa et al., 2022). 

 

Luego de ejercer su acción celular el E2 es inactivado y removido mediante una serie de 

reacciones metabólicas. Estas ocurren principalmente en el tejido hepático, aunque se ha 

reportado que tejidos extra-hepáticos expresan las enzimas requeridas para la metabolización 

del E2, sugiriendo que estos tejidos producen metabolitos asociados a la inactivación del E2 

(Parada-Bustamante et al., 2013). Este metabolismo comienza con la conversión de 

17β-estradiol a 17β-estrona, catalizado por la enzima 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa 
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(Figura 4). Posteriormente, la inactivación continúa mediante 2 vías, una hidroxilación en el 

anillo A que conlleva a la formación de 2-hidroxiestrona y 4-hidroxiestrona, y por otra parte la 

oxidación del anillo D formándose así 16-α hidroxiestrona (Parada-Bustamante et al., 2013). 

Los metoxiestrógenos formados son 4-metoxiestradiol (4-ME) a partir de 4-hidroxiestrona y 2-

metoxiestradiol (2-ME) a partir de 2-hidroxiestrona (Parada-Bustamante et al., 2013; Eliassen 

et al., 2012) (Figura 4).  

En relación con HPA, se ha mostrado que E2 induce proliferación de PASMCs en 

concentraciones suprafisiológicas (100 nM) (Mair et al., 2015). Además, 2-ME tiene un rol 

protector debido a la inhibición de la proliferación de células musculares lisas, lo que está en 

directa relación con su actividad proapoptótica y antiproliferativa (Mair et al., 2014). Por otra 

parte, la 16-α hidroxiestrona ha mostrado inducir proliferación de las PASMC e inducir HP en 

modelos in vivo (Mair et al., 2014). Este antecedente indicaría que 16-α hidroxiestrona es el 

metabolito involucrado en la patogénesis asociada a estrógenos. Adicionalmente, se ha 

mostrado que la enzima CYP1B1, que metaboliza el E2 hacia hidroxiestógenos y 16-α 

hidroxiestrona si tiene un rol en la patogénesis, correlacionado con niveles elevados de este 

último metabolito en la orina de ratones hipertensos pulmonares (Li et al., 2017; White et al., 

2012). Algo similar se analizó en pacientes con HP vinculada a mutaciones hereditarias en 

BMPR2, midiendo en mujeres razón urinaria de 2-hidroxiestradiol/16-α hidroxiestrona. Estos 

resultados mostraron que solo las pacientes que conllevan la mutación poseen disminuido este 

parámetro debido al aumento de 16-α hidroxiestrona y que estaría involucrado a mutaciones en 

CYP1B1 relacionando todo esto a HPA hereditaria, más no a HPAi (Austin et al., 2009). Esto 

muestra la acción diferencial de los metabolitos del E2 en un mismo modelo experimental 

(Figura 5). Esto nos permite sugerir que para evaluar la aparición de posibles patologías o 

efectos tejido específico de estrógenos y sus metabolitos biológicamente activos, no basta solo 

con medir sus niveles plasmáticos. Si adicionalmente consideramos que hasta la fecha aún no 

existen reportes del metabolito 4-ME en la patología, esto reafirma la necesidad de dilucidar el 

metabolito directamente relacionado en la proliferación de las PASMCs. 

Dentro de los pocos estudios con 4-ME y pulmón está el trabajo de Cheng et al. (2007) en 

donde muestran que 4-ME aumenta el estado oxidativo e induce daño en ADN de células 

epiteliales de pulmón. En dicho estudio se mostró que este metabolito también podía inducir 
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arresto mitótico de células cancerígenas, haciendo hincapié en la necesidad de explorar su 

genotoxicidad y probable potencial carcinogénico (Cheng et al., 2007). 

 

Figura 4. Síntesis y metabolismo de estrógenos en contexto de HPA. Los estrógenos son 

sintetizados a partir de la conversión de colesterol a pregnenolona por parte de la enzima 

CYP11A1 y reacciones sucesivas que conllevan a la formación de E1 y E2. Existe un equilibrio 

de interconversión entre E1 y E2 gracias a la enzima 17ꞵ-HSD. Posteriormente, los estrógenos 

pueden ser metabolizados hacia los hidroxiestrógenos: 16⍺-hidroxiestrona, 2-hidroxiestrona, 

2-hidroxiestradiol, 4-hidroxiestradiol o E3. Luego, estos hidroxiestrógenos pueden ser 

metabolizados por la enzima catecol-O-metiltransferasa para generar los metoxiestrógenos: 

2-metoxiestrona, 2-ME o 4-ME. Se presenta en flechas rojas el compendio de hallazgos sobre 

la actividad y expresión de las enzimas pertenecientes al CYP450 de las cuales se tienen 

antecedenten que incrementan en HPA (editado de Sun et al., 2021).  
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Figura 5. Efectos reportados de metabolitos del E2 sobre PASMCs. El E2 al ser 

metabolizado puede generar diversos metabolitos, entre los destacados se muestra que los 

metabolitos modificados en el carbono 2 inhiben la proliferación de PASMCs; los metabolitos 

modificados en el carbono 16 poseen actividad proliferativa sobre PASMCs; y que los 

metabolitos modificados en el carbono 4 no se tienen reportes claros sobre su efecto en PASMC 

(Mair et al., 2014).  

1.4 Estrógenos, metabolismo energético y mitocondria 

Hasta la fecha, no existe información publicada que relacione estrógenos y mitocondria en 

HPAi. Las principales evidencias las encontramos gracias a los hallazgos en cáncer, lo que 

considerando el fenotipo canceroso descrito en HPA, puede ser de gran ayuda para 

aproximarnos a los eventos que estarían ocurriendo en las PASMCs. Adicionalmente, es de 

destacar que la mitocondria posee receptores de estrógenos, y que su ADN posee secuencias 

consideradas como “Elementos de respuesta a estrógenos” predichas (Liao et al., 2015). 

Además, la activación y expresión diferencial de los receptores clásicos de estrógenos están 

involucrados directamente a los cambios metabólicos mitocondriales descritos anteriormente 

(Liao et al., 2015). 

Una de las maneras de regular la función mitocondrial es a nivel transcripcional, 

específicamente a nivel del ADNmt, el que se encuentra limitado a la expresión de las 13 
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subunidades respiratorias. Si bien esta expresión está ejecutándose a nivel mitocondrial, está 

gobernada por factores transcripcionales (FT) mitocondriales como el factor transcripcional 

mitocondrial A (TFAM), factor transcripcional mitocondrial B1 (TFB1M), B2 (TFB2M) y el 

factor mitocondrial de terminación de la transcripción (mTERF). Así también, la mitogénesis y 

expresión de genes respiratorios mitocondriales está regulada por la familia de coactivadores 

PGC1 que interactúan con el factor nuclear respiratorio 1 (NRF1) y 2α (NRF2α) y el receptor 

relacionado a estrógenos α (Guajardo-Correa et al., 2022; Scarpulla, 2006; Svaguša et al., 2020; 

Del Campo et al., 2021). 

Es importante destacar que los estrógenos, al modificar la expresión del ADNmt, están 

regulando directamente la actividad de la cadena transportadora de electrones y la fosforilación 

oxidativa (OXPHOS) (Guajardo-Correa et al., 2022). Específicamente, mediante la regulación 

en la expresión de NRF1 se puede inducir la expresión de la subunidad 1 del citocromo c y la 

subunidad 1 NADH deshidrogenasa (Mattingly et al., 2008; Azuma and Inoue, 2012), además 

de disminuir la expresión de la proteína desacoplante 3 (UCP3). Estos cambios preservan la 

diferencia de gradiente mitocondrial y la obtención de ATP. Estos hallazgos se correlacionan a 

la activación de ERα que suprime la fuga de protones y la disipación de energía (Nagai et al., 

2016). En líneas celulares de cáncer se ha descrito que E2 aumenta el consumo de oxígeno lo 

que sugiere el favorecimiento de un fenotipo oxidativo, pero siendo estos resultados 

dependientes de la línea celular (Klinge, 2008, 2017; Liao et al., 2015). 

Adicionalmente, E2 aumenta la expresión de MFN1, MFN2, OPA1 y DRP1, estimulando la 

fusión mitocondrial y el alza en los niveles de ATP. También disminuye la expresión de Fis1 

vía ERs (Sastre-Serra et al., 2012). Dicotómicamente, E2 en células MCF-7 activa ERα, siendo 

este evento requerido para la fosforilación en la serina 616 de DRP1, aumentando la fisión 

(fragmentación) mitocondrial (Oo et al., 2018). Adicionalmente, se ha reportado que E2 

aumenta la proteína DRP1 en células de cáncer mamario MDA-MB-231, pero no así en MCF-7, 

lo que nos muestra que podría estar favoreciendo la fusión o fisión dependiendo del modelo 

(Klinge, 2017). 
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Figura 6. Efectos estrogénicos sobre la función mitocondrial. En el sistema cardiovascular 

se han descrito extensamente los efectos protectores del E2. Esta propiedad se fundamenta en 

parte por los efectos que posee sobre la función mitocondrial. Entre estas funciones se encuentra 

estimular la replicación del ADN mitocondrial mediante inducción de TFAM; estimular la 

producción de ATP mediante el aumento de expresión de la CTE y OXPHOS como la 

preservación de la gradiente electroquímica mediante disminución de la UCP3; aumento de la 

biogénesis mitocondrial; y aumento de la capacidad antioxidante celular (Guajardo-Correa et 

al., 2016). 

Estos antecedentes contradictorios pero interesantes respaldan la necesidad de esclarecer que 

ocurre tanto con el metabolismo energético, como con la dinámica mitocondrial en PASMCs 

fenotípicamente hipertensas por exposición a estrógenos. 

Hasta la fecha, no existen mecanismos descritos asociados a la aparición de HPAi 

exclusivamente por estrógenos en modelos in vivo o in vitro, por lo que es necesario realizar 

enfoques novedosos ligados a la firma de expresión genética y metabólica en la patología, para 

así acercarnos a los puntos de control maestros. 
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1.5 Respuestas transcripcionales en HPA 

Las células eucariotas responden frente a los estímulos internos y externos activando o 

reprimiendo cascadas de señalización que modulan la expresión de genes nucleares y/o 

mitocondriales mediante elementos regulatorios como factores de transcripción, co-reguladores 

y ARNs no codificantes, alterando la expresión génica (Roux & Topisirovic., 2018; Burenina, 

Oretskaya & Kubareva., 2017; Haberle & Stark., 2018; Venters & Pugh., 2009). Para poder 

estudiar estos cambios es necesario recurrir a una aproximación de biología de sistemas. Esta 

se define como el estudio a gran escala o escala global de procesos biológicos mediante la 

construcción de modelos. En nuestro contexto, estos modelos se construyen en base a la 

interpretación de datos “ómicos”, entre las que encontramos las micromatrices de ADN y 

secuenciación de ácidos nucleicos en alta resolución, permitiendo integrar e interpretar los datos 

utilizados con las bases de datos disponibles según el interés del estudio. Esto último nos 

permite superar la visión reduccionista en la que nos encasilla el únicamente describir cambios 

en la expresión de mensajeros puntuales (Karahalil., 2016). 

Las redes de regulación transcripcional (RRT) basadas en análisis de biología de sistemas 

consisten en modelos en los cuales los factores de transcripción (FTs) y sus genes blancos 

integran un circuito de interacciones complejas. Esta interacción depende principalmente de la 

capacidad de un FT de identificar un determinado sitio de unión dentro de la región regulatoria 

de sus blancos (Babu et al., 2004). En organismos eucariontes, para lograr construir estas RRTs, 

se debe contrastar los datos experimentales obtenidos con bases de datos ya curadas y validadas. 

TRRUST corresponde al conjunto de siglas en inglés para Transcriptional Regulatory 

Relationships Unraveled by Sentence-based Text mining y nos entrega una base de datos de 

referencia de las interacciones transcripcionales regulatorias tanto en humanos como en ratones 

y es construida en base a las interacciones ya descritas en literatura (Han et al., 2018). 

Las reconstrucciones de redes a escala genómica han permitido develar las bases moleculares 

del metabolismo. Al comprender a la HPAi como una patología íntimamente metabólica, es 

que utilizando base de datos de regulación génica sobre componentes del metabolismo celular 

es que podemos realizar un acercamiento a las modificaciones catabólicas y anabólicas que se 

pueden estar generando en el tejido pulmonar de los pacientes. Para esto, tenemos disponible 

la base de datos humana de metabolismo sistémico RECON 3D. Dicha base de datos permite 
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un análisis integrado de firmas de respuesta metabólicas humanas frente a la exposición a 

diferentes condiciones. A la fecha, RECON3D representa el modelo integrado génico-

metabólico más completo a la fecha (Brunk et al., 2018). Esta base de datos está compuesta por 

3288 marcos de lectura abierto (representando el 17% de genes humanos funcionales descritos), 

13543 reacciones metabólicas que involucran 4141 metabolitos individuales y su interacción 

con 12890 estructuras proteicas. Todo esto nos entrega una herramienta de investigación 

excepcional para evaluar mecanismos metabólicos humanos (Brunk et al., 2018). 

Al ser activados, los factores de transcripción reconocen elementos de respuesta particulares en 

los promotores de sus genes blanco, induciendo un cambio en el programa de expresión génica. 

Esta reprogramación conlleva también la regulación específica entre grupos de factores 

transcripcionales, entre las que, considerando el contexto de la presente tesis, podemos destacar 

el programa transcripcional asociado ER α y/o β (Guajardo-Correa et al., 2022). 

Este programa transcripcional es tejido específico y depende íntimamente en los cofactores 

reclutados por el ligando que interactúa con el ER. Entre los principales coactivadores descritos 

para ER encontramos NCOA1, NCOA2, NCOA3, PPARBP CREBBP y EP300. Entre los 

principales corepresores para ER se ha descrito a NCOR1, NCOR2 y NRIP1. A esta complejidad 

de regulación en la actividad transcripcional de los ERs podemos agregar una capa extra por 

causa de los miARN que regulan la actividad de los coactivadores y corepresores (McCafferty 

et al., 2009; Sun and Xu, 2020). Indicando que, si bien los datos entregados por las RRTs son 

útiles, aún no nos entregan claridad completa de los procesos moleculares reguladores en la 

expresión génica que conllevarán a la modulación metabólica tejido específico. 

Uno de los estudios pioneros en el contexto de HPA fue el realizado por Bull et al. (2004), 

permitiendo identificar un grupo de 106 genes expresados diferencialmente comparado con el 

grupo control. Este grupo de genes diferencialmente expresados considera tanto los expresados 

al alza como a la baja. Es de destacar que el uso de micromatrices mostró que existen grupos 

de genes expresados a la baja en HPA que permite predecir y distinguir entre las diferentes 

clasificaciones de la patología (Cui et al., 2019). 

Posteriormente, otro de los hallazgos a destacar en HPA es el de Luo et al. (2020), quienes 

demostraron que en hPASMCs existe una reprogramación transcripcional que conlleva a un 
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aumento de genes vinculados a la proliferación celular y estimulación de la mitosis. Así 

también, Stearman et al. (2019) realizaron un análisis por micromatrices de tejido pulmonar 

total, encontrando nodos regulatorios que demuestran la activación de un programa 

proliferativo y del rol relevante que tendría el receptor de estrógenos alfa en la aparición de 

HPAi. Este último hallazgo fue desestimado por los autores por causa de sobre representación 

de pacientes femeninas en su estudio, atribuyéndolo como un sesgo del mismo (Stearman et al., 

2019). 

Los análisis transcriptómicos actuales tienden a centrarse en las variantes de HP no 

individualizadas, por causa de la baja disponibilidad de pacientes para realizar los estudios. 

Esto además de sugerirnos individualizar los grupos patológicos al momento de realizar los 

análisis de expresión diferencial y construcción de la red regulatoria, también debería 

permitirnos el encontrar una huella diferenciadora entre formas de HP. Especialmente, en el 

caso de HPAi, actualmente tenemos la posibilidad de discernir las diferencias transcripcionales 

entre hombres y mujeres, como también encontrar el programa transcripcional patológico 

común. 

1.6 Resumen de las principales evidencias 

La necesidad de encontrar mecanismos asociados a la aparición de HPAi relacionados 

principalmente a la paradoja del estrógeno, en conjunto con el fenotipo canceroso ligado a la 

hiperproliferación celular, dinámica y energética mitocondrial descrito para las PASMC 

complementado con el rol no esclarecido del E2 y el 4-ME en dicha patología, nos sugieren 

plantear las siguientes preguntas: 

•       ¿E2 y 4-ME aumentan la proliferación celular de hPASMCs? 

•       ¿E2 y 4ME afectan la energética mitocondrial? 

•       ¿Este efecto depende de los receptores de estrógenos? 

•       ¿La relevancia del E2 y su metabolismo en la reprogramación disfuncional de 

hPAMSCs se correlaciona con la reprogramación transcripcional metabólica que ocurre en 

tejido pulmonar de pacientes HPAi? 
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2. HIPÓTESIS DE TRABAJO 

17 β-estradiol y su metabolito 4-metoxiestradiol, inducen proliferación de las hPASMCs a 

través de un mecanismo dependiente de la inhibición de la función mitocondrial y las vías de 

receptores de estrógenos clásicas y no clásicas, reflejando el fenotipo patológico encontrado 

en pacientes hipertensos pulmonares arteriales idiopáticos.  

3. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto del 17 β-estradiol, su metabolito 4-metoxiestradiol, así como el/los receptor/es 

de estrógenos por el cual se induce un fenotipo proliferativo acompañado de disfunción 

mitocondrial en células musculares lisas de arteria pulmonar humana (hPASMCs), 

correlacionándolo con hallazgos en redes transcripcionales metabólicas de pacientes HPAi. 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

4.1  Evaluar el efecto del 17 β-estradiol y su metabolito 4-metoxiestradiol en la proliferación 

de hPASMCs. 

4.2  Determinar el efecto del 17 β-estradiol y su metabolito 4-metoxiestradiol en la función 

mitocondrial. 

4.3  Evaluar la participación de los receptores ERα, ERβ y GPER en los efectos sobre 

hPASMC inducido por 17 β-estradiol y 4-Metoxiestradiol. 

4.4  Analizar redes de regulación transcripcional asociadas al metabolismo energético y 

hormonal que se encuentren controladas por nodos estrogénicos en bases de datos 

transcripcionales de tejido pulmonar provenientes de pacientes HPAi. 

5. MATERIALES Y MÉTODOS  

5.1 Cultivo de hPASMCs 

Para la ejecución de esta tesis, se utilizó como modelo experimental cultivos células de músculo 

liso de arteria pulmonar humana (hPASMC) obtenidas desde la compañía THERMO Life 
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Technologies (C0095C), considerando de no sobrepasar el pasaje 10 para la ejecución de los 

análisis experimentales. Dicho cultivo fue mantenido en medio 231 (Life Technologies, M-231-

500) enriquecido con un 5% del suplemento para crecimiento de músculo liso/SMGS (Thermo 

Life Technologies; S-007-25) y gentamicina 50 µg/mL (Winkler, Lampa, CL). Las hPASMCs 

se mantuvieron en una incubadora a 37ºC y atmósfera húmeda con 5% CO2 y 95% aire. El 

cultivo se realizó bajo condiciones de esterilidad, manipulando las células en una campana de 

flujo laminar. Las células se sembraron en placas de 100 mm a baja confluencia para permitir 

su proliferación (Bravo-Sagua et al., 2016). 

5.2 Tratamientos 

Las hPASMCs se trataron con 17 beta-estradiol (Abcam; ab120657) a concentraciones E2 0 

nM (considerado como control experimental; etanol al 0,01%), E2 10 nM y E2 100 nM o 4-

metoxyestradiol (Steraloids; E2510-000) a concentraciones 0 (considerado como control 

experimental; etanol al 0,01%), 1, 5, y 10 nM para evaluar la aparición de un fenotipo 

“canceroso” durante 24 y 48 horas (Figura 7A). Para evaluar el rol de los receptores de 

estrógenos previo al tratamiento descrito, hPASMCs se incubaron previamente durante 3 horas 

con ICI 182,780 (Tocris; 1047) para inhibir ERα y ERβ o con G36 (Tocris; 4759) para inhibir 

GPER, manteniéndose los tratamientos posteriores con estrógenos durante 48 horas (Figura 

7B). 
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Figura 7. Esquema experimental utilizado en hPASMCs. (A) hPASMCs se trataron con 

estrógenos o sus respectivos controles durante 24 o 48 horas para posteriormente evaluar 

características de un fenotipo “canceroso”. (B) Para evaluar el mecanismo de acción por el cual 

los estrógenos ejercen su efecto en hPASMCs, estas se pretrataron durante 3 horas con 

ICI182,780 o G36, y posteriormente se trataron con E2 100 nM o 4-ME 10 nM. Creado con 

BioRender.com. 

5.3 Ensayo MTS 

La proliferación celular relativa se determinó usando el reactivo MTS (CellTiter 96 AQueous 

One Solution Assay, Promega). Las hPASMCs se sembraron en placas de 96 pocillos hasta 

alcanzar 60% de confluencia. Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, se retiró el medio 

de cada pocillo, adicionando 200 µL de medio 231 sin suplementar y 20 µL de MTS. La 

reacción de reducción de MTS a formazán fue medida utilizando un lector ELISA Infinite 150 

(Tecan, Suiza) a una absorbancia de 492 nm. 
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5.4 Proliferación y viabilidad por exclusión de azul tripán 

Este colorante derivado de la toluidina es capaz de ingresar a las células muertas pues las 

membranas se vuelven permeables, con lo que se puede realizar una razón de células 

vivas/células totales al microscopio de luz y obtener una estimación de la viabilidad (Strober., 

2015). Una vez finalizado el esquema temporal del tratamiento utilizado en las hPASMCs, las 

células se lavaron con solución de PBS y se agregó 1 mL de solución de tripsina 1X durante 5 

minutos a 37 °C con el fin de soltar las células, deteniendo la reacción con 2 mL de PBS 10% 

suero fetal bovino (FBS). De esta suspensión de células se tomaron 20 μL en un tubo Eppendorf 

y se agregaron 20 μL de azul de tripán al 0,4% en PBS. Este conteo se realizó mediante 

cuantificación automatizada utilizando el equipo TC20 automated cell counter (Bio-Rad). 

5.5 Ciclo celular por ioduro de propidio 

El ioduro de propidio (IP) puede ingresar a las células que se encuentran permeabilizadas e 

interactuar directamente con el ADN en el núcleo. Esta interacción permite ser detectada 

utilizando canales de detección para color rojo en el citómetro de flujo. El resultado obtenido 

permite relacionar una mayor intensidad de la señal con la cantidad de ADN en la célula. Está 

ampliamente descrito que la cantidad de ADN varía a lo largo de las etapas del ciclo celular, 

llegando a un máximo cuando las células están en fase G2/M, previa a la división celular 

(Matthews HK et al., 2022). 

Para esta determinación se sembraron hPASMCs en placas de 12 pocillos hasta alcanzar un 

60% de confluencia. Una vez finalizado los estímulos, se colectó el medio de cultivo (1 mL) y 

las células se lavaron tres veces con solución de PBS fría y se agregaron 300 μL de solución de 

tripsina 1X durante 5 minutos a 37°C para levantar las células. Esta reacción se detuvo con 30 

μL de FBS). Las células en suspensión se traspasaron a tubos de citómetro correspondientes 

junto con el medio de cultivo colectado y se centrifugaron durante 5 minutos a 370 g. Se 

descartó el sobrenadante, las células se fijaron con metanol frío y se almacenaron durante 12 

horas a -20°C. Posterior a esto, las células se centrifugaron nuevamente a 370 g durante 5 

minutos, se resuspendieron en 500 μL de PBS y se incubaron durante 1 hora con ARNasa a 

temperatura ambiente. Luego de este período de tiempo, las células son nuevamente 
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centrifugadas y resuspendidas en 500 μL de PBS con yoduro de propidio (PI) a una 

concentración de 8 μg/mL. El IP tiene una longitud de onda de excitación 493 nm y emisión 

630 nm lo que permite ser leído en el canal rojo mediante citometría de flujo en el equipo BD 

Accuri C6, considerando como umbral de fluorescencia aquella emitida por una muestra sin IP. 

5.6 Viabilidad celular por IP y anexina V 

La apoptosis celular puede ser dividida en temprana y tardía. El primer evento en la membrana 

plasmática al iniciarse la apoptosis es el cambio de posición del fosfolípido fosfatidilserina 

desde la cara intracelular hacia la extracelular. Este paso puede ser rastreado mediante el uso 

de anexina V en presencia de Ca2+, que interactúa específicamente con dicho fosfolípido. 

Luego, en la apoptosis tardía o avanzada la membrana plasmática pierde su integridad mediante 

la acción de caspasas efectoras, las cuales generan poros en la célula y permiten el ingreso de 

moléculas externas que anteriormente no eran permeables. Gracias a esto podemos utilizar al 

IP como indicador positivo de la aparición de poros en la membrana (Lakshmanan & Batra., 

2013). El uso combinado de anexina V y IP nos permite la construcción de un gráfico de señales 

mixtas (canal verde vs canal rojo) siendo las células completamente viables doble negativos 

para la señal y las que están en apoptosis tardía serán doble positivas (Lakshmanan & Batra., 

2013). 

Para realizar este protocolo se utilizó el kit FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD 

Biosciences; 556547). Las hPASMCs se sembraron en placas de pocillos hasta alcanzar 

confluencia de 60%, luego se realizaron los tratamientos de interés y se procedió a recuperar el 

sobrenadante y recuperar las células tripsinizando durante 5 minutos a 37 °C. Las células se 

resuspendieron en 250 μL de Tyrode (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; MgCl2 1 mM; CaCl2 1,8 

mM; Na2HPO4 0,2 mM; NaHCO3 12 mM) y se les añadió anexina V y IP según lo indicado por 

el fabricante. Se realizaron controles para la detección por citometría teniendo hPASMCs sin 

sonda, sólo con IP y sólo con anexina V. Adicionalmente se realizó el control positivo de muerte 

celular incubando hPASMCs a 60°C durante 10 minutos. 
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5.7 Especies reactivas de oxígeno mitocondriales 

Para determinar la acumulación de ROS específica mitocondrial se empleó el reactivo 

MitoSOX (Thermo Life Sciences; M36008), que posee una ABS/EMI 510/580 nm. Esta 

molécula permite evaluar mtROS en células vivas mediante citometría de flujo, siendo su 

intensidad de fluorescencia directamente proporcional a la presencia de mtROS (Kauffman et 

al., 2016). 

Las hPASMCs se sembraron en placas de pocillos hasta alcanzar una confluencia de 60%, luego 

se realizaron los tratamientos de interés y se procedió a recuperar el sobrenadante y recuperar 

las células tripsinizando durante 5 minutos a 37°C. Las células se resuspendieron en 250 μL de 

Tyrode 1 g/L glucosa (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; MgCl2 1 mM; CaCl2 1,8 mM; Na2HPO4 

0,2 mM; NaHCO3 12 mM; d-glucosa 5,5 mM) y se les añadió MitoSOX red a una concentración 

final de 500 nM. Finalmente, las células incluidas con la sonda se analizaron por citometría de 

flujo. 

5.8 Potencial mitocondrial determinada por safranina 

El potencial eléctrico de membrana (Δψ m) es el principal componente de la fuerza protón 

motriz (Δp) generada a través de la membrana mitocondrial interna durante el flujo de 

electrones a lo largo de la cadena respiratoria (Figueira et al., 2012). La safranina es un 

colorante catiónico lipofílico que sufre cambios en la absorbancia dependiendo de su 

distribución entre la membrana mitocondrial interna y externa, focalizándose en los sitios de 

interacción aniónicos de la membrana mitocondrial interna (Figueira et al., 2012). Esta 

interacción nos permite estimar el potencial mitocondrial. Las células hPASMCs incubadas con 

safranina 2,2 µM se analizaron en el equipo OROBOROS INSTRUMENTS OXYGRAPH-2K 

serial G-0248. 

5.9 Respirometría de alta resolución 

El consumo de oxígeno y el potencial mitocondrial se determinaron utilizando el equipo 

OROBOROS INSTRUMENTS OXYGRAPH-2K serial G-0248 con un intervalo de 

adquisición de datos de 2 segundos, agitación constante a 150 g y 37°C. Las células tratadas 
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con el estrógeno o su metabolito 4-ME se cosecharon, lavaron en amortiguador Tyrode glucosa 

1 g/L EGTA 0,5 mM 2 veces y resuspendieron en medio de respiración 5 (EGTA 0,5 mM; 

MgCl2 3 mM; gluconato 60 mM; taurina 20 mM; KH2PO4 10 mM; HEPES 20 mM; sacarosa 

110 mM; BSA libre de ácidos grasos 1 g/L; pH 7,35). Antes de iniciar con la medición, a las 

células resuspendidas en amortiguador MiR05 (EGTA 0,5 mM; MgCl2 3 mM; ácido 

lactobiónico 60 mM; taurina 20 mM; KH2PO4 10 mM; HEPES 20 mM; D-sucrosa 110 mM) se 

les añadió succinato 10 mM y ADP 12,5 mM (estado 3 de respiración mitocondrial). Esta 

suspensión se inyectó en la cámara de respiración, se estabilizó la lectura luego de 15 minutos 

y se comenzó con el siguiente patrón: máxima actividad de OXPHOS: se añadió digitonina a 

una concentración final de 20 µM para permeabilizar las células; respiración independiente de 

OXPHOS: se añadió oligomicina A 40 µM; máxima actividad respiratoria: las mitocondrias se 

desacoplaron utilizando FCCP 150 µM; respiración extra mitocondrial: se utilizó antimicina 40 

µM. Cada intervención fue medida durante 4 minutos. 

5.10 Construcción de una red de regulación transcripcional en pacientes HPAi 

Inicialmente se realizó una búsqueda bibliográfica de probables artículos de interés utilizando 

las siguientes palabras claves “idiopathic Pulmonary Arterial Hypertension” “Transcriptomic” 

“Metabolomic” “Smooth muscle cells” “iPAH”, obteniéndose 34 trabajos ligados al tema. De 

estos trabajos destacaron tres artículos enfocados en el estudio del transcriptoma de la HPAi 

(Gorr et al., 2020; Saygin et al., 2020; Stearman et al., 2019). Las bases de datos puestas a 

disposición por estos tres artículos fueron analizadas y filtradas críticamente según sexo y edad 

para poder generar una red consistente. Finalmente, ante la inconsistencia de los datos 

otorgados en dos de los trabajos (Gorr et al., 2020; Saygin et al., 2020) debido a que ambos 

sexos y las edades de los pacientes no están bien representados, lo que impide hacer una 

comparación objetiva, es que el trabajo elegido fue el de Stearman et al (2019). Este set de 

datos está construido a partir de un microarray disponible online en la base de datos GEO 

GSE117261 (Stearman et al., 2019). Esta publicación utiliza muestras obtenidas desde tejido 

pulmonar mixto y analiza la expresión utilizando la técnica de microarray. Luego, y con el 

propósito de eliminar sesgos en el estudio por sobre representación de mujeres y por dispersión 

de edad, esta base de datos fue filtrada emparejando los individuos control con HPAi en el 

estudio según sexo y edad (Tabla 2). Esta base de datos filtrada se analizó determinando el 
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Log2FC (Log 2 de las veces de cambio) combinado con un análisis modificado ANOVA de 

tasa de falso descubrimiento (FDR). Se consideraron valores p ≤ 0,01 como estadísticamente 

significativos para la construcción de la base de datos (HPAi vs control). Estos datos se 

integraron en la base de datos TRRUST v2 (Han et al., 2018) con el fin de identificar 

interacciones de los genes diferencialmente expresados con su factor de transcripción asociado 

ya descrito, e indicando si posee actividad represora o estimuladora. La RRT fue curada 

manualmente para eliminar redundancias en la información y se visualizó en el software 

Cytoscape (Shannon et al., 2003). Considerando la complejidad de la red inicial obtenida y 

entendiendo la HPAi como una patología que afecta mayoritariamente a mujeres es que se 

dividió en interacciones comunes, exclusivas para mujeres y exclusivas para hombres. 

Posteriormente, las RRT se fusionaron con la base de datos metabólica Recon3D (Brunk et al., 

2018). Esto nos permitió visualizar cómo esta RRT regula el metabolismo humano en el 

contexto de la HPAi, indicando grupos de reacciones metabólicas afectadas, sus sustratos y 

productos, así como también su compartimentalización celular. 

Finalmente, las redes transcripcionales metabólicas fueron visualizadas en el software 

Cytoscape (Shannon et al., 2003) e ingresadas en la base de datos Enrichr 

(https://maayanlab.cloud/Enrichr/) para evaluar el fenotipo funcional de la red utilizando la base 

de datos KYOTO encyclopedia of genes and genomes (https://www.genome.jp/kegg/) y de 

asociaciones de enfermedad-gen extraídas desde literatura JENSENLAB 

(https://diseases.jensenlab.org/). 

 

 

 

 

 

 

https://maayanlab.cloud/Enrichr/
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Tabla 2. Lista de individuos filtrados y seleccionados para la consecución del análisis de 

red transcriptómica en HPAi (filtrado de Stearman et al., 2019). 

 

Identificador Condición Sexo Raza Etnia Edad 

(años) 

Promedio 

edad 

PHBI_001 IPAH Mujeres Blanca No hispana 62  

 

43,6 años 

PHBI_029 IPAH Mujeres Blanca No hispana 16 

PHBI_042 IPAH Mujeres Blanca No hispana 44 

PHBI_044 IPAH Mujeres Blanca No hispana 40 

PHBI_084 IPAH Mujeres Blanca No hispana 56 

PHBI_026 Control Mujeres Blanca No hispana 41  

 

42,2 años 

PHBI_028 Control Mujeres Blanca No hispana 57 

PHBI_035 Control Mujeres Blanca No hispana 64 

PHBI_068 Control Mujeres Blanca No hispana 21 

PHBI_069 Control Mujeres Blanca No hispana 28 

PHBI_003 IPAH Hombres Blanca No hispana 64  

 

41,2 años 

PHBI_062 IPAH Hombres Blanca No hispana 45 

PHBI_063 IPAH Hombres Blanca No hispana 27 

PHBI_072 IPAH Hombres Blanca No hispana 14 

PHBI_075 IPAH Hombres Blanca No hispana 56 

PHBI_022 Control Hombres Blanca No hispana 18  

 

41 años 

PHBI_031 Control Hombres Blanca No hispana 45 

PHBI_053 Control Hombres Blanca No hispana 25 

PHBI_059 Control Hombres Blanca No hispana 55 

PHBI_083 Control Hombres Blanca No hispana 62 
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5.11 Análisis Estadísticos 

Previamente a la construcción y ejecución de los experimentos descritos con anterioridad se 

procedió a realizar el cálculo del tamaño muestral. Para este fin se consideró realizar la prueba 

de comparación estadística de promedios entre grupos independientes de una cola y de dos colas 

por separado. Para ambos parámetros se consideró un parámetro de tamaño de efecto 1,8 y un 

error probabilístico alfa de 0,05, un poder de 0,8 (1 - error probabilístico beta). Ambos análisis 

fueron ejecutados en el software G*Power 3.1.9.7 (Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf). El 

resultado reportado por el software indicó un tamaño muestral de 5 N por grupo experimental, 

siendo N el número de ensayos a realizar. 

Se realizó utilizando el programa GraphPad Prism 8.0.2. Los datos se expresaron como 

promedio ± SEM. La prueba estadística empleada fue análisis de varianza no paramétrica con 

prueba Kruskal-Wallis de múltiples comparaciones. Los valores p<0,05 se consideraron como 

diferencias significativas. Los datos sobre los cuales no se realizó esta prueba se encuentran 

individualizados y explicados en su propia metodología. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Evaluar el efecto del estrógeno y su metabolito 4-ME en la proliferación de 

hPASMCs. 

De manera similar a lo reportado por Mair y colaboradores (Mair et al., 2015), E2 aumentó la 

proliferación de hPASMCs a 48 horas a concentraciones 10 y 100 nM determinado por MTS 

(Figura 8B), conteo celular por exclusión de azul tripán (Figura 8D) y análisis de ciclo celular 

(Figura 9B) por desplazamiento desde la fase S a fase G2/M, sin observar dicho efecto 

mediante ninguna de las técnicas empleadas a las 24 horas de tratamiento (Figuras 8A, 8C y 

8A). Por otra parte, 4-ME aumentó la proliferación de hPASMCs a 48 horas a concentraciones 

5 y 10 nM, determinado por MTS (Figura 10B), conteo celular por exclusión de azul tripán 

(Figuras 10D) y análisis de ciclo celular (Figura 10B) por desplazamiento desde la fase S a 

fase G2/M, sin observar dicho efecto mediante ninguna de las mediciones realizadas a las 24 

horas (Figuras 10A, 11C y 11A). 

Posteriormente, y ante el hallazgo que frente a otros tratamientos que intentan simular un 

fenotipo patológico en hPASMCs inducen apoptosis en poblaciones celulares de musculatura 

lisa (Parra et al., 2017), es que se procedió al análisis de muerte celular por citometría de flujo 

utilizando anexina V/IP. Tanto E2 (Figura 12) como 4-ME (Figura 13), no indujeron apoptosis 

temprana, tardía ni necrosis celular posterior al tratamiento durante 48 horas. 
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Figura 8. Estradiol induce proliferación en hPASMC. Las hPASMC se trataron con E2 10 

y 100 nM por 24 (A) y 48 (B) horas, y la proliferación relativa se determinó por MTS. El 

número de células se determinó usando conteo celular por exclusión de azul tripán en hPASMC 

tratadas con E2 a 24 (C) y 48 (D) horas. Los datos corresponden al promedio ± SEM (n= 5) y 

se analizaron usando ANOVA seguido de Kruskal Wallis. **p ≤0,01. 

 

Al determinar que efectivamente ambos estrógenos, E2 y 4-ME, aumentaron la proliferación 

de hPASMCs, lo cual se relaciona con el fenotipo observado en la arteria pulmonar de pacientes 

HPAi, es que se procedió a analizar también el efecto de estas moléculas sobre diferentes 

parámetros mitocondriales. 
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Figura 9. Estradiol desplaza la población celular de hPASMC desde la fase S a G2/M. Las 

hPASMC se trataron con control, E2 10 y 100 nM por 24 (A) y 48 (B) horas. Las fases del ciclo 

celular se determinaron utilizando ioduro de propidio seguido por citometría de flujo. Los 

paneles superiores son histogramas representativos. Los paneles inferiores corresponden a las 

cuantificaciones. Los datos corresponden al promedio ± SEM (n= 5) y se analizaron usando 

ANOVA seguido de Kruskal Wallis. *p ≤ 0,05. 
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Figura 10. 4-Metoxiestradiol induce proliferación en hPASMC. Las hPASMC se trataron 

con control, 4-ME 1, 5 y 10 nM por 24 (A y C) y 48 (B y D) horas. (A y B) La proliferación 

relativa se determinó usando MTS. (C y D) El número de células se cuantificó usando conteo 

celular por exclusión de azul tripán. Los datos corresponden al promedio ± SEM (n= 5) y se 

analizaron usando ANOVA seguido de Kruskal Wallis. *p ≤ 0,05; **p ≤0,01. 
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Figura 11. 4-Metoxiestradiol desplaza la población celular de hPASMC desde la fase S a 

G2/M. Las hPASMC se trataron con control, 4-ME 1, 5 y 10 nM por 24 (A) y 48 (B) horas. 

Las fases del ciclo celular se determinaron utilizando ioduro de propidio seguido por citometría 

de flujo. Los paneles superiores son histogramas representativos. Los paneles inferiores 

corresponden a las cuantificaciones. Los datos corresponden al promedio ± SEM (n= 5, excepto 

n=3 para 4-ME 5 nM) y se analizaron usando ANOVA seguido de Kruskal Wallis. *p ≤ 0,05. 
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Figura 12. Estradiol no induce muerte celular en hPASMCs. Las hPASMC se trataron con 

control, E2 10 y 100 nM por 48 horas. La muerte celular por apoptosis se determinó usando 

anexinaV/ioduro de propidio seguido por citometría de flujo. Los paneles superiores son 

histogramas representativos. Los paneles inferiores corresponden a las cuantificaciones. Los 

datos corresponden al promedio ± SEM (n= 6) y se analizaron usando ANOVA seguido de 

Kruskal Wallis. 
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Figura 13. 4-Metoxiestradiol no induce muerte celular en hPASMCs. Las hPASMC se 

trataron con control, 4-ME 5 y 10 nM por 48 horas. La muerte celular por apoptosis se 

determinó usando anexinaV/ioduro de propidio seguido por citometría de flujo. Los paneles 

superiores son histogramas representativos. Los paneles inferiores corresponden a las 

cuantificaciones. Los datos corresponden al promedio ± SEM (n= 6) y se analizaron usando 

ANOVA seguido de Kruskal Wallis. 

6.2 Determinar el efecto del estrógeno y su metabolito 4-metoxiestradiol en la 

función mitocondrial. 

En la disfunción mitocondrial, entre los marcadores de daño podemos encontrar la acumulación 

de especies reactivas de oxígeno mitocondrial (mtROS), depolarización o pérdida del potencial 

mitocondrial y cambios en la tasa de consumo de oxígeno celular (Diaz-Vegas et al., 2020). Es 

en este sentido que nuestras próximas aproximaciones evaluaron estos parámetros en las 

hPASMCs tratadas con E2 y 4-ME, esto con la finalidad de emular y evaluar el cambio 

metabólico observado en estas células durante la HPAi. 

                            Control                                                     4-ME 5 nM                                               4ME 10 nM 
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Tanto E2 (Figura 14), como 4-ME (Figura 15) aumentaron los niveles de ROSmt 

determinados por MitoSOX, 48 horas después del tratamiento. Así también, estos estrógenos 

depolarizaron la mitocondria, generando una pérdida del potencial mitocondrial determinado 

por safranina (Figuras 16 y 17), sugiriendo una disfunción mitocondrial inducida por 

estrógenos. Para evaluar esta última aseveración, se analizó la tasa de consumo de oxígeno en 

hPASMCs tratadas durante 48 horas con E2 y 4-ME (Figuras 18 y 19). 
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Figura 14. Estradiol aumenta mtROS en hPASMC. Las hPASMC se trataron con control, 

E2 10 y 100 nM por 48 horas. Las mtROS se determinaron utilizando MitoSOX seguido por 

citometría de flujo. Los datos corresponden al promedio ± SEM (n= 4) y se analizaron usando 

ANOVA seguido de Kruskal Wallis. *p ≤ 0,05.  
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Figura 15. 4-Metoxiestradiol aumenta mtROS en hPASMC. Las hPASMC se trataron con 

control, 4ME 5 y 10 nM por 48 horas. Las mtROS se determinaron utilizando MitoSOX seguido 

por citometría de flujo. Los datos corresponden al promedio ± SEM (n= 4) y se analizaron 

usando ANOVA seguido de Kruskal Wallis. *p ≤ 0,05. 
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Figura 16. Estradiol depolariza la mitocondria en hPASMC. Las hPASMC se trataron con 

control, E2 10 y 100 nM por 48 horas. El potencial mitocondrial se determinó utilizando 

safranina y detección en el equipo OROBOROS. Los datos corresponden al promedio ± SEM 

(n= 4) y se analizaron usando ANOVA seguido de Kruskal Wallis. *p ≤ 0,05.  

. *p≤0,05. N=4. 

 

 

Figura 17. 4-Metoxiestradiol depolariza la mitocondria en hPASMC. Las hPASMC se 

trataron con control, 4ME 5 y 10 nM por 48 horas. El potencial mitocondrial se determinó 

utilizando safranina y detección en el equipo OROBOROS. Los datos corresponden al 

promedio ± SEM (n= 4) y se analizaron usando ANOVA seguido de Kruskal Wallis. *p ≤ 0,05. 

 

E2 aumentó el consumo de oxígeno basal en hPASMC a 48 horas (Figura 18A), efecto que no 

se encontró en los tratamientos con 4-ME (Figura 19A). Posteriormente, y al modular 

farmacológicamente la actividad respiratoria mitocondrial encontramos que E2 aumentó la tasa 

de consumo de oxígeno (TCO) en estado 3, entendida como la máxima actividad respiratoria 

asociada a síntesis de ATP, para ambas concentraciones utilizadas (Figuras 18B y 18C). Así 

también a concentración 100 nM, E2 aumentó significativamente la TCO desacoplada (Figura 
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18C). No se observaron diferencias significativas al inhibir la actividad OXPHOS o la 

respiración extra mitocondrial. 

Por otra parte, 4-ME en su máxima concentración de trabajo (Figuras 19C) pareciera aumentar 

la TCO en estado 3, pero este efecto no se evidenció a lo largo del curso temporal intervenido, 

ya que solamente presentó diferencia significativa a los 3 minutos de medición.  

Interesantemente, 4-ME en ambas concentraciones de trabajo mostró una actividad diferencial 

en comparación al E2 (Figuras 19B y 19C). Esto pues este metoxiestrógeno aumentó la TCO 

al inhibirse la OXPHOS, utilizando oligomicina, y al inhibirse el transporte de electrones a lo 

largo de la cadena transportadora de electrones, utilizando antimicina A. Esto último sugiere un 

efecto de 4-ME sobre la respiración extra-mitocondrial, a diferencia de los resultados obtenidos 

con E2. 
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Figura 18. Estradiol aumenta el consumo de oxígeno basal, en estado 3 y desacoplada en 

hPASMC. hPASMCs fueron tratadas con control, E2 10 y 100 nM por 48 horas. (A) la 

respiración basal sin permeabilizar fue medida durante 4 minutos mediante respirometría de 

alta resolución ORBOROS. hPASMCs fueron permeabilizadas con digitonina y durante 

intervalos de 4 minutos se midió la TCO en estado 3 (máxima TCO fisiológica); independiente 

de CV (oligomicina); asociado a desacople mitocondrial (FCCP) y extramitocondrial 

(Antimicina A) mediante respirometría de alta resolución ORBOROS. Los datos corresponden 

al promedio ± SEM (n= 4) y se analizaron usando prueba estadística t de student minuto a 

minuto. *p≤0,05. 
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Figura 19. 4-Metoxiestradiol aumenta la TCO independiente de CV y extramitocondrial 

en hPASMC. hPASMCs fueron tratadas con control, E2 10 y 100 nM por 48 horas. (A) la 

respiración basal sin permeabilizar fue medida durante 4 minutos mediante respirometría de 

alta resolución ORBOROS. hPASMCs fueron permeabilizadas con digitonina y durante 

intervalos de 4 minutos se midió la TCO en estado 3 (máxima TCO fisiológica); independiente 

de CV (oligomicina); asociado a desacople mitocondrial (FCCP) y extramitocondrial 

(Antimicina A) mediante respirometría de alta resolución ORBOROS. Los datos corresponden 

al promedio ± SEM (n= 4) y se analizaron usando prueba estadística t de student minuto a 

minuto. *p≤0,05. 
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6.3 Evaluar la participación de los receptores ERα, ERβ y GPER en los efectos sobre 

hPASMC inducido por estrógenos. 

Una vez identificado que E2 y 4-ME inducían un fenotipo proliferativo y que ambos estrógenos 

inducían cambio en la función mitocondrial, pero de características diferentes en hPASMCs; es 

necesario dilucidar por cuál/es receptor/es se están ejerciendo dichos efectos. Para esto se utilizó 

el inhibidor de ER α y β ICI182,780 y el inhibidor del receptor acoplado a proteína G para 

estrógenos (GPER), G36. 

El pretratamiento con ICI 182,780 bloqueó el efecto proliferativo inducido por E2 determinado 

por MTS (Figura 20A) y conteo celular (Figura 20C), sin prevenir el efecto proliferativo de 

4-ME (Figuras 20B y 20D) a 48 horas. Por otra parte, el pretratamiento con G36 previno el 

efecto proliferativo de 4-ME sobre hPASMCs determinado por MTS (Figura 21B) y conteo 

celular (Figura 21D), más no el efecto de E2 (Figuras 21A y 21C). Este hallazgo nos sugiere 

que ambos estrógenos estarían actuando por vías farmacológicas distintas entre sí. 

  



65 

 

  

Figura 20. La proliferación inducida por E2 en hPASMC es dependiente de la vía 

genómica o clásica (Receptores de estrógeno α y β). hPASMC se pretrataron con ICI182780 

(Fulvestrant) (A y C) o G36 (inhibidor del receptor de estrógenos acoplado a proteína G) (B y 

D) durante tres horas y posteriormente se trataron con E2 100 nM por 48 horas. (A y B) 

Proliferación relativa hPASMC determinada por MTS. (C y D) Conteo celular hPASMC 

determinada por exclusión de azul tripán. Los datos corresponden al promedio ± SEM (n= 5) y 

se analizaron usando ANOVA seguido de Kruskal Wallis. *p ≤ 0,05, **p ≤0,01. 
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Figura 21. La proliferación inducida por 4-ME en hPASMC es dependiente de la vía no 

genómica o no clásica (Receptores de estrógeno acoplado a proteína G). hPASMC se 

pretrataron con ICI182780 (Fulvestrant) (A y C) o G36 (inhibidor del receptor de estrógenos 

acoplado a proteína G) (B y D) durante 3 horas y posteriormente se trataron con 4-ME 10 nM 

por 48 horas. (A y B) Proliferación relativa hPASMC se determinó por MTS. (C y D) Conteo 

celular hPASMC determinado por exclusión de azul tripán. Los datos corresponden al promedio 

± SEM (n= 4) y se analizaron usando ANOVA seguido de Kruskal Wallis. *p ≤0,05; **p ≤0,01; 

NS: no significativo 
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6.4 Analizar redes de regulación transcripcional asociadas al metabolismo 

energético y hormonal que se encuentren controladas por nodos estrogénicos en 

bases de datos transcripcionales de tejido pulmonar provenientes de pacientes HPAi 

Los datos obtenidos mostraron un rol preponderante de la señalización estrogénica y del rol de 

los ERs sobre un fenotipo proliferativo y disfuncional mitocondrialmente. Esta información nos 

sugiere un rol único e inicial de los estrógenos en el desarrollo de la HPAi independiente de 

mutaciones hereditarias, producto de que hPASMCs provienen de individuos sanos. Es por esto 

que surgió la necesidad de validar este control estrogénico mediante la construcción de una red 

regulatoria transcripcional (RTR) que adicionalmente integró parámetros metabólicos 

asociados a dicha patología. 

Derivado de la construcción de la red regulatoria transcripcional (RTR) común en pacientes 

con HPAi obtuvimos 19 genes regulados al alza y 4 regulados a la baja (Figura anexa 1). En 

esta red destacan nodos de regulación sobre ABCG2 (baja), PHGDH, HMOX1, NQO1 y 

CYP1B1 (alza). Así también se obtuvieron redes regulatorias individualizadas según sexo. Para 

los hombres se obtuvo una RRT compleja en donde 25 genes están regulados a la baja y 23 

están regulados al alza (Figura anexa 2). Entre los que podemos destacar surgen ACADL, 

SLC25A2F y FABP6 (regulados a la baja) como también ALPL, ANPEP y HK3 (regulados al 

alza). Adicionalmente, en la RRT exclusiva para mujeres se obtuvo una red más simplificada y 

en donde predomina la expresión a la baja de FOS en conjunto con CCL5 y la expresión al alza 

de CFTR en conjunto con TIMP1 (Figura anexa 3). 

Los datos obtenidos desde estas redes y analizados en la base de datos Enrichr 

(https://maayanlab.cloud/Enrichr/) nos indican que, para la red común, principalmente vemos 

afectado al alza procesos involucrados a la fisiopatología del cáncer, artritis e hiperglicemia y 

que el factor transcripcional que controla preferentemente la red es ESR1 (Figura anexa 4A). 

En los nodos regulados a la baja, ESR1 continúa siendo el principal controlador de la RRT con 

un fenotipo similar a la anemia congénita diseritropoyética, talasemia y fibroadenoma mamario. 

Así también, los genes que se apagan en esta RRT común presentan una firma similar a un 

pulmón infectado con tuberculosis, a un vaso aterosclerótico y a la activación de vías 

inflamatorias asociadas a TNF alfa (Figura anexa 4B). En cuanto a los análisis realizados sobre 

los datos de RRT individualizados por sexo, se obtuvieron resultados similares a los reportados 

https://maayanlab.cloud/Enrichr/
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en la red común, con la adición del cofactor transcripcional RELA como regulador para ambos 

sexos, pero con una regulación génica diferencial (Figura anexa 5 y 6). 

Posteriormente, y comprendiendo que esta patología posee una base íntimamente metabólica, 

es que se procedió a analizar cómo es que RRT regula el metabolismo utilizando la base de 

datos RECON 3D (Brunk et al., 2018). Los resultados nos muestran que en la red metabólica 

común existe una clara desregulación metabólica/energética asociada al alza de la expresión de 

CYP1B1 controlada por ESR1, KAT2B, EP300, AHR, BRCA1, ARNT y SP1. Este nodo 

estimula las rutas metabólicas del triptófano, ácido araquidónico, linoleato, esteroides y de la 

síntesis y metabolismo de andrógenos y estrógenos (Figura 22). Adicionalmente podemos 

destacar el rol de los factores transcripcionales AHR y ESR1. Por una parte, AHR se encuentra 

regulando a la baja la expresión de ABCG2 disminuyendo el metabolismo de drogas. Por otra 

parte, ESR1 también controla a la baja la expresión de ABCG2, teniendo el mismo efecto 

descrito para AHR, pero aumenta NQO1, estimulando el metabolismo de tirosinas. Esto nos 

demuestra el importante rol que tiene ESR1, gen que codifica para ER⍺, en el cambio fenotípico 

metabólico común para los pacientes HPAi. 
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Figura 22. Red regulación transcripcional metabólica común en pacientes HPAi. La red se 

compone de genes diferencialmente expresados comparando pacientes hombres y mujeres 

HPAi vs control (n=10). La red se construyó filtrando la base de datos publicada por Stearman 

et al., 2019, emparejándola con la base de datos TRRUST v2 (Han H et al., 2018), 

posteriormente se integró con la base de datos Recon 3D (Brunk et al., 2018) y se visualizó en 

el software Cytoscape (Shannon et al., 2003). Las elipses verdes representan factores 

transcripcionales; los rombos indican genes. En amarillo los genes regulados significativamente 

al alza y en rosa los genes regulados significativamente a la baja. Los rectángulos azules indican 

el subsistema de reacciones afectadas y los rectángulos rojos la ubicación celular del 

subsistema.  

Para la red regulatoria exclusiva de hombres (Figura anexa 7), encontramos una red metabólica 

enfocada principalmente en la inactivación de reacciones mitocondriales asociadas a la beta 

oxidación mediada por la expresión a la baja de los genes ACADL, SLC25A2F y FABP6. Por 

otra parte, se activa un conjunto de genes asociados a la obtención de energía por rutas 

glicolíticas y compensatorias de actividad mitocondrial como lo son ANPEP y HK3. 
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En paralelo, es importante destacar que en la red metabólica regulatoria exclusiva para 

mujeres (Figura anexa 8) encontramos 4 nodos. Uno que afecta al alza la expresión de 

SLC1A3, aumentando el transporte extracelular; el segundo que regula a la baja ENPP2, 

disminuyendo el metabolismo de hidratos de carbono; el tercer nodo que regula ME1, 

aumentando el metabolismo de piruvato; y el último en donde CFTR ve regulado al alza su 

expresión controlado por 16 factores de transcripción y afectando al alza el transporte 

extracelular. 
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7. DISCUSIÓN 

Para iniciar la discusión de los resultados obtenidos en la presente tesis, podemos destacar los 

siguientes como hallazgos principales: 

● E2 y 4-ME aumentan la proliferación celular en hPASMCs. 

● E2 y 4-ME depolarizan la mitocondria, disminuyendo su potencial y aumentando las 

mtROS. 

● E2 y 4-ME aumentan la respiración celular, pero con una huella dactilar distinta. 

● El fenotipo proliferativo en hPASMC inducido por E2 depende de la vía 

genómica/clásica. 

● 4-ME induce un fenotipo proliferativo dependiente de la vía no genómica/no clásica. 

● Las redes reguladoras transcripcionales metabólicas presentan un fenotipo 

principalmente “canceroso”, encontrándose controlado por el gen que codifica para ER⍺ 

y teniendo como nodo central el alza en la expresión de CYP1B1 con la consecuente 

alza en el metabolismo de estrógenos. 

7.1 Los estrógenos E2 y 4-ME en la inducción de un fenotipo proliferativo en 

hPASMC 

El modelo in vitro de hPASMCs nos mostró que el tratamiento con E2 10 nM y 100 nM aumentó 

la viabilidad relativa y el número de células al ser tratadas durante 48 horas (Figuras 8B y 8D), 

efecto no visto en tratamientos de 24 horas (Figuras 8A y 8C). Este hallazgo se encuentra 

respaldado por los resultados de Mair et al. (2015) quienes observaron que el tratamiento con 

E2 100 nM aumenta la proliferación de PASMC. Adicionalmente, el hallazgo de que, a menores 

concentraciones, incluso consideradas en el borde de lo fisiológico (E2 10 nM), se evidencie un 

aumento en la proliferación celular nos indica que el equilibrio estrogénico sobre la capa 

muscular de la arteria pulmonar debe ser considerado como un evento crítico, pues a esta 

concentración encontramos que aumentó el inmunomarcaje para Ki67 a 48 horas (Figura anexa 

9). Ante cualquier duda que pueda quedar del efecto proliferativo, y por ende de la aparición de 

fenotipo hipertenso inducido por E2, se realizó análisis de ciclo celular. El ciclo celular se define 

como el proceso por el cual las células pasan por diversos puntos de control para evaluar su 
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estado general, esto con el fin de impedir la aparición de células enfermas o con distintas 

mutaciones al momento de dividirse, siendo la fase crucial el paso a G2/M, considerada la fase 

proliferativa del ciclo celular (Matthews et al., 2022). Relacionado a esto, E2 10 nM y 100 nM 

generó un desplazamiento en el porcentaje de la población que se encuentra en fase S hacia la 

fase G2/M, respaldado en la disminución significativa de la población celular en S y el aumento 

significativo de la población celular en fase proliferativa (Figura 9B). El fenómeno descrito no 

se apreció a 24 horas (Figura 9A). 

Por otra parte, hemos descrito por primera vez que 4-ME aumenta la proliferación celular 

relativa y el conteo celular 48 horas post tratamientos con concentraciones de 5 nM y 10 nM 

(Figuras 10B y 10D). Si bien estos resultados mostraron un efecto similar en la proliferación 

celular al presentado por E2 y concuerdan con lo propuesto, surge la duda de si efectivamente 

la concentración de trabajo para 4-ME fue la adecuada. En un trabajo previo, se describió que 

ante la imposibilidad de evaluar el porcentaje de E2 que se convierte a metoxiestrógenos (4-ME 

o 2-ME) localmente en un tejido, es que se estima que del total de E2 un 10% como máximo se 

convierte en cada uno de los metoxiestrógenos (Guajardo-Correa et al., 2019). Esta información, 

en conjunto con los datos obtenidos desde la red transcripcional metabólica (Tabla 3), nos 

permite sugerir incluso que el metabolismo hormonal hacia metoxiestrógenos podría estar 

aumentado. Utilizando el mismo razonamiento aplicado para evaluar ciclo celular en células 

tratadas con E2, es que evaluamos este parámetro en tratamientos con 4-ME a 24 horas y 48 

horas. Los resultados mostraron que existe un desplazamiento significativo desde la proporción 

de células en fase S hacia células en fase G2/M a 48 horas (Figura 11B). Para esto último, la 

proporción de células en la fase proliferativa del ciclo solo fue significativa para el tratamiento 

4-ME 5 nM a 48 horas, presentando una tendencia al alza en concentración 10 nM. En los 

tratamientos a 24 horas no se observó ningún cambio significativo (Figura 11A). 

En nuestro laboratorio, se desarrolló un modelo de hipoxia en hPASMCs que muestra un 

fenotipo canceroso proliferativo, pero con una alta tasa de muerte celular (Parra et al., 2017). 

Para descartar que en nuestro modelo la existencia de muerte celular, se realizó análisis de 

exclusión por azul tripán y de inducción de apoptosis por anexina V/IP. E2 (10 nM y 100 nM) 

y 4-ME (5 nM y 10 nM) no indujeron cambios en la viabilidad celular, ni tampoco inducción 

de apoptosis tardía o temprana (Figuras 12 y 13). Dichos hallazgos nos permiten sugerir que el 
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efecto de E2 podría no ser únicamente activando la proliferación, sino que podría otorgar 

resistencia a la muerte celular, lo que es característica fundamental del cambio fenotípico “tipo 

canceroso” descrito para HPA (Pullamsetti et al., 2020). 

7.2 E2 y 4-ME inducen disfunción mitocondrial con resultados divergentes sobre la 

tasa de consumo de oxígeno celular. 

Luego de confirmar que el tratamiento con estrógenos indujo un fenotipo proliferativo en 

hPASMCs, sin afectar su viabilidad, es que se procedió a evaluar el potencial mitocondrial y la 

acumulación de especies reactivas de oxígeno mitocondriales (mtROS). 

Las ROS son un conjunto de productos químicos originados por una o más reducciones del 

oxígeno. En condiciones fisiológicas normales, las ROS se encuentran en un estado de equilibrio 

homeostático que permite una apropiada función celular, activación de mecanismos 

antiinflamatorios mediados por la vía NRF2 y un sistema inmunológico responsivo. La 

mitocondria es la principal fuente de ROS celular, siendo los complejos del respirosoma 

mitocondrial los principales responsables de esto (Hernansanz-Agustín & Enríquez., 2021). Por 

lo anterior, es natural indicar que la función mitocondrial se encuentra íntimamente ligada a la 

presencia y señalización de ROS, dado que cualquier desbalance en las mtROS conlleva a 

disfunción en procesos de muerte celular, angiogénesis, expresión génica y proliferación celular 

(Zhang et al., 2022; Zorov, Juhaszova & Sollot, 2014). 

Entre los mecanismos por los cuales la mitocondria produce ROS, se pueden considerar tres 

puntos de vistas generales: inhibición farmacológica de la CTE; función normal de las enzimas 

del ciclo del ácido tricarboxílico, pero con un aumento de actividad de la CTE y; la inducción 

patológica por inhibición del transporte de electrones (estados patológicos que inducen 

actividad reversa de la CTE) (Hernansanz-Agustín & Enríquez., 2021). 

Bajo condiciones fisiológicas, la respiración celular mitocondrial se induce por actividad de las 

enzimas 2-oxoglutarato deshidrogenasa, malato deshidrogenasa y piruvato deshidrogenasa; 

inducida por sus sustratos que mantienen el Δψ m producto de la actividad del complejo V. 

Estas enzimas reducen el NAD+ a NADH, generando sustrato para el complejo I, permitiendo 
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el flujo de electrones a lo largo de la CTE con la consecuente producción de mtROS (Murphy, 

2009; Quinlan et al., 2013). 

La ubiquinona, también conocida como coenzima Q10 (CoQ), está ubicada en la matriz 

mitocondrial interna y es sustrato de enzimas como la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, 

dihidroorotato deshidrogenasa y de la flavoproteína que transfiere electrones. Esta actividad 

asociada al complejo II (succinato deshidrogenasa) mantiene el ΔΨm, pero en condiciones de 

inhibición del complejo V o hiperpolarización, induciendo el denominado transporte de 

electrones reverso, lo que conlleva a que los electrones fluyan de regreso al CI, reduciendo 

NAD+ a NADH, produciendo elevados niveles de superóxido (Figura 23) (Robb et al., 2018; 

Hernansanz-Agustín & Enríquez, 2021). 

 

 

Figura 23. Producción de mtROS asociado al complejo respiratorio I (CI). (A) En 

condiciones fisiológicas se producen cantidades mínimas de mtROS asociado a la oxidación de 

NADH, como así también de CoQ y 2-oxoglutarato. (B) Bajo condiciones de transición desde 

un ∆Ψm normal hacia uno alto combinado con la acumulación de CoQ reducida (o succinato) 

el CI funciona de manera reversa, promoviendo elevados niveles de mtROS. Así también, las 

enzimas dependientes de FAD, como la succinato deshidrogenasa, contribuyen a la mantención 

del transporte reverso de electrones (Tomado desde Hernansanz-Agustín & Enríquez., 2021). 

 

E2 y 4-ME aumentaron las mtROS en tratamientos a 48 horas en hPASMCs (Figuras 17 y 18). 

Entre las marcas de aparición de un fenotipo patológico en HP se encuentra la familia de 

enzimas NADPH oxidasas (NOX), que son las principales responsables de generar ROS 

extramitocondriales, y se encuentran sobreexpresadas en la patología (Adesina et al., 2017; 

Ghouleh et al., 2019). Por la naturaleza de la sonda utilizada, MitoSOX, esta fuente se descarta, 

ya que detecta específicamente la producción de mtROS por su localización mitocondrial. 

A B 
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Continuando en el contexto de HP, se ha demostrado que existe una respuesta vasoconstrictora 

de vasos pequeños pulmonares que conlleva a una perfusión disminuída de los alvéolos, con la 

consecuente hipoxia (Dunham-Snary et al., 2017). Si bien, esta condición no es directamente 

hipertensión pulmonar, nos puede entregar herramientas que nos acerquen a mecanismos de 

producción mtROS. En esta patología existe la denominada “hipótesis del ROS”, que señala a 

la hipoxia como el principal mediador del alza de ROS por causa del transporte reverso de 

electrones y sobrecarga de calcio en PASMC (Waypa et al., 2006). 

El estrés oxidativo mitocondrial ha demostrado tener una actividad primordial en la 

remodelación vascular pulmonar en la HPA inducida por hipoxia (Siques et al., 2021). El ya 

mencionado estrés oxidativo en PASMCs, se encuentra asociado a la producción de elevados 

niveles de ROS, conllevando a daño celular y respuestas inflamatorias exacerbadas (Culley & 

Chan, 2018). Esta acumulación de mtROS sería consistente con la información reportada en 

modelo hipóxico, en donde la actividad del CI lleva a la resistencia a la apoptosis, gatillando el 

daño en la OXPHOS, donde la glicólisis aumentada sería la responsable (Ma et al., 2022). Esta 

acumulación de mtROS desencadena la disfunción de la mitocondria, despolarizándola, 

contribuyendo así a una disminución en la masa mitocondrial y una menor generación de ATP, 

forzando un estado glicolítico o, en este caso, el “efecto Warburg” (Leopold & Maron, 2016; 

Ryan et al., 2015). Lo descrito anteriormente resume uno de los eventos característicos del 

fenotipo “tipo canceroso” observado en HPA. 

Complementariamente, otro parámetro relevante para evaluar el estado 

fisiológico/fisiopatológico de la mitocondria es el ΔΨm, que en condiciones patológicas puede 

despolarizarse o hiperpolarizarse (Yu y Chan, 2018). En el presente caso, la disminución 

observada en la señal de safranina inducida por E2 y 4-ME (Figuras 16 y 17) es indicador de 

una despolarización mitocondrial (Figueira et al., 2012) que está íntimamente ligada a una 

disfunción mitocondrial tipo patológica en HPA, la cual suele acompañarse con acumulación 

de mtROS, como se detalló previamente (Liang et al., 2018; Ryan et al., 2015; Suliman y Nozik-

Grayck, 2019). 

La caída del potencial mitocondrial suele estar asociada a una pérdida de la integridad 

mitocondrial y por ende a una reducida capacidad respiratoria, entendiéndose esta última, como 
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la capacidad de producir ATP en un ambiente aeróbico (Ryan et al., 2015; Suliman y Nozik-

Grayck, 2019). 

En cuanto a lo reportado en la literatura respecto al rol de los estrógenos sobre el ΔΨm, podemos 

destacar la dicotomía que presenta el efecto protector del estradiol sobre modelos patológicos 

neurológicos (Simpkins et al., 2008), musculares (Ronda, Vasconsuelo & Boland., 2013) y 

cardiovasculares (Guajardo-Correa et al., 2022); en contraste con lo encontrado en la presente 

tesis doctoral (Figuras 14 y 16). Relacionado a la protección de estrógenos en la función 

mitocondrial, se ha descrito al ERβ como un factor de vulnerabilidad en modelos neuronales, 

ya que este receptor se encuentra en la mitocondria y su deleción induce disfunción mitocondrial 

(Yang et al., 2009); como también su activación farmacológica, permite optimizar tratamientos 

antineoplásicos en células de cáncer mamario (Karakas et al., 2021). Es de destacar, que, en el 

campo de las neurociencias, en donde se ha descrito la mayoría de los efectos protectores del 

E2, también se han encontrado hallazgos que relacionan la estrogenización crónica en roedores 

con una desmielinización y degeneración de las dendritas en el hipotálamo (Naftolin et al., 

1988). Esta información nos sugiere que existe disfunción celular asociada a la exposición 

crónica y/o a concentraciones suprafisiológicas de E2 que aún no se ha descrito de manera 

apropiada. Esta idea también se respalda por el destacable comportamiento diferencial de 

VSMCs, en comparación con PASMCs frente a un mismo estímulo; ya que E2 ejerce protección 

en VSMCs mediante regulación a nivel de miARNs y regulación al alza de estriatina (Zheng et 

al., 2015; Zhao et al., 2013), pero induce fenotipo proliferativo asociado a disfunción metabólica 

en PASMCs (Mair et al., 2014). 

Como se describió en la introducción, HPA es la manifestación de la reprogramación fenotípica 

“cancerosa” de PASMCs. Entre los efectos de los estrógenos en cáncer, se ha demostrado que 

estos inducen una conformación anormal de las crestas mitocondriales, gatillando una 

disminución en la producción de ATP mitocondrial, aumentando la glicólisis para la obtención 

de energía y una regulación al alza de los receptores ERα y ERβ (Felty & Roy, 2005). Así 

también, los estrógenos inducen producción de ROS mediante inhibición directa de la CTE, 

sobrecarga de calcio mitocondrial e inhibición de la respuesta antioxidante celular (Felty & Roy, 

2005); generando el mencionado cambio proliferativo y daño celular (Castro-Rivera & Safe, 

2001). Una de las estrategias por las cuales los estrógenos inducen un aumento de mtROS es la 
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inhibición de la función mitocondrial mediante inactivación de NRF1, inhibiendo la CTE y 

favoreciendo glicólisis (Cuezva et al., 2002). Toda esta información está vinculada 

principalmente a los efectos de E2, ya que el 4-ME no presenta reportes sobre sus efectos 

mitocondriales hasta la fecha. 

Con todos estos antecedentes, más los hallazgos descritos tanto para ∆Ψm y mtROS, en esta 

tesis, podemos proponer que los cambios observados en hPASMCs tratadas con estrógenos 

manifiestarían una reprogramación “cancerosa” inicial enfocada en la mitocondria, la cual es 

mediada por estrógenos. 

Por otro lado, la función mitocondrial está también íntimamente ligada a la respiración 

mitocondrial, la que determina la actividad de CTE y OXPHOS. Nuestros datos de 

respirometría, nos indican que E2 aumentó significativamente el consumo de oxígeno basal en 

células no permeabilizadas (Figura 18A), la TCO en la máxima actividad respiratoria (estado 

3) y la TCO desacoplada (Figura 18B y 21C). Considerando que la inhibición del transporte de 

electrones en la CTE y de la actividad ATPasa (CV) no induce diferencias significativas en la 

TCO, es que estos cambios pueden ser atribuibles a un aumento en la síntesis y/o función de los 

complejos de la CTE inducida por estrógenos (Guajardo-Correa et al., 2022). Esto último se 

demostró con la dependencia de la actividad según la modulación farmacológica mitocondrial 

(Figura 23), ya que la actividad diferencialmente regulada por E2 en hPAMSCs es indicativa 

de una mayor actividad o masa del respirosoma mitocondrial. Esto último, debido a la mayor 

TCO en presencia de sustratos del CAT y, mayor TCO al inhibir la síntesis de ATP; todo lo cual 

sugiere una condición de fuga de protones basal inducida por estrógenos. En referencia a esto 

último, en modelo de cáncer de mama, se ha reportado que E2 por medio de un mecanismo 

dependiente de ERs, induce un mayor estrés oxidativo disminuyendo las proteínas 

desacoplantes mitocondriales (Sastre-Serra et al., 2010) y que además aumenta la TCO basal 

(Klinge, 2020). 

Adicionalmente, la TCO extra-mitocondrial e independiente de CV en los tratamientos con 4-

ME, aumentó (Figuras 19B y 19C). Por otro lado, la respiración basal de hPASMCs, (Figura 

19A) y la TCO asociada al estado 3 y respiración desacoplada tratadas con 4-ME no presentaron 

diferencias significativas consistentes (Figuras 19B y 19C). 

 



78 

 

 

Figura 24. Modulación farmacológica de la CTE y OXPHOS. (A) Representación 

simplificado de la CTE ubicada dentro de la membrana mitocondrial interna. La transferencia 

de electrones está acoplada a la transferencia de protones (H+) a través de la membrana 

mitocondrial interna hacia el espacio intermembrana, creando un gradiente de protones. Este 

gradiente es utilizado por el complejo V para la síntesis de ATP. Los protones reaccionan con 

el oxígeno para generar agua. Se indican los objetivos de los inhibidores (oligomicina, 

antimicina A y rotenona) y protonóforo desacoplante (FCCP) (Editado de Underwood et al., 

2020). 

 

De lo discutido anteriormente, 4-ME no estaría induciendo cambios en la respiración 

mitocondrial, tal como lo hace el E2, proponiendo mecanismos de acción diferenciales. 

Considerando que los resultados de 4-ME sobre la TCO en hPASMCs sugieren un impacto de 

este metabolito en la respiración extramitocondrial y, que no existen reportes de 4-ME 

modulando la actividad de enzimas consumidoras de oxígeno, tanto mitocondriales como 

extramitocondriales; es que discutiremos el tópico ya previamente mencionado en la sección 

dedicada a mtROS.  

Una de las marcas más relevantes en la aparición del fenotipo patológico es la sobreexpresión 

de enzimas NOX, principal fuente de ROS extramitocondrial asociado a NOX (Adesina et al., 

2017; Ghouleh et al., 2019). Las NOX comprometen una familia de 7 enzimas oxidorreductasas 

de transmembrana dependientes de NADPH. Su activación resulta en el transporte de electrones 

desde NADPH a través de los dominios contenedores de FAD hacia la fracción hemo para su 

inserción al oxígeno. Esta actividad conlleva al transporte de O2
- al lado opuesto de la membrana 

biológica, que puede ser tanto el lado extracelular o intraorganelar (Bedard & Krause, 2007) 
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En diferentes modelos y presentaciones de HPA, se ha reportado que el disminuir o silenciar la 

actividad/expresión de las enzimas NOX, se previene o atenúa el fenotipo patológico en la 

arteria pulmonar y los pulmones, principalmente disminuyendo la proliferación de la 

musculatura lisa e induciendo apoptosis (Fulton et al., 2017). Específicamente, en HPAi, NOX4 

está regulada al alza y la disminución de su activación modulando la vía mTORC2, atenúa el 

remodelado de la musculatura lisa de la arteria pulmonar (Goncharov et al., 2014; Mittal et al., 

2007). 

NOX4 se encuentra regulada de manera distinta en comparación a otros miembros de su familia. 

Esta no requiere la presencia de un organizador citosólico o de una subunidad activadora. NOX4 

transfiere electrones de manera constitutiva a NADPH, puede convertir rápidamente O2
- a H2O2 

y posee un importante rol en la regulación de la sintasa endotelial de óxido nítrico y los niveles 

de especies reactivas de nitrógeno (Fulton et al., 2017). De lo indicado, NOX4 es una enzima 

altamente sensible a la concentración de oxígeno tisular debido a una alta Km por su sustrato 

(Nisimoto et al., 2014). 

Esta evidencia expuesta, nos propone la necesidad de dilucidar la manera por la cual 4-ME esté 

regulando la expresión o actividad de enzimas extra mitocondriales que consumen oxígeno y si 

esta firma modulatoria está ligada a la aparición de parámetros fenotípicos patológicos en 

PASMC. 

7.3 E2 y 4-ME inducen un fenotipo “canceroso” mediante vías estrogénicas distintas. 

Finalmente, la inhibición de ERα y ERβ previno el efecto proliferativo de E2 100 nM sobre 

hPASMCs a 48 horas (Figuras 20A y 20C), mientras que la inhibición de GPER mediante el 

uso de G36 no previno dicho efecto (Figuras 20B y 20D). Este hallazgo se correlaciona con la 

prueba clínica que muestra el efecto beneficioso del uso del ICI 182,780 (fulvestrant) en 

pacientes HPA (Kawut et al., 2019) y en otras patologías, como el cáncer (Boér, 2017; Prins et 

al., 2019). Este hallazgo nos sugiere que E2 en hPASMCs estaría utilizando la vía 

clásica/genómica para la reprogramación fenotípica “cancerosa”. El pretratamiento con este 

modulador farmacológico inhibe la dimerización de ERs, manteniendo inactivos los cofactores 

con función activante AF1 y AF2, disminuyendo la translocación de ERs al núcleo y acelerando 

su degradación por el proteosoma (Carlson, 2005). 
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Por otra parte, el efecto de 4-ME sobre la proliferación no fue mediado por ERα y ERβ (Figuras 

21A y 21C), pero la inhibición de GPER utilizando G36 si lo previno (Figuras 21B y 21D). 

Este resultado nos resulta conflictivo, pues existen dos reportes del rol de GPER en modelos de 

HP. Alencar et al. demostraron que en modelos de ratas tratadas con monocrotalina, la 

activación de GPER utilizando G1 disminuye la HP (Alencar et al., 2017). En contraste, 

Ahmadian et al. demostraron en ratas hembra con HP inducida por hipoxia crónica, que la 

inhibición de GPER utilizando G36 atenúa la aparición de un fenotipo hipertenso (Ahmadian et 

al., 2020). Considerando que los hallazgos reportados y referenciados son obtenidos desde 

especies distintas, es importante destacar que, si bien los modelos de HP en roedores son un 

buen acercamiento a lo que se encuentra en un paciente HPA, tienen manifestaciones 

fisiológicas y mecanismos que difieren (Colvin y Yeager, 2014). Para complementar, se ha 

reportado que GPER media tanto efectos proliferativos en células de mamas normales y 

cancerosas (Scaling et al., 2014); que su activación prolongada por señalización estrogénica 

crónica tendría un rol en la neoplasia (Prossnitz & Barton, 2011) y aparición del síndrome 

metabólico (Sharma & Prossnitz, 2017); que su activación mediante agonistas sintéticos puede 

ser un efectivo tratamiento para la obesidad y la diabetes (Sharma et al., 2020); y que además 

también media la protección en modelos de enfermedades cardiovasculares (Fu et al., 2021). 

Todo lo anterior, nos indica una alta variabilidad del rol de GPER dependiendo del tejido, del 

ligando y su concentración, así como también del tiempo de exposición al mismo. 

Adicionalmente, al comparar las diferencias entre modelos in vivo e in vitro, es necesario 

continuar con la investigación asociada a la aparición de un fenotipo hipertenso mediado por 

4-ME a través de GPER. 

7.4 RRT y metabólicas reguladas en la fisiopatología de la HPAi 

Los resultados presentados en la RRT metabólica (RRTM) común (Figura 22) obtenida durante 

el desarrollo del objetivo específico 1 de este trabajo de tesis, nos mostró una serie de genes 

como efectores directos del metabolismo celular en tejido pulmonar completo provenientes de 

pacientes HPAi que se encontraban regulados por uno o más factores de transcripción (FT). Los 

más importantes de estos genes serán mencionados a continuación, así como su relación e 

implicancia en la fisiopatología de la HPAi: 
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A. PHGDH: Este gen codifica para la enzima fosfoglicerato deshidrogenasa. Su función es 

catalizar la oxidación reversible del 3-fosfo-D-glicerato a 3-fosfoenoxipiruvato, el cual es el 

primer paso de la biosíntesis de la fosforilación de L-Serina. Así también, se ha reportado que 

cataliza la oxidación reversible de 2-hidroxiglutarato a 2-oxoglutarato y la oxidación reversible 

de (S)-malato a oxalacetato (Li et al., 2021; Mullarky et al., 2011; Spillier & Fréderick., 2021). 

Esta enzima es considerada un blanco terapéutico emergente en oncología por causa de su papel 

en la aparición del efecto Warburg, principalmente por la conversión del intermediario 

glicolítico 3-fosfoglicerato a fosfohidroxipiruvato. Esta reacción enzimática es un paso limitante 

para la ruta sintética de la serina (Zog., 2014). Está reportado que su variante humana es inducida 

por 17 β-estradiol y 4-hidroxitamoxifeno (Metcalf et al., 2021; Sun et al., 2015), por lo que su 

alza es consistente con el hecho de que en HPAi encontramos como factor de riesgo el poseer 

E2 plasmático elevado (Mair et al., 2014). 

Se ha descrito que la expresión de PHGDH es necesaria para mantener la homeostasis redox 

mitocondrial, supervivencia de células madre de cáncer mamario y estimulación de la metástasis 

pulmonar. Este efecto descrito tanto en modelo negativos y positivos para ERs, involucra la 

mantención de los niveles de NADPH y desensibilización frente a estímulos apoptóticos como 

el carboplatino o la doxorrubicina (Samanta et al., 2019). Adicionalmente, esta proteína se 

encuentra predominantemente elevada en la formación de tumores mamarios, independiente de 

su malignidad. Complementariamente, la sobre expresión de PHGDH es una característica 

intrínseca de las células ER+ (Gromova et al., 2015). Es tan relevante el papel de PHGDH en 

el rescate y mantención de células cancerosas que p53 no mutada controla la inducción de 

muerte celular mediante la inhibición de esta enzima (Ou et al., 2015). 

Es destacable que en la RRTM este gen no apareció controlado directamente por el factor 

transcripcional ESR1, pero sí estaba controlada su alza por el factor transcripcional SP1 y 

HOXA10 (Figura 22). SP1 codifica para la proteína de especificidad 1. Dentro de sus funciones 

descritas se encuentra el interactuar con un amplio rango de proteínas, entre las que se 

encuentran factores transcripcionales, miembros del complejo iniciador de la transcripción y 

reguladores epigenéticos, lo que le permite una específica y ajustada regulación génica en el 

tejido efector (O'Connor et al., 2016). Se ha reportado que SP1 aumenta la actividad 

transcripcional inducida por E2, siendo específico para su interacción con ERα (ESR1) 



82 

 

(Schanton et al., 2017). Interesantemente, en cáncer pulmonar, SP1 se encuentra elevado en 

etapas tempranas, disminuyendo su expresión en estadíos avanzados de la patología. Siendo esta 

disminución controlada en dos puntos, directamente por E2 y SP1 en el aumento de la expresión 

de los miARN miR-3194-5p, miR-218-5p, miR-193-5p, miR-182-5p y miR-135-5p 

conllevando a la malignidad de la patología (Young et al., 2022). Enriqueciendo los 

antecedentes de SP1 en patologías cancerosas, el tratamiento con E2 aumenta los niveles del 

transcrito 1 asociado a metástasis de adenocarcinoma pulmonar, en un mecanismo de 

transcripción dependiente de interacción directa con ERα en células de osteosarcoma (Hu et al., 

2017). Por otra parte, HOXA10 codifica para la proteína con actividad de factor transcripcional 

homeobox 10A. Este factor de transcripción corresponde a un controlador del programa génico 

durante el desarrollo embrionario que se encuentra regulado por E2 en diferentes modelos de 

cáncer, induciendo su expresión y contribuyendo a la consolidación del fenotipo canceroso, 

además de controlar los elementos de respuesta a estrógenos de HOXA10 (Chu et al., 2001; 

Akbas et al., 2004). Esta información nos muestra que si bien la RRTM no muestra una 

regulación estrogénica directa para PHGDH, este gen sí se encuentra regulado por factores 

transcripcionales gobernados por estrógenos y la actividad de sus ERs. 

PHGDH se encuentra descrita dentro de la red transcripcional descrita por Stearman et al. 

(2019) como un blanco con alta representación, pero no específica para HPA. Es esperable que 

no exista esta exclusividad pues tanto en células neoplásicas como en PASMC hipertensas se 

presenta un fenotipo canceroso cuyos mecanismos de aparición son conservados 

evolutivamente. 

B. TXNRD1: Este gen codifica para la enzima tioredoxina reductasa 1. Su función es reducir la 

disulfidoproteína thioredoxina a su forma ditiol (Tamura & Stadtman., 1996). Regula reacciones 

celulares redox, crecimiento y diferenciación celular. Se ha descrito en células HeLa que puede 

ser inducido por el 17 β-estradiol. Relacionado a esto, su aumento en actividad incrementa la 

actividad transcripcional de los receptores de estrógeno ERα y ERβ (Dammeyer et al., 2008; 

Damdimopoulos et al., 2004). El alza en la expresión de TXNRD1 se ha descrito que protege a 

las células del túbulo renal de la apoptosis inducida por hipoxia (Zhu et al., 2022). 

En nuestra RRTM común, POU2F1 es el FT que regula al alza la expresión de TXNRD1. Este 

FT se une a la secuencia octamérica 5´ATTTGCAT-3´ activando la transcripción para ARNs 



83 

 

pequeños nucleares e histona 2B (H2B), que en su conjunto regulan la actividad transcripcional 

global. Se ha descrito que este FT está involucrado en la actividad transcripcional inducida por 

E2 que conlleva la construcción del complejo activador de la transcripción AP1 y que su 

activación por COLCA2 incide en la promoción del crecimiento tumoral (Zhou et al., 2022; 

Klein & Assoian, 2008; Guo et al., 2011). 

TXNRD1 no fue encontrado por Stearman et al. (2019), pero recientemente fue descrito como 

un biomarcador de prognosis en HPAi en un robusto estudio donde se describió desde un punto 

in silico en muestras de pacientes, que la disminución en la expresión de este gen se correlaciona 

con una mejor prognosis. Específicamente, su expresión disminuye en un modelo proliferativo 

de PASMCs inducida por factor de crecimiento derivado de plaquetas y en suero de 9 pacientes 

HPAi en comparación con 13 controles (Lin et al., 2022). Este hallazgo nos muestra que nuestra 

red rescató un gen relevante en la fisiopatología de la HPAi. Si bien ambos hallazgos difieren 

en si este gen se regula al alza o a la baja, podemos atribuirlo a que cada cohorte de pacientes 

es distinta y podríamos encontrar un patrón heterogéneo sobre TXNRD1 dependiendo del 

estudio realizado y de la efectiva representación entre controles y pacientes. 

C. HMOX1: Este gen codifica para la enzima hemo oxigenasa 1. Esta proteína presenta dos 

actividades enzimáticas principales, la primera es catalizar el corte oxidativo del grupo hemo 

para generar la biliverdina IXα, liberando hierro ferroso (Wilks et al., 1995; Lightning et al., 

2005). La segunda, es entregar protección contra la muerte celular programada, mediante su 

actividad catabolizadora del grupo hemo libre, previniendo que las células sufran apoptosis 

(Gozzelino, Jeney & Soares., 2010). En nuestra red transcripcional metabólica, este gen está 

regulado al alza por un conjunto de 18 FTs distintos, lo que nos indica una regulación redundante 

en HPAi atribuible a que HMOX1 ha sido descrito como un gen importante en la patogénesis 

de la HPA ligado al factor de transcripción TBX4 (Cai et al., 2021; Thoré et al., 2020). 

Adicionalmente, existen variados reportes que indican que una alta actividad/expresión de 

HMOX1 inhibe la remodelación de las células musculares lisas vasculares (VSMC) (Durante, 

2020), lo que estaría contradiciendo lo encontrado en HPA. Esto es explicable debido a que se 

ha descrito que los cambios fenotípicos y respuestas celulares de PASMC difieren de las VSMC 

frente a un mismo estímulo, como, por ejemplo, lo descrito anteriormente en el contexto de la 

paradoja del estrógeno (Umar et al., 2012). 
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D. NQO1: Este gen codifica para la enzima NAD(P)H quinona deshidrogenasa 1. Esta enzima 

es una reductasa que cataliza la reducción de quinonas hacia hidroquinonas mediante el uso de 

2 electrones provenientes de NADH o NADPH (Chen et al., 1997; Siegel et al., 1997). Se ha 

descrito que esta proteína se induce principalmente por estrés oxidativo (Guryanova et al., 

2011). De esto último, frente a estrés oxidativo interactúa con las proteínas supresoras de 

tumores TP53 y TP73 de manera dependiente de NADH, inhibiendo su degradación 

independiente de ubiquitina (Asher et al., 2005; Medina-Carmona, 2017). 

La expresión de este gen se encuentra controlado por la vía de señalización asociada a NRF2. 

Específicamente, la activación de NRF2 en un modelo de PASMCs sano expuesto a condiciones 

de normoxia e hipoxia aumentan la expresión de NQO1 y disminuye el agente vasoconstrictor 

EDN1 y el regulador fibrótico y angiogénico THBS1. Conllevando esta activación a una 

reducción del remodelamiento vascular (Pan et al., 2023). Este factor protector de NQO1 

también se ha descrito en un modelo de HP inducido por la molécula inhibidora del receptor del 

factor de crecimiento endotelial vascular, SU5416, en combinación con hipoxia (SuHx) (Kang 

et al., 2020) y en PASMC provenientes de pacientes HPA (Kurosawa et al., 2019). 

Destacablemente, este gen está regulado al alza en nuestra RRTM por la actividad de sirtuinas 

(SIRT1), FOS, NRF1, NFE2L2 (compartido con HMOX1) y controlado por el receptor de 

estrógenos α (ESR1). Esta vía regulatoria atribuible a protección en el remodelado pulmonar 

puede atribuirse al brazo protector descrito en la paradoja del estrógeno, ya que está 

ampliamente reportado que los estrógenos y la consecuente activación de sus receptores con 

actividad transcripcional inducen un aumento en el tono antioxidante celular (Guajardo-Correa 

et al., 2022). 

E. ABCG2: Este gen regulado a la baja en nuestra RRTM, codifica para la proteína casete de 

unión ATP, subfamilia G miembro 2. Así también, es conocida como casete de la subfamilia G 

de unión a ATP para transporte de salida relacionada con la resistencia a múltiples fármacos. 

Su actividad está descrita como transportador dependiente de ATP de amplia especificidad por 

sustrato de la familia de casetes de unión a ATP (ABC) que extruye activamente una amplia 

variedad de compuestos fisiológicos, toxinas dietéticas y xenobióticos de las células (Robey et 

al., 2009; Heyes, Kapoor & Kerr, 2018). De manera general, está involucrada en la excreción 

de estrógenos y andrógenos (Suzuki et al., 2003; Taylor et al., 2017; Manolaridis et al., 2018). 
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Entre sus reacciones descritas destacan para nuestro interés ATP + estrona-3-sulfato 

(intracelular) + H2O = ADP + estrona-3-sulfato (extracelular) + H+ + fosfato (Broquet et al., 

2003; Taylor et al., 2017) y 17 β-estradiol 17-O-(β-D-glucuronato) (intracelular) + ATP + H2O 

= 17 β-estradiol 17-O-(β-D-glucuronate) (extracelular) + ADP + H+ + fosfato (Suzuki et al., 

2003). En un modelo de ratones hipóxicos de HPA, se reportó que la pérdida en la expresión de 

ABCG2 conlleva a un fenotipo fibrótico y de disfunción cardíaca biventricular (Nagy et al., 

2017). Adicionalmente, se ha utilizado a ABCG2 como un marcador de estudio para evaluar 

vías de señalización/regulación génica claves en la enfermedad vascular pulmonar (Gaskill et 

al., 2016). Esta actividad de ABCG2 nos indica, claramente, que entre las estrategias que puede 

generar el tejido pulmonar y vascular HPAi se encuentra el retener metabolitos del estradiol que 

tradicionalmente serían expulsados de la célula para ser eliminados por la orina, lo que conlleva 

a un mayor efecto estrogénico, mitótico y metabólico. 

Esta última aseveración se respalda en que uno de los FTs que controlan la disminución en la 

expresión de ABCG2 es ESR1, del cual a lo largo de este escrito se ha referenciado como un 

factor crucial en la actividad de los estrógenos en nuestro tejido de interés. 

F. CA2: Este gen regulado a la baja en nuestra RRTM codifica para la enzima anhidrasa 

carbónica 2 y cataliza la hidratación reversible del dióxido de carbono (Hudalla et al., 2019). 

Este hallazgo es bastante interesante, pues existen antecedentes de que la disminución en la 

actividad de CA induce una acidosis metabólica que ejerce un efecto protector en HP inducida 

por hipoxia y que la inhibición farmacológica por acetazolamida genera un fenotipo 

antinflamatorio por inhibición de CA en macrófagos y acidosis sistémica (Hudalla et al., 2019). 

Así también, su inhibición en un modelo SuHx mejora la respuesta funcional de relajación en 

la arteria pulmonar frente a óxido nítrico (Christou et al., 2021). 

La disminución de CA2 en nuestra RRTM está controlada por el factor transcripcional JUN. 

Este proto-oncogen puede ser inducido por estrógenos regulando principalmente sus efectos 

mitóticos gracias a que contiene una secuencia enhancer específica inducible por estrógenos y 

que es un efector específico para estrógenos en el útero (Hyder et al., 1995; Chiappetta et al., 

1992). Su disminución es atribuible, hipotéticamente, a los efectos protectores sobre el estado 

oxidativo e inflamatorio mediado por estrógenos (Guajardo-Correa et al., 2022). 
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De manera global, podemos observar que el nodo principal desregulado en la RRTM común 

muestra un claro predominio del receptor de estrógeno α (ESR1) como controlador maestro río 

arriba de la red transcripcional HPAi, lo que se comparte como hallazgo en la red transcripcional 

de la publicación fuente (Stearman et al., 2019). Stearman et al. (2019) discuten sobre ESR1 

como un regulador de poca relevancia debido a la paradoja del estrógeno, decidiéndose por otras 

vías reguladas debido a que también atribuyen el rol de ESR1 al sesgo por sexo (universo 3:1) 

entre mujeres y hombres. El presente trabajo eliminó el sesgo por sexo reportado por los autores 

originales y validó que al emparejar la representación de los sexos (1:1) y comparando pares de 

individuos de la misma edad, eliminando sesgo por grupo etario (Tabla 2); obtuvimos el mismo 

resultado de ESR1 como un regulador maestro (Tabla 3). Este controlador maestro nos sugiere 

que, durante el progreso de la patología, ESR1 incrementa al alza el metabolismo de los 

estrógenos y andrógenos mediado por CYP1B1 conllevando a un aumento teórico en los niveles 

de estriol, 16 α-hidroxiestradiol y de 4-hidroxiestradiol (4-HE) (Figura 4). Este último 

metabolito es el precursor del 4-ME, del cual no existen reportes sobre su efecto en PASMC, al 

menos hasta el punto de realización de esta tesis doctoral. Relacionado a esto, podemos suponer 

que la producción local de 4-ME en el tejido pulmonar efectivamente ocurre, pues la estabilidad 

del hidroxiestrógeno 4-HE es baja ya que es rápidamente metabolizado a su correspondiente 

metoxiestrógeno (Parada-Bustamante et al., 2013). Este control del metabolismo mediado por 

CYP1B1 ha sido ampliamente reportado en diversos modelos y pacientes HPA, pero con pobre 

evidencia experimental en su variante idiopática. Respecto a esto, se ha reportado que pacientes 

HPAi poseen un aumento en la expresión de CYP1B1 y que este metabolismo estaría 

correlacionado con un aumento en 16 α-hidroxiestradiol. Esto nos conlleva a un problema de 

construcción de proyecto pues nos mostraría evidencia de perturbación clara de metabolismo 

estrogénico similar a las variantes de HPA hereditarias mediadas por mutaciones en BMPR2. 

Específicamente, para nuestro objetivo de investigación, esto no presenta un inconveniente, ya 

que el hallazgo referenciado fue utilizando muestras de sangre periférica y estímulos de 16 α-

hidroxiestradiol sobre PASMC, de los que ya se tiene ampliamente reportado que induce el 

fenotipo “canceroso” en modelos HPA. 

Para nuestro contexto, apuntamos hacia una producción local de 4-ME específica de la arteria 

pulmonar que deriva del estímulo de E2, lo que estaría induciendo el fenotipo patológico en las 

PASMCs. De esta manera se propone una vía nueva patológica que debería ser clasificada, 
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frente a la perspectiva de este autor como hipertensión pulmonar arterial mediada por estrógenos 

(HPAe). 

De lo discutido, podemos indicar que en nuestra RRTM común (Figura 22), los estrógenos 

controlaban el cambio fenotípico en HPAi tanto de manera directa como indirecta. Esto mediado 

por una respuesta transcripcional mixta, en donde podemos identificar un grupo de genes que 

estarían actuando de manera protectora/compensatoria ante la reprogramación fenotípica 

hipertensa y otro grupo de genes que se encarga de asegurar la obtención de mediadores 

energéticos no mitocondriales, inducir proliferación y estimular la aparición de metabolitos de 

estrógenos con actividad perjudicial para la vasculatura pulmonar. 

Con la intención de encontrar marcadores in silico que puedan otorgarnos diferencias en los 

mecanismos que subyacen a la aparición de HPAi dependiente del sexo es que se construyeron 

las RRTM exclusivas para hombres (Figura anexa 7) o mujeres (Figura anexa 8). La discusión 

a profundidad para estos resultados se encuentra en la discusión anexa. Esto pues nos 

enfocaremos en discutir los resultados más relevantes para el presente trabajo. 

En HPA, la suplementación con melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), hormona 

involucrada en la regulación del ciclo circadiano, ha mostrado favorables efectos en los 

pacientes, siendo utilizada tanto en fase preclínica como clínica (Maarman y Lecour., 2021). 

Respecto a melatonina, la red transcripcional metabólica muestra que su metabolismo se 

encuentra alterado (Tabla 3), sugiriendo que es altamente probable que, para la aparición de la 

patología, sean requisito dos eventos metabólicos hormonales simultáneamente desregulados, o 

que un evento sea dependiente del otro. Considerando que ESR1 es uno de los controladores 

maestros de la red, podemos descartar la primera opción. 
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Tabla 3. Tejido pulmonar proveniente de pacientes HPAi presentan nodos, reacciones 

metabólicas y compartimentalización distintas entre ellos, destacando la excepción del 

control transcripcional de ESR1 y metabolismo hormonal para ambos sexos biológicos. 

Ubicación espacial Hombres Mujeres Ambos 

Espacio 

extracelular/citosol 

145 reacciones  

(6 al alza, 139 a la baja) 

(22 exclusivas del EE) 

22 reacciones al 

alza 

(2 exclusiva del 

EE) 

479 reacciones a la 

baja 

(1 exclusiva del EE) 

Mitocondria 57 reacciones a la baja 0 reacciones 0 reacciones 

Citosol 56 reacciones 

(22 al alza, 34 a la baja) 

2 reacciones 

(1 a la baja, 1 al 

alza) 

96 reacciones 

(1 a la baja, 95 al alza) 

Retículo 

endoplásmico 

1 reacción a la baja 

(prostaglandinas) 

0 reacciones 14 reacciones al alza 

(todo metabolismo de 

estrona/estradiol) 

Sin 

compartimentalizar 

150 reacciones 

(60 a la baja, 90 al alza) 

96 reacciones 

(38 al alza, 58 a la 

baja) 

53 reacciones 

(10 a la baja, 43 al 

alza) 

Clase gen  

CYP1B1 0 reacciones 0 reacciones 63 reacciones alza 

(Metabolismo 

melatonina y 

hormonas sexuales) 

GPER1 0 genes 0 genes 0 genes 

Clase FT  

ESR1 0 genes 1 gen bajo su 

control 

59 genes bajo su 

control 

ESR2 0 genes 1 gen bajo su 

control 

0 genes 
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Clase hormona  

Estrógenos 0 reacciones 0 reacciones 14 reacciones directas 

al alza 

Andrógenos 0 reacciones 0 reacciones 14 reacciones directas 

al alza (7 compartidas 

con estrógenos) 

 

En cuanto a localización celular de las reacciones metabólicas alteradas, nuestra red global 

(hombres + mujeres) nos muestró que existen reacciones metabólicas afectadas a nivel de 

citosol, espacio extracelular, retículo endoplásmico y otras reacciones sin compartimentalizar 

(Tabla 3). Considerando la importancia que tiene la dinámica y el metabolismo mitocondrial 

sobre la aparición de un fenotipo hipertenso en HPA (Parra et al., 2017) es que llama nuestra 

atención que el único organelo en donde no se comparten reacciones en la red global es la 

mitocondria. Específicamente, los hombres poseían 57 reacciones mitocondriales alteradas, 

mientras que, en las mujeres, ninguna (Tabla 3). Esto podría estar indicando que, si bien la 

disrupción de reacciones metabólicas mitocondriales es de alta relevancia en HPA, es más 

importante un hipotético aumento sobre la fisión en la dinámica mitocondrial, pues recordemos 

que la red construida está en base a la expresión génica y no considera la dinámica que poseen 

los organelos. Esto se encuentra respaldado además en que es el equilibrio fisión/fusión de la 

mitocondria el que regula la actividad metabólica en las células, siendo además un proceso que 

controla el fenotipo proliferativo, pues el uso de inhibidores de fisión previene la aparición de 

un fenotipo hipertenso y los cambios metabólicos (Buck et al., 2016; Dorn et al., 2015; Parra et 

al., 2017). 

7.5 Efectos de E2 y 4ME sobre hPASMCs en el contexto de la “paradoja del 

estrógeno” 

Los resultados mostrados en la presente tesis nos entregan puntos en común sobre el efecto de 

estrógenos en células musculares lisas vasculares, como también efectos diferenciales. Se ha 

reportado que el aumento en la TCO por estrógenos en las células se correlaciona con una 
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mitocondria protegida que genera elevados niveles de ATP, conllevando a un efecto 

vasoprotector endotelial-muscular liso que involucra adicionalmente la inhibición en la 

proliferación de las células musculares lisas vasculares (VSMC) (Guajardo-Correa et al., 2022; 

Lee et al., 2017; Xing et al., 2009; Niță et al., 2021), lo que se contradice en parte con lo 

reportado en el presente trabajo para hPASMC. Esto pues tanto E2, como 4-ME, a pesar de 

aumentar la TCO (Figura 19 y 18), indujeron una mitocondria disfuncional por causa de la 

pérdida de potencial mitocondrial y aumento de mtROS (Figura 14, 15, 16 y 17), efecto que 

no se relacionó con lo reportado en los efectos protectores de E2 en VSMC. Adicionalmente, y 

a pesar de aumentar la respiración celular en hPASMCs, los estrógenos aumentaron la 

proliferación de hPASMCs (Figura 8, 9, 10 y 11), al contrario de su efecto reportado en VSMCs 

(Lee et al., 2017; Xing et al., 2009; Niță et al., 2021). 

Lo discutido en el párrafo anterior nos muestra fuerte evidencia en el efecto diferencial de los 

estrógenos en HPAi, que conlleva a la paradoja del estrógeno. 

Esta paradoja puede ser explicada en dos perspectivas generales, una que toca los efectos 

rápidos de los estrógenos en la cardiovasculatura/cardioprotección, que ya fue analizada en el 

párrafo anterior, y otra que se correlaciona a cómo este efecto se encuentra regulado por los 

receptores de estrógenos en conjunto con coactivadores y correpresores. 

Un punto base para discutir esta actividad se encuentra en el coactivador de receptores 

esteroidales 1 (SRC-1, también conocido como NCOA1). SRC-1 es un coactivador del receptor 

de progesterona, glucocorticoides, hormonas tiroideas, retinoico y del ERα (Walsh et al., 2012). 

Es de destacar que es para el ERα por quien SRC-1 posee una mayor afinidad de unión (Zhou 

et al., 1998). Relacionado a esto, la pérdida de SRC-1 se ha relacionado con la formación de 

lesiones en la neoíntima y una elevada proliferación de VSMC en respuesta a lesiones 

vasculares, perdiendo también el efecto cardioprotector inducido por estrógenos (Yuan & Xu., 

2007). Por otra parte, en hPASMCs se ha descrito que la inhibición de SRC, específicamente 

su fosforilación en el residuo tirosina 416, revierte la remodelación vascular en un modelo in 

vitro hipóxico y en un modelo in vivo SuHx (Liu et al., 2019). Adicionalmente, SRC, mediante 

su interacción con STAT3 se encuentra constitutivamente activos en HPA, previniéndose dicha 

activación gracias al uso de dehidroepiandrosterona (Paulin et al., 2011). 
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Considerando lo expuesto, el estudiar la familia de SRC y cómo se regulan diferencialmente 

sus actividades en la musculatura lisa de la arteria pulmonar nos puede entregar las respuestas 

del porqué su activación en VSMC es protectora, pero en hPASMCs mantiene un fenotipo 

patológico, correlacionando esto a la función de coctivador del ERα y el fenotipo observado en 

la paradoja del estrógeno. 

7.6 Perspectivas farmacológicas en HPAi/HPAe 

Como ya se ha referenciado, en un modelo hipóxico de HP sobre hPASMCs se reportó la 

aparición de una subpoblación celular que se vuelve senescente, y que es esta subpoblación 

quien induce proliferación celular mediante la secreción de IL-6 (Wang et al., 2021). Respecto 

con los hallazgos encontrados en la presente tesis, es necesario dilucidar a futuro si esta 

subpoblación senescente puede también ser inducida por E2 o 4-ME y si, en caso de aparecer, 

gobierna la proliferación de hPASMCs (Figura 8, 9, 10 y 11). Esto nos otorgaría una estrategia 

interesante para nuevas propuestas de tratamientos basados en la inhibición de la señalización 

de IL-6 e inhibición de los receptores de estrógenos (ERs y GPER) combinados. 

En el presente trabajo se describió que el efecto proliferativo de E2 está mediado por ER α y/o 

ERβ, lo que es enriquecido con el reporte de que al inhibir específicamente el ERα se previene 

proliferación de hPASMCs (Mair et al., 2014). De esto último, es relevante destacar la 

necesidad de encontrar un modulador selectivo de los receptores de estrógenos (SERMs) 

específico para ERβ en hPASMCs para ser utilizado en el tratamiento de la HPAi. Es interesante 

esta perspectiva por causa de que el ERβ se ha relacionado como un factor protector en VSMC 

(Hodges et al., 2000) y adicionalmente se encuentra localizado en la mitocondria (Guajardo-

Correa et al., 2022); siendo el único REs reportado con esta localización específica, por lo que 

su activación particular es una perspectiva factible para prevenir o atenuar las manifestaciones 

celulares y tisulares de la HPAi/HPAe. 

En esta dirección, se ha descrito un SERM específico del ERβ que presenta agonismo completo 

por dicho receptor y que se ha utilizado en modelos in vitro por tener propiedades parecidas a 

las de un antidepresivo (Clark et al., 2012). 
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Adicionalmente, podemos realizar intervenciones con precursores de la ruta sintética del 

metabolismo de hormonas esteroideas. Se han reportado efectos protectores de la 

androstenediona sobre musculatura lisa vascular. Incluso ya se está utilizando 

dehidroepiandrosterona, precursor del androstenediol, como alternativa de tratamiento en una 

prueba clínica de HP (NCT03648385), sin reportarse resultados oficiales al momento de la 

finalización del presente trabajo. Complementariamente, en un estudio piloto, el uso de 

dehidroepiandrosterona mejora los parámetros hemodinámicos de pacientes con HP y reduce 

la proliferación de PASMCs (Dumas de La Roque et al.; 2010; Dumas de La Roque et al., 

2012). Esto se respalda además en el trabajo que muestra el uso de dehidroepiandrosterona para 

la prevención del fenotipo HPA (Paulin et al., 2011) y que niveles reducidos de 

dehidroepiandrosterona combinado con elevados niveles de E2 aumentan el riesgo y la 

severidad de HPA (Baird et al., 2018; Ventetuolo et al., 2016). Dicha información sobre un 

SERM selectivo para ERβ y dehidroepiandrosterona nos sugiere su utilización combinada para 

el tratamiento de la patología HPAi, lo que en contexto del cáncer ya se ha reportado como 

estrategia experimental (Labrie., 2006). A modo de enriquecer el potencial de esta terapia 

combinada, es de destacar que análogos del androstenediol se han desarrollado como SERMs 

selectivos para ERβ (Blizzard et al., 2007). 

Es importante considerar los reportes asociados a la “paradoja del estrógeno” y del efecto 

diferencial de estrógenos según el sexo (Mair et al., 2014). La estrategia/perspectiva que surge 

del presente trabajo es que si bien a pesar de que los niveles de estrógenos elevados son un 

factor de riesgo relevante para ambos sexos, existe un efecto diferencial basado en la proporción 

de ERs expresados en hPASMCs según el sexo del paciente y como se afecta su actividad según 

la presencia o ausencia de corepresores o coactivadores específicos según el sexo, como 

también de moduladores de histonas expresados específicamente en el cromosoma Y 

(Cunningham et al., 2022). 

En conclusión, el presente trabajo muestra por primera vez el efecto sobre la inducción de un 

fenotipo hipertenso en hPASMCs inducido por 4-ME. Así también se describe por primera vez 

un efecto sobre las mitocondrias ejercido por 4-ME y una vía distinta a E2, para un mismo efecto 

celular. 
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Confirmamos que E2 es un regulador maestro en la aparición de un fenotipo tipo hipertenso 

asociado a la actividad de CYP1B1 en pacientes HPAi, pues ESR1 codifica para ERα, 

modulando directamente parámetros energéticos metabólicos. En el modelo in vitro, hPASMCs, 

también se muestra un cambio fenotípico “hipertenso”, cuyo mecanismo está asociado a 

receptores independientes entre E2 y 4-ME. Por otro lado, el efecto del E2 al ser mediado por 

ER, nos sugiere que está ligado a modulación genómica directa o modulación de segundos 

mensajeros. Por otra parte, es necesario dilucidar si el mecanismo asociado a la actividad de 4-

ME dependiente de GPER, es el que está controlando las diferencias encontradas en las redes 

transcripcionales, específicamente dado que en mujeres la aparición de HPAi es independiente 

de cambios de expresión genética asociada a la mitocondria; planteando la posibilidad de que 

sea directamente por los cambios en la dinámica mitocondrial, en este caso, un aumento en la 

fisión mitocondrial, la cual debe ser evaluada. 

8. CONCLUSIONES 

En vista de los resultados obtenidos y la discusión realizada se concluyen los siguientes puntos: 

● E2 induce un cambio tipo “canceroso” caracterizado por un aumento en la proliferación 

y disfunción mitocondrial asociada a pérdida de ΔΨM y acumulación de ROS. 

● 4-ME induce un cambio tipo “canceroso” caracterizado por un aumento en la 

proliferación y disfunción mitocondrial asociada a pérdida de ΔΨM y acumulación de 

ROS. 

● E2 y 4-ME aumentan la respiración celular, siendo el efecto de 4-ME asociado a la 

respiración extramitocondrial y el del E2 asociada a la respiración mitocondrial. 

● Los estrógenos difieren en sus mecanismos de acción para inducir un fenotipo 

“canceroso”, siendo la vía genómica utilizada por E2 y la vía no genómica la utilizada 

por 4-ME. 

● Los cambios transcripcionales metabólicos patológicos en HPAi común para hombres 

y mujeres están controlados por señalización estrogénica y aumento en el metabolismo 

de esteroides sexuales. 

● Para hombres, los cambios transcripcionales y metabólicos conllevan a una disminución 

destacable de expresión de la maquinaria de β-oxidación.  
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● Para mujeres, los cambios transcripcionales metabólicos conllevan a un aumento de la 

glicólisis, sin afectar a nivel de expresión génica procesos mitocondriales. 

 

Por lo que al finalizar esta tesis se puede concluir que la hipótesis planteada inicialmente “17 

β-estradiol y su metabolito 4-metoxiestradiol, inducen proliferación de las hPASMCs a través 

de un mecanismo dependiente de la inhibición de la función mitocondrial y de las vías de 

receptores de estrógenos clásicas y no clásicas, reflejando el fenotipo patológico encontrado 

en pacientes hipertensos pulmonares arteriales idiopáticos” ha sido comprobada.  

9. LIMITACIONES Y PROYECCIONES 

Las limitaciones de la presente tesis son las siguientes: 

● La red transcripcional metabólica debe ser contrastada con resultados in vitro e in vivo 

en cuanto a la producción de metabolitos asociados a las reacciones reguladas y el 

confirmar que los genes rescatados por la red efectivamente aumentan o disminuyen su 

expresión en modelos de HPA, como es en el caso de esta tesis, las células hPASMCs. 

● Los resultados obtenidos en RRTM exclusivas para hombres y mujeres requieren la 

contrastar si el efecto sobre disfunción mitocondrial en HPAi y modelos in vitro es 

exclusiva para hombres. 

● Si bien nuestro trabajo es novedoso en cuanto al reporte de mecanismos de acción de 

estrógenos en hPASMCs, específicamente los efectos de 4-ME, es necesario dilucidar 

a futuro si estos efectos de los estrógenos pueden estar dependiendo o no de la dinámica 

mitocondrial. Esto se justifica, además, en los hallazgos diferenciales entre hombres y 

mujeres en la RRTM. 

● Las limitaciones más importantes de este estudio es que los cambios, regulaciones, 

efectos proliferativos y asociados a función mitocondrial deben ser descritos en modelos 

in vivo y contrastarlo con cohortes de pacientes HPAi. 

● Otra limitación es la necesidad de caracterizar la actividad metabólica de estrógenos en 

hPASMCs obtenidas desde pacientes HPAi. Esto permitiría definir finalmente si este 

tipo celular genera los metabolitos de estrógenos descritos en suero de pacientes HPA 

hereditarios o 4-ME sería una molécula firma de HPAi. 
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10. FIGURAS ANEXAS 

 

Figura anexa 1. Red regulación transcripcional común en pacientes HPAi. La red se 

compone de genes diferencialmente expresados comparando pacientes hombres y mujeres 

HPAi vs control (n=10). Las elipses verdes representan factores transcripcionales; los rombos 

indican genes. En amarillo los genes regulados significativamente al alza y en rosa los genes 

regulados a la baja en la red. La red se construyó filtrando la base de datos publicada por 

Stearman et al., 2019 y emparejándola con la base de datos TRRUST v2 (Han H et al., 2018) 

se visualizó en el software Cytoscape (Shannon et al., 2003). 
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Figura anexa 2. Red regulación transcripcional exclusiva para hombres pacientes HPAi. 

La red se compone de genes diferencialmente expresados comparando pacientes hombres HPAi 

vs control (n=5). Las elipses verdes representan factores transcripcionales; los rombos indican 

genes. En amarillo los genes regulados significativamente al alza y en rosa los genes regulados 

a la baja en la red. La red se construyó filtrando la base de datos publicada por Stearman et al., 

2019 y emparejándola con la base de datos TRRUST v2 (Han H et al., 2018) se visualizó en el 

software Cytoscape (Shannon et al., 2003). 
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Figura anexa 3. Red regulación transcripcional exclusiva para mujeres pacientes HPAi. 

La red se compone de genes diferencialmente expresados comparando pacientes mujeres HPAi 

vs control (n=5). Las elipses verdes representan factores transcripcionales; los rombos indican 

genes. En amarillo los genes regulados significativamente al alza y en rosa los genes regulados 

a la baja en la red. La red se construyó filtrando la base de datos publicada por Stearman et al., 

2019 y emparejándola con la base de datos TRRUST v2 (Han H et al., 2018) se visualizó en el 

software Cytoscape (Shannon et al., 2003). 
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Figura anexa 4. Análisis mediante Enrichr de redes regulatorias transcripcionales común 

al alza (A) y a la baja (B). Las redes transcripcionales metabólicas fueron ingresadas en la 

base de datos Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) para evaluar el fenotipo funcional de 

la red utilizando la base de datos KYOTO encyclopedia of genes and genomes 

(https://www.genome.jp/kegg/) y de asociaciones de enfermedad-gen extraídas desde literatura 

JENSENLAB (https://diseases.jensenlab.org/). El código presentado indica que mientras más 

extensa y roja sea la banda presentada en la gráfica, mayor es su significancia estadística. 

A              KEGG 2021 Humano                            TRRUST – Factores de transcripción 
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Figura anexa 5. Análisis mediante Enrichr de redes regulatorias transcripcionales 

exclusivas para hombres al alza (A) y a la baja (B). Las redes transcripcionales metabólicas 

fueron ingresadas en la base de datos Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) para evaluar 

el fenotipo funcional de la red utilizando la base de datos KYOTO encyclopedia of genes and 

genomes (https://www.genome.jp/kegg/) y de asociaciones de enfermedad-gen extraídas desde 

literatura JENSENLAB (https://diseases.jensenlab.org/). El código presentado indica que 

mientras más extensa y roja sea la banda presentada en la gráfica, mayor es su significancia 

estadística. 

A             KEGG 2021 Humano                            TRRUST – Factores de transcripción 
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Figura anexa 6. Análisis mediante Enrichr de redes regulatorias transcripcionales 

exclusivas para mujeres al alza (A) y a la baja (B). Las redes transcripcionales metabólicas 

fueron ingresadas en la base de datos Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) para evaluar 

el fenotipo funcional de la red utilizando la base de datos KYOTO encyclopedia of genes and 

genomes (https://www.genome.jp/kegg/) y de asociaciones de enfermedad-gen extraídas desde 

literatura JENSENLAB (https://diseases.jensenlab.org/). El código presentado indica que 

mientras más extensa y roja sea la banda presentada en la gráfica, mayor es su significancia 

estadística. 

A              KEGG 2021 Humano                         TRRUST – Factores de transcripción 
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Figura anexa 7. Red regulación transcripcional metabólica en pacientes hombres HPAi. 

La red se compone de genes diferencialmente expresados comparando pacientes hombres HPAi 

vs control (n=5). La red se construyó filtrando la base de datos publicada por Stearman et al., 

2019, emparejándola con la base de datos TRRUST v2 (Han H et al., 2018), posteriormente se 

integró con la base de datos Recon 3D (Brunk et al., 2018) y se visualizó en el software 

Cytoscape (Shannon et al., 2003). Las elipses verdes representan factores transcripcionales; los 

rombos indican genes. En amarillo los genes regulados significativamente al alza y en rosa los 

genes regulados significativamente a la baja. Los rectángulos azules indican el subsistema de 

reacciones afectadas y los rectángulos rojos la ubicación celular del subsistema. 
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Figura anexa 8. Red regulación transcripcional metabólica en pacientes mujeres HPAi. 

La red se compone de genes diferencialmente expresados comparando pacientes mujeres HPAi 

vs control (n=5). La red se construyó filtrando la base de datos publicada por Stearman et al., 

2019, emparejándola con la base de datos TRRUST v2 (Han H et al., 2018), posteriormente se 

integró con la base de datos Recon 3D (Brunk et al., 2018) y se visualizó en el software 

Cytoscape (Shannon et al., 2003). Las elipses verdes representan factores transcripcionales; los 

rombos indican genes. En amarillo los genes regulados significativamente al alza y en rosa los 

genes regulados significativamente a la baja. Los rectángulos azules indican el subsistema de 

reacciones afectadas y los rectángulos rojos la ubicación celular del subsistema. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



103 

 

 

 

 

 

Figura anexa 9. E2 induce aumento en el inmunomarcaje de Ki67, indicativo de 

proliferación en hPASMC. (A) Imágenes de microscopía confocal representativas de PASMC 

tratadas con E2 10 nM o Vehículo a 48 horas indicando inmunofluorescencia verde para Ki67 

y señal azul para tinción nuclear Hoescht 33342. (B) E2 10 nM aumenta la fluorescencia nuclear 

de KI67 en hPASMC a 48 horas. N=4 *p ≤ 0,05. 
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11. DISCUSIÓN ANEXA 

11.1 RRT y metabólicas reguladas en hombres importantes para la fisiopatología de 

la HPAi 

Para la RRTM exclusiva para hombres (Figura anexa 7), encontramos una red metabólica 

asociada a inactivación de reacciones mitocondriales, principalmente desregulación de la ꞵ-

oxidación y aumento de vías glicolíticas. Esta RRTM se detallará y discutirá a continuación:  

A. ALPL: Este gen regulado al alza codifica para la enzima fosfatasa alcalina asociada a 

procesos de biomineralización, también conocida como fosfocreatina fosfatasa. Esta fosfatasa 

regula diversas funciones hepáticas y celulares (Nickel et al., 2021). Actualmente, no se ha 

descrito un rol específico en PASMC o en tejido pulmonar HPA. Los estudios más cercanos a 

la aproximación de HPA indican que dichos pacientes presentan colestasis hepática conllevando 

a elevación de los marcadores fosfatasa alcalina, CGT y bilirrubina en aproximadamente un 

37% (Nickel et al., 2021). Esta elevación en la fosfatasa alcalina sérica se explica 

principalmente porque la disfunción diastólica ventricular derecha conlleva a una congestión 

hepática subclínica, lo que en combinación con la enfermedad crónica renal explica este 

fenotipo (Ortega et al., 2011; Rosenkranz et al., 2020). 

B. ANPEP: Este gen codifica para la enzima alanil aminopeptidasa de membrana. Se ha descrito 

que posee un efecto de amplio espectro sobre la digestión de péptidos, entre los que se destacan 

proteínas provenientes de la dieta y hormonas peptídicas como angiotensina III, IV, 

neuropéptidos y quimioquinas. Adicionalmente, se describió a ANPEP (CD13) como uno de 

los receptores para el coronavirus humano, el cual se encuentra sobreexpresado en la 

enfermedad de Parkinson (Lowes et al., 2020). Adicionalmente, la disminución en su expresión 

se ha correlacionado con un empeoramiento en el pronóstico clínico de pacientes con cáncer 

prostático (Sørensen et al., 2013). Finalmente, análisis bioinformáticos han presentado a 

ANPEP como un nodo relevante en el desarrollo de la diabetes mellitus tipo II (Ding et al., 

2019). 

C. HK3: Este gen codifica para la enzima hexoquinasa 3. Cataliza el paso inicial de la glicólisis 

mediante la fosforilación de D-glucosa a D-glucosa-6-fosfato (Palma et al., 1996). Esta enzima 
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alostérica es inhibida por producto y adicionalmente fosforila la D-fructosa para la generación 

de D-fructosa-6-fosfato (Palma et al., 1996). Aún no se reporta un efecto específico de HK3 en 

el desarrollo de HPA, pero si se ha descrito que eleva su actividad y expresión en el ventrículo 

derecho de ratas HP inducidas por monocrotalina (Zhang et al., 2014). Adicionalmente, 

pacientes HPA muestran niveles elevados de HK2 (Xu, Janocha & Erzurum, 2021). 

Este cambio fenotípico en la red se condice con la aparición de una reprogramación glicolítica 

en el tejido pulmonar de los pacientes HPAi, ya que genes y funciones ligadas a la obtención de 

energía por parte de OXPHOS disminuyen, como se discute a continuación en los genes 

regulados a la baja en la RRTM exclusiva para hombres. 

D. FABP6: Este gen expresado a la baja codifica para la proteína ligadora de ácidos grasos 6, 

también conocida como gastrotropina. Su principal función descrita es el transporte intracelular 

de sales biliares en el intestino delgado (Harmat et al., 2019). Así también, FABP6 es esencial 

para la sobrevivencia de células de cáncer de colon (Zhang et al., 2019; Yang et al., 2018; Zhao 

et al., 2019). Se ha descrito adicionalmente como un marcador sérico que permite diferenciar 

un fenotipo HPA/insuficiencia cardíaca derecha de un fenotipo HFpEF o HFrEF (Ahmed, S., 

Ahmed, A., & Rådegran et al., 2021). Su disminución nos estaría indicando una menor 

disponibilidad celular de ácidos grasos para ser utilizados en la β-oxidación. 

En cuanto a efectos directos en HPA sobre el tejido pulmonar no se han reportado trabajos hasta 

la fecha de redacción de esta tesis doctoral. 

E. NT5E: Este gen regulado a la baja en nuestra RRTM codifica para la enzima ecto 

5´nucleotidasa. Su función consiste en hidrolizar los nucleótidos extracelulares en nucleósidos 

permeables a la membrana y es utilizado como un marcador para la diferenciación linfocitaria 

y se identificó como un regulador metabólico oncológico maestro (Kordaß, Osen & Eichmüller, 

2018; Nevedomskaya et al., 2016). Análisis in silico sugieren que NT5E es un nodo central 

estratégico en HPA que regula el fenotipo patológico y que su modulación farmacológica con 

ruxolitinib podría prevenir la progresión y aparición de la patología (Dong et al., 2021). 

Adicionalmente, y considerando que los datos entregados por Stearman et al. (2019) provienen 

desde tejido completo, podemos teorizar que esta disminución en la expresión de NT5E tiene 

como finalidad, la estimulación de un ambiente proinflamatorio mediado por respuesta inmune 

que estimula la proliferación y acumulación de mutaciones. Esto por causa que la actividad de 
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NT5E libera adenosina libre, la que es conocida por inhibir respuestas inmunitarias (Kordaß, 

Osen & Eichmüller, 2018). Adicionalmente, en los datos madre de este análisis in silico no se 

describió a NT5E como un gen diferencialmente regulado en HPAi (Stearman et al., 2019). 

F. ACADL: Este gen diferencialmente regulado a la baja codifica para la enzima acil-CoA 

deshidrogenasa de cadena larga. Cataliza el primer paso de la β-oxidación de ácidos grasos 

mitocondriales, proceso aeróbico que descompone los ácidos grasos en acetil-CoA. El proceso 

de iniciación consiste en la eliminación de un hidrógeno C2 y C3 del tioéster de acil-CoA graso 

de la cadena lineal, formando trans-2-enoilCoA (Nandy et al., 1996; He et al., 2011). 

En contexto de HPA, ACADL en conjunto con la maquinaria de β-oxidación de ácidos grasos 

se encuentran elevados en expresión, pero dicotómicamente la oxidación global de ácidos grasos 

se ve reducida. Este cambio se explica principalmente pues existe una reprogramación 

metabólica hacia la ω-oxidación (Liang et al., 2022). Por lo que este hallazgo de ACADL a la 

baja pueda deberse al estadío de la patología, encontrándose aumentado en estadíos tempranos 

de la enfermedad, pero perdiendo su expresión a medida que esta progresa. Esto pues se ha 

reportado que los primeros hallazgos metabólicos en HPA indicaban que la reprogramación 

predominante es la aparición del efecto Warburg (Culley & Chan et al., 2018), lo que sigue sin 

descartarse; pero que a medida que se han generado nuevas y mejores técnicas de detección 

clínica, se nos hace posible la visualización de cambios más tempranos durante el desarrollo de 

la HPA. 

Para complementar esta discusión, en modelos experimentales de roedores HPA tratados con 

SuHx se aprecia una disminución en la batería de genes que codifican para las acil-CoA 

dehidrogenasas (Gomez-Arroyo et al., 2013). Debido a esto, para este gen en particular 

efectivamente es relevante el modelo y la gravedad sintomática del modelo analizado. 

G. SLC25A2F: Este gen regulado a la baja en nuestra RRTM codifica para el transportador de 

ornitina mitocondrial. Entre sus funciones destacables encontramos el aumento del transporte 

de ornitina a la mitocondria para luego ser convertida a α-cetoglutarato o glutamato y utilizarse 

como sustrato en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Xu, Janocha & Erzurum, 2021). Por otra 

parte, se ha descrito que una elevada actividad de la ruta sintética de ornitina depletaría las 

reservas de L-Arginina, impidiendo su utilización por parte de ONS para producir citrulina, 

agua y óxido nítrico (Kao et al., 2015; Xu, Janocha & Erzurum, 2021). 
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En el presente contexto, la hipotética baja de suministro de un precursor como el α-cetoglutarato 

estaría incidiendo en una menor actividad de la CTE. Esto forzaría el fenotipo patológico 

glicolítico en los pacientes HPAi. 

H. HPGDS: Este gen regulado a la baja en la red de regulación transcripcional metabólica, 

codifica para la enzima sintasa hematopoiética de prostaglandina D. Es una enzima bifuncional 

que cataliza tanto la conversión de PGH2 a PGD2, prostaglandina implicada en los procesos de 

relajación/contracción del músculo liso y además posee actividad inhibitoria de la agregación 

plaquetaria. Adicional a la actividad vasorelajadora de PGD2, se le añade la estimulación de la 

resolución inflamatoria (Jia et al., 2020). 

En el único trabajo reportado en donde se explora el rol de HPGDS en HPA, se demostró que 

la inducción de su actividad mediante el uso de niacina disminuye el remodelamiento vascular 

pulmonar en ratones SuHx. Así también, la deleción de HPGDS exacerba el fenotipo patológico 

HPA (Jia et al., 2020). 

I. HDC: Este gen regulado a la baja en nuestra RRTM codifica para la enzima decarboxilasa de 

histidina. Esta enzima cataliza la biosíntesis de histamina utilizando histidina como precursor. 

Esta baja en la expresión de HDC, hipotéticamente, estaría disminuyendo la respuesta 

inflamatoria mediada por la estimulación de macrófagos en el tejido (Hao & Whitelaw., 2013). 

Adicionalmente, se ha reportado en conejos, que el alza de histamina en la arteria pulmonar 

mediada por toxinas estaría incidiendo en la aparición de HPA (Matsuda et al., 2003). 

Con lo reportado, y ante la inexistencia de reportes sobre el rol de HDC en HPAi, es que este 

gen regulado a la baja podría ser parte de un mecanismo compensatorio que busca disminuir la 

inflamación crónica en el tejido pulmonar de los pacientes. 

Analizando lo encontrado en la RRTM exclusiva para hombres HPAi, podemos destacar que 

las rutas metabólicas afectadas, muestran una disminución en la actividad mitocondrial y 

oxidación de ácidos grasos, como también en la disponibilidad del poder reductor celular; lo 

que paralelamente se contrasta con una reprogramación glicolítica y génica que conlleva a un 

fenotipo proliferativo tipo canceroso (Figura anexa 7). 



108 

 

11.2 RRT y metabólicas reguladas en mujeres importantes para la fisiopatología de 

la hpai 

Para la RRTM exclusiva para mujeres (Figura anexa 8) es importante destacar que 

encontramos 4 nodos regulatorios. Uno que afecta el transporte extracelular; el segundo que 

regula metabolismo de hidratos de carbono; el tercer nodo que regula aumenta el metabolismo 

de piruvato; y el último en donde CFTR ve regulado al alza su expresión afectando al alza el 

transporte extracelular. Estos cambios en la expresión génica serán discutidos a continuación: 

A. CFTR: Este gen codifica para el regulador de conductancia de transmembrana asociado a 

fibrosis quística. Media el transporte de iones cloruro a través de la membrana celular en una 

actividad del canal asociada a la hidrólisis de ATP (Li et al., 1996). 

Entre los eventos que ocurren en la patogénesis de la HPA se encuentra una reducción en la 

capacidad de relajación de la arteria pulmonar. CFTR se expresa en la arteria pulmonar y se ha 

visto que controla la relajación del músculo independiente de endotelio (Le Ribeuz et al., 2021). 

Si bien en nuestra RRTM, CFTR se encuentra al alza, la evidencia tanto en pacientes HPAi y 

en ratas HP inducida con monocrotalina es que la activación de CFTR induce relajación vascular 

y que su expresión se encuentra fuertemente disminuida en las células musculares lisas y 

endoteliales de la arteria pulmonar de pacientes HPAi (Le Ribeuz et al., 2021). Esto nos sugiere 

nuevamente, tal como ocurrió con otros genes descritos en este trabajo que ninguna red in silico 

posee un poder predictivo 100% confiable, por lo que sugiere la necesidad futura de validar los 

hallazgos obtenidos a través de esta metodología. 

B. SLC1A3: Este gen regulado al alza codifica para el transportador de solutos perteneciente a 

la familia 1, miembro 3. También es conocido como el transportador de glutamato/aspartato. 

Actúa como un simportador de alta afinidad que transporta glutamato y aspartato utilizando 3 

Na+ y un protón (Ryan et al., 2010). Se ha descrito que este transportador permite el uso de 

ácido aspártico para compensar la deficiencia de glutamina, otorgándole mayor resistencia a 

células tumorales (Tajan et al., 2018). Adicionalmente, la regulación del transporte de glutamato 

mediado por agonistas de ERs ha mostrado ser un mecanismo protector frente a la muerte celular 

en modelos de deprivación de oxígeno, nutrientes e insultos farmacológicos (Cimarosti et al., 

2006; karki et al., 2014; Pajarillo et al., 2018). En nuestra red transcripcional metabólica se 
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encuentra regulado por el FT USF1 (upstream transcription factor 1). En modelos de 

adenocarcinoma de pulmón, USF1 ha mostrado incidir significativamente en la aparición y 

progresión del fenotipo canceroso en tejidos de pacientes, modelos celulares y animales 

promoviendo la sobrevida, proliferación, migración e invasión celular (Wang et al., 2022). 

C. ME1: Este gen regulado al alza en nuestra RRTM, codifica para la enzima málica 1. Esta 

enzima dependiente de NADP también es conocida como malato dehidrogenasa. Cataliza la 

decarboxilación oxidativa de malato en presencia de NADP+ y iones metálicos divalentes hacia 

piruvato, como también la decarboxilación de oxalacetato (Simmen, Alhallak & Simmen, 

2020). 

La enzima málica se presenta como un marcador metabólico para estimular la glutaminólisis en 

insuficiencia cardíaca ventricular derecha derivada de HPA y en conjunto con un incremento de 

los transportadores de glutamina SLC1A5 y SLC7A5 (Piao et al., 2013). Dicha proteína se 

encuentra elevada en pacientes HPA hereditaria (Fessel et al., 2012). Esta respuesta en el tejido 

pulmonar de paciente HPAi se basa en que al momento de la aparición del cambio glicolítico 

energético, la glutaminólisis actúa como una vía alterna para la obtención de carbonos que serán 

utilizados en la síntesis de macromoléculas como lípidos, proteínas y purinas (Xu, Janocha & 

Erzurum, 2021). 

D. ENPP2: Este gen regulado a la baja codifica para la enzima pirofosfatasa/fosfodiesterasa de 

ectonucleótidos 2. Hidroliza lisofosfolípidos para producir ácido lisofosfatídico (LPA) (van 

Meeteren et al., 2005). Adicionalmente puede metabolizar la esfingosilfosforilcolina para 

producir esfingosina-1-fosfato (Clair et al., 2003). Su actividad estimula la angiogénesis y el 

crecimiento neuronal en conjunto con la migración de células musculares lisas (Nam et al., 

2001; Gennero et al., 1999). Así también su expresión se encuentra regulada por estrógenos 

tanto al alza como a la baja, dependiendo del modelo utilizado (Takeo et al., 2009; Ahn et al., 

2011). 

La evidencia actual indica que la pérdida de la señalización asociada a LPA promueve la 

remodelación vascular pulmonar en roedores, volviéndolos hipersensibles a estímulos hipóxicos 

y sin alterar la musculatura lisa vascular periférica, mostrando que la musculatura lisa de la 

arteria pulmonar responde de manera distinta, ya que la administración de LPA induce aumento 

en la presión arterial y remodelado vascular periférico (Cheng et al., 2012). 
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En nuestra RRTM ENPP2 está regulado por el factor transcripcional NFATC2. Se ha reportado 

que este FT colabora en la aparición de un fenotipo hipertenso/canceroso en PASMC mediada 

por la interacción Calcineurina/NFATC2 en ratas HPA inducidas por monocrotalina (He et al., 

2018). Incluso, es tan relevante el rol de NFATC2 y otros miembros de su familia en la 

patología, que se sugiere utilizar como blanco de modulación para prevenir el remodelamiento 

inflamatorio y mitocondrial en HPA (Bonnet et al., 2007). 
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