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I. RESUMEN 

Las enfermedades inflamatorias del intestino (EII) son condiciones de inflamación crónica 

del tracto gastrointestinal y abarca dos manifestaciones clínicas principales: Enfermedad 

de Crohn (EC) y Colitis Ulcerosa (CU). 

En Chile no se cuenta con información epidemiológica exacta de cifras de prevalencia o 

incidencia, sin embargo, estudios uni- y multicéntricos han demostrado el constante 

aumento de la incidencia de EII, atribuible principalmente a la CU. 

La CU es una enfermedad inflamatoria crónica idiopática, para la que aún no existe un 

tratamiento curativo definitivo, caracterizada por etapas de actividad (comúnmente con 

sangrado en las deposiciones y diarreas recurrentes) e inactividad/remisión. 

Los glucocorticoides (GC), son el tratamiento base y de primera línea en CU puesto que, 

debido a su acción anti-inflamatoria e inmunomoduladora, son altamente efectivos en la 

inducción de la remisión clínica y endoscópica. Sin embargo, a pesar que más de la mitad 

de los pacientes con EII responden al tratamiento con GC, el 19% son refractarios o 

resistentes al tratamiento y el 20% de los pacientes sometidos a terapia prolongada con 

GC, se hacen dependientes del fármaco. 

Numerosas vías han sido propuestas para explicar los efectos anti-inflamatorios e 

inmunomodulatorios de los GCs exógenos una vez que se unen al receptor de 

glucocorticoides (GR). Adicionalmente, estudios más recientes han identificado al epitelio 

intestinal como una importante fuente de GCs endógenos extra-adrenales, los que no son 

regulados por la actividad del eje HPA (ni afectarían la producción sistémica de GCs), sin 

embargo, con capacidad de ejercer sus efectos localmente. Esta esteroidogénesis intestinal 

representaría un mecanismo fundamental para la mantención de la homeostasis y estaría, 

por lo tanto, adaptado y sujeto a las necesidades locales, presentándose como un 

importante mecanismo inmuno-regulatorio tejido-específico. Además, la producción de 

GCs es inducida por estimulación de las células inmunes y el microambiente inflamatorio 

característico de la CU. En particular, la vía enzimática de síntesis de cortisol (a partir de 

colesterol) parece ser idéntica a la operante en la glándula adrenal, pero regulada por 

moléculas y eventos de señalización diferentes. Así, la actividad del factor transcripcional 

Liver receptor homologue 1 (LRH-1) ha cobrado especial relevancia para comprender en 

profundidad el mecanismo de regulación de las enzimas esteroidogénicas (CYP11A1 y 

CYP11B1), corroborando una elevada expresión a nivel del epitelio intestinal. 
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En base a los antecedentes expuestos, la hipótesis propuesta en esta tesis es: Los 

glucocorticoides inducen la expresión de LRH-1 y la activación de la vía esteroidogénica 

intestinal.  

Así, el desarrollo de esta investigación pretendió determinar el efecto de los GCs sobre la 

expresión de LRH-1 y la activación de la vía esteroidogénica intestinal, y, en este contexto, 

caracterizar sus componentes en la mucosa intestinal de pacientes con CU y la posible 

relación con la respuesta a la terapia corticoidal. 

Para esto, en primer lugar, se caracterizó de la expresión de los transcritos de los 

componentes de la vía esteroidogénica propuesta en la mucosa intestinal de pacientes con 

CU y la capacidad productora de cortisol inducida por GCs fue determinada mediante 

qPCR y ELISA, respectivamente. 

Los ensayos ex vivo mostraron que la mucosa intestinal (tanto de individuos sanos como 

de pacientes con CU) produce cortisol al ser estimulada con GCs exógenos y esta 

capacidad esteroidogénica es regulada tanto por GR como por el factor LRH-1. 

Adicionalmente, los resultados obtenidos sugieren de diferencias a nivel de la expresión 

estos componentes de la vía esteroidogénica entre la mucosa intestinal de pacientes que 

respondieron adecuadamente a la terapia con GCs y aquellos que no. Una menor expresión 

de LRH-1 y GR total en la mucosa de pacientes refractarios y dependientes comparado 

con respondedores, sugieren que la expresión de estos componentes está relacionada con 

la respuesta a la terapia con GCs. 

Sumado a lo anterior, estudios realizados mediante índice de correlación de Pearson, 

arrojaron una correlación positiva entre la expresión de GR y LRH-1 en la mucosa 

intestinal de los sujetos de estudio.  

Para determinar la regulación directa de la expresión del LRH-1 y activación de la vía 

esteroidogénica mediante GCs/GR, un modelo de línea celular intestinal epitelial de colon 

humano (Ccd841CoN) fue utilizado. La producción de cortisol y la inducción de los 

componentes de la vía esteroidogénica mediada por GCs fue evaluada por ELISA, qPCR 

y Western Blot. Por último, la regulación directa de LRH-1 por GCs/GR fue estudiada por 

ChIP-qPCR.   

Los resultados obtenidos permiten confirmar la inducción del factor regulador principal 

de la vía esteroidogénica intestinal, LRH-1, mediada por GCs tanto a nivel de transcrito 

como de proteína y, además, relacionar por primera vez la actividad de LRH-1 y la 
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producción de cortisol endógeno en el epitelio intestinal con la actividad del GR como 

factor transcripcional que induciría la transactivación y expresión de LRH-1 por unión 

directa a sitios GRE en su promotor.  

A partir de los resultados obtenidos, esta tesis propone que los GCs exógenos son capaces 

de regular transcripcionalmente al factor LRH-1 por unión directa de GR a los sitios GRE 

en su promotor. La expresión y el efecto regulatorio de LRH-1 desencadenaría la 

producción a nivel intestinal de GCs endógenos en las células epiteliales del colon. Una 

vez en la mucosa, el cortisol producido ejercería su actividad inmunomoduladora y anti-

inflamatoria de manera local. Estos hallazgos permiten concluir que el funcionamiento de 

la vía esteroidogénica podría controlar la progresión de patologías inflamatorias 

autoinmunes como la CU y que alteraciones en la misma podrían explicar una respuesta 

alterada a la terapia con corticoides en estos pacientes.  
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I. ABSTRACT:  

Study of the regulation of the intestinal steroidogenic pathway and its 

characterization in intestinal mucosa of ulcerative colitis patients 

 

The inflammatory bowel diseases (IBD) represent chronic inflammatory conditions of the 

gastrointestinal tract and include two main clinical manifestations: Crohn´s Disease (CD) 

and Ulcerative Colitis (UC). 

In Chile, there is no epidemiologic data relating to the prevalence or incidence rates, 

however, uni- and multicenter studies have demonstrated a constant increase in IBD 

incidence, which is mainly due to a concomitant increase of UC cases. 

UC is an idiopathic chronic inflammatory disease, for which there is no definitive curative 

treatment available. This pathology is characterized by activity stages, (commonly 

manifested with bleeding on the stool and recurrent diarrhea), and also inactive stages or 

remission. 

The glucocorticoids (GC) are the fist-line treatment for UC patients since, due to their 

anti-inflammatory and immunomodulating action, they are highly effective in inducing 

clinical and endoscopic remission. However, it is important to mention that although more 

than half of IBD patients respond to GC treatment, 19% are refractory or resistant to the 

treatment and 20% of patients undergoing a prolonged GC therapy, become drug 

dependent. 

Numerous ways in which exogenous GCs linked to the glucocorticoid receptor (GR) 

would exert their anti-inflammatory and immunomodulatory effects have been proposed. 

Additionally, more recent studies have identified the intestinal epithelium as an important 

source of extra-adrenal endogenous GCs, which are not regulated or affected by the HPA 

axis nor would affect the systemic GCs production, and are able to exert local effects. This 

would represent an important mechanism for intestinal homeostasis maintenance and 

would, therefore, be adapted to the local needs, presenting itself as an important tissue-

specific immunoregulator. 

It has also been reported that GCs production is induced by stimulation of immune cells 

and by the inflammatory microenvironment characteristic of inflammatory pathologies 

such as UC. In addition, while the enzymatic pathway of cortisol synthesis from 

cholesterol appears to be identical to that studied in the adrenal gland, it would be 
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regulated by different molecules and signaling events.  

Thus, the activity of the transcriptional factor LRH-1 has gained special scientific 

relevance to understand the regulatory mechanism of steroidogenic enzymes CYP11A1 

and CYP11B1, and has been corroborated by a high intestinal expression of this factor. 

Based on the above, the hypothesis proposed in this thesis is: Glucocorticoids induce the 

expression of LRH1 and the activation of the intestinal steroidogenic pathway. 

Thus, the development of this research aims to determine GCs effect on LRH-1 expression 

and the intestinal steroidogenic pathway activation, and, in this context, characterize the 

expression of the components of this pathway in the intestinal mucosa of UC patients 

whilst studying the possible relationship with the response to therapy with GCs. 

Initially, transcript expression of steroidogenic pathway components and the cortisol-

producing capacity induced by GCs was characterized in the intestinal mucosa of UC 

patients by qPCR and ELISA, respectively. 

These ex vivo trials demonstrated the intestinal mucosa of both healthy individuals and 

UC patients is capable of producing cortisol when stimulated with exogenous GCs and 

that this steroidogenic capacity is regulated both by the GR and LRH-1. Alternatively, 

these results suggest differences at the expression level of these regulatory components 

between the intestinal mucosa of patients who responded adequately to GC therapy and 

those who did not. In general, lower expression of LRH-1 and total GR in the mucosa of 

refractory and dependent patients compared to responders, suggest that the component 

expression is related to the response to GC therapy. 

In addition to the above, Pearson data analysis showed a significant positive correlation 

between GR and LRH-1 expression in the intestinal mucosa of the study subjects.  

To determine the direct LRH-1 expression regulation and activation of steroidogenic 

pathway by GCs / GR, a human colon epithelial intestinal cell line model (Ccd841CoN) 

was used and cortisol was quantified by ELISA. Additionally, the induction of the 

steroidogenic pathway components mediated by GCs was evaluated by qPCR and Western 

Blot and finally, the direct regulation of LRH-1 by GCs / GR was studied by ChIP-qPCR.  

The results obtained confirm the induction of LRH-1, mediated by GCs both at the level 

of transcript and protein. Also, the results make it possible for the first time to relate the 

LRH-1 activity and endogenous cortisol production in the intestinal epithelium with the 

activity of GR as a transcriptional factor that would transactivate LRH-1gene by directly 
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binding to GRE sites in its promoter, thus inducing its expression at the level of mRNA 

and protein.  

The expression and regulatory effect of LRH-1 would trigger the intestinal production of 

endogenous GCs in the epithelial cells of the colon, and once in the mucosa, the cortisol 

produced will exert its immunomodulatory and anti-inflammatory activity. We therefore 

conclude that the functioning of this pathway could control the progression of autoimmune 

inflammatory diseases such as UC, and that alterations in it could explain a failed response 

to GCs therapy in these patients.  
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II. INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades inflamatorias del intestino (EII) son condiciones de inflamación crónica del 

tracto gastrointestinal y abarca dos manifestaciones clínicas principales: la enfermedad de 

Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU), que a pesar de ser diferentes entidades fisiopatológicas, 

han sido agrupadas bajo el término genérico de EII debido a sus características comunes (etapas 

de actividad/remisión, cronicidad y etiología multifactorial) (1,2). 

 

II .1. EPIDEMIOLOGÍA DE EII 

La incidencia anual de CU varía desde 0-19,2 por cada 100.000 habitantes en Norteamérica y 

0,6-24,3 por cada 100.000 habitantes en Europa lo que se traduce en una prevalencia de 249 

casos en Norteamérica y 505 en Europa, por cada 100.000 habitantes (2). En cuanto a la EC, se 

estima una prevalencia de aproximadamente 320 casos por cada 100.00 habitantes tanto en 

Norteamérica como Europa (2,3). Desde la segunda mitad del siglo XX, un aumento sustancial 

en la incidencia de estas patologías ha sido determinado a nivel mundial, haciendo su estudio 

un tema de gran importancia (3). Esta tendencia, ha sido registrada principalmente en países en 

desarrollo de Asia, oriente medio (Hong-Kong, Japón, Corea, Israel y Malasia), y también en 

Sudamérica (Brasil y Chile), sugiriendo una importante influencia de factores 

medioambientales en el desarrollo de las EII (2–4). 

En cuanto a la epidemiología en Chile, no se cuenta con cifras exactas (5), sin embargo, estudios 

uni- y multicéntricos han demostrado el constante aumento de la incidencia de EII acercándose 

a niveles registrados en países desarrollados, posiblemente asociado a procesos de 

industrialización como también a mejoras en los métodos diagnósticos y mayor acceso a los 

servicios de salud (4). Así, en un estudio publicado en 2016 por Simian. y cols., 716 pacientes 

con EII fueron estudiados, de los cuales 508 fueron diagnosticados con CU, y su comparación 

con estudios anteriores (2014) permiten concluir el aumento en las EII intestinales en Chile, 

particularmente por un aumento concomitante de la CU (4). 

Dado los antecedentes epidemiológicos presentados, este proyecto de tesis se centrará en el 

estudio de la CU orientado hacia profundizar la comprensión de los mecanismos involucrados 

en esta patología de modo de implementar mejoras futuras en las terapias utilizadas actualmente 

para una enfermedad que afecta cada vez más a la población chilena. 
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II .2 DESCRIPCIÓN GENERAL DE LA COLITIS ULCEROSA 

La CU es una enfermedad inflamatoria crónica idiopática, para la que aún no existe un 

tratamiento curativo definitivo. La inflamación se localiza principalmente en el colon y afecta 

en mayor proporción a adultos entre 30 y 40 años. En esta patología, la inflamación está 

restringida exclusivamente al colon, específicamente la mucosa intestinal (6). La CU está 

caracterizada por inflamación en la mucosa intestinal de manera retrógrada, iniciándose en el 

recto y extiendiéndose hasta segmentos proximales del colon, manifiestánadose comúnmente 

con sangrado en las deposiciones y diarreas recurrentes (6,7). Otros síntomas pueden incluir 

incontinencia, aumento de la frecuencia de movimientos peristálticos, descarga de mucus, 

incomodidad abdominal, fiebre y pérdida de peso abrupta (6). 

 

II.3 CLASIFICACIÓN DE CU, MANIFESTACIONES, DIAGNÓSTICO Y 

COMPLICACIONES 

La clasificación anatómica de la CU (según extensión de la inflamación a nivel del colon), 

conlleva a presentaciones clínicas diferentes, tales como proctitis, colitis de lado izquierdo y 

pancolitis (6), y según la Clasificación de Montreal como E1, E2 y E3, respectivamente (8). 

La proctitis corresponde a una inflamación persistente y recurrente en el recto de diferente 

etiología, siendo la proctitis ulcerosa la manifestación más frecuente y parte del cuadro de la 

CU (9), presentando sensación de urgencia y tenesmus (percepción de evacuación incompleta) 

(6). Adicionalmente, la colitis de lado izquierdo (cuadro inflamatorio que comprende el recto, 

colon sigmoides y descendente hasta el ángulo esplénico), puede tener una manifestación 

clínica similar a la anterior, sumándose la constipación. Por último, la pancolitis o CU extensa 

corresponde una inflamación que incluye el colon en su totalidad y las manifestaciones son 

diarreas sanguinolentas (los exámenes físicos pueden dar signos de anemia y sensibilidad 

abdominal (6), y dolor abdominal más agudo. 

Para el diagnóstico de la CU, es requisito la combinación de manifestaciones clínicas 

mencionadas y/o la alteración de marcadores sanguíneos o fecales (niveles de proteína C 

reactiva, anticuerpos anti-neutrófilo citoplasmático perinuclear y niveles de calprotectina fecal 

elevados). Sin embargo, por sobre lo anterior, la detección de una alteración endoscópica de la 

mucosa intestinal mediante colonoscopía y el estudio histológico de biopsias endoscópicas 

(para confirmar el diagnóstico y clasificar la patología) son críticas (9,10). 

Así, luego de confirmado el diagnóstico, la actividad de CU es evaluada utilizando 
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mayoritariamente el índice de Mayo (escala endoscópica y clínica definida para evaluar la 

respuesta a los tratamientos aplicados a los pacientes con CU) (8),  correspondiendo a una 

composición de subíndices de cuatro categorías (frecuencia de las deposiciones, sangrado 

rectal, hallazgos en la colonoscopía y la evaluación global del médico) que va desde 0 a 12 

(dividido en subíndices que ,dependiendo de los hallazgos endoscópicos, van del 0 al 3) (8). De 

esta manera, un 0 como subíndice de Mayo endoscópico es atribuido a una mucosa normal o a 

un paciente con CU inactiva, mientras que un índice de 1 corresponde a enfermedad leve, 2 a 

enfermedad moderada y 3 indica ulceración y sangrado espontáneo. Además, la regeneración 

completa de la mucosa (luego de un periodo de actividad, el que está definido con subíndices 

≥ 2) se ha definido como un subíndice de mayo endoscópico de 0 o 1 (8,11). 

Debido a lo costoso e invasivo que resulta el examen de confirmación de diagnóstico actual de 

la CU y dada la importancia de la vía inflamatoria IL33/ST2 en su patogénesis, el análisis del 

sST2 plasmático sugiere a ST2 como un biomarcador para la detección de CU activa, 

requiriendo estudios más exhaustivos para asegurar su capacidad predictiva y uso diagnóstico 

(11,12). 

Cabe destacar que una de las complicaciones más serias de la CU (causa de muerte por EII en 

aproximadamente el 10-15% de los casos), es el cáncer colorrectal (CRC), con un riesgo 

acumulativo que alcanza un 2, 8 y 18 % luego de 10, 20 y 30 años de su diagnóstico (realizado 

entre 15 a 20 años antes que los cánceres esporádicos) (13). 

 

II .4 FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE CU 

Los factores de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad, la hacen ser clasificada como una 

enfermedad multifactorial, lo que sin duda complica todavía más su prevención, diagnóstico y 

seguimiento. 

 

II.4a Genéticos 

En el desarrollo de este tipo de patologías, han sido evaluados distintos factores genéticos 

asociados a susceptibilidad, ya que 8-14% de los pacientes con CU tiene un historial familiar 

de EII y los parientes de primer grado tienen 4 veces más riesgo de desarrollar la enfermedad 

(6). Además, se ha visto heterogeneidad étnica en este aspecto, ya que se sabe que la población 

judía tiene las tasas más altas de CU en comparación con otras etnias. A partir de esto, estudios 

de asociación del genoma completo (GWAS) han identificado más de 200 loci de riesgo para 
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las EII (6). 

 

II.4b Dieta y estilo de vida 

Asimismo, la variación en la composición de la microbiota intestinal asociado a factores 

genéticos del hospedero y medioambientales, ha surgido como un posible factor asociado a la 

influencia de la dieta en el riesgo a desarrollar esta patología. En este contexto, no se ha logrado 

clasificar a ciertos alimentos como protectores o dañinos debido a que existe una alta 

heterogeneidad en los efectos de diferentes tipos de alimentación, la que se debe, 

presumiblemente, a la heterogeneidad de la microbiota de cada individuo. Solo algunos 

alimentos, como las grasas saturadas, han registrado ser factor de riesgo para el desarrollo de 

la patología (3). 

De la misma manera, la hipótesis de la higiene planteada por primera vez por Strachan et al. se 

ha estudiado con el fin de explicar la alta incidencia registrada en países más desarrollados y 

en zonas urbanas comparadas con sectores rurales. Estos estudios han sugerido que factores 

como tener una familia numerosa, beber leche no pasteurizada y convivir con animales desde 

edades tempranas, se relaciona de manera inversa al riesgo de desarrollar EII (3,6). 

Otros factores referidos al estilo de vida han sido estudiados como elementos de riesgo para 

CU, como el estrés, el que ha sido asociado a una mayor producción de citoquinas pro 

inflamatorias por activación del eje Hipotálamo-Hipófisis-Adrenal, la depresión y ansiedad que 

además han sido asociados a baja respuesta al tratamiento inmunosupresor, sumado a algunos 

trastornos del sueño que se relacionan con la reactivación de la patología (3). 

II.4c Microorganismos 

Por otro lado, algunos estudios han sugerido que la infección por ciertas bacterias como 

Salmonella o Campylobacter podrían asociarse al desarrollo de EII (14), sin embargo, también 

se ha demostrado un aumento en el riesgo a enfermar posterior a cuadros de gastroenteritis sin 

etiología bacteriana o viral. Respecto a esto, de lo que si se tiene claridad es que la infección 

por Clostridium Difficile, es la causa infecciosa más comúnmente asociada a reactivaciones de 

la CU, sobre todo en pacientes hospitalizados, registrándose en estos casos altos índices de 

mortalidad (3). 
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II.4d Fármacos 

Algunos medicamentos como anticonceptivos orales, terapia hormonal de reemplazo y anti-

inflamatorios no esteroidales se han asociado con riesgo aumentado de desarrollo de CU, no así 

el uso de antibióticos como factor modificador de la microbiota intestinal como podría 

suponerse (3,6). 

Resulta interesante mencionar que, en el estudio de los factores de riesgo para el desarrollo de 

CU, se han identificado como factores fuertemente protectores: la lactancia materna 

prolongada, la exposición al tabaco y la apendicetomía en pacientes jóvenes. Así, se ha 

registrado que 2 a 5 años luego de cesar el consumo de tabaco aumenta el riesgo de CU y este 

se mantiene elevado por 20 años. Por otro lado, se ha visto que aquellos pacientes que se 

sometieron a apendicetomía por inflamación de este órgano y no por causas inespecíficas antes 

de los 20 años presentan una incidencia de CU marcadamente inferior (3). 

 

II .5 TRATAMIENTO DE CU 

El tratamiento de la CU sigue un esquema secuencial y el algoritmo farmacológico es variable 

entre pacientes, puesto que dependerá además de la severidad de la patología. Actualmente no 

existe una terapia universalmente efectiva, pero en todos los casos tendrá como objetivo 

principal reducir la inflamación en primera instancia para luego lograr y mantener la remisión 

promoviendo la regeneración de la mucosa intestinal. Esto con el fin de prevenir las 

complicaciones mencionadas y cirugías como la colectomía (9,15). Actualmente, las opciones 

de tratamiento disponibles incluyen aminosilicatos (5-ASA), inmunosupresores como la 

azatriopina y anticuerpos neutralizantes de TNFα. También, los glucocorticoides son usados 

ampliamente en el tratamiento de la CU para remitir el estado activo de la patología (16). 

 

II.5a Uso de glucocorticoides en CU 

Los glucocorticoides (GC), son el tratamiento anti-inflamatorio base y de primera línea en CU 

con actividad moderada o severa (2,15,17), de hecho, el tratamiento con GC orales como la 

prednisona ha mostrado ser el más efectivo en inducir remisión en un promedio de 7-14 días. 

El esquema farmacológico que habitualmente se utiliza en los pacientes con CU consiste en 

comenzar con dosis elevadas de corticoides orales (60 mg/día) e ir disminuyendo esta dosis en 

10 mg semana a semana de manera paulatina hasta eliminarlos por completo. Esto porque estos 

fármacos son efectivos para inducir la inactivación de la patología, pero no son efectivos en el 
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mantenimiento de la remisión y por lo tanto no se recomienda su administración sostenida en 

el tiempo (16,17). Sumado a lo anterior y no menos importante, se sabe que el uso de 

glucocorticoides a largo plazo puede provocar efectos secundarios perjudiciales llevando a 

complicaciones clínicas serias como osteoporosis, enfermedades metabólicas y aumentar el 

riesgo de enfermedades cardiovasculares (2,18). Sin embargo, es importante mencionar que a 

pesar de que más de la mitad de los pacientes con  EII responden al tratamiento con GC 

alcanzando la remisión clínica y endoscópica, el 19% son refractarios o resistentes al 

tratamiento, lo que quiere decir que el GC no ejerce su efecto en el tejido blanco y por lo tanto 

no es posible inducir la remisión en estos pacientes mediante el tratamiento con corticoides y 

el 20% de los pacientes sometidos a terapia prolongada con GC se hacen dependientes del 

fármaco, lo que se manifiesta como una reactivación de la patología al llegar al periodo de dosis 

bajas de corticoides o pocas semanas después de terminado el esquema de tratamiento, esto se 

traduce  en la necesidad de prolongar la terapia con GC para mantener la remisión de la 

patología, aumentando el riesgo de generar resistencia definitiva al tratamiento y un fenotipo 

clínico más agresivo de la EII (2,19). 

 

II .6 BASES MOLECULARES DEL TRATAMIENTO CON GC 

Los GC exógenos, así como el cortisol endógeno, son altamente lipofílicos, lo que los hace 

ampliamente biodisponibles. Los GCs circulan por el torrente sanguíneo unidos a proteínas 

transportadoras, difundiendo pasivamente hacia el espacio intracelular para interactuar con su 

receptor (GR) un factor transcripcional que une hormonas, perteneciente a la familia de los 

receptores esteroidales nucleares (2). 

El receptor de glucocorticoides (GR) es una proteína citosólica codificada por el gen NR3C1, 

el que consiste en 9 exones y puede codificar para múltiples isoformas proteicas por splicing 

alternativo de su último exón siendo α y β las más estudiadas. Este último exón codifica para 

el dominio de unión a ligando (LBD) de GR y el 3’UTR, por esta razón las isoformas de GR 

son idénticas hasta el aminoácido 727, punto en el que divergen. Así, GRα tiene 50 aminoácidos 

adicionales que codifican para las hélices 11 y 12 del dominio de unión a ligando. En cambio, 

GRβ tiene solo 15 aminoácidos adicionales lo que le impide formar la hélice 12 del LBD (Fig 

1). 
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Figura 1. Diagrama del procesamiento alternativo del exón 9 en el gen NR3C1 (hGR) (cromosoma 5) y 

generación de las isoformas transcripcionales de GRα y GRβ. Los exones se representaron como cajas y los 

intrones como líneas. Modificado de Pujols. L y cols (2001) (20) 

(Se representa en azul la unión de la sonda Taqman para GR total (Exón3-Exón4) y en rojo la unión de la sonda 

Taqman para GRβ (Exón8- Exón9β) – Metodología sección IV.5a) 

 

 

La isoforma α se encuentra en el citoplasma en ausencia de ligando y en presencia del mismo 

esta isoforma experimenta un cambio conformacional que le permite translocar al núcleo donde 

afecta la transcripción. Por su parte, la isoforma β es constitutivamente nuclear y no es capaz 

de unir agonistas. Por esta razón se ha concluido que GRβ tendría un efecto antagónico sobre 

la actividad de GRα proponiéndose incluso como un dominante negativo de GRα, ya que no es 

capaz de unirse a su ligando (GC), si no que se une solamente a los sitios de respuesta a GC 

(GRE) inhibiendo la transcripción de ciertos genes y causando probablemente la resistencia a 

GC (21,22) 

Estos sitios de respuesta a glucocorticoides (GRE) se han definido como secuencias 

palindrómicas (GGAACAnnnTGTTCT) separadas por un espaciador de 3 nucleótidos. El 

complejo GR/GC se uniría a estas secuencias formando dímeros permitiendo que cada 

monómero se posicione en una de las secuencias palindrómicas (23).  

La acción anti-inflamatoria de los GCs, está dada por la capacidad del GC/GR de unirse a estos 

sitios GRE ubicados en los promotores de algunos genes. Esta unión induce un cambio 
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conformacional que permite el reclutamiento de co-reguladores y complejos de remodelación 

de cromatina que influyen en la actividad de la RNA polimerasa ll activando o reprimiendo la 

transcripción de éstos genes. Por ejemplo, dicho complejo interactúa con factores de las vías 

inflamatorias como AP-1 o NFκB afectando su función e inhibiendo la producción de 

citoquinas pro-inflamatorias (IL1α, IL1β, IL6, IL12, TNFα, IFNγ, y otras) y aumentando la 

expresión de citoquinas anti-inflamatorias. A su vez, interactúa directamente con factores como 

STAT3, STAT5 y STAT6 inhibiendo la expresión de genes inflamatorios (2,15). 

Sumado a lo anterior, los GCs son potentes inductores de la apoptosis de células inmunes 

(linfocitos T y B), inhibiendo la expresión de moléculas anti-apoptóticas reguladas por NFĸB 

e induciendo pro-apoptóticas mediante Bim (15). Además, promueven un perfil de macrófagos 

tolerogénicos (M2) (2,15). 

Cabe destacar, que también se ha descrito exhaustivamente en estos tipos celulares y otros como 

los cardiomiocitos, la inducción de un gen conocido como Glucocorticoid induced Leucine 

Zipper (GILZ) mediada por GCs. Este gen estaría regulando igualmente la apoptosis y 

diferenciación celular por vías diferentes. Además, como es de esperarse, múltiples sitios GRE 

como los mencionados anteriormente han sido descritos en el promotor de este gen (24,25). 

Por estas propiedades anti-inflamatorias e inmunoreguladoras mencionadas, que se resumen 

esquemáticamente en la Fig 2. es que los GCs son ampliamente utilizados en la clínica y han 

resultado altamente efectivos en el tratamiento de las EII. 
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Figura 2. Diagrama representativo del efecto de los GCs en las células epiteliales intestinales (IECs). Se muestra 

la capacidad de las células T y de los macrófagos de inducir la producción de TNF α inducidas por las células 

presentadoras de antígeno (DC). Este factor desencadena un proceso inflamatorio el que produce la apoptosis celular 

por un lado y la producción de GC endógenos por otro. Estos GC producidos serán capaces de formar complejos con 

su receptor (GR) que migrarán al núcleo para unirse a promotores de genes antiinflamatorios como NFκB y AP-1. Por 

otro lado, se sugiere la capacidad de TNFα de inducir LRH-1, factor que también comanda la producción endógena de 

GC. Esquema modificado de Noti M. y cols (2009) (26).  

 

 

II .7 BASES GENÉTICAS Y MOLECULARES DE LA RESISTENCIA/DEPENDENCIA A 

GC 

Respecto a las posibles causas genéticas o moleculares de las respuestas de resistencia o 

dependencia al tratamiento con GC, polimorfismos (SNPs) en ciertos genes podrían alterar en 

diferentes niveles la vía de producción de cortisol inducida por el tratamiento (2,27). Así, la 

presencia de SNPs en NR3C1 (el gen que codifica GR), explicarían cambios conformacionales 

en esta proteína que afectarían el proceso de transactivación. De la misma manera, los 

polimorfismos en MDR1 (gen que codifica para P- glicoproteína), explicarían la sobreexpresión 

de ésta misma que es la encargada de la absorción, distribución, metabolismo y excreción de 

fármacos como los GC y actúa como bomba de eflujo, por lo que una sobreexpresión de ésta 

podría explicar la respuesta alterada al tratamiento de algunos pacientes debido a que la dosis 

de glucocorticoide recibida no está pudiendo ejercer su acción en el tejido blanco (2,18,28). 



10 
 

Además, estos tipos de respuesta al tratamiento han sido asociados a la sobrexpresión de 

citoquinas pro- inflamatorias (IL6 e IL8), expresión disminuida de otras anti-inflamatorias 

(IL10), y a disminución en los niveles de EBF (factor transcripcional del mecanismo anti-

inflamatorio de TGFβ) (29). Lo que explicaría molecularmente el fenotipo agresivo de la 

patología que se desarrollaría luego de someter a pacientes que manifiestan este tipo de 

respuestas a tratamiento con GC 

Adicionalmente, niveles en la expresión de la isoforma β de GR elevados por sobre la α han 

sido detectados en linfocitos y en mucosa inflamada de pacientes con colitis ulcerosa resistentes 

o dependientes al tratamiento con GC, por lo que la razón GRβ/GRα aumentada se ha 

relacionado e incluso propuesto como un predictor de una mala o no respuesta a 

glucocorticoides en estos pacientes (30,31). Además, la activación de NFκB inducido por TNFα 

(identificado como un factor promotor de la enfermedad) (15,32), altera los niveles de las 

isoformas de GR, produciendo una razón GRβ/GRα aumentada de manera tiempo y dosis 

dependiente en células epiteliales. Esto, sumaría a lo anterior una posible participación de TNFα 

en la resistencia o dependencia al tratamiento con GC (33). 

 

II .8 ESTEROIDOGÉNESIS 

A pesar de que, la producción de cortisol endógeno ha sido restringida solamente a la glándula 

suprarrenal y las gónadas; en los últimos 20 años el cerebro, el pulmón, el timo, la piel, el 

hígado y el intestino han sido descritos también como órganos esteroidogénicos. 

 

II.8a Esteroidogénesis adrenal 

Respecto a lo que se sabe sobre la vía esteroidogénica adrenal, se ha visto que, así como fue 

descrito como mecanismo general, el receptor citoplasmático de glucocorticoides (GR por sus 

siglas en inglés, glucocorticoid receptor) interactúa con GC en primera instancia y que luego 

este complejo GC/GR trasloca al núcleo para unirse a secuencias promotoras de ciertos factores 

transcripcionales que tengan elementos de respuesta a GC (GRE). Mediante este mecanismo es 

que se activa la vía de síntesis de cortisol a partir de colesterol mediante la inducción de la 

expresión de varias enzimas esteroidogénicas de la familia del citocromo P450. Entre estas 

enzimas están los genes CYP11A1 y CYP11B1, que codifican para la enzima P450 ssc y la 

enzima 11 β-hidroxilasa. Estas enzimas participan en la transformación de colesterol a 

pregnolona y de 11-deoxicortisol a cortisol (corticosterona en murinos), respectivamente. 
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Adicionalmente, se ha reportado que la expresión de estas enzimas es controlada en la glándula 

adrenal por un factor transcripcional perteneciente al grupo A de los receptores nucleares de la 

subfamilia 5 codificado por el gen NR5A1, llamado SF-1 (Steroidogenic Factor 1) (15,32). 

Es importante mencionar que, en situaciones fisiológicas, los GC liberados están involucrados 

también en procesos metabólicos como la regulación de la glicemia, de la presión sanguínea y 

la liberación de insulina (15). 

 

II.8b Esteroidogénesis intestinal 

En primer lugar, es necesario recordar que el tracto intestinal tiene una amplia superficie, que 

está en contacto permanente tanto con antígenos provenientes de la dieta como con bacterias 

de la microbiota intestinal y potenciales patógenos y que este espacio luminal está separado del 

tejido intestinal estéril sólo por una delgada capa de células epiteliales (CEIs). Esto representa 

un riesgo constante, ya que la integridad de la barrera epitelial puede ser alterada permitiendo 

la invasión de bacterias (tanto de la microbiota intestinal como patógenas externas) hacia el 

tejido intestinal pudiendo causar bacteremia. Por otro lado, el contacto directo con los antígenos 

mencionados y las células inmunes innatas, que se encuentran en abundancia en las capas 

epiteliales y sub-epiteliales del intestino, lleven a una estimulación crónica de las células 

inmunes intestinales desencadenando desordenes inflamatorios, como las EII (15). 

Por esta razón, resulta crítico para el sistema inmune intestinal mantener una comunicación 

estrecha entre el epitelio y las células de la inmunidad innata y adaptativa, para garantizar un 

balance apropiado entre las respuestas inmunes protectoras y la tolerancia inmunológica, con 

el fin de evitar un daño innecesario asociado a procesos inflamatorios (15). 

De hecho, las células epiteliales de la mucosa intestinal se consideran una de las principales 

fuentes extra- adrenales de GC sintetizados de novo, debido a la presencia tanto de las enzimas 

que participan en la síntesis de cortisol como por la detección de esteroides bioactivos en la 

mucosa intestinal (34). Esto sugiere que, en condiciones patológicas, la esteroidogénesis es un 

contribuyente directo al mantenimiento de la homeostasis intestinal, actuando en la 

inmunoregulación y participando además en procesos antiinflamatorios. Por esta razón, es que 

fallas en este potencial esteroidogénico intestinal ha sido íntimamente ligado a la patogénesis 

de las EII (34). 

Tanto en líneas celulares epiteliales de colon como en biopsias de colon humano se ha detectado 

la presencia de las enzimas esteroidogénicas y también se ha podido comprobar la producción 
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y secreción de cortisol por este tipo celular (32,35). Estos y otros experimentos han sugerido 

por tanto que la mucosa humana es capaz de producir GC y que estos tendrían efectos locales. 

Sin embargo, el factor transcripcional SF-1 que, como se discutió anteriormente, comanda la 

expresión de las enzimas esteoroidogénicas en la glándula adrenal, no se expresa en células 

epiteliales intestinales. En su lugar se ha detectado la expresión elevada en las criptas 

intestinales de LRH-1 (Liver receptor homologue -1) codificado por el gen NR5A2, factor que 

presenta alta homología de secuencia con SF-1 además de ser capaz de unirse a secuencias de 

consenso idénticas y en consecuencia, posee actividades transcripcionales similares (15,32,34). 

En estudios realizados por Coste et al, se evidenció que ratones mutantes con expresión 

reducida de LRH-1 intestinal de manera tejido-específica, eran más susceptibles a la colitis 

inducida experimentalmente con compuestos como el sulfato de sodio dextrano (DSS) (15). 

Además de esto, una expresión reducida de LRH-1 se observó en biopsias de tejido intestinal 

inflamado de pacientes con CU y EC, sugiriendo que la presencia de LRH-1 es un factor 

protector en el desarrollo de las EII (36). Sumado a lo anterior, estudios realizados por Bayner 

et al, en organoides intestinales humanizados de ratón y organoides humanos de pacientes con 

IBD comprobaron que la falta de expresión de LRH-1 en estos organoides aumentó la muerte 

celular y disminuyó la viabilidad de los organoides, afectando notablemente la integridad de la 

barrera epitelial, la que fue recuperada al expresar nuevamente dicho factor transcripcional (37). 

Además, los resultados obtenidos por este grupo en modelos de ratón con colitis inducida al 

sobreexpresar el factor LRH-1 refuerzan la idea de que este factor tiene efectos anti-

inflamatorios fundamentales en la recuperación de la mucosa intestinal en el contexto de una 

EII (37). 

Además, niveles notablemente reducidos de mRNA de CYP11A1 y CYP11B1 se encontraron 

en estas biopsias de tejido inflamado y por lo que, este y otros estudios han permitido sugerir 

que, LRH-1 actúa como regulador de la expresión de las enzimas esteroidogénicas mencionadas 

en las células epiteliales de la mucosa intestinal humana y que esto tendría implicancias en la 

patogénesis, prevención y tratamiento de las EII (34,36). 

Además de lo anterior, otras funciones relacionadas de LRH-1 han sido estudiadas, tales como, 

por ejemplo, la regulación de la proliferación celular en las criptas intestinales mediante la 

inducción de la expresión de ciclina C1 y E1 y que, en consecuencia, podría estar involucrado 

además en el desarrollo de tumores epiteliales intestinales (15). 

De esta manera, la expresión tanto de LRH-1 como de las ciclinas y enzimas esteroidogénicas 
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que éste induce, están restringidos a células epiteliales proliferativas de las criptas intestinales 

(15). Esta expresión disminuye gradualmente a medida que las células se diferencian en las 

cercanías de la punta de la microvellosidad. Por esto, se concluye que la síntesis de GC estaría 

ocurriendo en las células madres epiteliales, contribuyendo así a la mantención de la integridad 

de la barrera epitelial. Ya que, sumado a esto, se ha registrado la inducción de proteínas propias 

de las uniones estrechas en la barrera epitelial mediada por LRH-1 (15). 

Todo lo anterior hace posible afirmar que LRH-1 estaría regulando la integridad de la barrera 

epitelial y la homeostasis mediante dos mecanismos: la producción de GC antiinflamatorios 

que previenen el daño epitelial ocasionado por la respuesta inmune y acelerando la reparación 

epitelial aumentando la proliferación de células madre progenitoras en las criptas intestinales e 

induciendo la expresión de proteínas de uniones estrechas (32). 

Considerando el contexto dado por toda la información expuesta, es necesario destacar la 

importancia de profundizar en el estudio de las terapias disponibles para el tratamiento de la 

CU, sobre todo dada la variabilidad de respuesta frente a los tratamientos farmacológicos (9) y 

la dificultad de establecer un algoritmo o protocolo terapéutico universalmente efectivo y 

seguro. 

Teniendo en cuenta que actualmente el tratamiento más efectivo en inducir la remisión de la 

patología en pacientes con CU activa son los GC (2,15,17), que disminuyen el cuadro 

inflamatorio y mantienen la homeostasis inmunológica, esta tesis plantea la premura de 

determinar los mecanismos moleculares que comandan la producción de cortisol a nivel 

intestinal puesto que estos afectarían directamente la regeneración de la mucosa en pacientes 

con CU que reciben este tratamiento. Además, se hace relevante caracterizar este mecanismo a 

nivel de la mucosa intestinal de pacientes con CU, ya que las posibles diferencias en esta vía 

podrían explicar las diferentes respuestas al tratamiento. 

En resumen, al considerar los antecedentes de los que se dispone en cuanto a la existencia de 

esteroidogénesis local a nivel intestinal y la expresión de moléculas como GR, LRH-1 y las 

enzimas esteroidogénicas del CYP450 (15,32,34–36) y además, tomando en cuenta el gran 

porcentaje de pacientes que presentan resistencia o dependencia al tratamiento y la posible 

relación de estas respuestas con alteraciones moleculares y/o genéticas en la vía de producción 

de cortisol a nivel intestinal (2) es que este trabajo plantea como hipótesis que los 

glucocorticoides inducen la expresión de LRH1 y la activación de la vía esteroidogénica 

intestinal.  
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La utilidad e interés de este estudio radica en primer lugar en contribuir al entendimiento de la 

vía esteroidogénica a nivel intestinal (expresión de sus moléculas reguladoras) en un contexto 

asociado a CU, lo que además podría acercarnos hacia la comprensión del mecanismo 

molecular involucrado. Sumado a lo anterior, la importancia clínica de esta tesis abarca la 

probabilidad futura de poder anticipar (mediante exámenes de laboratorio), el tipo de respuesta 

que tendrá el paciente al tratamiento con GC. Este conocimiento permitiría optimizar el uso de 

glucocorticoides evitando el padecimiento innecesario de efectos adversos al tratamiento 

debido a su larga duración. De esta manera, podrían implementarse en el futuro intervenciones 

que permitan acercarse a una terapia personalizada para esta patología. 
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III.1 HIPÓTESIS  

 

Los glucocorticoides inducen la expresión de LRH1 y la activación de la vía 

esteroidogénica intestinal.  

 

III.2 OBJETIVO GENERAL  

  

Determinar el efecto de los glucocorticoides sobre la expresión de LRH1 y la activación 

de la vía esteroidogénica intestinal y la relación de los componentes de esta vía en la 

mucosa de pacientes con CU con la respuesta a la terapia con GCs 

 

 

III.4 OBJETIVO ESPECÍFICOS.  

 

1. Determinar la regulación de la vía esteroidogénica intestinal por GCs en la línea 

celular epitelial de colon humano. 

 

2. Caracterizar los componentes de la vía esteroidogénica y evaluar producción de 

cortisol dependiente de la regulación de GR/LRH1 inducida por dexametasona en la 

mucosa intestinal de pacientes con CU clasificados según su respuesta al tratamiento 

con GC.  

 

1. Determinar la regulación de la vía esteroidogénica intestinal por GCs en la línea celular 

epitelial de colon humano. 

Racional: Resultados previos de nuestro laboratorio confirman la existencia de sitios GRE 

putativos en el promotor de LRH-1, este trabajo de tesis propuso determinar la regulación 

directa de la expresión del LRH-1 y activación de la vía esteroidogénica mediante GCs en un 

modelo de línea celular intestinal epitelial de colon humano (Ccd841CoN). Para ello, la 

capacidad esteroidogénica y la regulación de los componentes involucrados en esta vía inducida 

por GCs fue determinada en la línea celular Ccd841CoN. 

 

1.a Cuantificar la producción de cortisol en condiciones basales y posterior al tratamiento con 
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dexametasona en los sobrenadantes de los cultivos de las células Ccd841CoN mediante ELISA. 

1.b Determinar la expresión génica de los componentes de la vía esteroidogénica inducida por 

dexametasona mediante qPCR en células Ccd841CoN. 

1.c Determinar la expresión proteica de LRH-1 inducida por dexametasona mediante Western 

Blot en células epiteliales intestinales (Ccd841CoN).  

1.d Analizar la interacción entre GR y promotor de LRH-1 mediada por GC mediante 

inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) en la línea celular de colon humano.  

 

2. Caracterizar los componentes de la vía esteroidogénica y evaluar producción de cortisol 

dependiente de la regulación de GR/LRH1 inducida por dexametasona en la mucosa 

intestinal de pacientes con CU clasificados según su respuesta al tratamiento con GC.  

 

Racional: Debido a que la producción de cortisol, la presencia de las enzimas responsables de 

este proceso y expresión del factor regulador LRH- 1 elevada han sido demostradas en la 

mucosa intestinal humana, en esta tesis se propuso caracterizar estos componentes en la mucosa 

intestinal de pacientes con CU (expresión de los transcritos) en los diferentes grupos de 

pacientes, clasificados según su respuesta a la terapia con GCs. 

 

2.a Cuantificar la producción de cortisol en condiciones basales y posterior al tratamiento con 

dexametasona y bloqueadores farmacológicos específicos contra GR y LRH-1 (RU486 y 

SR1848, respectivamente) en los sobrenadantes de los explantes de mucosa intestinal 

cultivados ex vivo mediante ELISA. 

 

2.b Determinar la expresión de los componentes de la vía esteroidogénica (GR total, GRβ, 

LRH-1, CYP11A1 y CYP11B1) a nivel de transcrito mediante qPCR, en la mucosa intestinal 

de pacientes con CU. 
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IV. METODOLOGIA 

 

IV.1 PACIENTES 

 

IV.1.a. Calculo del tamaño muestral 

 

Para una correlación estadística entre variables (estimada en rho de 0,6; error alfa de 0,025 y 

error beta= 0,10), y considerando una pérdida de muestras estimada en un 10%, el tamaño 

muestral calculado resultó de 30 en total, es decir, 10 pacientes por grupo y 10 individuos sanos. 

Sin embargo, debido al tiempo disponible para la realización de este proyecto de tesis, el 

presente se plantea como un estudio piloto o de prueba de concepto donde se reclutó el mayor 

número de pacientes posible en el plazo de 1 año. 

 

IV.1.b. Descripción general del estudio  

 

El presente es un estudio prospectivo longitudinal analítico observacional y a su vez 

experimental en el que participaron pacientes chilenos sometidos a colonoscopia, de ambos 

géneros, mayores de 18 años, con CU activa que presentaron debut o reactivación de la 

patología.  

Como criterios de inclusión para los pacientes se consideró a individuos diagnosticados con 

CU en estado activo con un índice de Mayo ≥ 2, basándose en parámetros clínicos, 

endoscópicos e histológicos y que reciban, luego de la toma de las primeras biopsias (durante 

la 1ra colonoscopia), un tratamiento con glucocorticoides. El esquema de tratamiento 

establecido indica prednisona oral, durante 14 semanas, con una dosis inicial de 60mg al día, la 

que paulatinamente va disminuyendo (Figura 3). Fueron excluidos del estudio aquellos 

pacientes que presenten alguna de las siguientes características: EII no clasificable, 

enfermedades autoinmunes, alergias alimentarias severas, enfermedad celíaca, diverticulitis, 

síndrome de intestino irritable o alguna infección al momento de la evaluación. Se respetaron 

los criterios de inclusión y exclusión especificados en Anexo 1. 

También se consideró un grupo control, correspondiente a individuos sanos de los que se 

obtengan biopsias tomadas en colonoscopía de control por pesquisa o antecedentes de cáncer 
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de colon.  

El estudio es unicéntrico puesto que los pacientes fueron reclutados de Clínica Las Condes 

(CLC, Las Condes, Santiago, Chile). 

La información del tratamiento recibido (fármaco, dosis, tiempo) fue obtenido a partir de la 

historia clínica (con la cooperación de la Enfermera Investigadora Daniela Simian en CLC.) 

utilizando plataforma RedCap (Research Electronic Data Capture, Universidad de Vandervilt, 

USA) 

La información respecto a las características anatomopatológicas de las biopsias 

colonoscópicas tomadas de los pacientes enrolados en este estudio fue obtenida a partir del 

análisis realizado por el Dr. Juan Carlos Roa (jefe del departamento de anatomía patológica de 

la Escuela de Medicina de la Pontifica Universidad Católica de Chile).  

La información de los pacientes reclutados para este estudio se detalla en la Tabla 4. 

 

IV.1c Descripción de los grupos (38)  

 

Los pacientes enrolados en el estudio fueron clasificados como: 

Respondedores: Alcanza la remisión clínica luego de 1 a 2 semanas de tratamiento con dosis 

plenas (0,75 mg/kg/día de prednisolona o 1 mg/kg/día de prednisona, o equivalente) y no 

presenten reactivación hasta transcurridos más de 3 meses desde finalizado el esquema de 

tratamiento. 

Refractarios: Situación de actividad clínica a pesar de tratamiento durante 1 semana con dosis 

plenas (0,75 mg/kg/día de prednisolona o 1 mg/kg/día de prednisona, o equivalente). 

Dependientes: Imposibilidad de disminuir la dosis de corticoides por debajo de 10 mg/día de 

prednisona (o equivalente) tras inicio del tratamiento con corticoides por reactivación o recidiva 

dentro de los primeros 3 meses de haber suspendido los corticoides. 

Individuos Sanos: Individuos que acudieron al servicio de salud para realizarse colonoscopía 

de control por antecedentes familiares de cáncer colorectal. No se consideraron aquellos con 

anomalías endoscópicas o histológicas. 

 

IV. 1d Obtención de las muestras 

 

Las biopsias intestinales fueron tomadas de la mucosa inflamada de pacientes con CU (entre 6 
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a 8 muestras por paciente) mediante colonoscopía, posterior aceptación de consentimiento 

informado (Anexo 2), y fueron recibidas en medio de cultivo DMEM/F12 (suplementado con 

gentamicina, normocina y fungizona para su transporte y posterior tratamiento ex vivo según lo 

descrito en 3.b), o en RNA later (para la posterior extracción de RNA y análisis de transcritos 

según lo descrito en 4.a y 5.a, respectivamente). Una vez transcurridos o durante los 6 meses 

de seguimiento del paciente (dependerá del tipo de respuesta al tratamiento), una segunda 

colonoscopía fue realizada y las biopsias obtenidas fueron tratadas como descrito previamente 

(Fig 3). 

 

Figura 3. Flujograma para la toma de muestras de pacientes con CU participantes en el estudio. Unidad de 

tiempo expresada en semanas (superior) 
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IV. 2 CULTIVO CELULAR  

 

IV.2a Condiciones de cultivo 

 

La línea celular colorectal epitelial embrionaria humana Ccd841CoN (gentilmente donada por 

el Dr. Julio Tapia, Universidad de Chile) fue utilizada para los ensayos in vitro y fueron 

cultivadas en medio Modified Eagle’s medium (MEM Gibco-Life Technologies, NY, USA), 

suplementado con 10% suero fetal bovino (HyClone Loboratories, GE Healthcare Life 

Sciences, Utah, USA) y 1% penicilina/estreptomicina (Gibco). 

 

IV.2b Cálculo de número de células  

 

Las células fueron desagregadas utilizando Tripsina EDTA (Gibco) 1X (inactivada con el 

medio de cultivo correspondiente a la línea celular), posteriormente fueron centrifugadas a 1200 

rpm por 5 minutos, el pellet obtenido fue resuspendido en 1ml de medio de cultivo y las células 

fueron contadas en cámara de Neu-Bauer (aplicando el factor de multiplicación 20.000 al 

recuento promedio de los cuatro cuadrantes). 

1x106 células/pocillo fueron sembradas en placas de 6-pocillos en 1 mL de medio de cultivo 24 

horas antes de incorporar los estímulos (descrito en 3.a.)  

 

IV. 3 TRATAMIENTOS FARMACOLÓGICOS  

 

IV.3a Tratamiento líneas celulares  

 

Aproximadamente 10 horas después de sembradas, el medio de las células fue cambiado por 

MEM, suplementado con 1% de suero bovino libre de GC y 1% penicilina/estreptomicina. Las 

células se mantuvieron con este medio durante toda la noche y durante las horas de tratamiento. 

Al día siguiente del cambio de medio las células fueron tratadas con dexametasona (Steraloids, 

Inc. Newpot, RI, USA) a una concentración de 100 nM (biológicamente activa para 

experimentos in vitro como los descritos en esta sección y ex vivo como los descritos en la 

sección 3.b  (39) por 0-24 horas (dependiendo del objetivo, es decir, para determinar la 
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expresión a nivel de transcrito o de proteína). Además, para demostrar la participación de GR 

en el proceso, las células fueron tratadas con RU486 (Steraloids, Inc. Newpot, RI, USA) a una 

concentración 10 µM, en combinación con dexametasona (las células fueron incubadas con el 

antagonista de GR una hora antes del estímulo con dexametasona. Además, las células fueron 

tratadas con diferentes concentraciones de dexametasona: 10 nM y 1000 nM.  

 

 

IV.3b Tratamiento biopsias colonoscópicas 

 

Las biopsias colonoscópicas (transportadas en medio de cultivo DMEM/F12) fueron lavadas 

en una dilución en PBS de los mismos antibióticos contenidos en el medio de cultivo 

(gentamicina, normocina y fungizona) para posteriormente ser cortadas en 6 muestras de 

tamaños idénticos (0,5 mm), distribuidas una a una en 6 pocillos en 350 µL de medio de cultivo 

(DMEM/F12 sin suero) e incubadas con dexametasona 100 nM durante 24 horas, dexametasona 

100 nM en co-tratamiento con RU486 10 µM, dexametasona 100nM en co-tratamiento con 

SR1848 (Merck, Sigma Aldrich, USA) 20 µM, ambos bloqueadores por si solos, y un pocillo 

control sin tratamiento (ambos bloqueadores fueron agregados al cultivo una hora antes que el 

estímulo con dexametasona). 

 

 

IV.3c Cuantificación de cortisol 

 

El sobrenadante (explantes o células tratados) fue extraído, purificado mediante centrifugación 

y almacenado a -80°C para posteriormente realizar la detección de cortisol mediante ELISA, 

utilizando el kit comercial DetectX Cortisol enzyme inmunoassay kit (Arbor Assays, ann Arbar, 

MI, USA, Cat. K003-H5) según las instrucciones del fabricante. En breve, estándar o muestras 

(50 µL) fueron agregadas por duplicado en placa de 96 pocillos, el buffer de ensayo (75 o 50 

µL) fue agregado a los pocillos de uniones inespecíficas y a los pocillos de máximas uniones 

específicas, respectivamente. Luego, DetectX Cortisol Conjugate (25 µL) y DetectX Cortisol 

Antibody (25 µL) fueron agregados en todos los pocillos (excepto en aquellos de uniones 

inespecíficas). A continuación, la placa fue sometida a agitación mecánica durante una hora a 

temperatura ambiente, posteriormente lavada y secada (utilizando toallas absorbentes) para 
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agregar a continuación 100 µL del sustrato TMB a cada pocillo e incubar por 30 minutos sin 

agitación. La reacción fue detenida agregando 50 µL de la solución de detención a cada pocillo 

y la densidad óptica para el cortisol fue medida en el lector de placas Synergy 2 (BIOTEK® 

Instruments Inc., Winooski, VT, USA) a 450 nm luego de 15 minutos de detenida la reacción. 

La concentración de cortisol en cada pocillo fue calculada de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante usando la curva estándar. 

Es importante destacar, que el límite de detección de este kit se ha determinado en 45,4 pg/mL 

y la sensibilidad en 27,6 pg/mL. 

 

 

IV. 4 EXTRACCIÓN DE ARN  

 

IV.4a Extracción de ARN desde biopsias colonoscópicas usando columnas  

 

Las biopsias colonoscópicas tomadas de los pacientes que fueron almacenadas en RNA later y 

a -80°C fueron procesadas para la extracción del ARN usando RNeasy Kit, Qiagen Inc, Thermo 

Fisher. 

Previo a la extracción, el tejido fue lisado y homogenizado mediante disrupción mecánica 

utilizando perlas de lisis. Posterior a eso se continuo con el protocolo del kit según lo 

especificado por el fabricante, en breve, el tejido lisado mediante disrupción mecánica y por 

acción del buffer de lisis contenido en el kit es separado y purificado utilizando columnas de 

afinidad incluidas en el kit para finalmente, ser eluido desde la columna de purificación 

utilizando agua libre de nucleasas. 

 

IV.4b Extracción de ARN de células Ccd841CoN utilizando Trizol 

 

Luego de que las células fueron cultivadas y tratadas con dexametasona durante 1, 2, 4, 6, 8, 

12, 24 y 48 horas, para la realización del análisis de la temporalidad completa y durante 2,4 y 

6 horas cuando se analizó la expresión temprana de los componentes de la vía estoroidogénica 

y el efecto del bloqueador RU486 sobre el mismo. A continuación, el RNA total fue extraído a 

partir de las células tratadas según lo descrito en 3.a, mediante la técnica con Trizol (Ambion, 

Life Tecnologies, Carlsbad CA, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En breve, 
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luego del tratamiento con Trizol y la homogenización mecánica del tejido, éste fue tratado con 

100 µL cloroformo para separar el RNA del resto de los componentes celulares mediante 

centrifugación a 13000 rpm por 15 minutos, la fase acuosa fue extraída y tratada con 250 µL 

de isopropanol el que se utiliza para precipitar el RNA, luego de centrifugaciones a bajas 

temperaturas, el pellet fue lavado con etanol y finalmente resuspendido en agua libre de 

nucleasas. 

 

IV.4c Cuantificación ARN 

 

El ARN obtenido se cuantificó mediante absorbancia a 260 nm en el equipo Synergy 2 

(BIOTEK® Instruments Inc., Winooski, VT, USA) y el posterior análisis de su integridad se 

realizó utilizando gel de agarosa al 1%. Una vez comprobada su integridad, se procedió con el 

tratamiento con DNasa para el ARN extraído según lo descrito en 4.d y a continuación con la 

reacción enzimática necesaria para la obtención de cDNA utilizando la enzima AffinityScript 

Multitemp- RT, con 2 µg de RNA y reactivos según las instrucciones del fabricante. 

 

IV.4d Tratamiento con DNasa 

 

Luego de obtenido el RNA y comprobada su integridad; y antes de realizar la reacción de 

obtención de cDNA, el total del RNA extraído fue tratado con la enzima Turbo DNasa (Ambion 

Lifetech). La reacción enzimática fue incubada 30 minutos a 37°C, para posteriormente ser 

detenida con 2 µL del reactivo de inactivación (Ambion), e incubada por 5 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla fue centrifugada a 1200 rpm por 1,5 minutos 

y el sobrenadante fue transferido al tubo definitivo. La concentración de RNA fue re calculada 

en base al nuevo volumen obtenido después del tratamiento con DNasa. 

 

IV. 5 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE TRANSCRITOS. 

 

IV.5a RT-qPCR mediante sondas Taqman y Sybr Green 

 

100 ng de cDNA fueron utilizados para las reacciones de qPCR para cada gen (GR total, GRβ, 

LRH-1, CYP11A1 y CYP11B1; para GR (Hs00353740_m1), GRβ (Hs00354508_m1) y LRH-
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1 (Hs00892377_m1), el método de sondas Taqman, ThermoFisher fue utilizado para la 

amplificación y, para las enzimas esteroidogénicas CYP11A1 y CYP11B1, qPCR mediante 

partidores específicos y el reactivo SybrGreen (Agilent). La cuantificación de los 

correspondientes genes constitutivos para cada técnica utilizada (PPIB para Taqman y 18S para 

SybrGreen) fue determinada. La reacción de RT-qPCR fue realizada utilizando el equipo Real 

Time PCR System (Agilent Tech) y las sondas Taqman o primers (correspondientes para cada 

gen y los reactivos necesarios en cada caso según las instrucciones del fabricante). Para el caso 

de los genes cuantificados mediante SybrGreen, 10µL de reactivo SYBRGreen Master Mix 

(Agilent), 1 µL de partidor forward (5’- GTGGAGCGATTTGTCTGGTT-3’ , 5’- 

TGGCTGCATGGGACGTGATTTT-3’ y 5’-TTGCTGAATGGGCCTGAAT-3’ ,para 18S, 

CYP11A1 y CYP11B1, respectivamente), 1 µL  de partidor reverse (5’ 

CGCTGAGCCAGTCAGTGTAG-3’, 5’- TCCTCGAAGGACATCTTGCTGTCT-3’ y 5’- 

GCCAAGTTGCTGGCTTCTAT-3’, para 18S, CYP11A1 y CYP11B1, respectivamente), 100 

ng de cDNA y agua libre de nucleasas fueron utilizados para llevar a cabo la reacción de qPCR 

para el gen de 18S, CYP11A1 y CYP11B1, respectivamente. Las condiciones de amplificación 

para estos genes mediante SybrGreen fueron 95°C por 60 segundos al inicio, seguido de 45 

ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 60 segundos y 72°C por 15 segundos. 

Para los genes cuantificados utilizando sondas Taqman, 10 µL de Taqman Universal Master 

Mix NO UNG (ThermoFisher), 1 µL de la sonda correspondiente y agua libre de nucleasas se 

utilizaron para llevar a cabo la reacción de qPCR, para la que se aplicó el perfil de temperatura 

como sigue; 30 segundos a 25°C, 10 minutos a 95°C y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 

minuto a 60°C. 

Para facilitar la compresión de las diferencias metodológicas entre las técnicas utilizadas, lo 

anterior ha sido resumido en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Comparación entre los métodos de RT- qPCR utilizados. Se describe el fundamento, los reactivos 

utilizados, el gen constitutivo utilizado como referencia y el protocolo de temperatura para las técnicas de qPCR 

mediante el reactivo SybrGreen o utilizando sondas Taqman. 

 

Es importante destacar que la expresión de los genes determinados en cada modelo corresponde 

a: 

Biopsias de tejido colorectal humano: GR total, GRβ, LRH-1, CYP11A1 y CYP11B1 

Línea celular humanas Ccd841CoN: GR total, LRH-1, CYP11A1 y CYP11B1 

Protocolo de T°

Fundamento

Gen constitutivo 

de referencia
Subunidad ribosomal 18S PPIB

Dependiente del gen Universal

Reactivos SYBRGreen Master Mix 

Primer Forward

Primer Reverse

Agua libre de nucleasas

cDNA

Taqman Universal Master Mix 

Sonda Taqman

Agua libre de nucleasas

cDNA

Técnicas de RT-qPCR utilizadas 

SybrGreen Taqman

Unión inespecífica de 

fluorocromos

Oligonucleótido con fluoróforo. 

Sistema FRET
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El lugar de amplificación de las sondas Taqman utilizadas se especifica en la Fig 1 y Fig. 4 . 

Figura 4. Mapa genómico de la zona amplificada utilizando las sondas respectivas para GRtotal (A), GRβ 

(B) y LRH-1 (C). 

 

IV. 5b Determinación de la expresión relativa y/o veces de cambio respecto al control 

 

A partir de los valores de Cq (ciclos de cuantificación) obtenidos en el equipo Stratagene 

Mx3000(p) (Agilent technologies) se aplicaron las siguientes fórmulas para calcular las 

relaciones. 

 

Expresión relativa = 2−∆Cq 

Donde, ∆𝐶𝑞 = ∆𝐶𝑞 gen de interés −  ∆𝐶𝑞  gen constitutivo 
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IV. 6 EXTRACIÓN DE PROTEÍNAS DE CÉLULAS EN CULTIVO. 

 

IV.6a Extracción de proteínas mediante RIPA 

 

Una vez que las células fueron cultivadas y tratadas durante 8 y 24 horas, el análisis de la 

expresión de los componentes de la vía esteroidogénica y el efecto del bloqueador 

farmacológico fueron evaluados. Las células fueron sometidas a agitación a temperatura 

ambiente durante 5 minutos con 100 µL de buffer de lisis RIPA (Pierce®, Thermo Scientific, 

Meridian, USA) por pocillo para, a continuación, realizar la recolección mecánica del lisado 

celular, y luego sonicados (Microson™ Ultrasonic cell disruptor, Misonix, New York) en 2 

ciclos de 20 segundos a una intensidad de 3A interrumpidos por lapsos de 1 minuto de 

enfriamiento en hielo. Posteriormente, las proteínas fueron almacenadas a -20°C hasta su 

cuantificación 

 

IV.6b Cuantificación de proteínas 

 

Las proteínas extraídas fueron cuantificadas por duplicado mediante el método de Bradford 

(Bio-Rad Protein Assay, Bio Rad®, Chile) en una placa de 96 pocillos (10 µL por muestra), 

determinando su absorbancia por colorimetría en el equipo Synergy 2 (BIOTEK® instruments 

Inc. Winooski, VTA, USA) a 595 nm. En breve, 10 µL de muestra y de los estándares de la 

curva preparada según las instrucciones del fabricante, fueron dispuestos en los pocillos de una 

placa de 96 pocillos. A continuación, 200 µL del reactivo de Bradford provisto en el kit fueron 

agregados a cada pocillo. La placa se agitó durante un minuto para posteriormente ser incubada 

por 30 minutos a 37°c en estufa. Transcurrido el tiempo de incubación la placa fue leída en 

lector de placas Synergy 2 y la concentración de proteínas en las muestras fue determinada a 

partir de la lectura de absorbancia y la ecuación obtenida de la curva estándar. 
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IV. 7 EVALUACIÓN DE PROTEÍNAS MEDIANTE WESTERN BLOT 

 

IV.7a Western Blot para lisados de células en cultivo 

 

Luego de cuantificadas las proteínas, éstas fueron denaturadas utilizando buffer de carga 

Lamelli (Bio-Rad) y sometiéndolas a hervor a 96°C por 5 minutos. Cabe destacar que además 

de los lisados proteicos de células Ccd841coN con los distintos tratamientos, se incluyó también 

una muestra de la proteína recombinante de LRH-1 (Novus Biologicals, human recombinant 

protein LRH-1/NR5A2 Nro cat.h00002494-p01), la que se sometió al mismo procedimiento. 

Posterior a eso, la cantidad de µl del lisado equivalente a 15 µg de proteína fue cargado en gel 

SDS-PAGE al 10%, resuelto con una potencia de 80V por 30 minutos y 120V por los 60 

minutos restantes. A continuación, la transferencia semi-seca (Trans-blot® turbo™) de 

proteínas hacia membrana de nitrocelulosa fue realizada aplicando 25V en 2 ciclos de 7 minutos 

cada uno. Posteriormente, la membrana fue bloqueada durante 1 hora a temperatura ambiente 

en agitación con buffer de bloqueo al 0,5% (Oddisey®. LI-COR, NE, USA). Una vez 

transcurrida la hora de bloqueo la membrana fue incubada durante toda la noche a 4°C con el 

anticuerpo primario correspondiente, anti LRH-1 (NovusBio) y anti β-actina (Santa Cruz 

Biotechnology Dallas, TX, USA, Cat. Sc-4778) como control de carga. Los anticuerpos fueron 

diluidos en TBS-Tween 0,1% en proporciones de 1:1000 y 1:2000, respectivamente. 

Al día siguiente, el anticuerpo primario fue lavado para a continuación incubar la membrana a 

temperatura ambiente por 1 hora con el anticuerpo secundario correspondiente, anticuerpo anti-

mouse (ThermoFisher) y anti-rabbit (ThermoFisher) diluido en TBS-T 0,1% ambos en 

proporción 1:10.000. 

Como último paso la membrana se reveló en revelador de quimioluminiscencia (Chemiscope) 

(Chemiscope 3400, Clinx Science Instruments co, Ltd, China) usando el kit revelador 

Supersignal® West picochemiluminescent substrate (Supersignal® West 

picochemiluminescent substrate, ThermoFisher Scientific, USA).  

 

IV.7b Cuantificación de proteína detectada mediante Western Blot 

  

Las bandas reveladas en la membrana de nitrocelulosa, tanto a banda correspondiente a la 

proteína de interés (LRH-1) como a la proteína utilizada como control de carga (β-actina) 
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fueron cuantificadas utilizando el software Image J (US National Institutes of Health, Bethesda, 

ML, USA). La normalización de la carga se realizó mediante el cálculo de la razón LRH-

1/actina para a partir de ella realizar el cálculo del porcentaje de expresión, considerando la 

condición control como 100%.  

 

IV. 8 ESTUDIO INTERACCIÓN PROTEÍNA- DNA  

 

IV.8a Análisis in silico de elementos de respuesta a glucocorticoides (GREs) en el promotor 

del gen de LRH-1 (NR5A2). 

 

Un análisis bioinformático in silico utilizando los softwares JASPAR (University of 

Copenhagen, Copenhague, Denmark) y MotifTool (BMC Bioinformatics) revelaron la 

presencia de múltiples sitios putativos de respuesta a glucocorticoides (GRE) en la región 

promotora de LRH-1 utilizando la secuencia publicada en GenBank/EMBL (número de acceso 

FP002419 NR5A2_1). Estos GREs fueron mapeados y analizados mediante múltiples 

alineamientos utilizando la secuencia de consenso como referencia mediante el software 

STAMP. A partir de las coincidencias y puntajes de alineamiento obtenidos por este software 

se seleccionaron 4 de los 11 GREs encontrados utilizando JASPAR (Tabla 2). El criterio para 

realizar la selección de los sitios GRE a evaluar se centró en el porcentaje de alineamiento de 

los GRE encontrados con la secuencia de consenso, lo que además se traduce en un puntaje o 

score absoluto el que también se tomó en consideración. Además de esto, se consideró la 

posición del GRE respecto al sitio de inicio de la transcripción, dándole prioridad a aquellos 

que se encontraran más próximos al TSS y que cumplieran con los criterios anteriormente 

expuestos. 

A partir de esta información, se diseñaron partidores flaqueando estas zonas para su evaluación 

por qPCR (Tabla 3.)  
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Tabla 2. Elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) putativos identificados en la secuencia promotora de 

LRH-1 (pNR5A2) mediante análisis bioinformático (software JASPAR). Se tabularon los resultados al configurar 

un 77% de homología con la secuencia de consenso (superior) y un 75% de homología (inferior). Se muestran los 

valores de puntajes otorgados por el software según los parámetros configurados (score, relative score), el inicio y 

término de la secuencia del GRE encontrada y la hebra de DNA donde se encontraría, de referencia (+) o 

complementaria (-) 

 

IV. 8b Inmunoprecipitación de cromatina acoplada a qPCR 

 

Las células Ccd841CoN fueron cultivadas (9x106 detallado en 2.a) y tratadas durante 2 horas 

con dexametasona (según 3.a), posteriormente fueron fijadas (PFA 1%, 10 minutos a 

temperatura ambiente), seguido de la detención de la reacción (glicina 1X, por 5 minutos). A 

continuación, el kit Magna ChIP™ A/G (Millipore, USA) fue utilizado para realizar la 

inmunoprecipitación. En breve, las células fueron precipitadas mediante centrifugación y 

posteriormente lisadas utilizando Buffer de lisis celular y homogeneizador mecánico dounce 

para obtener la fracción nuclear aislada en una solución con cOmplete™ Protease Inhibitor 

Cocktail (Sigma-Aldrich). Posteriormente, se realizó la lisis nuclear utilizando Buffer de lisis 

nuclear. La cromatina fue fragmentada a intensidad alta en un sonicador con temperatura 

controlada a 4°C (Bioruptor 300, Diagenode, Sparta, NJ, USA) en 13 ciclos de 30 segundos de 
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sonicación cada 30 segundos de pausa. Luego de realizados los 13 primeros ciclos las muestras 

fueron incubadas en hielo por 10 minutos para continuar posteriormente con los 13 ciclos 

restantes  

La cantidad y fragmentación de la cromatina fue evaluada tomando una alícuota de la muestra 

y realizando incubaciones con RNAasa A (Millipore, USA) a 37°C y Proteinasa K (Millipore, 

USA) a 62°C durante 30 y 120 minutos, respectivamente. Para posteriormente revelar la 

cromatina extraída en un gel de agarosa al 1% y confirmar la que la fragmentación de la 

cromatina se encuentre entre 100 y 500 pb. 

Una vez realizado el paso anterior, se procedió con la inmunoprecipitación de la cromatina 

fragmentada. Para esto, se tomaron 3 alícuotas de la cromatina sonicada de cada una de las 

condiciones (control y dexametasona 2hrs) para inmunoprecipitar con 0,175 ng de anticuerpo 

anti-GR (Cell Signaling, Danvers, MA, USA, Cat.3660S) y 250 µg de anti-IgG (EMD 

Millipore) y como muestra “input”. La inmunoprecipitación se llevó a cabo incubando con el 

anticuerpo respectivo en conjunto con 20 µL de perlas magnéticas conjugadas con proteína A/G 

(Millipore, USA) durante toda la noche. Al día siguiente, se separó la cromatina de las perlas 

magnéticas utilizando un soporte magnético y realizando lavados sucesivos con Buffer de 

lavado bajo en sales, Buffer de lavado alto en sales, Buffer de lavado de LiCl y Buffer TE. A 

continuación, se revirtió la unión proteína-DNA en la cromatina inmunoprecipitada tratando 

con RNasa A y Proteinasa K por 2 horas a 62°C y 10 minutos a 95°C. Una vez que las muestras 

fueron enfriadas a temperatura ambiente. Se purificó el DNA utilizando QIAquick PCR 

purification Kit (Qiagen, USA). 

Luego, a partir de DNA purificado se realizaron los qPCR correspondientes como se describió 

en la sección 5.a y 8.a utilizando partidores para amplificar elementos de respuesta a 

glucocorticoides (GRE) detallados en la tabla 3. 

Los valores de Cq de cada muestra fueron comparados respecto al input inicial y normalizados 

respecto a los valores obtenidos de las muestras inmunoprecipitadas con el anticuerpo para 

control de isotipo IgG. Los valores fueron expresados en veces de enriquecimiento (fold 

enrichment) de la condición estimulada. Adicionalmente, se analizó el enriquecimiento del sitio 

GRE ubicado en el promotor del gen de GILZ a modo de control positivo (24). 
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Tabla 3. Partidores diseñados (plataforma IDT) para el análisis de los GRE seleccionados en el promotor de 

LRH-1 mediante ChIP-qPCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posición GRE amplificado Secuencias

pLRH-1 -206 5'-CCT GCA TAG AGT CAT GTG ATG AG-3'

5'-CCA ACA TTA GTG ACC TGC TGT A-3'

/56-FAM/AC CAT CAT G/Zen/A AAC TGG ATA 

CAT GGT /3IABkFQ/

pLRH-1 -1322 5'-CGG GTA GAT CAT TTG AGG TCA C-3'

5'-CCA GTA GCT GGG ATT ACA GG-3'

/56-FAM/AA ATT AGC C/Zen/G GGC ATG GTG 

GTGT/3IABkFQ/

pLRH-1 -2095 5'-TCA CCT GAG GTC AGG AGT TC-3'

5'-TAC AGG TAC GTG CCA CCA T-3'

/56-FAM/CA GCC TGG C/Zen/C AAC ATG GCA 

AA/3IABkFQ/

pLRH-1 -3389 5'-GAC CTA CAT ATT TCA AAG CAG TTA CAG-3'

5'-CAG GCT GGT GTC GAA CTC-3'

/56-FAM/CA CAC TTG G/Zen/A AGG CTA AGG 

CAGGA/3IABkFQ/

GILZ -1500 5'-TTCATGGGTACTGGCCTTAAC-3'

5'-GGTGATGCAACCGGGAATA-3'

TGTGGTGGAACCCAATGTTCTC
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IV. 9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

 

En primer lugar, el test D’Agostino & Pearson fue utilizado para evaluar normalidad de 

los datos. En aquellos con distribución normal, los resultados fueron expresados como 

promedio con error estándar, utilizando ANOVA de una vía para la comparación de 

variables cuantitativas. En aquellos datos identificados como no paramétricos, los 

resultados se expresaron de la misma manera, pero para la comparación pareada dentro de 

un mismo grupo se utilizó la prueba de Wilcoxon, para comparaciones no pareadas entre 

grupos se utilizó Mann Withney y para comparar más de dos grupos se utilizó el test de 

Kruskal Wallis con post-test de Dunns.  

Por su parte, los análisis de correlación se hicieron mediante correlación de Spearman, 

asumiendo una distribución no normal de los datos. Un valor p < 0,05 fue considerado 

significativo para todos los análisis estadísticos realizados utilizando el programa 

GraphPad Prism 6.0.  
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V. RESULTADOS 

 

Objetivo 1: Determinar la regulación de la vía esteroidogénica intestinal por GCs en la 

línea celular epitelial de colon humano. 

 

a. Cuantificación de la producción de cortisol en condiciones basales y posterior al tratamiento 

con dexametasona en los sobrenadantes de los cultivos de las células Ccd841CoN mediante 

ELISA. 

 

Para comprobar la funcionalidad de la vía de esteroidogénesis y su inducción por GC a nivel 

local intestinal en el modelo de línea celular, se determinó la producción basal y la secreción 

de cortisol inducida por el tratamiento con el GC sintético en las células epiteliales intestinales 

Ccd841CoN mediante la detección y cuantificación de éste en el medio de cultivo por ELISA 

(Fig. 5). Los resultados muestran que en la condición control sin tratamiento las células no 

producen cortisol, aun luego de transcurridas 24 horas de cultivo. Adicionalmente, el 

contenido de cortisol aumenta luego del estímulo con dexametasona 100 nM. Así, a las 3 

horas de tratamiento con dexametasona el contenido de cortisol alcanza los 900 pg/mL, a las 

6 horas los 1600 pg/mL y a las 24 horas la concentración se eleva a 5400 pg/mL, permitiendo 

concluir que la producción de cortisol es inducida por GC y sostenida durante el periodo 

experimental en este modelo. 
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Figura 5. Producción de cortisol por la línea celular epitelial de colon humano (Ccd841CoN) inducido 

por tratamiento con dexametasona. 

Concentración de cortisol detectado mediante ELISA y cuantificado en pg/mL de sobrenadante de células 

Ccd841CoN tratadas con dexametasona (100nM) por 3, 6 y 24 horas y en condición control sin tratamiento 

cultivadas durante 24 horas (Ctrl). Test estadístico ANOVA de una vía (n=3), * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 

0,001.  

 

b.  Determinación de la expresión génica de los componentes de la vía esteroidogénica 

inducida por dexametasona mediante qPCR en células Ccd841CoN.  

 

Una vez comprobada la producción de cortisol inducida por dexametasona, se la inducción de 

los componentes de la vía esteroidogénica planteada mediada por el GC sintético fue evaluada, 

además, se corroboró que dicha inducción ocurriera por la vía propuesta utilizando el 

bloqueador de GR, RU486 (Fig. 6).  

Para esto se determinó la expresión de los transcritos de los genes que componen de la vía 

esteroidogénica estudiada (GR, LRH.1, CYP11A1 y CYP11B1) y la expresión del gen 

TSC22D3 que codifica para la proteína GILZ a modo de control positivo del estímulo con 

dexametasona, puesto que este es un reconocido gen de respuesta a corticoides (24). Los 

resultados se analizaron y representaron gráficamente como expresión relativa del transcrito de 

interés respecto a un gen constitutivo, en este caso, PPIB o 18S, respectivamente. 

Observamos que la expresión de LRH-1 es inducida hasta 2 veces respecto a la condición sin 

tratamiento (Ctrl) a las 2, 4 y 6 horas de tratamiento con dexametasona, lo que indica que dicha 

inducción ocurriría en tiempos tempranos y se mantendría estable durante este lapso de tiempo 

(Fig. 6A). Sin embargo, no se observaron cambios en los niveles de transcrito de CYP11A1 ni 

para GR luego de la inducción con dexametasona a las 2, 4 o 6 horas post tratamiento (Fig. 6D 

y 6G). Además, es importante mencionar en este punto que, al igual que lo ocurrido en las 

muestras de pacientes, la enzima CYP11B1 tampoco fue detectable de manera consistente en 
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la línea celular, por ninguno de los dos métodos de cuantificación utilizados (Taqman y 

SybrGreen), por lo que es posible confirmar que la expresión de esta enzima a nivel de transcrito 

en las células Ccd841CoN se encuentra por debajo del límite de detección de la técnica. La 

inducción de la expresión del transcrito de GILZ en los tiempos de tratamiento fue de hasta 4 

veces respecto a la condición sin tratamiento (Ctrl) y ésta continuó aumentando de manera 

tiempo dependiente (Fig. 6J), lo que confirma la respuesta de las células en cultivo al 

glucocorticoide sintético. 

Respecto al efecto del bloqueador farmacológico de GR (RU486), se observa que la inducción 

de LRH-1 obtenida a las 6 horas de tratamiento con dexametasona es revertida, alcanzando 

niveles similares a los de la condición sin tratamiento cuando las células son tratadas 

previamente con el bloqueador RU486 y que por su parte el bloqueador por sí solo no tiene 

efectos sobre la expresión de dicho transcrito (Fig. 6B). Lo anterior sugiere fuertemente que la 

inducción observada de LRH-1 producida por el tratamiento con dexametasona es mediada por 

GR. 

Puesto que, ni la enzima ni GR son inducidos por el tratamiento con dexametasona, el 

bloqueador RU486 no mostró tener ningún efecto sobre la expresión de ninguno de estos 

transcritos (Fig. 6E y 6H). De la misma manera, la inducción de GILZ mediada por 

dexametasona fue revertida por el bloqueador, lo que comprueba nuevamente que la inducción 

de GILZ observada está siendo mediada por el GR (Fig. 6K).  

De la misma manera, concentraciones crecientes de dexametasona son capaces de inducir la 

expresión del transcrito de LRH-1, sin embargo, para este gen se observa que la inducción es 

independiente de la concentración puesto que, utilizando 10 nM, 100 nM o 1000 nM, la 

inducción es aproximadamente de 2 veces respecto a la condición sin tratamiento (Fig. 6C). A 

diferencia de la inducción del gen GILZ, el que si muestra ser concentración dependiente (Fig. 

6L). Los resultados mostraron además que tanto la expresión de la enzima CYP11A1 (Fig. 6F) 

como del receptor GR (Fig. 6I) no puede ser inducida por un tratamiento con dexametasona por 

6 horas aun cuando la concentración de ésta sea muy superior (1000 nM) o muy inferior (10 

nM) a la determinada como fisiológica (100 nM) para estos experimentos in vitro según 

estudios anteriores (39). Estos resultados muestran concretamente que LRH-1 es inducido a 

nivel de transcrito por dexametasona y que ésta ocurre en tiempos tempranos y requiere de la 

participación de GR, aun cuando éste no es inducido por el GC a nivel de transcrito.  
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Figura 6. Efecto de la dexametasona y el antagonista del GR (RU486) sobre la expresión relativa de 

los transcritos de LRH-1, CYP11A1, GR y GILZ. 

Cambios en la expresión del transcrito en una curva de tiempo de 2, 4 y 6 horas de tratamiento con 

dexametasona 100nM respecto a la condición sin tratamiento (Ctrl), LRH-1 (A) CYP11A1 (D) GR (G) 

GILZ (J). Efecto de RU486 en la expresión del transcrito a las 6 horas de tratamiento con dexametasona, 

LRH-1 (B) CYP11A1 (E) GR (H) GILZ (K). Efecto de la concentración de dexametasona en la expresión 

de transcritos utilizando una curva de concentración de 10 nM, 100 nM y 1000 nM respecto a la condición 

sin tratamiento (Ctrl), LRH-1 (C) CYP11A1 (F) GR (I) GILZ (L). Test estadístico ANOVA de dos vías, 

(n=3), * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001. 

 

A 

 

 

 

 

D 

 

 

 

 

G 

 

 

 

 

 

J 

B 

 

 

 

 

E 

 

 

 

 

H 

 

 

 

 

 

K 

C 

 

 

 

 

F 

 

 

 

 

I 

 

 

 

 

 

L 



38 
 

 

c.  Determinación de la expresión proteica de LRH-1 inducida por dexametasona mediante 

Western Blot en células epiteliales intestinales (Ccd841CoN).  

 

Una vez determinada la inducción del transcrito de LRH-1 mediado por dexametasona 

como componente regulador de la vía esteroidogénica intestinal in vitro, evaluamos la 

traducción de ésta inducción a nivel de proteína, de manera de comprobar que este factor 

transcripcional se exprese a nivel de proteína pudiendo ser funcional y ejerciendo su efecto 

sobre la regulación de las enzimas esteroidogénicas como ha sido reportado (37,40)  

Lo que se muestra en la Fig. 7 es que al tratar las células con dexametasona 100nM por 8 

horas (Dex 8) observamos una inducción significativa de LRH-1 a nivel de proteína 

respecto a la condición control sin tratamiento (Ctrl) y de la misma manera que se observó 

a nivel de transcrito, esta inducción es revertida cuando las células son pre-tratadas con el 

bloqueador RU486 (D8 + RU). Por otra parte, RU486, a pesar de mostrar una leve 

inducción mediante la observación a simple vista de la banda, no tendría la facultad de 

inducir cambios significativos en la expresión de la proteína de interés (p=0,3702) (Fig. 

7A y 7C). 

Cuando las células Ccd841CoN fueron estimuladas por 24 horas con dexametasona, en 

presencia o ausencia del bloqueador RU486, no se observaron diferencias significativas 

en la expresión de la proteína LRH1 respecto a la condición control sin estimulo. (Fig. 7B 

y 7C). A modo de control de especificidad para el anticuerpo, una proteína recombinante 

comercial de LRH-1 fue utilizada, detectándose a un peso molecular superior a la proteína 

endógena, debido a la existencia de una etiqueta o tag GST acoplado a la proteína 

recombinante (agrega 26 KDa extra a la proteína de peso 62 KDa) (Fig. 7B).  

En conclusión, estos resultados muestran que la inducción de LRH-1 mediada por 

dexametasona a nivel de transcrito se traduce en la proteína del factor transcripcional 

LRH-1 y que, por lo tanto, tendría la facultad de regular la expresión de las enzimas 

esteroidogénicas y ejercer sus efectos conocidos a nivel de proliferación celular como ha 

sido demostrado en estudios anteriores.  
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Figura 7. Evaluación y cuantificación de la inducción de la proteína LRH-1 por dexametasona 

mediante Western Blot en células CCd841CoN.   

Cambios en la expresión de la proteína LRH-1 en células Ccd841CoN tratadas por 8 o 24 horas con 

dexametasona 100nM por si sola (Dex 8, Dex 24), pre-incubadas con bloqueador farmacológico de GR, 

RU486, por 1hr para posterior tratamiento con dexametasona (D8+ RU o D24 + RU) y RU486 por si solo 

por ambos tiempos (RU 486), comparados respecto a una condición control sin tratamiento (Ctrl). Se utilizó 

β-actina como control de carga y proteína recombinante de LRH-1 como control de especificidad de la banda 

detectada (RP+ Tag) (A y B). Cuantificación de las bandas para LRH-1 detectadas en A normalizadas frente 

al control de carga, expresadas en porcentaje respecto a la condición control sin tratamiento (Ctrl) 

establecida como 100% (C). Test estadístico ANOVA de una vía con post test de Bonferroni. (n=5), ** p< 

0,01 

 

 

d. Análisis de la interacción entre GR y promotor de LRH-1 mediada por GC mediante 

inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) en la línea celular de colon humano.  

 

Luego de comprobada la inducción de LRH-1 mediada por dexametasona/GR tanto a nivel 

de transcrito como de proteína, la interacción directa entre estos componentes reguladores 

de la vía esteroidogénica intestinal (GR y promotor del gen LRH-1) fue evaluada. De esta 

manera buscamos comprobar la regulación que podría ejercer el GR sobre el factor 

transcripcional que comandaría la vía de producción de cortisol a nivel intestinal (LRH1) 

a través de una unión directa a su promotor como se ha visto que ocurre con otros factores 

transcripcionales regulados por GR (2,16). 

 

 El diagrama representativo del promotor de LRH-1 (Fig. 8A) indica los sitios GRE que 

A B 

C 
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fueron evaluados mediante qPCR. Estos sitios fueron elegidos utilizando los criterios 

descritos en la sección de metodología 10.a y fueron flanqueados por los primers descritos 

en la Tabla 3 de la misma sección. La fragmentación de la cromatina luego de la extracción 

y sonicación de la misma según lo descrito en la sección 10.b fue evaluada mediante la 

visualización de los fragmentos en un gel de agarosa al 1%, identificándose fragmentos 

de entre 100 y 500 pb en ambas replicas, siendo esta la fragmentación adecuada para la 

realización de la inmunoprecipitación de cromatina (Fig. 8 B). Luego de la 

inmunoprecipitación de la cromatina utilizando el anticuerpo anti-GR y el anticuerpo anti-

IgG como control de isotipo se calcularon las veces de enriquecimiento relativo (Fold 

enrichment) que tuvieron los GREs indicados al ser inmunoprecipitados con cada uno de 

los anticuerpos mencionados, normalizando frente al input de DNA utilizado y luego 

frente a la condición control sin tratamiento (Ctrl). Se observa un enriquecimiento en los 

GRE localizados en las posiciones -206 u -1322 de 0,6 y 0,8 veces, respectivamente, al 

inmunoprecipitar con el anticuerpo anti-GR, enriquecimiento que no se observa al 

inmunoprecipitar con el control de isotipo. Por el contrario, para los otros dos sitios 

evaluados (-2095 y -3389) se observa un enriquecimiento menor a 0,5 veces al 

inmunoprecipitar con el anticuerpo anti-GR y, además, este resulta ser similar al obtenido 

al inmunoprecipitar con IgG, lo que no permite comprobar la especificidad del 

enriquecimiento en estos casos. De manera de controlar la activación de GR, se evaluó el 

enriquecimiento del GRE del gen de GILZ a modo de control positivo (Fig. 8 C y Fig 

Sup.3) lo que permite confirmar la respuesta esperada de las células tratadas con el 

corticoide sintético. Todo lo anterior permite sugerir que los GRE encontrados en el 

promotor de LRH-1 (-206 y 1322) serían funcionalmente activos en respuesta a la 

estimulación por dexametasona. Repeticiones de este experimento serán necesarias para 

confirmar estos resultados. 
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Figura 8. Inmunoprecipitación de cromatina acoplado a PCR cuantitativo (qPCR) para evaluación de la unión 

del receptor de glucocorticoides (GR) a elementos de respuesta (GRE) identificados en el promotor del gen 

NR5A2 (LRH-1) y GILZ. Esquema representativo de los GRE evaluados encontrados en las posiciones indicadas en 

el promotor del gen NR5A2 (LRH-1) (A). Fragmentación de cromatina para N=2 en condiciones control sin 

tratamiento (Ctrl) y tratamiento con dexametasona 2 horas (Dex 2) evaluada mediante gel de agarosa 1% (B). 

Enriquecimiento con el receptor de glucocorticoides (GR) en 4 sitios GRE evaluados en el promotor de LRH-1, 

ubicados en las posiciones indicadas en pares de bases (pb) respecto al inicio de la transcripción (-206, -1322, -2095, 

-3389) y en el GRE de GILZ, normalizando lo obtenido en la condición con tratamiento con dexametasona por 2 horas 

frente a la condición control sin tratamiento al inmunoprecipitar con el anticuerpo para control de isotipo (IgG) en gris 

y con el anticuerpo del receptor de glucocorticoides (GR) en negro. (n=1) 
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Objetivo 2. Caracterizar los componentes de la vía esteroidogénica y evaluar producción de 

cortisol dependiente de la regulación de GR/LRH1 inducida por dexametasona en la 

mucosa intestinal de pacientes con CU clasificados según su respuesta al tratamiento con 

GC.  

 

 La tabla 4 detalla la información clínica y epidemiológica de los pacientes enrolados hasta 

la fecha. (Debido a que el número de pacientes reclutados por grupo es menor a lo 

necesario según el cálculo muestral en la sección 1.a de metodología, 10 por grupo, el 

presente proyecto fue catalogado como estudio piloto o de prueba de concepto). 

 

Tabla 4. Datos epidemiológicos y clínicos de los pacientes incluidos en el estudio. Se describen las características 

de individuos sanos, pacientes con CU respondedores, refractarios, dependientes.   

 

Individuos 

Sanos n=6

Respondedor 

n=11

 Refractario 

n=4

Dependiente 

n=3

 Respondedor 

n=5

Refractario 

n=3

Dependiente 

n=2

Género (F/M) 3/3 6/5 2/2 3/0 3/2 1/2 2/0

Edad, en años (mediana, rango)  55 (41-61) 30,5 (19-61) 28 (20-37) 39 (23-40) 31 (19-61) 30 (20-37) 39,5 (39-40)

Duración de la enfermedad, en 

años (mediana, rango)

- 2 (0-20) 1 (1-2) 3 (3-13) 1 (0-3) 1 (1-2) 8 (3-13)

Indice de Mayo clínico (mediana, 

rango)

- 4(2-8) 3,5(2-7) 5(5) 0(0) 8(0-8) 4(4)

Indice de Mayo endoscópico 

(mediana, rango)

- 2 (2-3) 2,5(2-3) 2(2-3) 0(0) 2(0-3) 2,5(2-3)

Tratamiento, n 

5-ASA - 10 3 2 1 1 1

Mesalazina - - 1 - - - -

Azatioprina - 1 - 2 4 - 2

Infliximab - - - - - 1 -

Corticoides - - - - - 2 -

Sin tratamiento 6 - - - - - -

Análisis anatomo-patológico, n

Infiltrado inflamatorio (0/1/2/3) (1/0/0/0) (0/2/4/5) (0/1/2/1) (0/0/1/2) (0/5/0/0) (1/0/1/1) (0/0/2/0)

PMN (0/1/2/3) (1/0/0/0) (0/3/6/2) (0/1/2/1) (0/0/1/2) (4/1/0/0) (1/2/0/0) (1/1/0/0)

Plasmocitos (0/1/2/3) (0/1/0/0) (1/0/5/5) (0/0/4/0) (0/0/1/2) (0/5/0/0) (1/0/1/1) (0/0/2/0)

Eosinófilos  (0/1/2/3) (1/0/0/0) (1/3/7/0) (0/1/2/1) (1/0/2/3) (0/5/0/0) (0/2/1/0) (0/2/0/0)

Linfocitos  (0/1/2/3) (0/1/0/0) (0/3/8/0) (0/1/3/0) (1/0/2/0) (1/4/0/0) (0/3/0/0) (0/2/0/0)

Dif. Epitel (0/1/2/3) (0/0/0/1) (1/3/6/1) (0/1/1/2) (0/1/2/0) (0/0/2/3) (0/2/0/1) (0/2/0/0)

Microabsceso (si/no) (0/1) (4/7) (2/2) (2/1) (0/5) (1/2) (0/2)

Criptitis (si/no) (0/1) (11/0) (4/0) (3/0) (1/4) (2/1) (1/1)

Actividad (0/1/2/3) (1/0/0/0) (0/3/4/4) (0/1/2/1) (0/0/1/2) (1/4/0/0) (2/1/0/0) (1/1/0/0)

Fibrosis (0/1/2/3) (1/0/0/0) (4/6/1/0) (1/2/0/1) (1/1/0/1) (3/2/0/0) (3/0/0/0) (1/1/0/0)

Colonoscopía 1 Colonoscopía 2
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a. Cuantificación de la producción de cortisol en condiciones basales y posterior al tratamiento 

con dexametasona y bloqueadores farmacológicos específicos contra GR y LRH-1 (RU486 y 

SR1848, respectivamente) en los sobrenadantes de los explantes de mucosa cultivados ex vivo 

mediante ELISA. 

 

La producción de cortisol de la mucosa intestinal de pacientes (cultivo ex vivo de biopsias 

intestinales durante 24 horas) (Fig. 9), determinada por ELISA en el sobrenadante, mostró 

niveles indetectables en la condición control (sin tratamiento) para la mayoría de las 

muestras de todos los grupos de estudio (individuos control, pacientes respondedores, 

cortico-refractarios y dependientes). El tratamiento con dexametasona durante 24 horas 

provocó un aumento en la producción de cortisol de manera significativa en el grupo de 

individuos sanos y pacientes respondedores (muestras de la primera colonoscopía) (Fig. 

9A). En el caso de muestras de pacientes refractarios y dependientes, la producción de 

cortisol tiende a ser mayor luego del tratamiento con dexametasona que la condición 

control, sin embargo, estas diferencias no son estadísticamente significativas, ni en la 

colonoscopía 1 (p= 0,1250 y p= 0,2500, respectivamente) ni en la colonoscopía 2 (p= 

0,1250 y p= 0,5000, respectivamente) (Fig. 9A) 

Los datos expuestos demuestran la capacidad esteroidogénica de la mucosa intestinal, 

inducida por dexametasona, tanto en un estado fisiológico como patológico (inflamación). 

Adicionalmente, al comparar la producción de cortisol inducida por el GC en la mucosa 

de pacientes respondedores antes (inflamada, colonoscopía 1) y después de la terapia 

(sana, colonoscopía 2), la capacidad esteroidogénica estaría intacta, con una tendencia a 

una producción menor cuando el tejido se encuentra sano v/s inflamado (Fig 9A). 

Para determinar la participación del GR y del factor de transcripción LRH-1 en la 

producción de cortisol intestinal inducida por dexametasona, los inhibidores RU486 (Fig. 

9B) y SR1848 (Fig. 9C) fueron capaces de disminuirla en individuos sanos y en la mucosa 

inflamada (colonoscopía 1) de pacientes respondedores de manera significativa. En la 

mucosa recuperada de los pacientes respondedores (colonoscopía 2), una tendencia a la 

disminución fue observada (p=0,1250 y p=0,0625), la que no se observó para los grupos 

de pacientes refractarios (p=0,5000/0,6250 y p=0,3750/0,6250) o dependientes 
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(p=1,0000/0,5000 y p=0,5000/0,5000) del tratamiento en ninguna de las dos tomas de 

biopsia colonoscópica. Estos resultados indican que, en estos últimos grupos descritos, a 

diferencia de individuos sanos y pacientes con CU respondedores, los bloqueadores de la 

vía esteroidogénica empleados no son capaces de ejercer un efecto a nivel de la producción 

de cortisol endógena que está siendo mediada por dexametasona. Estos resultados 

demuestran que, en la mucosa intestinal, la producción de cortisol inducida por 

dexametasona es mediada por GR y LRH-1 y que los pacientes con CU refractarios y 

dependientes podrían tener alteraciones en este nivel de la vía esteroidogénica, lo que 

afectaría la respuesta que puedan tener a la terapia con GCs. 
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Figura 9. Efecto de la dexametasona, el antagonista del receptor de glucocorticoides (RU486) e 

inhibición del factor transcripcional LRH-1 (SR1848) en la producción de cortisol en la mucosa de 

pacientes con CU. 

Producción de cortisol en pg/mL medida el sobrenadante de las biopsias intestinales tomadas en la primera 

(colonoscopía 1) y segunda (colonoscopía 2) colonoscopía realizada a pacientes con CU, tratadas ex vivo 

con dexametasona (Dexa) durante 24 horas (A) y/o RU486 (B) o SR1848 (C) durante 24 horas según lo 

indicado en el gráfico.  ANOVA de una vía no paramétrico (Kruskal Wallis), *p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 

0,001 en (A). Test pareado no paramétrico (Wilcoxon) para comparaciones en los grupos IS (individuo sano) 

(n=3), respondedores (n=8) refractarios (n=4) y dependientes (n=2) en (B) y (C), * p value < 0,05. 
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b. Determinación de la expresión de los componentes de la vía esteroidogénica (GR total, 

GRβ, LRH-1, CYP11A1 y CYP11B1) a nivel de transcrito mediante qPCR, en la mucosa 

intestinal de pacientes con CU. 

 

Una vez caracterizada la producción de cortisol mediada por dexametasona en los 

pacientes con CU y al analizar las diferencias existentes entre grupos, la caracterización 

de los principales componentes de la vía esteroidogénica intestinal fue determinada en 

biopsias de mucosa intestinal (Fig. 10). 

Al analizar los niveles del transcrito del factor transcripcional LRH-1 (Fig. 10A) se 

observó un mayor contenido en la mucosa sana de individuos control que en los pacientes 

respondedores, cortico-refractarios y dependientes, sin embargo, solo se identifican 

diferencias significativas al comparar la mucosa de individuos sanos respecto a pacientes 

con CU respondedores al tratamiento. Al comparar a los individuos sanos con el grupo 

refractario al tratamiento es posible apreciar una tendencia clara de inferioridad en la 

expresión de LRH-1, aunque ésta no resulta estadísticamente significativa (p=0,0571 IS 

v/s Ref). Por su parte, al comparar la expresión del mismo entre grupos de pacientes, es 

posible observar una tendencia (no significativa) que podría indicar una menor expresión 

del transcrito en los grupos de pacientes que resultan tener una respuesta no deseada al 

tratamiento con corticoides versus pacientes respondedores (p=0,2601 Resp v/s Ref y p= 

0,4363 Resp v/s Dep). Al analizar el contenido del transcrito de LRH-1 en biopsias 

obtenidas en el seguimiento (2da colono) si bien no se observan diferencias significativas, 

se puede observar una tendencia que podría ser sugerente de mayores niveles de expresión 

en la mucosa de pacientes respondedores que en la de pacientes refractarios y dependientes 

(p=0,7857 Resp v/s Ref y p=0,3810 Resp v/s Dep). Cabe destacar, que al comparar la 

expresión de LRH-1 entre la mucosa de los pacientes respondedores obtenida de la 

primera colonoscopía (mucosa inflamada) con la misma en la mucosa obtenida en la 

segunda colonoscopía (mucosa sana) la expresión de LRH-1 parece mayor en el periodo 

refractario de la enfermedad (p= 0,0559 Resp col 1 v/s Resp col 2), pudiendo alcanzar 

niveles similares a lo observado para los individuos sanos. 

En lo que se relaciona con la expresión del transcrito de las enzimas esteroidogénicas en 

estudio, CYP11B1 y CYP11A1, es importante destacar en primer lugar que la expresión 

de la enzima CYP11B1 fue indetectable por el método de qPCR utilizado, probablemente 
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debido a que la expresión de esta enzima es muy baja en el tejido ensayado y se encontró 

por debajo del límite de detección tanto utilizando reactivo SybrGreen como sondas 

Taqman. Respecto a la enzima CYP11A1 (Fig. 10B), en este caso los niveles de expresión 

de la enzima esteroidogénica resultaron ser muy bajos en todos los grupos de estudio 

(orden de 10 -7) y tener elevada dispersión de los datos. Para este caso, no se observaron 

diferencias significativas en ninguna de las comparaciones, ni tampoco tendencias 

sugerentes estadísticamente. Sin embargo, los resultados a simple vista reportan una 

tendencia a una menor expresión de CYP11A1 en individuos sanos comparados con los 

grupos de pacientes con CU activos (colonoscopía 1) (p=0,2091 IS v/s Resp, p=0,6286 IS 

v/s Ref y p= 0,4000 IS v/s Dep).  

Por otro lado, la expresión de CYP11A1 en la mucosa obtenida de la segunda 

colonoscopía para los tres grupos de pacientes muestra también una tendencia a ser 

inferior en la mucosa de pacientes refractarios al compararse con respondedores (p= 

0,4000 Resp v/s Ref) y aumentada en la mucosa de pacientes dependientes al compararse 

con los clasificados como respondedores (p=0,2667 Resp v/s Dep).  

La expresión de la totalidad de las isoformas de GR, GR total, (Fig. 10C) mostró una 

tendencia de menor contenido en la mucosa intestinal de pacientes con CU de manera 

general al compararse con el grupo control de individuos sanos. Esta tendencia es todavía 

más sugerente en la mucosa de pacientes refractarios a la terapia (p=0,2091 IS v/s Resp, 

p=0,0571 IS v/s Ref y p=0,2000 IS v/s Dep). Al observar los niveles de expresión entre 

los grupos de pacientes se aprecia que tanto cuando la mucosa de los pacientes 

respondedores está inflamada (colonoscopía 1) como cuando ésta ha sanado luego del 

tratamiento (colonoscopía 2) GR total tiende a expresarse más en estos pacientes que en 

la mucosa de los pacientes refractarios (p=0,2601 Resp v/s Ref col 1 y p=0,5714 Resp v/s 

Ref col 2). A su vez, la expresión de GR en los pacientes dependientes también podría 

tener una tendencia similar, sin embargo, con el número de pacientes reclutados en este 

grupo (Dep) y la dispersión de los datos registrados hasta ahora no es posible describirla. 

Evaluamos, además, la expresión de una isoforma específica de GR, la que ha sido descrita 

como dominante negativa de los efectos del receptor (21). En este caso, tampoco se 

observaron diferencias significativas entre los grupos y a igual que en el caso de la enzima 

CYP11A1 los datos mostraron elevada dispersión, sin embargo, se puede destacar que a 

diferencia de los demás transcritos evaluados, la isoforma β del receptor de 
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glucocorticoides (GRβ) (Fig. 10D) mostró una tendencia a expresarse en menor cantidad 

en la mucosa de individuos sanos al compararse con la mucosa de pacientes respondedores 

tanto inflamada (p= 0,4818 IS v/s Resp col 1) como recuperada (p= 0,4000 IS v/s Resp 

col 2).   

Por otra parte, al normalizar la expresión de GRβ frente a la expresión de GRt mediante 

el cálculo de una razón (GRβ/GRt) (Fig Sup. 1) para los valores obtenidos en ambos 

transcritos, se observa una tendencia que indica que la razón calculada estaría aumentada 

en la mucosa de los pacientes que no responden adecuadamente al tratamiento al realizar 

la misma comparación anterior. Aún más, al comparar a los individuos sanos con los 

pacientes respondedores al tratamiento la diferencia resulta significativa (p= 0,0091 IS v/s 

Resp col 1). Esta razón fue calculada en base a datos bibliográficos con la intención de 

acercarse al cálculo sugerido de una razón GRβ/GRα (31,41).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

Para cada uno de los genes descritos en esta sección se graficó la comparación de la 

expresión transcripcional entre la colonoscopía 1 y la colonoscopía 2 para pacientes de un 

mismo grupo. Esto se incluyó como figura suplementaria (Fig Sup. 2) para facilitar el 

entendimiento de lo aquí descrito. 
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Figura 10. Caracterización de los componentes de la vía esteroidogénica en la mucosa de pacientes 

con CU (Resp, Ref y Dep) e individuos sanos (IS).  

Cuantificación de la expresión de los transcritos de la vía esterodogénica normalizados frente al gen 

constitutivo (PPIB o 18S) en la mucosa intestinal de individuos sanos y pacientes con CU clasificados según 

el tipo de respuesta a glucocorticoides obtenida a partir de biopsias colorectales tomadas al inicio del estudio 

(Col 1) y luego del tratamiento con GC una vez transcurridos los meses de seguimiento correspondiente a 

cada grupo (Col 2). LRH-1 (A), CYP11A1 (B), GR total (C), GRβ (D). Test estadístico ANOVA de una vía 

no paramétrico (Kruskall Wallis) y Mann Whitney para comparaciones entre 2 grupos, * p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001. (n IS=3, n Resp=8, n Ref=4, n Dep=2/ n Resp=5, n Ref=3, n Dep=2).  

Individuo sano (Sano), Respondedores (Resp), Refractarios (Ref), Dependientes (Dep). Colonoscopía 1 

(Col 1), Colonoscopía 2 (Col 2) 

 

A partir de esta cuantificación obtenida para la expresión de los componentes de la vía 

esteroidogénica a nivel de mRNA, análisis de correlación fueron realizados en la totalidad 

de los individuos analizados. Éstos arrojaron una correlación positiva estadísticamente 

significativa entre la expresión de LRH-1 y GR total en la mucosa intestinal de los 

individuos de la biopsia tomada en la colonoscopía 2 (Fig. 11) (r=0,7576; p= 0,0149 con 

LRH-1 dependiente de GRt). Por su parte, la correlación entre estos mismos componentes 
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en la biopsia obtenida en la colonoscopía 1, no resultó estadísticamente significativa, pero 

el valor p obtenido sugiere la misma correlación entre estos componentes (p=0,0778 y p= 

0,0725) (Fig Sup. 4) 

La caracterización realizada es de alta relevancia científica pues las tendencias observadas 

apuntan a posibles alteraciones en la vía esteroidogénica intestinal en la mucosa de 

pacientes con CU que podrían explicar el desarrollo del cuadro inflamatorio y/o su 

respuesta a la terapia con GCs. Además, dan cuenta de la importancia de componentes de 

la vía esteroidogénica como GR y LRH-1 y la relación entre ambos, la que fue estudiada 

en profundidad en el objetivo específico siguiente en un modelo de línea celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Correlación de la expresión de los transcritos LRH-1 y GR total en la mucosa intestinal de 

individuos sanos y pacientes con CU (índice de Spearman). Se muestra la correlación para LRH-1 

dependiente de GR total. r= 0,7576, p= 0,0149. 
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VI. DISCUSIÓN 

 

      Esta tesis contempló profundizar en el mecanismo molecular que regula la producción 

de cortisol endógeno, a nivel intestinal, inducida por el tratamiento con GCs. 

Adicionalmente, destaca la importancia de este proceso regulatorio local sobre el éxito de 

la terapia con GCs en el alcance de la remisión de la CU. Este trabajo de tesis comprende 

la primera evidencia donde fue reportada la regulación del factor transcripcional LRH-1 

inducida por GCs. Nuestros resultados en la línea celular de epitelio intestinal de colon 

humano (Ccd841CoN) demuestran que las células epiteliales intestinales producen 

cortisol endógeno de manera sostenida en el tiempo como respuesta a GCs exógenos. 

Sumado a esto, los resultados permiten concluir que los GCs exógenos inducen la 

expresión (tanto a nivel de transcrito como de proteína) del principal factor regulador de 

la esteroidogénesis intestinal, LRH-1, por un mecanismo que requiere la participación del 

GR. Además, los resultados sugieren por primera vez una interacción directa proteína-

DNA entre el GR y el promotor del factor LRH-1, y, por lo tanto, la regulación de la 

expresión de LRH-1 sería mediada directamente por GR y su ligando.  

 

       El mecanismo involucrado en la producción de cortisol en la línea celular de epitelio 

intestinal permite confirmar que lo observado no se debe a una amplificación general de 

la vía comandada por el GR, cuya expresión génica no es inducida por el tratamiento con 

corticoides. Por lo tanto, tanto la producción de cortisol como la inducción de LRH-1 

mediadas por GCs hablan de un proceso regulado en donde es necesaria la participación 

de estos componentes. 

       El factor transcripcional LRH-1 es el regulador maestro de la esteroidogénesis 

intestinal, induciendo la expresión de las enzimas CYP11A1 y CYP11B1 que participan 

en distintas etapas de la producción de cortisol (15,32,42,43). Durante la inflamación, el 

cortisol sería inducido por citoquinas por-inflamatorias como TNFα (26, 44). Dado el 

ambiente inflamatorio predominante en la CU, es esperable este tipo de regulación, no 

obstante, el hallazgo de GRE en el promotor de LRH-1 fue sugerente de la regulación por 

GC la cual fue confirmada por nuestros ensayos ex vivo e in vitro. 

En los ensayos in vitro, el contenido de CYP11A1 no cambió luego del estímulo de las 

células epiteliales con dexametasona, sugiriendo que la enzima es inducida a tiempos más 
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tardíos de lo evaluado, ya que, según ha sido reportado previamente por el grupo de 

Mueller. M y cols, la inducción de CYP11A1 y CYP11B1 mediada por PMA ocurre a las 

16 horas post-tratamiento (45).  

                Para clarificar esta interrogante, sería interesante estudiar la cinética de 

inducción mediada por GCs de los componentes estudiados, en particular CYP11A1.  

 Asimismo, para ampliar el conocimiento del mecanismo molecular que comanda la 

producción de cortisol, sería relevante evaluar la localización subcelular de los 

componentes de la vía esteroidogénica antes y después del tratamiento con dexametasona, 

tal como la de los factores transcripcionales GR y LRH-1 que luego de activarse deben 

translocar al núcleo (distribuidos en el citoplasma antes del tratamiento con el GC y que 

predominen en el núcleo luego del tratamiento para ejercer sus efectos regulatorios). 

Adicionalmente, para comprobar que la producción de cortisol en la línea celular es 

controlada por LRH-1, sería necesario evaluar a futuro el efecto del bloqueador SR-1848 

en la respuesta inducida por dexametasona. 

Por último, experimentos futuros deberían centrarse en comprobar la interacción entre GR 

y el promotor de LRH-1 en los sitios GRE aquí identificados mediante la repetición de los 

ensayos de inmunoprecipitación de cromatina. De comprobar la funcionalidad de estos 

sitios GRE y la transcripción y traducción de LRH-1 mediada por dicha interacción, 

futuros ensayos de gen reportero en la secuencia promotora como regulador serían 

necesarios. Además, se propone utilizar técnicas de mutagénesis sitio dirigida de manera 

de estudiar la estructura funcional de los GRE y posibles actividades sinérgicas o 

independientes entre ellos. 

 De esta manera, los estudios realizados permiten confirmar la activación de una 

vía esteroidogénica en células epiteliales de colon humano, que es inducida por GCs 

exógenos y donde los principales componentes regulatorios involucrados son el GR y el 

factor LRH-1 (Fig. 12), integrando aspectos de la regulación de LRH-1 sobre CYP11A1 

y la producción de cortisol previamente descrita (34,35,42). 
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Figura 12. Modelo propuesto de la vía esteroidogénica intestinal en el epitelio y su regulación por GC. Se 

representa lo observado en la línea celular epitelial intestinal de colon humano (Ccd841CoN) relativo a la unión del 

GC exógeno al receptor de glucocorticoides (GR) y la unión de este complejo (GC/GR) al promotor del gen de LRH-

1 induciendo su transcripción a nivel de transcrito y proteína para la posterior regulación de la enzima esteroidogénica 

CYP11A1 y la producción intestinal de cortisol. 

 

          En pacientes con EII, el factor LRH-1 ha sido relacionado con la producción de GCs 

endógenos en la mucosa y los efectos anti-inflamatorios e inmunosupresores, junto con la 

recuperación de la integridad de la mucosa intestinal (inductor de proliferación celular y 

de expresión de proteínas de uniones estrechas) (15). Considerando lo anterior y sumado 

a la inducción de LRH-1 mediada por GCs, es sugerente que una respuesta positiva a la 

terapia con GCs en pacientes con CU sea atribuida en parte a la inducción y función de 

LRH-1.  En particular, debido a que la sanación y recuperación de la mucosa epitelial 

intestinal podría estar mediada por LRH-1, siendo estos los aspectos que determinan el 

principal objetivo de la terapia con GCs en los pacientes para alcanzar la remisión 

endoscópica.   

       Lo anteriormente descrito, dirigió el interés hacia estudiar la expresión de los 

componentes moleculares que conforman la vía propuesta y evaluar la producción de GCs 

en la mucosa intestinal de aquellos pacientes con CU que son tratados con GCs exógenos 

y que además pueden presentar distintas respuestas a esta terapia. De este modo, la 

caracterización de los principales componentes de la vía de la esteroidogénesis en la 
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mucosa intestinal de individuos sanos y pacientes chilenos con CU sugiere su inducción 

por la terapia con GCs recibida, la cual es claramente diferente entre los grupos control y 

pacientes (más sutiles entre subgrupos de pacientes haciendo necesario aumentar el 

número de muestras). 

        La determinación de la producción de cortisol intestinal en los individuos sanos y 

pacientes con CU demostró niveles basales bajos (e incluso indetectables) similar a lo 

reportado previamente (14). Cabe destacar, que este es el primer estudio de medición de 

cortisol en mucosa intestinal de pacientes con EII, Adicionalmente, los niveles séricos de 

cortisol normalizados a deshidroepiandosterona (DHEA) en pacientes con EII, 

(normalización que permite determinar la concentración libre y funcional de cortisol) 

(cortisol/DHEA) es mayor en pacientes con CU comparada con individuos control y aún 

más en aquellos pacientes previamente sometidos a terapia con GCs (46). Estos 

antecedentes sugieren que la producción de cortisol en la mucosa intestinal puede verse 

reflejado a nivel sistémico. El análisis de cortisol en el plasma de los pacientes con CU 

reclutados está siendo realizado actualmente por nuestro laboratorio. 

Cabe destacar que futuros análisis contemplan la validación del método de detección de 

cortisol mediante ELISA utilizando la detección por Espectrometría de masas, esto debido 

a que en el último tiempo se han presentado discrepancias en el mundo científico respecto 

a los métodos de detección implementados para este tipo de determinaciones (60).  

Adicionalmente, el tratamiento con dexametasona indujo la producción de cortisol por la 

mucosa intestinal ex vivo, tanto en individuos sanos como en pacientes respondedores a la 

terapia, como también refractarios o dependientes (menor que grupos control y CU 

respondedores). Los bloqueadores farmacológicos utilizados, RU486 y SR1848 (para GR 

y LRH-1 respectivamente), fueron efectivos para inhibir exclusivamente la producción de 

cortisol en pacientes respondedores. Estos resultados sugieren fuertemente que tanto el 

GR como el factor transcripcional LRH-1 estarían directamente relacionados con la 

producción de cortisol endógeno inducida por GCs en pacientes con CU y, además, los 

pacientes que no responden adecuadamente a la terapia presentarían alteraciones en la vía 

de producción de cortisol. Tales como las ya mencionadas respecto a polimorfismos en el 

GC o mutaciones en enzimas involucradas en el metabolismo de GC como la p-

glicoproteína, pero también por una disminución de la expresión de estos componentes en 

la mucosa, lo que que podría ir en desmedro de la correcta regulación de la 
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esteroidogénesis. 

         Los antagonistas utilizados inhiben la actividad de sus moléculas blanco; RU486 

(mifepristona, un antagonista competitivo de GR), puede unirse con mayor afinidad 

(constante de disociación de kD ≤ 10 -9 M)  en comparación a la dexametasona (constante 

de discociacion kD = 10-8 M) (47), inhibiendo completamente la unión del agonista, 

provocando un impedimento estérico y funcional que evitará la unión de sus ligandos 

naturales e inhibiendo toda actividad del GR (48). La molécula SR1848 ha sido 

caracterizada como un potente inhibidor o agonista inverso de la actividad de LRH-1, 

puesto que provocaría la rápida traslocación hacia el citoplasma, impidiendo sus acciones 

a nivel transcripcional, lo que es traducido en una disminución de genes involucrados en 

múltiples procesos fisiológicos (enzimas esteroidogénicas CYP11A1 y CYP11B1) 

(42,49).  

Ambos bloqueadores inhiben (mediante mecanismos moleculares diferentes) etapas 

claves de la vía esteroidogénica en los cultivos de mucosa ex vivo. Debido a que la 

producción de cortisol no fue significativamente disminuida por los antagonistas en la 

mucosa de los pacientes refractarios y/o dependientes de la terapia con GCs, se podría 

sugerir que existen mecanismos alternativos en la producción de cortisol intestinal en estos 

grupos de pacientes, como aquellos atribuibles exclusivamente al ambiente inflamatorio. 

 La expresión del transcrito del factor LRH-1 está disminuida en la mucosa 

inflamada de pacientes con CU al compararse con individuos sanos, concordando con 

reporte previo (15), con una tendencia a una expresión menor en la mucosa de pacientes 

que no responden adecuadamente al tratamiento (respecto a control y pacientes 

respondedores), sugiriendo que la menor expresión del factor de transcripción impacta 

sobre la producción de GCs endógenos, así como también la proliferación celular e 

integridad de la barrera epitelial intestinal.  

           El contenido de GR en la mucosa intestinal, tiende a ser menor en pacientes 

respondedores a la terapia comparado a individuos sanos, posiblemente debido a la 

condición inflamada de la mucosa intestinal de pacientes con CU. En este sentido, se ha 

visto que el TNFα (contribuye fuertemente a la progresión de la CU) es capaz de inducir 

la producción de GCs a nivel local en el intestino como un mecanismo inmunosupresor 

(26), y es posible que en el ambiente inflamatorio con niveles de TNFα elevados en etapa 

activa (29) induzca la producción de cortisol endógeno, lo que provocaría la consecuente 
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disminución de los niveles de GR como un mecanismo de regulación negativa 

previamente reportada en líneas celulares, modelos murinos y células sangre periférica 

humana (50). 

Cabe destacar, que reportes anteriores no identificaron diferencias entre individuos sanos 

y pacientes con EII en la expresión de GR total evaluada tanto en mucosa intestinal como 

en sangre periférica, sin embargo, este mismo reporte si identificó diferencias en la 

expresión de GR total en la mucosa de pacientes respondedores comparado con pacientes 

refractarios a la terapia con GC (51), lo que también fue sugerido en esta tesis a partir de 

las tendencias observadas entre los grupos. Adicionalmente, el mismo reporte previo no 

registra diferencias en la expresión de GR post tratamiento con esteroides (51), lo que 

también estaría relacionado con las observaciones de esta tesis (en el modelo de línea 

celular). 

 En conjunto, la menor expresión en LRH-1 y GR en pacientes no respondedores a 

la terapia con GCs, podría explicar la menor producción de cortisol inducida por 

dexametasona en la mucosa ex vivo (junto con un efecto parcial de los antagonistas sobre 

la respuesta evocada por GCs).  

 La correlación positiva observada entre los niveles de mensajero de los distintos 

componentes de la vía esteroidogénica en mucosa, muestra que LRH-1 es dependiente de 

la expresión de GR, lo cual concuerda con nuestra propuesta y con la regulación directa 

de LRH-1 por GR observado en la línea celular (efecto de RU486 sobre la inducción de 

LRH-1 y ensayos inmunoprecitación de cromatina).  

 La expresión de CYP11A1 fue baja sin encontrar diferencias entre los grupos, no 

obstante, la mayor expresión de LRH-1 en la mucosa de individuos sanos comparado con 

pacientes respondedores no se relaciona con la expresión de CYP11A1 observada. El 

trabajo de Mueller. M y cols describe que el tratamiento de la línea celular epitelial de 

intestino murino (mICcl2) con PMA induce la expresión de CYP11B1 y no de  CYP11A1 

(mediada por la proteína kinasa C, PKC), sin embargo el PMA induce sinérgicamente la 

expresión de ambas enzimas en células que sobre-expresan LRH-1 (45) esto podría sugerir 

que las enzimas esteroidogénicas serían reguladas independientemente y por mecanismos 

alternativos y posiblemente podrían requerir de co-reguladores (que actúen en conjunto 

con LRH-1 para inducir su expresión). Adicionalmente, la expresión de ambas enzimas 

esteroidogénicas en la mucosa intestinal puede ser inducida por la activación de células T 
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(mediante αCD3) con un impacto directo en la producción de cortisol local (52), 

demostrando la participación  de mecanismos alternativos en este proceso.  

Adicionalmente, la expresión del transcrito CYP11B1 fue indetectable en la mucosa 

intestinal de pacientes, similar a lo reportado en pacientes y modelos murinos (15,52), al 

igual que en la expresión de CYP11A1 (14). El contenido de CYP11B1 indetectable 

podría atribuirse a mecanismos moleculares, como una baja estabilidad del mRNA; puesto 

que se ha reportado que una deleción del C´ terminal del mRNA de CYP11B1 incrementa 

su estabilidad in vitro (53). Sin embargo, ambas enzimas fueron identificadas en la mucosa 

de individuos sanos y pacientes con CU mediante técnicas de inmunohistoquímica 

realizadas en nuestro laboratorio (parte de proyecto en curso, ver Anexo 3). Así, la 

detección escasa de estas enzimas a nivel de transcrito no necesariamente representa la 

expresión de la proteína o su funcionalidad en la producción de cortisol. 

 Asimismo, otras funciones han sido atribuidas al LRH-1 a nivel intestinal, tal como 

la proliferación celular (regulación de ciclinas D1 y E1 en sinergia con β-catenina) (15,49), 

y su implicancia en la mantención de la integridad de la barrera epitelial intestinal y 

protección a daño o muerte celular en un ambiente inflamatorio (37). Adicionalmente,  

LRH-1 podría regular la expresión de otras enzimas esteroidogénicas como CYP17 

(participa en la diferenciación de células mesenquimales a esteroidogénicas) en otros 

órganos esteroidogénicos (e.g., gónadas) (40).  

          La vía CYP1A1 y CYP1B1 estarían involucradas en la polarización de macrófagos 

a un perfil M2 mediada por IL-13 (predominante en la mucosa intestinal inflamada de CU) 

y LRH-1, induciendo el ligando de PPARγ (15-HETE) crucial en este proceso (54). 

Todos estos antecedentes dan cuenta de múltiples mecanismos de regulación de LRH-1 y 

las enzimas esteroidogénicas, los que podrían explicar la variabilidad respecto a la 

expresión de estos componentes en la mucosa intestinal. Aún cuando el rol principal de 

LRH-1 es la inducción de la expresión génica de ambas enzimas, otros mecanismos 

podrían estar influyendo en un sistema complejo (biopsia colonoscópica con múltiples 

tipos celulares, contexto inflamatorio y autoinmune implicado en la patología). 

         La expresión génica de la variante de GRβ en la mucosa de los pacientes con CU fue 

menor al GR total, concordante con lo caracterizado previamente en líneas celulares como 

HeLa y CEM-C7 y otros tejidos como hígado, cerebro, pulmón, corazón y músculo 

esquelético (21,51). Adicionalmente, GRβ está elevada en células mononucleares de 
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sangre periférica y en la mucosa intestinal de pacientes con EII, posiblemente provocado 

por las citoquinas pro-inflamatorias predominantes que alterarían el mecanismo de corte 

y empalme alternativo de GR (55). Así, niveles de GRβ elevados han sido directamente 

relacionados a la resistencia a GCs en variadas patologías inflamatorias (31,41,56). Los 

resultados obtenidos muestran que la expresión génica de GRβ tiende a ser mayor 

pacientes con CU respondedores a la terapia comparado a individuos sanos; sin embargo, 

para los otros grupos (pacientes refractarios y dependientes) no son diferentes al grupo 

respondedor. La incorporación de un mayor número de pacientes es clave para obtener 

conclusiones respecto de la posible importancia de la expresión de GRβ en la cortico-

resistencia, ya que además, existen reportes anteriores donde tampoco se encontraron 

diferencias en la expresión de GRβ entre pacientes respondedores y refractarios (51) lo 

que ha puesto a la asociación entre expresión de GRβ y cortico-resistencia en una posición 

controversial. Debido a que la actividad trans-represional de GRβ ha sido demostrada en 

células COS-7 (57), donde se sobreexpresó alcanzando niveles mucho mayores respecto 

a  la baja expresión basal detectada en este y otros estudios (20,51). Además esto se 

contradice con lo encontrado por Brogan et al donde GRβ no inhibe la trans-represión de 

AP-1 y NFκB mediada por GRα en el mismo tipo celular, incluso al sobre-expresarse 10 

veces (58). 

          Durante el desarrollo de este trabajo, la expresión de GRα no fue posible detectar 

en la mucosa intestinal debido a que no existen metodologías validadas que permitan 

identificarla y diferenciarla de las demás isoformas mediante qPCR. Por lo tanto, la razón 

GRβ/GRt fue determinada para comparar la expresión de las isoformas de GR en cada 

grupo, permitiéndonos demostrar que GRβ/GRt fue mayor en pacientes con CU 

respondedores vs. individuos sanos, concordando con lo reportado anteriormente para una 

expresión de GRβ y GRβ/GRα mayor en pacientes con EII respecto a los individuos sanos 

(53) (no se observaron diferencias en GRβ/GRt entre los otros grupos de pacientes, debido 

a un n bajo). 

 Como parte del seguimiento de los pacientes incluidos en este estudio, una segunda 

colonoscopia fue realizada para evaluar los cambios en la mucosa intestinal luego del 

tratamiento con GCs, demostrando que la mucosa de pacientes con CU respondedores 

(aunque recuperada debido a una respuesta exitosa y en remisión), no necesariamente es 

comparable a la de un individuo sano, pudiendo existir lesiones y/o diferencias a nivel 
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anatómico, tisular, microscópico o incluso molecular que persisten en estas condiciones 

(Tabla 4). El análisis de expresión génica en las muestras disponibles de este seguimiento 

sugiere que el tratamiento con GCs produciría cambios en la expresión de algunos 

componentes en la mucosa intestinal de pacientes con CU con tendencias diferentes entre 

los grupos estudiados (Fig. suplementaria 2). La expresión de los componentes estudiados 

podría verse afectado por el daño en la mucosa epitelial intestinal provocado por la 

ulceración del tejido, reflejado en las características anatomopatológicas (criptitis, 

microabsesos o la diferenciación epitelial disminuida) observada en la mucosa inflamada 

de los pacientes respondedores, refractarios y dependientes en la colonoscopía 1 

(parámetros que se mantuvieron alterados en la colonoscopía 2 de pacientes refractarios y 

dependientes). A pesar de que el número de pacientes reclutados hasta la fecha no permite 

sacar conclusiones al respecto, el seguimiento realizado es relevante, dado que permitirá 

obtener información de la expresión génica de estas moléculas en la mucosa intestinal 

luego de la activación de la vía por GCs en respondedores, o no inducida adecuadamente, 

refractarios y dependientes. Esta caracterización de la mucosa de los pacientes en el 

seguimiento resultará útil para atribuir, a través de la expresión de los componentes de la 

vía esteroidogénica, un perfil molecular de remisión endoscópica y por lo tanto 

recuperación de la integridad epitelial (pacientes respondedores en la colonoscopía 2), o 

cuando el tratamiento no logra inducir la remisión. 

Un diagrama muestra un modelo de la mucosa intestinal y la participación de los 

componentes de la vía esteroidogénica (Fig. 13), de acuerdo a los resultados y tendencias 
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obtenidos junto con antecedentes de la literatura. 

 

 

 

Figura 13. Modelo de la participación de los componentes de la vía esteroidogénica en la mucosa 

intestinal en salud y enfermedad. El diagrama muestra la expresión de los componentes de la ruta 

esteroidogénica en la mucosa intestinal sana, inflamada de pacientes con CU activa e inflamada de pacientes 

refractarios a la terapia con GCs. La expresión de GR y LRH-1 en la mucosa sana es mayor comparado con 

la mucosa inflamada y siendo más reducida en la mucosa de pacientes refractarios a la terapia con GCs. De 

igual manera, la producción de cortisol en la mucosa intestinal sana fue mayor comparada con la mucosa 

inflamada de pacientes respondedores y refractarios.  
La expresión de las enzimas esteroidogénicas representa su regulación por LRH-1, de acuerdo a lo reportado 

en estudios anteriores (34,35,42). 

 

             Si bien, la información entregada por este estudio es novedosa y relevante para el 

conocimiento de la regulación de la vía esteroidogénica intestinal y el efecto de los GC, 

futuros experimentos serán fundamentales, tal como confirmar el contenido proteico de 

las enzimas esteroidogénicas post GCs (particularmente CYP11B1, productora directa de 

cortisol). Además, es imperativo, reclutar un mayor número de pacientes para poder 

realizar análisis estadísticos de los datos y para observar diferencias más claras respecto a 

la expresión de los componentes de la vía esteroidogénica evaluados en el presente 

estudio. Ya que al contar con la totalidad de las muestras y considerando el mecanismo 

molecular estudiado en el modelo in vitro, podría ser posible responder de manera 

concluyente a la interrogante que surge de la caracterización de la mucosa intestinal 

respecto a la expresión de los componentes de la vía esteroidogénica, en cuanto a la 

posibilidad de correlacionar una expresión disminuida en estos componentes con una 
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respuesta inadecuada al tratamiento con GCs implementado en la CU. Contar con un 

mayor número de muestras obtenidas de la colonoscopía de seguimiento (col 2) permitirá 

el estudio y caracterización de la mucosa luego de la terapia con GCs, pudiendo asociar la 

expresión de componentes de la vía como LRH-1 con la integridad de la mucosa intestinal 

(luego de la terapia), la que podría ser evaluada mediante parámetros anatomopatológicos 

y expresión de proteínas constituyentes de uniones estrechas reguladas por este factor.  

 Además, y de la misma manera en que se plantea en el modelo celular, una caracterización 

del contenido proteico y localización de los componentes a nivel de cripta y/o estroma 

(mediante IHQ o IFI) cobraría relevancia (puesto que se analizó la totalidad de la muestra, 

heterogénea en cuanto a los tipos celulares constituyentes). Además, la determinación de 

la localización sub celular (núcleo/citoplasma) de los componentes de la vía 

esteroidogénica en la mucosa de pacientes con CU es altamente relevante, ya que las 

diferencias entre grupos podría explicar los diferentes tipos de respuesta a GC y asociarlo 

con la regulación sus genes blancos. Una desregulación en cualquiera de estos niveles 

podría contribuir al efecto de refractariedad o de dependencia (observado en estos 

pacientes) lo que hace necesario su estudio y análisis en el futuro.  

 

 

Principales hallazgos 

 

1.  Determinación de la regulación de la vía esteroidogénica intestinal por glucocorticoides en 

línea celular de colon humano Ccd841CoN  

 

 Las células intestinales epiteliales Ccd841CoN producen cortisol en respuesta a 

dexametasona de manera sostenida en el tiempo estudiado. 

 La dexametasona induce la expresión del factor transcripcional LRH-1 a través de un 

mecanismo que requiere la participación de GR  

 El GR podría unirse a sitios GRE aparentemente funcionales en el promotor de LRH-1 para 

inducir su transcripción. 

 

2. Caracterizar los componentes de la vía esteroidogénica en la mucosa intestinal de pacientes 
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con CU, clasificados según respuesta al tratamiento con GC.  

 

 La caracterización de la mucosa intestinal de pacientes chilenos con CU, considerando la 

respuesta a glucocorticoides (determinada clínicamente) y su capacidad esteroidogénica 

(mediante la medición de la producción de cortisol y la expresión de los transcritos 

involucrados) fue evaluada. 

 La mucosa intestinal humana tiene la capacidad de producir cortisol ex vivo inducida por 

glucocorticoides exógenos (dexametasona). 

 La producción de cortisol inducida por glucocorticoides exógenos requiere la participación 

del receptor de glucocorticoides (GR) y el factor transcripcional LRH-1. 

 Existen diferencias posibles en la expresión de LRH-1, GRβ y GR total en la mucosa de 

individuos sanos y pacientes con CU y también entre los diferentes grupos de pacientes con 

CU evaluados. 

 

 

Conclusiones 

Recopilando los hallazgos de esta tesis aquí puntualizados junto con antecedentes anteriores, esta 

tesis permite concluir que existe una vía de producción de cortisol a nivel intestinal que puede 

ser activada por glucocorticoides exógenos constituyendo un mecanismo de retroalimentación 

positiva de la esteroidogénesis intestinal, la que, en consecuencia, podría tener una participación 

fundamental en la efectividad de la terapia con GCs en pacientes con CU. Los estudios in vitro 

aquí realizados permiten atribuirle la función regulatoria de esta vía a dos factores principales, 

GR y LRH-1, moléculas que aparentemente conversan y se correlacionan entre si y cuya 

expresión e inducción sería imperativa para la activación de esta vía. Asimismo, los estudios ex 

vivo realizados en la mucosa intestinal de pacientes con CU permite confirmar la producción de 

cortisol intestinal inducida por GCs y, además, sugieren la participación e importancia que la 

expresión de los factores GR y LRH-1 podría tener en el tipo de respuesta que tenga el paciente 

a dicho tratamiento. Por lo que, si bien se necesita reclutar y estudiar un mayor número de 

pacientes, esta tesis propone encauzar estudios futuros relacionados a la terapia con GCs en EII 

hacia la activación de la vía esteroidogénica a nivel intestinal y puntualmente la regulación y 

conversación entre los componentes aquí descritos. 
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PROYECCIONES 

 Estudiar la cinética de inducción mediada por GCs de los componentes de la vía 

esteroidogénica 

 Evaluar la localización subcelular de los componentes de la vía esteroidogénica antes y 

después del tratamiento con dexametasona. 

 Evaluar el efecto del bloqueador SR-1848 en la respuesta inducida por dexametasona para 

determinar la importancia de LRH-1 

 Comprobar la interacción entre GR y el promotor de LRH-1 en los sitios GRE 

identificados 

 Ensayos de gen reportero usando la secuencia promotora como regulador, junto con 

mutagénesis sitio dirigida de los sitios GRE para comprobar su funcionalidad. 

 Reclutar un mayor número de pacientes para realizar análisis estadísticos. 

 Estudio y caracterización de la mucosa luego de la terapia con GCs (col 2) 

 Caracterización de la expresión y localización de los componentes a nivel de cripta y/o 

estroma para diferenciar la expresión en cada área y tipo celular que conforma la muestra. 

 Estudiar la localización sub celular de los componentes de la vía esteroidogénica en la 

mucosa de pacientes con CU 
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Anexo 1  

 

 Criterio de exclusión: No serán considerados aquellos pacientes que presenten 

alguna de las siguientes características: EII no clasificable, enfermedades 

autoinmunes, alergias alimentarias severas, enfermedad celíaca, diverticulitis, 

síndrome de intestino irritable o alguna infección al momento de la evaluación.  

 

 Criterio de inclusión: Pacientes adultos que se atienden en CLC diagnosticados con 

colitis ulcerosa moderada o severa clasificada según índices de Mayo endoscópicos 

≥ 2, de los que se disponga biopsia obtenida por colonoscopía y sean clasificables 

según el tipo de respuesta al tratamiento observada. 
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Anexo 2  
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Anexo 3 

 

Anexo 3. Detección mediante IHQ de CYP11B1 (A) y CYP11A1 (B) en mucosa intestinal de 

paciente con CU.  
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Figura Suplementaria 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura Suplementaria 1. Expresión de GRβ normalizado a la expresión de GR total en la mucosa 

de individuos sanos (Sano) y pacientes con CU (Resp, Ref y Dep) en muestras obtenidas previo al 

inicio del tratamiento con GC (col 1) y posterior al tratamiento (col 2) 
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Figura Suplementaria 2 

 

Figura Suplementaria 2. Comparación pareada de la expresión de cada uno de los componentes 

de la vía esteroidogénica entre la colonoscopía 1 (1era) y la colonoscopía 2 (2da) para cada paciente 

con CU estudiado y en cada grupo de pacientes. 
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Figura Suplementaria 3

 

Figura Suplementaria 3. Enriquecimiento del GRE del gen GILZ relativo a la muestra input al 

comparar lo obtenido para la condición sin tratamiento (Control) y lo obtenido en el DNA de 

células tratadas por 2 horas con dexametasona 100 nM (100 nM Dex) a modo de control positivo. 
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Figura Suplementaria 4 

 

 

Figura Suplementaria 4. Tabla resumen de coeficientes de Spearman (r) y valores p (p) para las 

correlaciones estadísticas analizadas entre la expresión de los componentes de la via 

esteroidogénica evaluados en mucosa intestinal (biopsias colonoscópicas humanas de individuos 

sanos y pacientes con CU). 

 

 

 

 

 

 

 

Cortisol basal col 1 Cortisol basal col 2 Cortisol post-dex col 1 Cortisol post-dex col 2 LRH-1 col 1 LRH-1 col 2

LRH-1 col 1
r=-0,2078 p=0,4398 - r=0,3015 p=0,2396 - - r=0,2143 p=0,6615

LRH-1 col 2
- r=-0,3206 p=0,3664 - r=-0,1879 p=0,6032 r=-0,1190 p=0,7930 -

GR total col 1
r=-0,1358 p= 0,6032 - r=0,0 p= 1,000 - r=0,4262 p=0,0778 -

GR total col 2
- r=-0,1119 p=0,7589 - r=-0,1636 p= 0,6567 - r=0,7576 p=0,0149 

CYP11A1 col 1
r= -0,05697 p= 0,8281 - r=0,4464 p=0,0725 - r=-0,02478 p=0,9222 -

CYP11A1 col 2
- r= -0,05941 p= 0,8801 - r=0,06667 p=0,8801 - r=-0,2833 p=0,4630

GR total col 1 GR total col 2 CYP11A1 col 1 CYP11A1 col 2

LRH-1 col 1
r=0,4262 p=0,0778 - r=-0,02478 p=0,9222 -

LRH-1 col 2
- r=0,7576 p=0,0111 - r=0,06667 p=0,8548

GR total col 1
- r= 0,07143 p=0,9063 r=0,9816 p=0,6961 -

GR total col 2
r= 0,3810 p= 0,3599 - - r=-0,01667 p=0,9816

CYP11A1 col 1
r=-0,02788 p=0,9126 - - r=0,1172 p=0,7756

CYP11A1 col 2
- r=-0,01667 p=0,9816 r=0,3214 p= 0,4976 -


	UNIVERSIDAD DE CHILE
	FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS Y FARMACÉUTICAS
	Tesis presentada a la Universidad de Chile para optar al grado de Magíster en Bioquímica área de Especialización en Bioquímica Clínica y Memoria para optar al Título de Bioquímica por:
	MIRIT LUISA BITRÁN AMBLER


