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. RESUMEN

Las enfermedades inflamatorias del intestino (EIl) son condiciones de inflamacion cronica
del tracto gastrointestinal y abarca dos manifestaciones clinicas principales: Enfermedad
de Crohn (EC) y Colitis Ulcerosa (CU).

En Chile no se cuenta con informacion epidemioldgica exacta de cifras de prevalencia o
incidencia, sin embargo, estudios uni- y multicéntricos han demostrado el constante
aumento de la incidencia de Ell, atribuible principalmente a la CU.

La CU es una enfermedad inflamatoria cronica idiopatica, para la que ain no existe un
tratamiento curativo definitivo, caracterizada por etapas de actividad (cominmente con
sangrado en las deposiciones y diarreas recurrentes) e inactividad/remision.

Los glucocorticoides (GC), son el tratamiento base y de primera linea en CU puesto que,
debido a su accion anti-inflamatoria e inmunomoduladora, son altamente efectivos en la
induccion de la remision clinica y endoscopica. Sin embargo, a pesar que mas de la mitad
de los pacientes con EIll 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 farmaco.

Numerosas vias han sido propuestas para explicar los efectos anti-inflamatorios e
inmunomodulatorios de los GCs exdgenos una vez que se unen al receptor de
glucocorticoides (GR). Adicionalmente, estudios mas recientes han identificado al epitelio
intestinal como una importante fuente de GCs enddgenos extra-adrenales, los que no son
regulados por la actividad del eje HPA (ni afectarian la produccion sistémica de GCs), sin
embargo, con capacidad de ejercer sus efectos localmente. Esta esteroidogénesis intestinal
representaria un mecanismo fundamental para la mantencidn de la homeostasis y estaria,
por lo tanto, adaptado y sujeto a las necesidades locales, presentdndose como un
importante mecanismo inmuno-regulatorio tejido-especifico. Ademas, la produccién de
GCs es inducida por estimulacion de las células inmunes y el microambiente inflamatorio
caracteristico de la CU. En particular, la via enzimatica de sintesis de cortisol (a partir de
colesterol) parece ser idéntica a la operante en la glandula adrenal, pero regulada por
moléculas y eventos de sefializacion diferentes. Asi, la actividad del factor transcripcional
Liver receptor homologue 1 (LRH-1) ha cobrado especial relevancia para comprender en
profundidad el mecanismo de regulacion de las enzimas esteroidogénicas (CYP11Al y

CYP11B1), corroborando una elevada expresion a nivel del epitelio intestinal.
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En base a los antecedentes expuestos, la hipdtesis propuesta en esta tesis es: Los
glucocorticoides inducen la expresion de LRH-1 y la activacion de la via esteroidogénica
intestinal.

Asi, el desarrollo de esta investigacion pretendié determinar el efecto de los GCs sobre la
expresion de LRH-1 y la activacion de la via esteroidogénica intestinal, y, en este contexto,
caracterizar sus componentes en la mucosa intestinal de pacientes con CU y la posible
relacion con la respuesta a la terapia corticoidal.

Para esto, en primer lugar, se caracterizd de la expresion de los transcritos de los
componentes de la via esteroidogénica propuesta en la mucosa intestinal de pacientes con
CU vy la capacidad productora de cortisol inducida por GCs fue determinada mediante
gPCR 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 exdgenos y esta
capacidad esteroidogenica es regulada tanto por GR como por el factor LRH-1.
Adicionalmente, los resultados obtenidos sugieren de diferencias a nivel de la expresion
estos componentes de la via esteroidogénica entre la mucosa intestinal de pacientes que
respondieron adecuadamente a la terapia con GCs y aquellos que no. Una menor expresion
de LRH-1 y GR total en la mucosa de pacientes refractarios y dependientes comparado
con respondedores, sugieren que la expresion de estos componentes esta relacionada con
la respuesta a la terapia con GCs.

Sumado a lo anterior, estudios realizados mediante indice de correlacion de Pearson,
arrojaron una correlacion positiva entre la expresion de GR y LRH-1 en la mucosa
intestinal de los sujetos de estudio.

Para determinar la regulacion directa de la expresion del LRH-1 y activacion de la via
esteroidogénica mediante GCs/GR, un modelo de linea celular intestinal epitelial de colon
humano (Ccd841CoN) fue utilizado. La produccion de cortisol y la induccién de los
componentes de la via esteroidogénica mediada por GCs fue evaluada por ELISA, gPCR
y Western Blot. Por Gltimo, la regulacién directa de LRH-1 por GCs/GR fue estudiada por
ChIP-gPCR.

Los resultados obtenidos permiten confirmar la induccion del factor regulador principal
de la via esteroidogénica intestinal, LRH-1, mediada por GCs tanto a nivel de transcrito

como de proteina y, ademas, relacionar por primera vez la actividad de LRH-1 y la
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produccion de cortisol enddgeno en el epitelio intestinal con la actividad del GR como
factor transcripcional que induciria la transactivacion y expresion de LRH-1 por union
directa a sitios GRE en su promotor.

A partir de los resultados obtenidos, esta tesis propone que los GCs exdgenos son capaces
de regular transcripcionalmente al factor LRH-1 por union directa de GR a los sitios GRE
en su promotor. La expresion y el efecto regulatorio de LRH-1 desencadenaria la
produccion a nivel intestinal de GCs enddgenos en las células epiteliales del colon. Una
vez en la mucosa, el cortisol producido ejerceria su actividad inmunomoduladora y anti-
inflamatoria de manera local. Estos hallazgos permiten concluir que el funcionamiento de
la via esteroidogénica podria controlar la progresién de patologias inflamatorias
autoinmunes como la CU y que alteraciones en la misma podrian explicar una respuesta

alterada a la terapia con corticoides en estos pacientes.
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I. ABSTRACT:
Study of the requlation 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 1BD
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 CYP11Al
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-gPCR.
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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I1. INTRODUCCION

Las enfermedades inflamatorias del intestino (EII) son condiciones de inflamacion crénica del
tracto gastrointestinal y abarca dos manifestaciones clinicas principales: la enfermedad de
Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU), que a pesar de ser diferentes entidades fisiopatologicas,
han sido agrupadas bajo el término genérico de Ell debido a sus caracteristicas comunes (etapas
de actividad/remision, cronicidad y etiologia multifactorial) (1,2).

Il .1. EPIDEMIOLOGIA DE ElI

La incidencia anual de CU varia 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
Norteameérica como Europa (2,3). Desde la segunda mitad del siglo XX, un aumento sustancial
en la incidencia de estas patologias ha sido determinado a nivel mundial, haciendo su estudio
un tema de gran importancia (3). Esta tendencia, ha sido registrada principalmente en paises en
desarrollo de Asia, oriente medio (Hong-Kong, Japon, Corea, Israel y Malasia), y también en
Sudamérica (Brasil y Chile), sugiriendo una importante influencia de factores
medioambientales en el desarrollo de las EIl (2-4).

En cuanto a la epidemiologia en Chile, no se cuenta con cifras exactas (5), sin embargo, estudios
uni- y multicéntricos han demostrado el constante aumento de la incidencia de Ell acercandose
a niveles registrados en paises desarrollados, posiblemente asociado a procesos de
industrializacién como también a mejoras en los métodos diagnosticos y mayor acceso a los
servicios de salud (4). Asi, en un estudio publicado en 2016 por Simian. y cols., 716 pacientes
con Ell fueron estudiados, de los cuales 508 fueron diagnosticados con CU, y su comparacion
con estudios anteriores (2014) permiten concluir el aumento en las Ell intestinales en Chile,
particularmente por un aumento concomitante de la CU (4).

Dado los antecedentes epidemioldgicos presentados, este proyecto de tesis se centrara en el
estudio de la CU orientado hacia profundizar la comprension de los mecanismos involucrados
en esta patologia de modo de implementar mejoras futuras en las terapias utilizadas actualmente

para una enfermedad que afecta cada vez mas a la poblacion chilena.



Il .2 DESCRIPCION GENERAL DE LA COLITIS ULCEROSA

La CU es una enfermedad inflamatoria cronica idiopatica, para la que ain no existe un
tratamiento curativo definitivo. La inflamacion se localiza principalmente en el colon y afecta
en mayor proporcion a adultos entre 30 y 40 afios. En esta patologia, la inflamacion esté
restringida exclusivamente al colon, especificamente la mucosa intestinal (6). La CU esta
caracterizada por inflamacion en la mucosa intestinal de manera retrograda, inicidndose en el
recto y extiendiéndose hasta segmentos proximales del colon, manifiestdnadose cominmente
con sangrado en las deposiciones y diarreas recurrentes (6,7). Otros sintomas pueden incluir
incontinencia, aumento de la frecuencia de movimientos peristalticos, descarga de mucus,

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

1.3 CLASIFICACION DE CU, MANIFESTACIONES, DIAGNOSTICO Y
COMPLICACIONES

La clasificacion anatomica de la CU (segun extension de la inflamacion a nivel del colon),
conlleva a presentaciones clinicas diferentes, tales como proctitis, colitis de lado izquierdo y
pancolitis (6), y segun la Clasificacion de Montreal como E1, E2 y E3, respectivamente (8).
La proctitis corresponde a una inflamacidn persistente y recurrente en el recto de diferente
etiologia, siendo la proctitis ulcerosa la manifestacion mas frecuente y parte del cuadro de la
CU (9), presentando sensacion de urgencia y tenesmus (percepcion de evacuacion incompleta)
(6). Adicionalmente, la colitis de lado izquierdo (cuadro inflamatorio que comprende el recto,
colon sigmoides y descendente hasta el angulo esplénico), puede tener una manifestacion
clinica similar a la anterior, sumandose la constipacion. Por Gltimo, la pancolitis o CU extensa
corresponde una inflamacion que incluye el colon en su totalidad y las manifestaciones son
diarreas sanguinolentas (los examenes fisicos pueden dar signos de anemia y sensibilidad
abdominal (6), y dolor abdominal mas agudo.

Para el diagnostico de la CU, es requisito la combinacion de manifestaciones clinicas
mencionadas y/o la alteracién de marcadores sanguineos o fecales (niveles de proteina C
reactiva, anticuerpos anti-neutrofilo citoplasmatico perinuclear y niveles de calprotectina fecal
elevados). Sin embargo, por sobre lo anterior, la deteccion de una alteracion endoscopica de la
mucosa intestinal mediante colonoscopia y el estudio histoldgico de biopsias endoscopicas
(para confirmar el diagndstico y clasificar la patologia) son criticas (9,10).

Asi, luego de confirmado el diagnéstico, la actividad de CU es evaluada utilizando



mayoritariamente el indice de Mayo (escala endoscopica y clinica definida para evaluar la
respuesta a los tratamientos aplicados a los pacientes con CU) (8), correspondiendo a una
composicion de subindices de cuatro categorias (frecuencia de las deposiciones, sangrado
rectal, hallazgos en la colonoscopia y la evaluacion global del médico) que va desde 0 a 12
(dividido en subindices que ,dependiendo de los hallazgos endoscépicos, van del 0 al 3) (8). De
esta manera, un 0 como subindice de Mayo endoscépico es atribuido a una mucosa normal o a
un paciente con CU inactiva, mientras que un indice de 1 corresponde a enfermedad leve, 2 a
enfermedad moderada y 3 indica ulceracién y sangrado espontaneo. Ademas, la regeneracion
completa de la mucosa (luego de un periodo de actividad, el que esta definido con subindices
> 2) se ha definido como un subindice de mayo endoscépico de 0o 1 (8,11).

Debido a lo costoso e invasivo que resulta el examen de confirmacion de diagnostico actual de
la CU y dada la importancia de la via inflamatoria IL33/ST2 en su patogénesis, el analisis del
sST2 plasmatico sugiere a ST2 como un biomarcador para la deteccion de CU activa,
requiriendo estudios méas exhaustivos para asegurar su capacidad predictiva y uso diagnostico
(11,12).

Cabe destacar que una de las complicaciones més serias de la CU (causa de muerte por Ell en
aproximadamente el 10-15% de los casos), es el cancer colorrectal (CRC), con un riesgo
acumulativo que alcanza un 2, 8 y 18 % luego de 10, 20 y 30 afios de su diagnostico (realizado

entre 15 a 20 afios antes que los canceres esporadicos) (13).

Il .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 todavia mas su prevencion, diagnostico y

seguimiento.

I1.4a Genéticos

En el desarrollo de este tipo de patologias, han sido evaluados distintos factores genéticos
asociados a susceptibilidad, ya que 8-14% de los pacientes con CU tiene un historial familiar
de Ell y los parientes de primer grado tienen 4 veces mas riesgo de desarrollar la enfermedad
(6). Ademas, se ha visto heterogeneidad étnica en este aspecto, ya que se sabe que la poblacion
judia tiene las tasas mas altas de CU en comparacion con otras etnias. A partir de esto, estudios

de asociacion del genoma completo (GWAS) han identificado mas de 200 loci de riesgo para



las Ell (6).

[1.4b Dieta y estilo de vida

Asimismo, la variacion en la composicion 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 patologia. En este contexto, no se ha logrado
clasificar a ciertos alimentos como protectores o dafiinos debido a que existe una alta
heterogeneidad en los efectos de diferentes tipos de alimentacion, 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 patologia (3).

De la misma manera, la hipétesis de la higiene planteada por primera vez por Strachan et al. se
ha estudiado con el fin de explicar la alta incidencia registrada en paises mas 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 EIl (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 produccion de citoquinas pro
inflamatorias por activacion del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal, la depresion y ansiedad que
ademas han sido asociados a baja respuesta al tratamiento inmunosupresor, sumado a algunos
trastornos del suefio que se relacionan con la reactivacion de la patologia (3).

I1.4c Microorganismos

Por otro lado, algunos estudios han sugerido que la infeccion por ciertas bacterias como
Salmonella o Campylobacter podrian asociarse al desarrollo de EIl (14), sin embargo, también
se ha demostrado un aumento en el riesgo a enfermar posterior a cuadros de gastroenteritis sin
etiologia bacteriana o viral. Respecto a esto, de lo que si se tiene claridad es que la infeccion
por Clostridium Difficile, es la causa infecciosa mas cominmente asociada a reactivaciones de
la CU, sobre todo en pacientes hospitalizados, registrandose en estos casos altos indices de
mortalidad (3).



I1.4d Farmacos

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 asi
el uso de antibidticos como factor modificador de la microbiota intestinal como podria
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 exposicién al tabaco y la apendicetomia en pacientes jovenes. Asi, se ha
registrado que 2 a 5 afios luego de cesar el consumo de tabaco aumenta el riesgo de CU vy este
se mantiene elevado por 20 afios. Por otro lado, se ha visto que aquellos pacientes que se
sometieron a apendicetomia por inflamacion de este 6rgano y no por causas inespecificas antes

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

1.5 TRATAMIENTO DE CU

El tratamiento de la CU sigue un esquema secuencial y el algoritmo farmacologico es variable
entre pacientes, puesto que dependera ademas de la severidad de la patologia. Actualmente no
existe una terapia universalmente efectiva, pero en todos los casos tendrd como objetivo
principal reducir la inflamacién en primera instancia para luego lograr y mantener la remision
promoviendo la regeneracion de la mucosa intestinal. Esto con el fin de prevenir las
complicaciones mencionadas y cirugias como la colectomia (9,15). Actualmente, las opciones
de tratamiento disponibles incluyen aminosilicatos (5-ASA), inmunosupresores como la
azatriopina y anticuerpos neutralizantes de TNFa. También, los glucocorticoides son usados

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

I1.5a Uso de glucocorticoides en CU

Los glucocorticoides (GC), son el tratamiento anti-inflamatorio base y de primera linea en CU
con actividad moderada o severa (2,15,17), de hecho, el tratamiento con GC orales como la
prednisona ha mostrado ser el mas efectivo en inducir remision en un promedio de 7-14 dias.
El esquema farmacoldgico que habitualmente se utiliza en los pacientes con CU consiste en
comenzar con dosis elevadas de corticoides orales (60 mg/dia) e ir disminuyendo esta dosis en
10 mg semana a semana de manera paulatina hasta eliminarlos por completo. Esto porque estos

farmacos son efectivos para inducir la inactivacion de la patologia, pero no son efectivos en el



mantenimiento de la remision y por lo tanto no se recomienda su administracion 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 clinicas serias como osteoporosis, enfermedades metabdlicas y aumentar el
riesgo de enfermedades cardiovasculares (2,18). Sin embargo, es importante mencionar que a
pesar de que méas de la mitad de los pacientes con EIIl responden al tratamiento con GC
alcanzando la remision clinica y endoscopica, 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 remision en estos pacientes mediante el tratamiento con corticoides y
el 20% de los pacientes sometidos a terapia prolongada con GC se hacen dependientes del
farmaco, lo que se manifiesta como una reactivacion de la patologia al llegar al periodo de dosis
bajas de corticoides o0 pocas semanas despues de terminado el esquema de tratamiento, esto se
traduce en la necesidad de prolongar la terapia con GC para mantener la remision de la
patologia, aumentando el riesgo de generar resistencia definitiva al tratamiento y un fenotipo

clinico mas agresivo de la Ell (2,19).

I1.6 BASES MOLECULARES DEL TRATAMIENTO CON GC

Los GC exdgenos, asi como el cortisol enddgeno, son altamente lipofilicos, lo que los hace
ampliamente biodisponibles. Los GCs circulan por el torrente sanguineo unidos a proteinas
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 proteina citosolica codificada por el gen NR3C1,
el que consiste en 9 exones y puede codificar para maltiples isoformas proteicas por splicing
alternativo de su ultimo ex6n siendo a y B las mas estudiadas. Este ultimo exon codifica para
el dominio de union a ligando (LBD) de GR y el 3’UTR, por esta razon las isoformas de GR
son idénticas hasta el aminoacido 727, punto en el que divergen. Asi, GRa tiene 50 aminoéacidos
adicionales que codifican para las hélices 11 y 12 del dominio de unién a ligando. En cambio,
GRp tiene solo 15 aminoacidos adicionales lo que le impide formar la hélice 12 del LBD (Fig
1).
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Figura 1. Diagrama del procesamiento alternativo del exén 9 en el gen NR3C1 (hGR) (cromosoma 5) y
generacion de las isoformas transcripcionales de GRa y GRp. Los exones se representaron como cajas y los
intrones como lineas. Modificado de Pujols. L y cols (2001) (20)

(Se representa en azul la unién de la sonda Tagman para GR total (Exdn3-Exdén4) y en rojo la unién de la sonda
Tagman para GRp (Exon8- Exon9p) — Metodologia seccion 1V.5a)

La isoforma a 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 nicleo donde
afecta la transcripcion. Por su parte, la isoforma B es constitutivamente nuclear y no es capaz
de unir agonistas. Por esta razon se ha concluido que GRp tendria un efecto antagénico sobre
la actividad de GRa proponiéndose incluso como un dominante negativo de GRa, 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 transcripcion de ciertos genes y causando probablemente la resistencia a
GC (21,22)

Estos sitios de respuesta a glucocorticoides (GRE) se han definido como secuencias
palindromicas (GGAACANNNTGTTCT) separadas por un espaciador de 3 nucledtidos. El
complejo GR/GC se uniria a estas secuencias formando dimeros permitiendo que cada
mondmero se posicione en una de las secuencias palindrémicas (23).

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

sitios GRE ubicados en los promotores de algunos genes. Esta union induce un cambio



conformacional que permite el reclutamiento de co-reguladores y complejos de remodelacion
de cromatina que influyen en la actividad de la RNA polimerasa Il activando o reprimiendo la
transcripcion de éstos genes. Por ejemplo, dicho complejo interactia con factores de las vias
inflamatorias como AP-1 o NFkB afectando su funciéon e inhibiendo la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias (IL1a, IL1pB, IL6, IL12, TNFa, IFNy, y otras) y aumentando la
expresion de citoquinas anti-inflamatorias. A su vez, interactua directamente con factores como
STATS3, STAT5 y STATG6 inhibiendo la expresion 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 expresion de moléculas anti-apoptéticas reguladas por NFkB
e induciendo pro-apoptéticas mediante Bim (15). Ademas, promueven un perfil de macréfagos
tolerogénicos (M2) (2,15).

Cabe destacar, que también se ha descrito exhaustivamente en estos tipos celulares y otros como
los cardiomiocitos, la induccion de un gen conocido como Glucocorticoid induced Leucine
Zipper (GILZ) mediada por GCs. Este gen estaria regulando igualmente la apoptosis y
diferenciacion celular por vias diferentes. Ademas, como es de esperarse, multiples 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
esquematicamente en la Fig 2. es que los GCs son ampliamente utilizados en la clinica y han

resultado altamente efectivos en el tratamiento de las Ell.
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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 macrofagos de inducir la produccion de TNF a inducidas por las células
presentadoras de antigeno (DC). Este factor desencadena un proceso inflamatorio el que produce la apoptosis celular
por un lado y la produccion de GC enddgenos por otro. Estos GC producidos seran capaces de formar complejos con
su receptor (GR) que migraran al nticleo para unirse a promotores de genes antiinflamatorios como NF«xB y AP-1. Por
otro lado, se sugiere la capacidad de TNFa de inducir LRH-1, factor que también comanda la produccién endégena de
GC. Esquema modificado de Noti M. y cols (2009) (26).

Il .7 BASES GENETICAS 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 podrian alterar en
diferentes niveles la via de produccion de cortisol inducida por el tratamiento (2,27). Asi, la
presencia de SNPs en NR3C1 (el gen que codifica GR), explicarian cambios conformacionales
en esta proteina que afectarian el proceso de transactivacion. De la misma manera, los
polimorfismos en MDR1 (gen que codifica para P- glicoproteina), explicarian la sobreexpresion
de ésta misma que es la encargada de la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién de
farmacos como los GC y acttiia como bomba de eflujo, por lo que una sobreexpresidn de ésta
podria explicar la respuesta alterada al tratamiento de algunos pacientes debido a que la dosis

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



Ademas, estos tipos de respuesta al tratamiento han sido asociados a la sobrexpresion de
citoquinas pro- inflamatorias (IL6 e IL8), expresion disminuida de otras anti-inflamatorias
(IL10), y a disminucién en los niveles de EBF (factor transcripcional del mecanismo anti-
inflamatorio de TGFp) (29). Lo que explicaria molecularmente el fenotipo agresivo de la
patologia que se desarrollaria luego de someter a pacientes que manifiestan este tipo de
respuestas a tratamiento con GC

Adicionalmente, niveles en la expresion de la isoforma f de GR elevados por sobre la o 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 razon GRB/GRao aumentada se ha
relacionado e incluso propuesto como un predictor de una mala 0 no respuesta a
glucocorticoides en estos pacientes (30,31). Ademas, la activacion de NFxB inducido por TNFa
(identificado como un factor promotor de la enfermedad) (15,32), altera los niveles de las
isoformas de GR, produciendo una razén GRB/GRa aumentada de manera tiempo y dosis
dependiente en células epiteliales. Esto, sumaria a lo anterior una posible participacion de TNFa

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

Il .8 ESTEROIDOGENESIS
A pesar de que, la produccion de cortisol enddgeno ha sido restringida solamente a la glandula
suprarrenal y las gonadas; en los ultimos 20 afios el cerebro, el pulmén, el timo, la piel, el

higado y el intestino han sido descritos también como érganos esteroidogénicos.

I1.8a Esteroidogénesis adrenal

Respecto a lo que se sabe sobre la via esteroidogénica adrenal, se ha visto que, asi como fue
descrito como mecanismo general, el receptor citoplasmatico de glucocorticoides (GR por sus
siglas en inglés, glucocorticoid receptor) interacta con GC en primera instancia y que luego
este complejo GC/GR trasloca al nicleo 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 via de sintesis de cortisol a partir de colesterol mediante la induccion de la
expresion de varias enzimas esteroidogénicas de la familia del citocromo P450. Entre estas
enzimas estan los genes CYP11Al y CYP11B1, que codifican para la enzima P450 ssc y la
enzima 11 PB-hidroxilasa. Estas enzimas participan en la transformacion de colesterol a

pregnolona y de 11-deoxicortisol a cortisol (corticosterona en murinos), respectivamente.
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Adicionalmente, se ha reportado que la expresion de estas enzimas es controlada en la glandula
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 fisioldgicas, los GC liberados estan involucrados
también en procesos metabdlicos como la regulacion de la glicemia, de la presién sanguinea y

la liberacion de insulina (15).

I1.8b Esteroidogénesis intestinal

En primer lugar, es necesario recordar que el tracto intestinal tiene una amplia superficie, que
estd en contacto permanente tanto con antigenos provenientes de la dieta como con bacterias
de la microbiota intestinal y potenciales patdgenos y que este espacio luminal esta separado del
tejido intestinal estéril solo 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 invasion de bacterias (tanto de la microbiota intestinal como patogenas externas) hacia el
tejido intestinal pudiendo causar bacteremia. Por otro lado, el contacto directo con los antigenos
mencionados y las células inmunes innatas, que se encuentran en abundancia en las capas
epiteliales y sub-epiteliales del intestino, lleven a una estimulacion cronica de las células
inmunes intestinales desencadenando desordenes inflamatorios, como las EIl (15).

Por esta razon, resulta critico para el sistema inmune intestinal mantener una comunicacion
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 inmunologica, con
el fin de evitar un dafio 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 sintesis de cortisol como por la deteccidn de esteroides bioactivos en la
mucosa intestinal (34). Esto sugiere que, en condiciones patoldgicas, la esteroidogénesis es un
contribuyente directo al mantenimiento de la homeostasis intestinal, actuando en la
inmunoregulacion y participando ademas en procesos antiinflamatorios. Por esta razon, es que
fallas en este potencial esteroidogénico intestinal ha sido intimamente ligado a la patogénesis
de las EIl (34).

Tanto en lineas 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 produccion
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y secrecion 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 tendrian efectos locales.
Sin embargo, el factor transcripcional SF-1 que, como se discutié anteriormente, comanda la
expresion de las enzimas esteoroidogénicas en la glandula adrenal, no se expresa en células
epiteliales intestinales. En su lugar se ha detectado la expresion elevada en las criptas
intestinales de LRH-1 (Liver receptor homologue -1) codificado por el gen NR5A2, factor que
presenta alta homologia de secuencia con SF-1 ademas 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 evidencid que ratones mutantes con expresion
reducida de LRH-1 intestinal de manera tejido-especifica, eran mas susceptibles a la colitis
inducida experimentalmente con compuestos como el sulfato de sodio dextrano (DSS) (15).
Ademas de esto, una expresion reducida de LRH-1 se observé 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 Ell (36). Sumado a lo anterior, estudios realizados por Bayner
et al, en organoides intestinales humanizados de ratdn y organoides humanos de pacientes con
IBD comprobaron que la falta de expresion de LRH-1 en estos organoides aumento la muerte
celular y disminuyo la viabilidad de los organoides, afectando notablemente la integridad de la
barrera epitelial, la que fue recuperada al expresar nuevamente dicho factor transcripcional (37).
Ademas, los resultados obtenidos por este grupo en modelos de raton con colitis inducida al
sobreexpresar el factor LRH-1 refuerzan la idea de que este factor tiene efectos anti-
inflamatorios fundamentales en la recuperacion de la mucosa intestinal en el contexto de una
Ell (37).

Ademas, niveles notablemente reducidos de mRNA de CYP11Al y CYP11B1 se encontraron
en estas biopsias de tejido inflamado y por lo que, este y otros estudios han permitido sugerir
que, LRH-1 actia como regulador de la expresion de las enzimas esteroidogénicas mencionadas
en las células epiteliales de la mucosa intestinal humana y que esto tendria implicancias en la
patogénesis, prevencion y tratamiento de las Ell (34,36).

Ademas de lo anterior, otras funciones relacionadas de LRH-1 han sido estudiadas, tales como,
por ejemplo, la regulacion de la proliferacion celular en las criptas intestinales mediante la
induccion de la expresion de ciclina C1 y E1 y que, en consecuencia, podria estar involucrado
ademas en el desarrollo de tumores epiteliales intestinales (15).

De esta manera, la expresion tanto de LRH-1 como de las ciclinas y enzimas esteroidogénicas
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que éste induce, estan restringidos a células epiteliales proliferativas de las criptas intestinales
(15). Esta expresion disminuye gradualmente a medida que las células se diferencian en las
cercanias de la punta de la microvellosidad. Por esto, se concluye que la sintesis de GC estaria
ocurriendo en las células madres epiteliales, contribuyendo asi a la mantencion de la integridad
de la barrera epitelial. Ya que, sumado a esto, se ha registrado la induccion de proteinas propias
de las uniones estrechas en la barrera epitelial mediada por LRH-1 (15).

Todo lo anterior hace posible afirmar que LRH-1 estaria regulando la integridad de la barrera
epitelial y la homeostasis mediante dos mecanismos: la produccion de GC antiinflamatorios
que previenen el dafio epitelial ocasionado por la respuesta inmune y acelerando la reparacion
epitelial aumentando la proliferacion de células madre progenitoras en las criptas intestinales e
induciendo la expresién de proteinas de uniones estrechas (32).

Considerando el contexto dado por toda la informacion 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 farmacoldgicos (9) y
la dificultad de establecer un algoritmo o protocolo terapéutico universalmente efectivo y
seguro.

Teniendo en cuenta que actualmente el tratamiento méas efectivo en inducir la remision de la
patologia en pacientes con CU activa son los GC (2,15,17), que disminuyen el cuadro
inflamatorio y mantienen la homeostasis inmunoldgica, esta tesis plantea la premura de
determinar los mecanismos moleculares que comandan la produccién de cortisol a nivel
intestinal puesto que estos afectarian directamente la regeneracion de la mucosa en pacientes
con CU que reciben este tratamiento. Ademas, se hace relevante caracterizar este mecanismo a
nivel de la mucosa intestinal de pacientes con CU, ya que las posibles diferencias en esta via
podrian 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 expresién de moléculas como GR, LRH-1 y las
enzimas esteroidogénicas del CYP450 (15,32,34-36) y ademas, tomando en cuenta el gran
porcentaje de pacientes que presentan resistencia o dependencia al tratamiento y la posible
relacion de estas respuestas con alteraciones moleculares y/o genéticas en la via de produccion
de cortisol a nivel intestinal (2) es que este trabajo plantea como hipdtesis que los
glucocorticoides inducen la expresion de LRH1 y la activacion de la via esteroidogénica

intestinal.

13



La utilidad e interés de este estudio radica en primer lugar en contribuir al entendimiento de la
via esteroidogénica a nivel intestinal (expresion de sus moléculas reguladoras) en un contexto
asociado a CU, lo que ademas podria acercarnos hacia la comprension del mecanismo
molecular involucrado. Sumado a lo anterior, la importancia clinica de esta tesis abarca la
probabilidad futura de poder anticipar (mediante exdmenes de laboratorio), el tipo de respuesta
que tendra el paciente al tratamiento con GC. Este conocimiento permitiria optimizar el uso de
glucocorticoides evitando el padecimiento innecesario de efectos adversos al tratamiento
debido a su larga duracién. De esta manera, podrian implementarse en el futuro intervenciones

que permitan acercarse a una terapia personalizada para esta patologia.
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111.1 HIPOTESIS

Los glucocorticoides inducen la expresion de LRH1 y la activacion de la via

esteroidogénica intestinal.

1.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los glucocorticoides sobre la expresion de LRH1 y la activacién
de la via esteroidogénica intestinal y la relacién de los componentes de esta via en la
mucosa de pacientes con CU con la respuesta a la terapia con GCs

111.4 OBJETIVO ESPECIFICOS.

1. Determinar la regulacion de la via esteroidogénica intestinal por GCs en la linea

celular epitelial de colon humano.

2. Caracterizar los componentes de la via esteroidogénica y evaluar produccion de
cortisol dependiente de la regulacion de GR/LRH1 inducida por dexametasona en la
mucosa intestinal de pacientes con CU clasificados segun su respuesta al tratamiento
con GC.

1. Determinar la regulacion de la via esteroidogénica intestinal por GCs en la linea 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 regulacion
directa de la expresion del LRH-1 y activacion de la via esteroidogénica mediante GCs en un
modelo de linea celular intestinal epitelial de colon humano (Ccd841CoN). Para ello, la
capacidad esteroidogénica y la regulacion de los componentes involucrados en esta via inducida

por GCs fue determinada en la linea celular Ccd841CoN.

1.a Cuantificar la produccion 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 expresion génica de los componentes de la via esteroidogénica inducida por
dexametasona mediante gPCR en células Ccd841CoN.

1.c Determinar la expresion proteica de LRH-1 inducida por dexametasona mediante Western
Blot en células epiteliales intestinales (Ccd841CoN).

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

inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) en la linea celular de colon humano.

2. Caracterizar los componentes de la via esteroidogénica y evaluar produccién de cortisol
dependiente de la regulacion de GR/LRH1 inducida por dexametasona en la mucosa

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

Racional: Debido a que la produccion de cortisol, la presencia de las enzimas responsables de
este proceso y expresion 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 (expresion de los transcritos) en los diferentes grupos de

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

2.a Cuantificar la produccion de cortisol en condiciones basales y posterior al tratamiento con
dexametasona y bloqueadores farmacologicos especificos contra GR y LRH-1 (RU486 vy
SR1848, respectivamente) en los sobrenadantes de los explantes de mucosa intestinal

cultivados ex vivo mediante ELISA.

2.b Determinar la expresion de los componentes de la via esteroidogénica (GR total, GRp,
LRH-1, CYP11Al y CYP11B1) a nivel de transcrito mediante gPCR, en la mucosa intestinal

de pacientes con CU.
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IV. METODOLOGIA

IV.1 PACIENTES

IV.1.a. Calculo del tamafio muestral

Para una correlacidn estadistica 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 tamafio
muestral calculado resulté de 30 en total, es decir, 10 pacientes por grupo y 10 individuos sanos.
Sin embargo, debido al tiempo disponible para la realizacién de este proyecto de tesis, el
presente se plantea como un estudio piloto o de prueba de concepto donde se reclut6 el mayor

namero de pacientes posible en el plazo de 1 afio.

IV.1.b. Descripcion general del estudio

El presente es un estudio prospectivo longitudinal analitico observacional y a su vez
experimental en el que participaron pacientes chilenos sometidos a colonoscopia, de ambos
géneros, mayores de 18 afios, con CU activa que presentaron debut o reactivacion de la
patologia.

Como criterios de inclusion para los pacientes se considerd a individuos diagnosticados con
CU en estado activo con un indice de Mayo > 2, basdndose en parametros clinicos,
endoscopicos e histoldgicos y que reciban, luego de la toma de las primeras biopsias (durante
la 1" colonoscopia), un tratamiento con glucocorticoides. ElI esquema de tratamiento
establecido indica prednisona oral, durante 14 semanas, con una dosis inicial de 60mg al dia, la
que paulatinamente va disminuyendo (Figura 3). Fueron excluidos del estudio aquellos
pacientes que presenten alguna de las siguientes caracteristicas: EIl no clasificable,
enfermedades autoinmunes, alergias alimentarias severas, enfermedad celiaca, diverticulitis,
sindrome de intestino irritable o alguna infeccion al momento de la evaluacion. Se respetaron
los criterios de inclusion y exclusidn especificados en Anexo 1.

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

obtengan biopsias tomadas en colonoscopia de control por pesquisa o0 antecedentes de cancer
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de colon.

El estudio es unicéntrico puesto que los pacientes fueron reclutados de Clinica Las Condes
(CLC, Las Condes, Santiago, Chile).

La informacion del tratamiento recibido (farmaco, dosis, tiempo) fue obtenido a partir de la
historia clinica (con la cooperacion de la Enfermera Investigadora Daniela Simian en CLC.)
utilizando plataforma RedCap (Research Electronic Data Capture, Universidad de Vandervilt,
USA)

La informacion respecto a las caracteristicas anatomopatoldgicas de las biopsias
colonoscépicas tomadas de los pacientes enrolados en este estudio fue obtenida a partir del
analisis realizado por el Dr. Juan Carlos Roa (jefe del departamento de anatomia patoldgica de
la Escuela de Medicina de la Pontifica Universidad Catolica de Chile).

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

IV.1c Descripcion de los grupos (38)

Los pacientes enrolados en el estudio fueron clasificados como:

Respondedores: Alcanza la remision clinica luego de 1 a 2 semanas de tratamiento con dosis
plenas (0,75 mg/kg/dia de prednisolona o 1 mg/kg/dia de prednisona, o equivalente) y no
presenten reactivacion hasta transcurridos mas de 3 meses desde finalizado el esquema de
tratamiento.

Refractarios: Situacion de actividad clinica a pesar de tratamiento durante 1 semana con dosis
plenas (0,75 mg/kg/dia de prednisolona o 1 mg/kg/dia de prednisona, o equivalente).
Dependientes: Imposibilidad de disminuir la dosis de corticoides por debajo de 10 mg/dia de
prednisona (o equivalente) tras inicio del tratamiento con corticoides por reactivacion o recidiva
dentro de los primeros 3 meses de haber suspendido los corticoides.

Individuos Sanos: Individuos que acudieron al servicio de salud para realizarse colonoscopia
de control por antecedentes familiares de cancer colorectal. No se consideraron aquellos con

anomalias endoscépicas o histoldgicas.

IV. 1d Obtencion 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 colonoscopia, posterior aceptacién 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 segun lo
descrito en 3.b), 0 en RNA later (para la posterior extraccion de RNA y analisis de transcritos
segun lo descrito en 4.a y 5.a, respectivamente). Una vez transcurridos o durante los 6 meses
de seguimiento del paciente (dependera del tipo de respuesta al tratamiento), una segunda
colonoscopia fue realizada y las biopsias obtenidas fueron tratadas como descrito previamente

(Fig 3).
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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 linea 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 Célculo de niimero de células

Las células fueron desagregadas utilizando Tripsina EDTA (Gibco) 1X (inactivada con el
medio de cultivo correspondiente a la linea 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 camara de Neu-Bauer (aplicando el factor de multiplicacién 20.000 al
recuento promedio de los cuatro cuadrantes).

1x108 células/pocillo fueron sembradas en placas de 6-pocillos en 1 mL de medio de cultivo 24

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

IV. 3 TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS

IV.3a Tratamiento lineas 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 dia siguiente del cambio de medio las células fueron tratadas con dexametasona (Steraloids,
Inc. Newpot, RI, USA) a una concentracion de 100 nM (biol6gicamente activa para
experimentos in vitro como los descritos en esta seccidén y ex vivo como los descritos en la

seccion 3.b (39) por 0-24 horas (dependiendo del objetivo, es decir, para determinar la
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expresion a nivel de transcrito o de proteina). Ademas, para demostrar la participacion de GR
en el proceso, las células fueron tratadas con RU486 (Steraloids, Inc. Newpot, RIl, USA) a una
concentracion 10 uM, en combinacion con dexametasona (las células fueron incubadas con el
antagonista de GR una hora antes del estimulo con dexametasona. Ademas, las células fueron
tratadas con diferentes concentraciones de dexametasona: 10 nM y 1000 nM.

IV.3b Tratamiento biopsias colonoscopicas

Las biopsias colonoscdpicas (transportadas en medio de cultivo DMEM/F12) fueron lavadas
en una dilucion en PBS de los mismos antibidticos contenidos en el medio de cultivo
(gentamicina, normocina y fungizona) para posteriormente ser cortadas en 6 muestras de
tamanos idénticos (0,5 mm), distribuidas una a una en 6 pocillos en 350 puL 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 uM, dexametasona 100nM en co-tratamiento con
SR1848 (Merck, Sigma Aldrich, USA) 20 uM, ambos bloqueadores por si solos, y un pocillo
control sin tratamiento (ambos bloqueadores fueron agregados al cultivo una hora antes que el

estimulo con dexametasona).

IV.3c Cuantificacion de cortisol

El sobrenadante (explantes o células tratados) fue extraido, purificado mediante centrifugacion
y almacenado a -80°C para posteriormente realizar la deteccion de cortisol mediante ELISA,
utilizando el kit comercial DetectX Cortisol enzyme inmunoassay kit (Arbor Assays, ann Arbar,
MI, USA, Cat. KO03-H5) segun las instrucciones del fabricante. En breve, estandar o muestras
(50 pL) fueron agregadas por duplicado en placa de 96 pocillos, el buffer de ensayo (75 o 50
pL) fue agregado a los pocillos de uniones inespecificas y a los pocillos de maximas uniones
especificas, respectivamente. Luego, DetectX Cortisol Conjugate (25 pL) y DetectX Cortisol
Antibody (25 uL) fueron agregados en todos los pocillos (excepto en aquellos de uniones
inespecificas). A continuacion, la placa fue sometida a agitacion mecanica durante una hora a

temperatura ambiente, posteriormente lavada y secada (utilizando toallas absorbentes) para
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agregar a continuacion 100 pL del sustrato TMB a cada pocillo e incubar por 30 minutos sin
agitacion. La reaccion fue detenida agregando 50 pL de la solucion de detencién a cada pocillo
y la densidad 6ptica 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 reaccion.
La concentracion de cortisol en cada pocillo fue calculada de acuerdo a las instrucciones del
fabricante usando la curva estandar.

Es importante destacar, que el limite de deteccion de este kit se ha determinado en 45,4 pg/mL
y la sensibilidad en 27,6 pg/mL.

IV. 4 EXTRACCION DE ARN

IV.4a Extraccion de ARN desde biopsias colonoscépicas usando columnas

Las biopsias colonoscépicas tomadas de los pacientes que fueron almacenadas en RNA later y
a -80°C fueron procesadas para la extraccion del ARN usando RNeasy Kit, Qiagen Inc, Thermo
Fisher.

Previo a la extraccion, el tejido fue lisado y homogenizado mediante disrupcion mecénica
utilizando perlas de lisis. Posterior a eso se continuo con el protocolo del kit segun lo
especificado por el fabricante, en breve, el tejido lisado mediante disrupcion mecanica y por
accion 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 purificacion

utilizando agua libre de nucleasas.

IV.4b Extraccion 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 realizacion del analisis de la temporalidad completa y durante 2,4 y
6 horas cuando se analizo la expresion temprana de los componentes de la via estoroidogénica
y el efecto del bloqueador RU486 sobre el mismo. A continuacion, el RNA total fue extraido a
partir de las células tratadas segun 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 homogenizacién mecanica del tejido, éste fue tratado con
100 pL cloroformo para separar el RNA del resto de los componentes celulares mediante
centrifugacién a 13000 rpm por 15 minutos, la fase acuosa fue extraida y tratada con 250 pL
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 Cuantificacion ARN

El ARN obtenido se cuantificO mediante absorbancia a 260 nm en el equipo Synergy 2
(BIOTEK® Instruments Inc., Winooski, VT, USA) y el posterior analisis de su integridad se
realizé utilizando gel de agarosa al 1%. Una vez comprobada su integridad, se procedio con el
tratamiento con DNasa para el ARN extraido segun lo descrito en 4.d y a continuacion con la
reaccion enzimatica necesaria para la obtencion de cDNA utilizando la enzima AffinityScript
Multitemp- RT, con 2 pg de RNA y reactivos segun las instrucciones del fabricante.

IV.4d Tratamiento con DNasa

Luego de obtenido el RNA y comprobada su integridad; y antes de realizar la reaccion de
obtencion de cDNA, el total del RNA extraido fue tratado con la enzima Turbo DNasa (Ambion
Lifetech). La reaccion enzimatica fue incubada 30 minutos a 37°C, para posteriormente ser
detenida con 2 pL del reactivo de inactivacion (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 concentracion de RNA fue re calculada

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

IV. 5 ANALISIS DE LA EXPRESION DE TRANSCRITOS.

IV.5a RT-gPCR mediante sondas Tagman y Sybr Green

100 ng de cDNA fueron utilizados para las reacciones de qPCR para cada gen (GR total, GRp,
LRH-1, CYP11A1 y CYP11BI1; para GR (Hs00353740 ml), GRp (Hs00354508 m1) y LRH-
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1 (Hs00892377_m1), el método de sondas Tagman, ThermoFisher fue utilizado para la
amplificacion y, para las enzimas esteroidogénicas CYP11A1 y CYP11B1, qPCR mediante
partidores especificos y el reactivo SybrGreen (Agilent). La cuantificacion de los
correspondientes genes constitutivos para cada técnica utilizada (PPIB para Tagman y 18S para
SybrGreen) fue determinada. La reaccion de RT-qPCR fue realizada utilizando el equipo Real
Time PCR System (Agilent Tech) y las sondas Tagman o primers (correspondientes para cada
gen y los reactivos necesarios en cada caso segun las instrucciones del fabricante). Para el caso
de los genes cuantificados mediante SybrGreen, 10uL de reactivo SYBRGreen Master Mix
(Agilent), 1 pL de partidor forward (5’- GTGGAGCGATTTGTCTGGTT-3> , 5’-
TGGCTGCATGGGACGTGATTTT-3’ y 5-TTGCTGAATGGGCCTGAAT-3" ,para 18S,
CYP11A1 'y CYPI1IBI, respectivamente), 1 puL de partidor reverse (5’
CGCTGAGCCAGTCAGTGTAG-3’, 5’- TCCTCGAAGGACATCTTGCTGTCT-3" y 5’-
GCCAAGTTGCTGGCTTCTAT-3’, para 18S, CYP11A1 y CYP11Bl, respectivamente), 100
ng de cDNA y agua libre de nucleasas fueron utilizados para llevar a cabo la reaccion de g°PCR
para el gen de 18S, CYP11Al y CYP11B1, respectivamente. Las condiciones de amplificacion
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 Tagman, 10 uL de Tagman Universal Master
Mix NO UNG (ThermoFisher), 1 uL de la sonda correspondiente y agua libre de nucleasas se
utilizaron para llevar a cabo la reaccion de gPCR, para la que se aplico 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 compresion de las diferencias metodoldgicas entre las técnicas utilizadas, lo

anterior ha sido resumido en la Tabla 1.
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Técnicas de RT-gPCR utilizadas
SybrGreen Tagman
Fundamento Union inespecifica de Oligonucledtido con fluoroforo.
fluorocromos Sistema FRET
Reactivos SYBRGreen Master Mix | Tagman Universal Master Mix
Primer Forward Sonda Tagman
Primer Reverse Agua libre de nucleasas
Agua libre de nucleasas cDNA
cDNA
Gen ConSt'tUt_'VO Subunidad ribosomal 18S PPIB
de referencia
Protocolo de T° Dependiente del gen Universal

Tabla 1. Comparacion entre los métodos de RT- gPCR 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 Tagman.

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

a:
Biopsias de tejido colorectal humano: GR total, GRp, LRH-1, CYP11Al y CYP11B1
Linea celular humanas Ccd841CoN: GR total, LRH-1, CYP11Al y CYP11B1
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El lugar de amplificacion de las sondas Tagman utilizadas se especifica en la Fig 1 y Fig. 4 .

A N, NR3C1
| |
NM_00102
525 1
M_00017
B N\, NR3C1
ol
NM_00102
iﬁzi_r
M_D0017
C NRSAZ ,

MNM_00382

2.4
EP.’_2G585

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

(B) y LRH-1 (C).
IV. 5b Determinacion de la expresion relativa y/o veces de cambio respecto al control

A partir de los valores de Cqg (ciclos de cuantificacion) obtenidos en el equipo Stratagene
Mx3000(p) (Agilent technologies) se aplicaron las siguientes formulas para calcular las

relaciones.

Expresién relativa = 274¢a

Donde, ACq = ACq gen de interés — ACq gen constitutivo
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IV. 6 EXTRACION DE PROTEINAS DE CELULAS EN CULTIVO.

IV.6a Extraccion de proteinas mediante RIPA

Una vez que las células fueron cultivadas y tratadas durante 8 y 24 horas, el andlisis de la
expresion de los componentes de la via esteroidogénica y el efecto del bloqueador
farmacol6gico fueron evaluados. Las células fueron sometidas a agitacion a temperatura
ambiente durante 5 minutos con 100 pL de buffer de lisis RIPA (Pierce®, Thermo Scientific,
Meridian, USA) por pocillo para, a continuacion, realizar la recoleccion mecénica 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 proteinas fueron almacenadas a -20°C hasta su

cuantificacion

IV.6b Cuantificacion de proteinas

Las proteinas extraidas fueron cuantificadas por duplicado mediante el método de Bradford
(Bio-Rad Protein Assay, Bio Rad®, Chile) en una placa de 96 pocillos (10 pL por muestra),
determinando su absorbancia por colorimetria en el equipo Synergy 2 (BIOTEK® instruments
Inc. Winooski, VTA, USA) a 595 nm. En breve, 10 pL de muestra y de los estandares de la
curva preparada segun las instrucciones del fabricante, fueron dispuestos en los pocillos de una
placa de 96 pocillos. A continuacion, 200 uL del reactivo de Bradford provisto en el kit fueron
agregados a cada pocillo. La placa se agité durante un minuto para posteriormente ser incubada
por 30 minutos a 37°c en estufa. Transcurrido el tiempo de incubacion la placa fue leida en
lector de placas Synergy 2 y la concentracion de proteinas en las muestras fue determinada a

partir de la lectura de absorbancia y la ecuacion obtenida de la curva estandar.
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IV. 7 EVALUACION DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN BLOT

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

Luego de cuantificadas las proteinas, éstas fueron denaturadas utilizando buffer de carga
Lamelli (Bio-Rad) y sometiéndolas a hervor a 96°C por 5 minutos. Cabe destacar que ademas
de los lisados proteicos de células Ccd841coN con los distintos tratamientos, se incluyd también
una muestra de la proteina recombinante de LRH-1 (Novus Biologicals, human recombinant
protein LRH-1/NR5A2 Nro cat.h00002494-p01), la que se sometid al mismo procedimiento.
Posterior a eso, la cantidad de pl del lisado equivalente a 15 g de proteina 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 continuacion, la transferencia semi-seca (Trans-blot® turbo™) de
proteinas 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 agitacion 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 B-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 dia siguiente, el anticuerpo primario fue lavado para a continuacion 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
proporcion 1:10.000.

Como ultimo paso la membrana se revel6 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 Cuantificacidn de proteina detectada mediante Western Blot

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

proteina de interés (LRH-1) como a la proteina utilizada como control de carga (p-actina)
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fueron cuantificadas utilizando el software Image J (US National Institutes of Health, Bethesda,
ML, USA). La normalizacidn de la carga se realizd6 mediante el célculo de la razén LRH-
1/actina para a partir de ella realizar el célculo del porcentaje de expresion, considerando la

condicién control como 100%.

IV. 8 ESTUDIO INTERACCION PROTEINA- DNA

IV.8a Andlisis in silico de elementos de respuesta a glucocorticoides (GRES) en el promotor
del gen de LRH-1 (NR5A2).

Un andlisis bioinformético in silico utilizando los softwares JASPAR (University of
Copenhagen, Copenhague, Denmark) y MotifTool (BMC Bioinformatics) revelaron la
presencia de multiples sitios putativos de respuesta a glucocorticoides (GRE) en la region
promotora de LRH-1 utilizando la secuencia publicada en GenBank/EMBL (nimero de acceso
FP002419 NR5A2_1). Estos GREs fueron mapeados y analizados mediante mdltiples
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 seleccidn de los sitios GRE a evaluar se centro en el porcentaje de alineamiento de
los GRE encontrados con la secuencia de consenso, lo que ademas se traduce en un puntaje o
score absoluto el que también se tomo6 en consideracién. Ademas de esto, se considerd la
posicion del GRE respecto al sitio de inicio de la transcripcion, dandole prioridad a aquellos
que se encontraran mas proximos al TSS y que cumplieran con los criterios anteriormente
expuestos.

A partir de esta informacion, se disefiaron partidores flaqueando estas zonas para su evaluacién
por gPCR (Tabla 3.)
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3 putative sites were predicted with these settings (77%) in sequence named pNR5A2

Model ID | Model name | Score | Relative score Start | End | Strand | predicted site sequence
MAOQ113.1 | NR3CT1 7671 |0783529885679569 |77 94 1 GAGACCAGCCTGGCCAAC
MAO113.1 | NR3C1 7671 |0.783529885679560 | 546 |5H63 |-1 GAGACCAGCCTGGCCAAC
MAOQ113.1 | NR3CT1 7.270 |0.775675749182888 | 1395 | 1412 [-1 GAAAAAAAAAAATCCAGA
8 putative sites were predicted with these settings (75%) in sequence named pNR5A2

Model ID | Model name | Score | Relative score Start | End | Strand | predicted site sequence
MAOQ113.1 | NR3C1 7671 |0.783529885679569 |77 94 1 GAGACCAGCCTGGCCAAC
MAO113.1 | NR3C1 6.864 | 0.76772368080969 (282 |[299 |1 AAAAAAAAATTGTTATTT
MAOQ113.1 | NR3C1 7.671 |0.783529885679569 546 |563 |-1 GAGACCAGCCTGGCCAAC
MAOQ113.1 | NR3C1 6.474 |0.760084094441346 (646 |663 |1 AGAATAATAACTTTATAA
MAOQ113.1 | NR3C1 6.820 |0.7668618802906338 742 |750 |1 AGATAGATTGTGTTTTAG
MAOQ113.1 | NR3C1 6.634 | 0.763218814489898 | 1217 |1234 | -1 AAGAGGACCCTGTTATAA
MAOQ113.1 | NR3C1 6.498 | 0.760555067448629 | 1379 |1396 |-1 GAATTCATAAAGTTACAA
MAOQ113.1 | NR3C1 7.270 |0.775675749182888 | 1395 |1412 | -1 GAAAAAAAAAAATCCAGA

Tabla 2. Elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) putativos identificados en la secuencia promotora de
LRH-1 (pNR5A2) mediante analisis bioinformatico (software JASPAR). Se tabularon los resultados al configurar
un 77% de homologia con la secuencia de consenso (superior) y un 75% de homologia (inferior). Se muestran los
valores de puntajes otorgados por el software segun los parametros configurados (score, relative score), el inicio y
término de la secuencia del GRE encontrada y la hebra de DNA donde se encontraria, de referencia (+) o
complementaria (-)

IV. 8b Inmunoprecipitacion de cromatina acoplada a qPCR

Las células Ccd841CoN fueron cultivadas (9x10° detallado en 2.a) y tratadas durante 2 horas

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

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

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

inmunoprecipitacion. En breve, las células fueron precipitadas mediante centrifugacion y

posteriormente lisadas utilizando Buffer de lisis celular y homogeneizador mecanico dounce

para obtener la fraccidn nuclear aislada en una soluciéon con cOmplete™ Protease Inhibitor

Cocktail (Sigma-Aldrich). Posteriormente, se realiz6 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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sonicacion 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 fragmentacion de la cromatina fue evaluada tomando una alicuota 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 extraida en un gel de agarosa al 1% y confirmar la que la fragmentacion de la
cromatina se encuentre entre 100 y 500 pb.

Una vez realizado el paso anterior, se procedié con la inmunoprecipitacion de la cromatina
fragmentada. Para esto, se tomaron 3 alicuotas 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 pg de anti-lgG (EMD
Millipore) y como muestra “input”. La inmunoprecipitacion se llevo a cabo incubando con el
anticuerpo respectivo en conjunto con 20 UL de perlas magnéticas conjugadas con proteina A/G
(Millipore, USA) durante toda la noche. Al dia siguiente, se separ0 la cromatina de las perlas
magnéticas utilizando un soporte magnetico 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
continuacion, se revirtié la union proteina-DNA en la cromatina inmunoprecipitada tratando
con RNasa Ay 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 purifico el DNA utilizando QIAquick PCR
purification Kit (Qiagen, USA).

Luego, a partir de DNA purificado se realizaron los gPCR correspondientes como se describid
en la seccién 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 condicion estimulada. Adicionalmente, se analizo el enriquecimiento del sitio

GRE ubicado en el promotor del gen de GILZ a modo de control positivo (24).
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Posicion GRE amplificado

Secuencias

pLRH-1 -206

5'-CCT GCA TAG AGT CAT GTG ATG AG-3
5-CCAACATTA GTGACC TGC TGT A-3
156-FAM/AC CAT CAT G/Zen/A AAC TGG ATA
CAT GGT /3IABKFQ/

pLRH-1-1322

5-CGG GTA GAT CAT TTGAGG TCA C-3
5-CCA GTA GCT GGG ATT ACA GG-3
156-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

S-TTCATGGGTACTGGCCTTAAC-3
5-GGTGATGCAACCGGGAATA-3
TGTGGTGGAACCCAATGTTCTC

Tabla 3. Partidores disefiados (plataforma IDT) para el andlisis de los GRE seleccionados en el promotor de

LRH-1 mediante ChIP-gPCR.
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IV. 9 ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar, el test D’Agostino & Pearson fue utilizado para evaluar normalidad de
los datos. En aquellos con distribucién normal, los resultados fueron expresados como
promedio con error estandar, utilizando ANOVA de una via para la comparacion de
variables cuantitativas. En aquellos datos identificados como no paramétricos, los
resultados se expresaron de la misma manera, pero para la comparacion pareada dentro de
un mismo grupo se utilizé la prueba de Wilcoxon, para comparaciones no pareadas entre
grupos se utiliz6 Mann Withney y para comparar mas de dos grupos se utilizo el test de
Kruskal Wallis con post-test de Dunns.

Por su parte, los analisis de correlacion se hicieron mediante correlacion de Spearman,
asumiendo una distribucion no normal de los datos. Un valor p < 0,05 fue considerado
significativo para todos los analisis estadisticos realizados utilizando el programa
GraphPad Prism 6.0.
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V. RESULTADOS

Objetivo 1: Determinar la regulacion de la via esteroidogénica intestinal por GCs en la

linea celular epitelial de colon humano.

a. Cuantificacion de la produccion 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 via de esteroidogénesis y su induccion por GC a nivel
local intestinal en el modelo de linea celular, se determind la produccion basal y la secrecion
de cortisol inducida por el tratamiento con el GC sintético en las células epiteliales intestinales
CcdB841CoN mediante la deteccion y cuantificacion de éste en el medio de cultivo por ELISA
(Fig. 5). Los resultados muestran que en la condicion control sin tratamiento las células no
producen cortisol, aun luego de transcurridas 24 horas de cultivo. Adicionalmente, el
contenido de cortisol aumenta luego del estimulo con dexametasona 100 nM. Asi, 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 concentracion se eleva a 5400 pg/mL, permitiendo
concluir que la produccion de cortisol es inducida por GC y sostenida durante el periodo

experimental en este modelo.
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Figura 5. Produccion de cortisol por la linea celular epitelial de colon humano (Ccd841CoN) inducido
por tratamiento con dexametasona.

Concentracion 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 condicion control sin tratamiento
cultivadas durante 24 horas (Ctrl). Test estadistico ANOVA de una via (n=3), * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p<
0,001.

b. Determinacion de la expresion génica de los componentes de la via esteroidogénica
inducida por dexametasona mediante gPCR en células Ccd841CoN.

Una vez comprobada la produccion de cortisol inducida por dexametasona, se la induccion de
los componentes de la via esteroidogénica planteada mediada por el GC sintético fue evaluada,
ademas, se corrobor0 que dicha induccién ocurriera por la via propuesta utilizando el
blogueador de GR, RU486 (Fig. 6).

Para esto se determind la expresion de los transcritos de los genes que componen de la via
esteroidogénica estudiada (GR, LRH.1, CYP11Al y CYP11B1) y la expresion del gen
TSC22D3 que codifica para la proteina GILZ a modo de control positivo del estimulo con
dexametasona, puesto que este es un reconocido gen de respuesta a corticoides (24). Los
resultados se analizaron y representaron graficamente como expresion relativa del transcrito de
interés respecto a un gen constitutivo, en este caso, PPIB o 18S, respectivamente.

Observamos que la expresion de LRH-1 es inducida hasta 2 veces respecto a la condicidn sin
tratamiento (Ctrl) a las 2, 4 y 6 horas de tratamiento con dexametasona, lo que indica que dicha
induccion ocurriria en tiempos tempranos y se mantendria 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 induccion con dexametasona a las 2, 4 o 6 horas post tratamiento (Fig. 6D
y 6G). Ademas, 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 linea celular, por ninguno de los dos métodos de cuantificacion utilizados (Tagman y
SybrGreen), por lo que es posible confirmar que la expresion de esta enzima a nivel de transcrito
en las células Ccd841CoN se encuentra por debajo del limite de deteccion de la técnica. La
induccion de la expresion del transcrito de GILZ en los tiempos de tratamiento fue de hasta 4
veces respecto a la condicion sin tratamiento (Ctrl) y ésta continu6 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 farmacoldgico de GR (RU486), se observa que la induccion
de LRH-1 obtenida a las 6 horas de tratamiento con dexametasona es revertida, alcanzando
niveles similares a los de la condicién sin tratamiento cuando las células son tratadas
previamente con el bloqueador RU486 y que por su parte el bloqueador por si solo no tiene
efectos sobre la expresion de dicho transcrito (Fig. 6B). Lo anterior sugiere fuertemente que la
induccion 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
blogueador RU486 no mostrd tener ningun efecto sobre la expresion de ninguno de estos
transcritos (Fig. 6E y 6H). De la misma manera, la induccion de GILZ mediada por
dexametasona fue revertida por el blogueador, lo que comprueba nuevamente que la induccion
de GILZ observada esta siendo mediada por el GR (Fig. 6K).

De la misma manera, concentraciones crecientes de dexametasona son capaces de inducir la
expresion del transcrito de LRH-1, sin embargo, para este gen se observa que la induccion es
independiente de la concentracion puesto que, utilizando 10 nM, 100 nM o 1000 nM, la
induccion es aproximadamente de 2 veces respecto a la condicidn sin tratamiento (Fig. 6C). A
diferencia de la induccion del gen GILZ, el que si muestra ser concentracion dependiente (Fig.
6L). Los resultados mostraron ademas que tanto la expresion de la enzima CYP11Al (Fig. 6F)
como del receptor GR (Fig. 61) no puede ser inducida por un tratamiento con dexametasona por
6 horas aun cuando la concentracion de ésta sea muy superior (1000 nM) o muy inferior (10
nM) a la determinada como fisioldégica (100 nM) para estos experimentos in vitro segln
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

participacion de GR, aun cuando éste no es inducido por el GC a nivel de transcrito.

36



>

2°*Ct(LRH-1 relativo a PPIB)

w)

o

Tratamiento con dex en el tiempo . ..
Efecto de RU486 en la induccion por dex Ef dela concentracion de dex

0.04 g D 04
- - B 2 oo . c g¢ .
Fy b L o ;
0.03 =~ - o 0.03 e ° 003 ==
$ > =
3 B
0.02 ® 0.02 ® 002
*
=5 T | % = e
0.01 Z 0.01 & 001
0.00 T T T T % 0.00 T T T T dg 0.00 T T T T
ctrl 2 4 3 & Cul  Dex Dex+RU RU ™ ctr 10 100 1000
4
= E = F g
X 28 =238 = 28
@ & 7~
e 24 =24 =24 v
L
S 20 S 20 s 20
i = 2
£18 E 18 186
- [ @
t1z2 Sz v Z12
2 os = 208 =% ‘:E £ o0s T
% 0.4 = % %‘E— é':; % 0.4 # % g 04 %_ % v
~ 0.0 T T T = 0.0 T T T — 0.0 , T T T
E ctrl 2 a 6 $ " ctl Dex Dex*tRU RU E ctd 10 100 1000
H |
o 10 m 10 10
3 E &
= 0.8 _i_ ¥ s 0.8 0.8
foel & . 3 L= S fo5 o T =
204 = 2 04 2oa
& & &
— 0.2 = 0.2 = 02
,,U dU Q
n 0.0 T T T T w 0.0 T T T T <., 00 . . . r
ctd 2 4 8 Ctrl  Dex Dex+RU RU o ot 10 100 1000
o m o
T 12 K T 12 L T 12
o o 'R
L] L]
g o . v o 9 o 8 J_E
; =
" _:E & "
® 6 i.— ry ® 6 —:-E e 6 —-_:E
N : 3, N -
o o g o
= 0 T T T T - 0 T T T T & 0 T T T T
[ ctrl 2 4 8 o Ctol Dex Dex+RU RU o ot 10 100 1000
Tiempo de tratamiento con dex (horas) Tratamientos (6 horas) Concentracion de dex (nM)

Figura 6. Efecto de la dexametasona y el antagonista del GR (RU486) sobre la expresién relativa de
los transcritos de LRH-1, CYP11A1, GRy GILZ.

Cambios en la expresion del transcrito en una curva de tiempo de 2, 4 y 6 horas de tratamiento con
dexametasona 100nM respecto a la condicién sin tratamiento (Ctrl), LRH-1 (A) CYP11Al (D) GR (G)
GILZ (J). Efecto de RU486 en la expresion del transcrito a las 6 horas de tratamiento con dexametasona,
LRH-1 (B) CYP11Al (E) GR (H) GILZ (K). Efecto de la concentracion de dexametasona en la expresion
de transcritos utilizando una curva de concentracion de 10 nM, 100 nM y 1000 nM respecto a la condicidn
sin tratamiento (Ctrl), LRH-1 (C) CYP11Al (F) GR (I) GILZ (L). Test estadistico ANOVA de dos vias,
(n=3), * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001.
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c. Determinacion de la expresion proteica de LRH-1 inducida por dexametasona mediante

Western Blot en células epiteliales intestinales (Ccd841CoN).

Una vez determinada la induccién del transcrito de LRH-1 mediado por dexametasona
como componente regulador de la via esteroidogénica intestinal in vitro, evaluamos la
traduccion de ésta induccion a nivel de proteina, de manera de comprobar que este factor
transcripcional se exprese a nivel de proteina pudiendo ser funcional y ejerciendo su efecto
sobre la regulacion 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 induccién significativa de LRH-1 a nivel de proteina
respecto a la condicidn control sin tratamiento (Ctrl) y de la misma manera que se observo
a nivel de transcrito, esta induccion es revertida cuando las células son pre-tratadas con el
blogueador RU486 (D8 + RU). Por otra parte, RU486, a pesar de mostrar una leve
induccion mediante la observacion a simple vista de la banda, no tendria la facultad de
inducir cambios significativos en la expresion de la proteina de interes (p=0,3702) (Fig.
7TAyT7C).

Cuando las células Ccd841CoN fueron estimuladas por 24 horas con dexametasona, en
presencia 0 ausencia del blogueador RU486, no se observaron diferencias significativas
en la expresion de la proteina LRH1 respecto a la condicidn control sin estimulo. (Fig. 7B
y 7C). A modo de control de especificidad para el anticuerpo, una proteina recombinante
comercial de LRH-1 fue utilizada, detectandose a un peso molecular superior a la proteina
enddgena, debido a la existencia de una etiqueta o tag GST acoplado a la proteina
recombinante (agrega 26 KDa extra a la proteina de peso 62 KDa) (Fig. 7B).

En conclusion, estos resultados muestran que la induccion de LRH-1 mediada por
dexametasona a nivel de transcrito se traduce en la proteina del factor transcripcional
LRH-1 y que, por lo tanto, tendria la facultad de regular la expresion de las enzimas
esteroidogénicas y ejercer sus efectos conocidos a nivel de proliferacién celular como ha

sido demostrado en estudios anteriores.
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Figura 7. Evaluacion y cuantificacion de la inducciéon de la proteina LRH-1 por dexametasona
mediante Western Blot en células CCd841CoN.

Cambios en la expresién de la proteina 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 farmacolégico 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 condicién control sin tratamiento (Ctrl). Se utilizo
B-actina como control de carga y proteina recombinante de LRH-1 como control de especificidad de la banda
detectada (RP+ Tag) (Ay B). Cuantificacién de las bandas para LRH-1 detectadas en A normalizadas frente
al control de carga, expresadas en porcentaje respecto a la condicion control sin tratamiento (Ctrl)

establecida como 100% (C). Test estadistico ANOVA de una via con post test de Bonferroni. (n=5), ** p<
0,01

d. Analisis de la interaccion entre GR y promotor de LRH-1 mediada por GC mediante

inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) en la linea celular de colon humano.

Luego de comprobada la induccion de LRH-1 mediada por dexametasona/GR tanto a nivel
de transcrito como de proteina, la interaccion directa entre estos componentes reguladores
de la via esteroidogeénica intestinal (GR y promotor del gen LRH-1) fue evaluada. De esta
manera buscamos comprobar la regulacion que podria ejercer el GR sobre el factor
transcripcional que comandaria la via de produccidon de cortisol a nivel intestinal (LRH1)
a través de una union 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

39



fueron evaluados mediante gPCR. Estos sitios fueron elegidos utilizando los criterios
descritos en la seccion de metodologia 10.a y fueron flanqueados por los primers descritos
en la Tabla 3 de la misma seccion. La fragmentacion de la cromatina luego de la extraccion
y sonicacion de la misma segun lo descrito en la seccion 10.b fue evaluada mediante la
visualizacién de los fragmentos en un gel de agarosa al 1%, identificAndose fragmentos
de entre 100 y 500 pb en ambas replicas, siendo esta la fragmentacion adecuada para la
realizacion de la inmunoprecipitacion de cromatina (Fig. 8 B). Luego de la
inmunoprecipitacion 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 condicion 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, ademas, este resulta ser similar al obtenido
al inmunoprecipitar con 1gG, lo que no permite comprobar la especificidad del
enriquecimiento en estos casos. De manera de controlar la activacion de GR, se evaluo 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) serian funcionalmente activos en respuesta a la
estimulacion por dexametasona. Repeticiones de este experimento seran necesarias para

confirmar estos resultados.
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Figura 8. Inmunoprecipitacién de cromatina acoplado a PCR cuantitativo (QPCR) para evaluacién de la union
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). Fragmentacion 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 transcripcion (-206, -1322, -2095,
-3389) y en el GRE de GILZ, normalizando lo obtenido en la condicién con tratamiento con dexametasona por 2 horas
frente a la condicion 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 via esteroidogénica y evaluar produccion de
cortisol dependiente de la regulacion de GR/LRH1 inducida por dexametasona en la
mucosa intestinal de pacientes con CU clasificados segin su respuesta al tratamiento con
GC.

La tabla 4 detalla la informacion clinica y epidemioldgica de los pacientes enrolados hasta
la fecha. (Debido a que el nUmero de pacientes reclutados por grupo es menor a lo
necesario segun el calculo muestral en la seccion 1.a de metodologia, 10 por grupo, el

presente proyecto fue catalogado como estudio piloto o de prueba de concepto).

Colonoscopia 1

Colonoscopia 2

Individuos Respondedor ~ Refractario  Dependiente Respondedor Refractario = Dependiente

Sanos n=6 n=11 n=4 n=3 n=5 n=3 n=2
Género (F/M) 3/3 6/5 212 3/0 3/2 1/2 2/0
Edad, en afios (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)
Duracion de la enfermedad, en 2 (0-20) 1(1-2) 3(3-13) 1(0-3) 1(1-2) 8(3-13)
anos (mediana, rango)
Indice de Mayo clinico (mediana, 4(2-8) 3,5(2-7) 5(5) 0(0) 8(0-8) 4(4)
rango)
Indice de Mayo endoscopico 2(2-3) 2,5(2-3) 2(2-3) 0(0) 2(0-3) 2,5(2-3)
(mediana, rango)
Tratamiento, n
5-ASA 10 2 1 1 1
Mesalazina - - - -
Azatioprina 1 2 4 - 2
Infliximab - - 1 -
Corticoides - - 2 -
Sin tratamiento 6 - - - -
Andlisis anatomo-patolégico, n
Infiltrado inflamatorio (0/1/2/3)  (V0/0/0)  (0/2/4/5) o2y ©owz | ©s00 @OV (0/0/200)
PMN (0/1/2/3) (1/0/0/0) (0/3/6/2) ory2/1) (0/0/1/2) (4/1/0/0) (v/2/0/0) (11/0/0)
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) (vo/1/1) (0/0/2/0)
Eosindfilos (0/1/2/3) (L/0/0/0) (v3/710) orv2/1) (1/o/2/3) (0/5/0/0) (0r2/1/0) (0r2/0/0)
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) (0r2/0/0)
Dif. Epitel (0/1/2/3) (0/0/0/1) (1/3/6/1) 0/1172) (0/1/2/0) (0/0/2/3) (0r2/0/1) (0/2/0/0)
Microabsceso (si/no) (0/2) 4/7) (2/2) (2/1) (0/5) 1/2) 0/2)
Criptitis (si/no) (0/1) (11/0) (4/0) (3/0) v4) (2/1) 1)
Actividad (0/1/2/3) (1/0/0/0) (0r3/1414) or/2/1) (0/0/1/2) (v/4/0/0) (2/1/0/0) (1/1/0/0)
Fibrosis (0/1/2/3) (1/0/0/0) (4/6/1/0) (v2/0/1) (v1/0/1) (3/2/0/0) (3/0/0/0) (Y1/0/0)

Tabla 4. Datos epidemioldgicos y clinicos de los pacientes incluidos en el estudio. Se describen las caracteristicas

de individuos sanos, pacientes con CU respondedores, refractarios, dependientes.
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a. Cuantificacion de la produccion de cortisol en condiciones basales y posterior al tratamiento

con dexametasona y blogqueadores farmacolégicos especificos contra GR y LRH-1 (RU486 y

SR1848, respectivamente) en los sobrenadantes de los explantes de mucosa cultivados ex vivo

mediante ELISA.

La produccion 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, mostro
niveles indetectables en la condicién control (sin tratamiento) para la mayoria de las
muestras de todos los grupos de estudio (individuos control, pacientes respondedores,
cortico-refractarios y dependientes). El tratamiento con dexametasona durante 24 horas
provoco un aumento en la produccion de cortisol de manera significativa en el grupo de
individuos sanos y pacientes respondedores (muestras de la primera colonoscopia) (Fig.
9A). En el caso de muestras de pacientes refractarios y dependientes, la produccion de
cortisol tiende a ser mayor luego del tratamiento con dexametasona que la condicion
control, sin embargo, estas diferencias no son estadisticamente significativas, ni en la
colonoscopia 1 (p= 0,1250 y p= 0,2500, respectivamente) ni en la colonoscopia 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 fisiolégico como patologico (inflamacion).
Adicionalmente, al comparar la produccion de cortisol inducida por el GC en la mucosa
de pacientes respondedores antes (inflamada, colonoscopia 1) y después de la terapia
(sana, colonoscopia 2), la capacidad esteroidogénica estaria intacta, con una tendencia a
una produccion menor cuando el tejido se encuentra sano v/s inflamado (Fig 9A).

Para determinar la participacion del GR y del factor de transcripcion LRH-1 en la
produccidn 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 (colonoscopia 1) de pacientes respondedores de manera significativa. En la
mucosa recuperada de los pacientes respondedores (colonoscopia 2), una tendencia a la
disminucién fue observada (p=0,1250 y p=0,0625), la que no se observé 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 colonoscopica. Estos resultados indican que, en estos Gltimos grupos descritos, a
diferencia de individuos sanos y pacientes con CU respondedores, los bloqueadores de la
via esteroidogénica empleados no son capaces de ejercer un efecto a nivel de la produccién
de cortisol endbgena que estd siendo mediada por dexametasona. Estos resultados
demuestran que, en la mucosa intestinal, la produccion de cortisol inducida por
dexametasona es mediada por GR y LRH-1 y que los pacientes con CU refractarios y
dependientes podrian tener alteraciones en este nivel de la via esteroidogénica, lo que

afectaria 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
inhibicion del factor transcripcional LRH-1 (SR1848) en la produccion de cortisol en la mucosa de
pacientes con CU.

Produccidn de cortisol en pg/mL medida el sobrenadante de las biopsias intestinales tomadas en la primera
(colonoscopia 1) y segunda (colonoscopia 2) colonoscopia 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 segin lo
indicado en el grafico. ANOVA de una via 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 1S (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. Determinacidn de la expresion de los componentes de la via esteroidogénica (GR total,
GRp, LRH-1, CYP11Aly CYP11B1) a nivel de transcrito mediante gPCR, en la mucosa

intestinal de pacientes con CU.

Una vez caracterizada la produccién de cortisol mediada por dexametasona en los
pacientes con CU y al analizar las diferencias existentes entre grupos, la caracterizacion
de los principales componentes de la via 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
observo 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
expresion de LRH-1, aunque ésta no resulta estadisticamente significativa (p=0,0571 IS
v/s Ref). Por su parte, al comparar la expresion del mismo entre grupos de pacientes, es
posible observar una tendencia (no significativa) que podria indicar una menor expresion
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 podria ser sugerente de mayores niveles de expresion
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
expresion de LRH-1 entre la mucosa de los pacientes respondedores obtenida de la
primera colonoscopia (mucosa inflamada) con la misma en la mucosa obtenida en la
segunda colonoscopia (mucosa sana) la expresion 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 expresion del transcrito de las enzimas esteroidogénicas en
estudio, CYP11B1 y CYP11A1, es importante destacar en primer lugar que la expresion
de la enzima CYP11B1 fue indetectable por el método de qPCR utilizado, probablemente
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debido a que la expresion de esta enzima es muy baja en el tejido ensayado y se encontrd
por debajo del limite de deteccion tanto utilizando reactivo SybrGreen como sondas
Tagman. Respecto a la enzima CYP11A1 (Fig. 10B), en este caso los niveles de expresion
de la enzima esteroidogénica resultaron ser muy bajos en todos los grupos de estudio
(orden de 10 "7) y tener elevada dispersion de los datos. Para este caso, no se observaron
diferencias significativas en ninguna de las comparaciones, ni tampoco tendencias
sugerentes estadisticamente. Sin embargo, los resultados a simple vista reportan una
tendencia a una menor expresion de CYP11ALl en individuos sanos comparados con los
grupos de pacientes con CU activos (colonoscopia 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 expresion de CYP11Al en la mucosa obtenida de la segunda
colonoscopia 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 expresion de la totalidad de las isoformas de GR, GR total, (Fig. 10C) mostré 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 todavia
mas 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 expresion entre
los grupos de pacientes se aprecia que tanto cuando la mucosa de los pacientes
respondedores estd inflamada (colonoscopia 1) como cuando ésta ha sanado luego del
tratamiento (colonoscopia 2) GR total tiende a expresarse mas en estos pacientes que en
la mucosa de los pacientes refractarios (p=0,2601 Resp v/s Ref col 1y p=0,5714 Resp V/s
Ref col 2). A su vez, la expresion de GR en los pacientes dependientes también podria
tener una tendencia similar, sin embargo, con el nimero de pacientes reclutados en este
grupo (Dep) y la dispersion de los datos registrados hasta ahora no es posible describirla.
Evaluamos, ademas, la expresion de una isoforma especifica 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
CYP11AL1 los datos mostraron elevada dispersion, sin embargo, se puede destacar que a

diferencia de los demds transcritos evaluados, la isoforma [ del receptor de
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glucocorticoides (GRp) (Fig. 10D) mostrd 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 expresion de GRp frente a la expresion de GRt mediante
el calculo de una razon (GRB/GRt) (Fig Sup. 1) para los valores obtenidos en ambos
transcritos, se observa una tendencia que indica que la razén calculada estaria aumentada
en la mucosa de los pacientes que no responden adecuadamente al tratamiento al realizar
la misma comparacion anterior. Aun més, 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 razon fue calculada en base a datos bibliogréaficos con la intencion de
acercarse al calculo sugerido de una razon GRB/GRa (31,41).

Para cada uno de los genes descritos en esta seccion se graficd la comparacion de la
expresion transcripcional entre la colonoscopia 1 y la colonoscopia 2 para pacientes de un
mismo grupo. Esto se incluyd como figura suplementaria (Fig Sup. 2) para facilitar el

entendimiento de lo aqui descrito.
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Figura 10. Caracterizacion de los componentes de la via esteroidogénica en la mucosa de pacientes
con CU (Resp, Refy Dep) e individuos sanos (1S).

Cuantificacion de la expresion de los transcritos de la via esterodogénica normalizados frente al gen
constitutivo (PPIB o 18S) en la mucosa intestinal de individuos sanos y pacientes con CU clasificados segun
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), GR (D). Test estadistico ANOVA de una via
no paramétrico (Kruskall Wallis) y Mann Whitney para comparaciones entre 2 grupos, * p<0,05, ** p<0,01,
***n<0,001. (n 1S=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). Colonoscopia 1
(Col 1), Colonoscopia 2 (Col 2)

A partir de esta cuantificacién obtenida para la expresion de los componentes de la via
esteroidogénica a nivel de MRNA, analisis de correlacidn fueron realizados en la totalidad
de los individuos analizados. Estos arrojaron una correlacion positiva estadisticamente
significativa entre la expresion de LRH-1 y GR total en la mucosa intestinal de los
individuos de la biopsia tomada en la colonoscopia 2 (Fig. 11) (r=0,7576; p= 0,0149 con

LRH-1 dependiente de GRt). Por su parte, la correlacion entre estos mismos componentes



en la biopsia obtenida en la colonoscopia 1, no resulto estadisticamente significativa, pero
el valor p obtenido sugiere la misma correlacion entre estos componentes (p=0,0778 y p=
0,0725) (Fig Sup. 4)

La caracterizacion realizada es de alta relevancia cientifica pues las tendencias observadas
apuntan a posibles alteraciones en la via esteroidogénica intestinal en la mucosa de
pacientes con CU que podrian explicar el desarrollo del cuadro inflamatorio y/o su
respuesta a la terapia con GCs. Ademas, dan cuenta de la importancia de componentes de
la via esteroidogénica como GR y LRH-1 y la relacion entre ambos, la que fue estudiada

en profundidad en el objetivo especifico siguiente en un modelo de linea celular.

- r= 0,7576
0.10 p= 0,0149

0.08 *
0.06+

0.04 -

2"ACt LRH-1 col 2

0.02+
L

0.00 T T
0.00 0.02 0.04 0.06

2"2Ct GRyyyy cOI 2

Figura 11. Correlacién de la expresion de los transcritos LRH-1 y GR total en la mucosa intestinal de
individuos sanos y pacientes con CU (indice de Spearman). Se muestra la correlacion para LRH-1

dependiente de GR total. r=0,7576, p=0,0149.
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VI. DISCUSION

Esta tesis contemplo profundizar en el mecanismo molecular que regula la produccion
de cortisol endogeno, 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 remision de la CU. Este trabajo de tesis comprende
la primera evidencia donde fue reportada la regulacion del factor transcripcional LRH-1
inducida por GCs. Nuestros resultados en la linea celular de epitelio intestinal de colon
humano (Ccd841CoN) demuestran que las células epiteliales intestinales producen
cortisol endégeno de manera sostenida en el tiempo como respuesta a GCs ex6genos.
Sumado a esto, los resultados permiten concluir que los GCs exdgenos inducen la
expresion (tanto a nivel de transcrito como de proteina) del principal factor regulador de
la esteroidogénesis intestinal, LRH-1, por un mecanismo que requiere la participacion del
GR. Ademas, los resultados sugieren por primera vez una interaccion directa proteina-
DNA entre el GR y el promotor del factor LRH-1, y, por lo tanto, la regulacion de la

expresion de LRH-1 seria mediada directamente por GR y su ligando.

El mecanismo involucrado en la produccion de cortisol en la linea celular de epitelio
intestinal permite confirmar que lo observado no se debe a una amplificacion general de
la via comandada por el GR, cuya expresion génica no es inducida por el tratamiento con
corticoides. Por lo tanto, tanto la produccion de cortisol como la induccion de LRH-1
mediadas por GCs hablan de un proceso regulado en donde es necesaria la participacion
de estos componentes.

El factor transcripcional LRH-1 es el regulador maestro de la esteroidogénesis
intestinal, induciendo la expresion de las enzimas CYP11Al y CYP11B1 que participan
en distintas etapas de la produccion de cortisol (15,32,42,43). Durante la inflamacion, el
cortisol seria inducido por citoquinas por-inflamatorias como TNFa (26, 44). Dado el
ambiente inflamatorio predominante en la CU, es esperable este tipo de regulacion, no
obstante, el hallazgo de GRE en el promotor de LRH-1 fue sugerente de la regulacion por
GC la cual fue confirmada por nuestros ensayos ex Vivo e in vitro.

En los ensayos in vitro, el contenido de CYP11A1 no cambi6 luego del estimulo de las

células epiteliales con dexametasona, sugiriendo que la enzima es inducida a tiempos mas
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tardios de lo evaluado, ya que, segin ha sido reportado previamente por el grupo de
Mueller. My cols, la induccion de CYP11A1 y CYP11B1 mediada por PMA ocurre a las
16 horas post-tratamiento (45).

Para clarificar esta interrogante, seria interesante estudiar la cinética de

inducciéon mediada por GCs de los componentes estudiados, en particular CYP11A1.
Asimismo, para ampliar el conocimiento del mecanismo molecular que comanda la
produccion de cortisol, seria relevante evaluar la localizacion subcelular de los
componentes de la via 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 nucleo (distribuidos en el citoplasma antes del tratamiento con el GC y que
predominen en el nlcleo luego del tratamiento para ejercer sus efectos regulatorios).
Adicionalmente, para comprobar que la produccion de cortisol en la linea celular es
controlada por LRH-1, seria necesario evaluar a futuro el efecto del bloqueador SR-1848
en la respuesta inducida por dexametasona.
Por ultimo, experimentos futuros deberian centrarse en comprobar la interaccion entre GR
y el promotor de LRH-1 en los sitios GRE aqui identificados mediante la repeticion de los
ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina. De comprobar la funcionalidad de estos
sitios GRE vy la transcripcion y traduccion de LRH-1 mediada por dicha interaccion,
futuros ensayos de gen reportero en la secuencia promotora como regulador serian
necesarios. Ademas, 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 activacién de una
via esteroidogénica en células epiteliales de colon humano, que es inducida por GCs
exogenos y donde los principales componentes regulatorios involucrados son el GR y el
factor LRH-1 (Fig. 12), integrando aspectos de la regulacion de LRH-1 sobre CYP11Al

y la produccion de cortisol previamente descrita (34,35,42).
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Figura 12. Modelo propuesto de la via esteroidogénica intestinal en el epitelio y su regulacion por GC. Se
representa lo observado en la linea celular epitelial intestinal de colon humano (Ccd841CoN) relativo a la union del
GC exogeno al receptor de glucocorticoides (GR) y la unién de este complejo (GC/GR) al promotor del gen de LRH-
1 induciendo su transcripcion a nivel de transcrito y proteina para la posterior regulacion de la enzima esteroidogénica

CYP11Aly la produccién intestinal de cortisol.

En pacientes con Ell, el factor LRH-1 ha sido relacionado con la produccion de GCs
enddgenos en la mucosa y los efectos anti-inflamatorios e inmunosupresores, junto con la
recuperacion de la integridad de la mucosa intestinal (inductor de proliferacion celular y
de expresion de proteinas de uniones estrechas) (15). Considerando lo anterior y sumado
a la induccion 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 induccion y funcién de
LRH-1. En particular, debido a que la sanacidn y recuperacion de la mucosa epitelial
intestinal podria 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 remision
endoscopica.

Lo anteriormente descrito, dirigié el interés hacia estudiar la expresion de los
componentes moleculares que conforman la via propuesta y evaluar la produccion de GCs
en la mucosa intestinal de aquellos pacientes con CU que son tratados con GCs ex0genos
y que ademas pueden presentar distintas respuestas a esta terapia. De este modo, la

caracterizaciéon de los principales componentes de la via de la esteroidogénesis en la
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mucosa intestinal de individuos sanos y pacientes chilenos con CU sugiere su induccién
por la terapia con GCs recibida, la cual es claramente diferente entre los grupos control y
pacientes (mas sutiles entre subgrupos de pacientes haciendo necesario aumentar el
namero de muestras).

La determinacion de la produccién de cortisol intestinal en los individuos sanos y
pacientes con CU demostrd niveles basales bajos (e incluso indetectables) similar a lo
reportado previamente (14). Cabe destacar, que este es el primer estudio de medicién de
cortisol en mucosa intestinal de pacientes con Ell, Adicionalmente, los niveles séricos de
cortisol normalizados a deshidroepiandosterona (DHEA) en pacientes con Ell,
(normalizacion que permite determinar la concentracion libre y funcional de cortisol)
(cortisol/DHEA) es mayor en pacientes con CU comparada con individuos control y ain
méas en aquellos pacientes previamente sometidos a terapia con GCs (46). Estos
antecedentes sugieren que la produccién de cortisol en la mucosa intestinal puede verse
reflejado a nivel sistémico. El andlisis de cortisol en el plasma de los pacientes con CU
reclutados esta siendo realizado actualmente por nuestro laboratorio.

Cabe destacar que futuros analisis contemplan la validacion del método de deteccion de
cortisol mediante ELISA utilizando la deteccion por Espectrometria de masas, esto debido
a que en el ultimo tiempo se han presentado discrepancias en el mundo cientifico respecto
a los métodos de deteccion implementados para este tipo de determinaciones (60).

Adicionalmente, el tratamiento con dexametasona indujo la produccion 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 blogueadores farmacoldgicos utilizados, RU486 y SR1848 (para GR
y LRH-1 respectivamente), fueron efectivos para inhibir exclusivamente la produccién de
cortisol en pacientes respondedores. Estos resultados sugieren fuertemente que tanto el
GR como el factor transcripcional LRH-1 estarian directamente relacionados con la
produccién de cortisol enddgeno inducida por GCs en pacientes con CU y, ademas, los
pacientes que no responden adecuadamente a la terapia presentarian alteraciones en la via
de produccién 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-
glicoproteina, pero también por una disminucion de la expresion de estos componentes en

la mucosa, lo que que podria ir en desmedro de la correcta regulacién de la
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esteroidogeénesis.

Los antagonistas utilizados inhiben la actividad de sus moléculas blanco; RU486
(mifepristona, un antagonista competitivo de GR), puede unirse con mayor afinidad
(constante de disociacion de kD < 10 °M) en comparacion a la dexametasona (constante
de discociacion kD = 10® M) (47), inhibiendo completamente la unién del agonista,
provocando un impedimento estérico y funcional que evitara la unién 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 provocaria la rapida traslocacién hacia el citoplasma, impidiendo sus acciones
a nivel transcripcional, lo que es traducido en una disminucién de genes involucrados en
multiples procesos fisiologicos (enzimas esteroidogénicas CYP11Al y CYP11B1)
(42,49).

Ambos blogueadores inhiben (mediante mecanismos moleculares diferentes) etapas
claves de la via esteroidogénica en los cultivos de mucosa ex vivo. Debido a que la
produccion 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 podria
sugerir que existen mecanismos alternativos en la produccion de cortisol intestinal en estos
grupos de pacientes, como aquellos atribuibles exclusivamente al ambiente inflamatorio.

La expresion del transcrito del factor LRH-1 esta disminuida en la mucosa
inflamada de pacientes con CU al compararse con individuos sanos, concordando con
reporte previo (15), con una tendencia a una expresion menor en la mucosa de pacientes
que no responden adecuadamente al tratamiento (respecto a control y pacientes
respondedores), sugiriendo que la menor expresion del factor de transcripcion impacta
sobre la produccién de GCs enddgenos, asi como también la proliferacién 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
condicién inflamada de la mucosa intestinal de pacientes con CU. En este sentido, se ha
visto que el TNFa (contribuye fuertemente a la progresion de la CU) es capaz de inducir
la produccién de GCs a nivel local en el intestino como un mecanismo inmunosupresor
(26), y es posible que en el ambiente inflamatorio con niveles de TNFa elevados en etapa

activa (29) induzca la produccion de cortisol enddgeno, lo que provocaria la consecuente
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disminucién de los niveles de GR como un mecanismo de regulacion negativa
previamente reportada en lineas celulares, modelos murinos y células sangre periférica
humana (50).

Cabe destacar, que reportes anteriores no identificaron diferencias entre individuos sanos
y pacientes con Ell en la expresion de GR total evaluada tanto en mucosa intestinal como
en sangre periférica, sin embargo, este mismo reporte si identifico diferencias en la
expresion 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 expresion de GR post tratamiento con esteroides (51), lo que
también estaria relacionado con las observaciones de esta tesis (en el modelo de linea
celular).

En conjunto, la menor expresion en LRH-1 y GR en pacientes no respondedores a
la terapia con GCs, podria explicar la menor produccién 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 correlacion positiva observada entre los niveles de mensajero de los distintos

componentes de la via esteroidogénica en mucosa, muestra que LRH-1 es dependiente de
la expresion de GR, lo cual concuerda con nuestra propuesta y con la regulacion directa
de LRH-1 por GR observado en la linea celular (efecto de RU486 sobre la induccién de
LRH-1 y ensayos inmunoprecitacion de cromatina).

La expresion de CYP11ALl fue baja sin encontrar diferencias entre los grupos, no
obstante, la mayor expresion de LRH-1 en la mucosa de individuos sanos comparado con
pacientes respondedores no se relaciona con la expresion de CYP11A1 observada. El
trabajo de Mueller. M y cols describe que el tratamiento de la linea celular epitelial de
intestino murino (mICcl2) con PMA induce la expresion de CYP11B1yno de CYP11Al
(mediada por la proteina kinasa C, PKC), sin embargo el PMA induce sinérgicamente la
expresion de ambas enzimas en células que sobre-expresan LRH-1 (45) esto podria sugerir
que las enzimas esteroidogénicas serian reguladas independientemente y por mecanismos
alternativos y posiblemente podrian requerir de co-reguladores (que actten en conjunto
con LRH-1 para inducir su expresion). Adicionalmente, la expresién de ambas enzimas

esteroidogénicas en la mucosa intestinal puede ser inducida por la activacion de células T
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(mediante aCD3) con un impacto directo en la produccion de cortisol local (52),
demostrando la participacion de mecanismos alternativos en este proceso.
Adicionalmente, la expresion 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 expresion de CYP11Al1 (14). El contenido de CYP11B1 indetectable
podria atribuirse a mecanismos moleculares, como una baja estabilidad del MRNA; puesto
que se ha reportado que una delecion 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 inmunohistoquimica
realizadas en nuestro laboratorio (parte de proyecto en curso, ver Anexo 3). Asi, la
deteccion escasa de estas enzimas a nivel de transcrito no necesariamente representa la
expresion de la proteina o su funcionalidad en la produccion de cortisol.
Asimismo, otras funciones han sido atribuidas al LRH-1 a nivel intestinal, tal como

la proliferacion celular (regulacion de ciclinas D1y E1 en sinergia con B-catenina) (15,49),
y su implicancia en la mantencion de la integridad de la barrera epitelial intestinal y
proteccion a dafio o muerte celular en un ambiente inflamatorio (37). Adicionalmente,
LRH-1 podria regular la expresion de otras enzimas esteroidogénicas como CYP17
(participa en la diferenciacion de células mesenquimales a esteroidogénicas) en otros
organos esteroidogeénicos (e.g., gonadas) (40).

La via CYP1Al y CYP1BL. estarian involucradas en la polarizacion de macrofagos
a un perfil M2 mediada por IL-13 (predominante en la mucosa intestinal inflamada de CU)
y LRH-1, induciendo el ligando de PPARy (15-HETE) crucial en este proceso (54).
Todos estos antecedentes dan cuenta de multiples mecanismos de regulacion de LRH-1y
las enzimas esteroidogénicas, los que podrian explicar la variabilidad respecto a la
expresion de estos componentes en la mucosa intestinal. Aln cuando el rol principal de
LRH-1 es la induccion de la expresion génica de ambas enzimas, otros mecanismos
podrian estar influyendo en un sistema complejo (biopsia colonoscopica con maltiples
tipos celulares, contexto inflamatorio y autoinmune implicado en la patologia).

La expresion génica de la variante de GRp en la mucosa de los pacientes con CU fue
menor al GR total, concordante con lo caracterizado previamente en lineas celulares como
HeLa y CEM-C7 y otros tejidos como higado, cerebro, pulmén, corazén y masculo

esquelético (21,51). Adicionalmente, GRp esta elevada en células mononucleares de
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sangre periférica y en la mucosa intestinal de pacientes con Ell, posiblemente provocado
por las citoquinas pro-inflamatorias predominantes que alterarian el mecanismo de corte
y empalme alternativo de GR (55). Asi, niveles de GRp elevados han sido directamente
relacionados a la resistencia a GCs en variadas patologias inflamatorias (31,41,56). Los
resultados obtenidos muestran que la expresion génica de GRp 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 incorporacion de un mayor nimero de pacientes es clave para obtener
conclusiones respecto de la posible importancia de la expresion de GRp en la cortico-
resistencia, ya que ademas, existen reportes anteriores donde tampoco se encontraron
diferencias en la expresion de GRp entre pacientes respondedores y refractarios (51) lo
que ha puesto a la asociacion entre expresion de GRp y cortico-resistencia en una posicion
controversial. Debido a que la actividad trans-represional de GR ha sido demostrada en
células COS-7 (57), donde se sobreexpresé alcanzando niveles mucho mayores respecto
a la baja expresion basal detectada en este y otros estudios (20,51). Ademas esto se
contradice con lo encontrado por Brogan et al donde GRp no inhibe la trans-represion de
AP-1 y NFkB mediada por GRa en el mismo tipo celular, incluso al sobre-expresarse 10
veces (58).

Durante el desarrollo de este trabajo, la expresion de GRa no fue posible detectar
en la mucosa intestinal debido a que no existen metodologias validadas que permitan
identificarla y diferenciarla de las demas isoformas mediante gPCR. Por lo tanto, la razon
GRP/GRt fue determinada para comparar la expresion de las isoformas de GR en cada
grupo, permitiéndonos demostrar que GRP/GRt fue mayor en pacientes con CU
respondedores vs. individuos sanos, concordando con lo reportado anteriormente para una
expresion de GRP y GRB/GRa mayor en pacientes con EIl respecto a los individuos sanos
(53) (no se observaron diferencias en GRB/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 remision), no necesariamente es

comparable a la de un individuo sano, pudiendo existir lesiones y/o diferencias a nivel
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anatémico, tisular, microscopico o incluso molecular que persisten en estas condiciones
(Tabla 4). El anélisis de expresion genica en las muestras disponibles de este seguimiento
sugiere que el tratamiento con GCs produciria cambios en la expresion de algunos
componentes en la mucosa intestinal de pacientes con CU con tendencias diferentes entre
los grupos estudiados (Fig. suplementaria 2). La expresion de los componentes estudiados
podria verse afectado por el dafio en la mucosa epitelial intestinal provocado por la
ulceracion del tejido, reflejado en las caracteristicas anatomopatoldgicas (criptitis,
microabsesos o la diferenciacién epitelial disminuida) observada en la mucosa inflamada
de los pacientes respondedores, refractarios y dependientes en la colonoscopia 1
(pardmetros que se mantuvieron alterados en la colonoscopia 2 de pacientes refractarios y
dependientes). A pesar de que el namero de pacientes reclutados hasta la fecha no permite
sacar conclusiones al respecto, el seguimiento realizado es relevante, dado que permitira
obtener informacion de la expresion génica de estas moléculas en la mucosa intestinal
luego de la activacion de la via por GCs en respondedores, o no inducida adecuadamente,
refractarios y dependientes. Esta caracterizacion de la mucosa de los pacientes en el
seguimiento resultara atil para atribuir, a través de la expresion de los componentes de la
via esteroidogénica, un perfil molecular de remision endoscdpica y por lo tanto
recuperacion de la integridad epitelial (pacientes respondedores en la colonoscopia 2), o
cuando el tratamiento no logra inducir la remision.

Un diagrama muestra un modelo de la mucosa intestinal y la participacion de los

componentes de la via esteroidogénica (Fig. 13), de acuerdo a los resultados y tendencias
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obtenidos junto con antecedentes de la literatura.

Homeostatic Steroidogenesis Impaired steroidogenesis
intestinal in inflamed in GC-refractory UC
steroidogenesis mucosa patients

Figura 13. Modelo de la participaciéon de los componentes de la via esteroidogénica en la mucosa
intestinal en salud y enfermedad. El diagrama muestra la expresién 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 expresion de GR y LRH-1 en la mucosa sana es mayor comparado con
la mucosa inflamada y siendo mas reducida en la mucosa de pacientes refractarios a la terapia con GCs. De
igual manera, la produccion de cortisol en la mucosa intestinal sana fue mayor comparada con la mucosa
inflamada de pacientes respondedores y refractarios.

La expresion de las enzimas esteroidogénicas representa su regulacién por LRH-1, de acuerdo a lo reportado
en estudios anteriores (34,35,42).

Si bien, la informacion entregada por este estudio es novedosa y relevante para el
conocimiento de la regulacion de la via esteroidogénica intestinal y el efecto de los GC,
futuros experimentos seran fundamentales, tal como confirmar el contenido proteico de
las enzimas esteroidogénicas post GCs (particularmente CYP11B1, productora directa de
cortisol). Ademas, es imperativo, reclutar un mayor nimero de pacientes para poder
realizar analisis estadisticos de los datos y para observar diferencias mas claras respecto a
la expresion de los componentes de la via 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, podria ser posible responder de manera
concluyente a la interrogante que surge de la caracterizacion de la mucosa intestinal
respecto a la expresion de los componentes de la via esteroidogénica, en cuanto a la

posibilidad de correlacionar una expresion disminuida en estos componentes con una
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respuesta inadecuada al tratamiento con GCs implementado en la CU. Contar con un
mayor nimero de muestras obtenidas de la colonoscopia de seguimiento (col 2) permitira
el estudio y caracterizacion de la mucosa luego de la terapia con GCs, pudiendo asociar la
expresion de componentes de la viacomo LRH-1 con la integridad de la mucosa intestinal
(luego de la terapia), la que podria ser evaluada mediante pardametros anatomopatoldgicos
y expresion de proteinas constituyentes de uniones estrechas reguladas por este factor.

Ademas, y de la misma manera en que se plantea en el modelo celular, una caracterizacién
del contenido proteico y localizacion de los componentes a nivel de cripta y/o estroma
(mediante IHQ o IFI) cobraria relevancia (puesto que se analizo la totalidad de la muestra,
heterogénea en cuanto a los tipos celulares constituyentes). Ademas, la determinacion de
la localizacion sub celular (nucleo/citoplasma) de los componentes de la via
esteroidogénica en la mucosa de pacientes con CU es altamente relevante, ya que las
diferencias entre grupos podria explicar los diferentes tipos de respuesta a GC y asociarlo
con la regulacion sus genes blancos. Una desregulacion en cualquiera de estos niveles
podria contribuir al efecto de refractariedad o de dependencia (observado en estos

pacientes) lo que hace necesario su estudio y analisis en el futuro.

Principales hallazgos

1. Determinacion de la regulacion de la via esteroidogénica intestinal por glucocorticoides en

linea celular de colon humano Ccd841CoN

e Las células intestinales epiteliales Ccd841CoN producen cortisol en respuesta a

dexametasona de manera sostenida en el tiempo estudiado.

e La dexametasona induce la expresion del factor transcripcional LRH-1 a través de un

mecanismo que requiere la participacion de GR

e EI GR podria unirse a sitios GRE aparentemente funcionales en el promotor de LRH-1 para

inducir su transcripcion.

2. Caracterizar los componentes de la via esteroidogénica en la mucosa intestinal de pacientes
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con CU, clasificados segun respuesta al tratamiento con GC.

e La caracterizacion de la mucosa intestinal de pacientes chilenos con CU, considerando la
respuesta a glucocorticoides (determinada clinicamente) y su capacidad esteroidogénica
(mediante la medicion de la produccion de cortisol y la expresion de los transcritos
involucrados) fue evaluada.

e La mucosa intestinal humana tiene la capacidad de producir cortisol ex vivo inducida por
glucocorticoides exdgenos (dexametasona).

e Laproduccion de cortisol inducida por glucocorticoides exdgenos requiere la participacion
del receptor de glucocorticoides (GR) y el factor transcripcional LRH-1.

o Existen diferencias posibles en la expresion de LRH-1, GRB 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 aqui puntualizados junto con antecedentes anteriores, esta
tesis permite concluir que existe una via de produccion de cortisol a nivel intestinal que puede
ser activada por glucocorticoides exdgenos constituyendo un mecanismo de retroalimentacion
positiva de la esteroidogénesis intestinal, la que, en consecuencia, podria tener una participacion
fundamental en la efectividad de la terapia con GCs en pacientes con CU. Los estudios in vitro
aqui realizados permiten atribuirle la funcion regulatoria de esta via a dos factores principales,
GR y LRH-1, moléculas que aparentemente conversan y se correlacionan entre si y cuya
expresion e induccidn seria imperativa para la activacion de esta via. Asimismo, los estudios ex
vivo realizados en la mucosa intestinal de pacientes con CU permite confirmar la produccion de
cortisol intestinal inducida por GCs y, ademas, sugieren la participacion e importancia que la
expresion de los factores GR y LRH-1 podria 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 nimero de
pacientes, esta tesis propone encauzar estudios futuros relacionados a la terapia con GCs en ElI
hacia la activacion de la via esteroidogénica a nivel intestinal y puntualmente la regulacién y

conversacion entre los componentes aqui descritos.
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PROYECCIONES

e Estudiar la cinética de induccion mediada por GCs de los componentes de la via
esteroidogénica

e Evaluar la localizacién subcelular de los componentes de la via esteroidogénica antes y
después del tratamiento con dexametasona.

e Evaluar el efecto del bloqueador SR-1848 en la respuesta inducida por dexametasona para
determinar la importancia de LRH-1

e Comprobar la interaccion entre GR y el promotor de LRH-1 en los sitios GRE
identificados

e Ensayos de gen reportero usando la secuencia promotora como regulador, junto con
mutagénesis sitio dirigida de los sitios GRE para comprobar su funcionalidad.

e Reclutar un mayor numero de pacientes para realizar analisis estadisticos.

e Estudio y caracterizacion de la mucosa luego de la terapia con GCs (col 2)

e Caracterizacion de la expresion y localizacion de los componentes a nivel de cripta y/o
estroma para diferenciar la expresion en cada area y tipo celular que conforma la muestra.

e Estudiar la localizacion sub celular de los componentes de la via esteroidogénica en la

mucosa de pacientes con CU
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Anexo 1

Criterio de exclusion: No serdn considerados aquellos pacientes que presenten
alguna de las siguientes caracteristicas: EIl no clasificable, enfermedades
autoinmunes, alergias alimentarias severas, enfermedad celiaca, diverticulitis,

sindrome de intestino irritable o alguna infeccién al momento de la evaluacion.

Criterio de inclusion: Pacientes adultos que se atienden en CLC diagnosticados con
colitis ulcerosa moderada o severa clasificada segun indices de Mayo endoscépicos
> 2, de los que se disponga biopsia obtenida por colonoscopia y sean clasificables

segun el tipo de respuesta al tratamiento observada.
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Anexo 2

o cLc

FORMA DE CONSENTIMIENTO
Pacientes con Colitis Ulcerosa
“Rol de 1a Senalizacion Mediada por Corticoides en Colitis Ulcerosa"

Respcnsablas:

Dra. Marcela Hermoso Ramello. Facultad de Medicng, Universidad de Chie. Tel: 2

29756934, E-mail: mhermosa@med.uchie.cl

IE):'.‘ Rodrigo Quera Pino: Dpta. Gastroentarclegla, Clinica Las Candes. Tal: 610-8755,
il )

Dr. Patricio Ibafez Lazo. Dpto. Gastroentarolegia. Clinica Las Cendes. Tet 610-

8755, Email: pibanez@clnicalascondes.cl

Declaracién de los Investigadores

Nueslro equipo dinge una nvestigacion en relacion al mecanismo poc ol cuad los
corticoides disminuyen la nflamacién y promuaven la reparacidn de la mucosa
intestinal en pacentes con coliis ulcerosa que recben esta lratamiento. Para
syudaro a decidir de manera voluntara si desea participar en este estudio, &n el
presante documento se explican los riesgos y beneficios de su participackén para
que usted pusda fomar una decision informada. Es por esio que se W estd
solicitando su atorizacion para tomar muestras pequanas (blopsias), de una zona
04 5u colon junto con una Muestra o8 sangre periférica (anlebrazo), ahara durante
51 colonescopia y 8n un Nuevo procedimiento de control a los 6 meses.

Objetivos

El objetivo de este estudio es evaluar si al receplor de corticcices, el cual es una
molécula mportants pars k& respuesta & este lratamiento en pacientes con colts
ulcarosa, interviens en la generacion de estercides, Jos cuales son importantes para
el cantrol de la inflamacién a nivel de & mucosa Intestinal, Este conocimianto nos
permitira entender mejor ol afecto de [a terapia con corticoldas an los pacientes que
Ia reciban, y proponer 3 fuluro nuevos biancos terapéulicos que mejaren & calidad
dé vida de los pacientes.

Para realizar este estudio, @5 necesano recolectar muestras de biopsia de mucosa
Intastinal y sangra periférica de 30 pacientes con colilis ulcarosa, junto con 15
pacienes controles (sin coliis uicarosa). Adiconaimente, a los pacientes con coltis
ulcerosa, 2a le lomard otra muestra de biopsia de mucosa miestingl ¥ sangre 6
mases después de la primera ‘oma. Este Gltimo procedimiento sera casteado por of
proyacto por ko gque ne & ganarara ningdn costo como paticipanie. Usted pertenece
al grupo de pacientes con colitis ulcerosa, por K que ke solicls
cooperackin y autorzacidn para reslizar los siguientes procadimentos:




cLe

FiRie masnn

Procadimientos
Sl usted acepta participar an aste estudho, 8& le soltilars lo sguiente:

1. Permitir ef acceso a sus datos clinicos y de tratamiento refacionados a la Colitis
Ulcercsa,

2. La donacidn de 7 muestras (bicpsias) de lejido mflamado que se abtendran
durante el procedimientio colonoscopico ardenado por su médico tratante, las
cuales sardn astudiadas en el laboratore de Inmunidad Innata, ubicado en 1a
Facultad de Mediina de la Universidad de Chile,

3. La solcitaramos ademas que done una muestra de sangre de 8 ml {equivalants
& 13 mitad de una 1acita de café), ks que serd obtenida par una enfermera desde
ung vena de su brazo, usando la via venosa que se nstala durante 1a
colonoscopia. A partr de esta mussira cbtendremos el suero para evaluar
moleculas ascciedas a la inflamacion.

4. Por 0ltimo, seis mesas poslernor & la prmera colonoscopa, le solicharemos que
48 reglice un nuevo procedimienic colonascépico de control, donando 3
biopsins de mucosa wmtestingd ¥y una muestrs de sangre para determinar
procesos mvolucrados en 1a curacion de B mucoss intestinal y & disminucidn
oe la inflamacion, Este procedimiento serd reslizado por su médico tratante an
Clinica Las Condes y no tendré costo para usied.

Beneficios

Los beneficios de dicho estudio 56 relacionan con al avance an al conodmiento de ta
calitis uicerosa y of beneficio futuro que esto pudiers aportar en el contral y
tratamignto e olros enfermos.

Rlesgo, Stress o Incomodidad

Riesgo de Is Toma de Muestra {sangre) La toma de la muestra de sangre puede
causar alguna incomodidad y an muy raras CCRSIONES WA eqUIMosIs (moretdn), sin
embargo, =4 lomardn todas las procauclones universales y eslandarizadas para
reducr su nasgo,

Rlesgo de |a Toma de Muastra (biopsia de mucosa intestingl); 185 muestras que 8
axlrasrdn pars este estudio son una muestra suparficial o8 ka mucosa del colon y &
abtandra durante @l pracedimiento colonoscépica para el diagnéstico o de
saguimiento da su enfermedad, por 1o 18nto, o implica un riesgo exira para usted y
tampoco ninguna damora o procedimienio anexos a su examan.

Tensitn y Ansledad. Es poeible que 3 usled le inquiele discutir su histaria médica,
Alguno de 108 invesligadores conversard con usted para Aclarar sus dudas, si exi

Complicaciones

En &l caso de que usted presente algin efecto Inesperado como molestias en
donde fomaron (3 muestra sanguines, o molestias nlestinales no usuales
enfermedad, debe contactarse con su médico tratante Dr. Rodrigo Quara Pino 6 el
Patricio Ibafiez.
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Costos

El cosio de la prmera colonescopla realizada para el dlagnostico o control de su
patologia, asi como también exdmenes con fines clinicos deben ser cubliertas por
ustac da Acusrdo & s Seguro de salud. Sin embargo, las muestras de tejido a ulifzar
en este estudio y su pracesamienta an al laboratorie d8 Inmunidgad Innata no tandran
NiNGon COSIO para usted.

La colonoscopia de seguiméento gue se Hevard s cabo en 6 meses no tendra ningdn
costo para usted, o cual incluye |a Anestasia (8n Case de ser necesaria) y &l andlisss
histopatoldgico de kss muestras junto con cbros ensayos con cbjativos clentifices,

Privacidad

Los resultados de este estudio, sM0 serdn antregados a las pacientes participantes de
este astudio, < lo solcitan, y no se entregara informacion nié a famidiares ni a8 ninguna
otra persona. SOk o8 miembros del grupo de investigacdn se contactaran can los
pacentas ¥ landran accaso a i3 nformacitn, mantaniando de ssla manera |a maxoma
confidencialidad de su paricipacien, Cada paciente fendrd un codigo, el que se
astablecerd previo 8 la oblencitn ce los datos. El personal de colaboracidn sera
entrenado para qua ConNserve un compariamientc &tico respeclo de la informacion.
Cuslquier publicacitn cientifica de ks resutados de esta investigacién serd
complstaments andnima.

Utllizaclén de ta muestra de tejidos

Las muestras cbtenkias y los datos entregados serdn utikzados s0lo para ks fines de
Ia investigacién propuesta. Finalzande este estudio, podrien usarse pars
nvestigaciones relacionadas con el tema. Si las muestras se utilzaran para nvestigar
en olras dreas, ze le solicitara el consentimiento respectvo, Las muestras se
mantandran per tiempo indefinido en o laboratario de Inmunclogia de la Facultad de
Medicina de & Unwersidad ca Chile, bajo |3 custodia de Dra, Marcsla Hermoso
Ramallo,

Comunicacion

La investigacon a ka cual se le @513 INVRANGO & paricipar &5 Un Proyecto mullicéntrico,
an ol que pariipan eguipos de la Clinica Las Condes y & Laboratorio de Inmunidad
Innata de ia Facultad de Madicing de B Universidad de Chile. En caso de dudas o
consullas oe este proyecto usled se podrd coalactar con of médico a cargo,
informacion que se indica an ks primera pagine de aste consentimienta,

Este estudic fue aprcbada par los Comaé oe Etics de la Clinkca Las Cond
Facultad de Medicina de 1a Universidad de Chile.
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IEAE mraes

Voluntariedad y derechos del participants

Su partcipacién serd totaiments voluntana an esta inwesligaciin. En caso de rechazar
asta Invitackin, s& garantiza que la atencidn y dedicacidn entregada por su médico
fralante no sard sfectada. En caso que usted ingrese a este proyacto, tendrd el
derecho de relirarse del estudio en cualgquier memento, 5in tenar que dar explicacionas
Y 5in que 50 alters la calldad de 13 atencidn que tiene derecho & rechir.

Otros derechos del participanta
En caso de dudas sobre sus derschos dede comunicarse con el prasidents del Comité
de ética de nvestgacion en seres humanos, Dr. Manuel Oyarzin G., Telefono: 2-

9789536, emad comilecash@med uchie.cl, cuys oficina s& ancuentra ubicada a un
coslado de ia biblolecs central de |a Facultad de Medicna, Univarsidad de Chile en

Av. Indepencenca 1027, Comuna de Indapendencia.
Declaracion del participante

Datos delids la paciente y de su representiants en caso de incapacidad dal paclents:

APELLIDOS Y NOMBRE, DEL PACIENTE RUT:

APELLIDOS Y NOMBRE DEL REPRESENTANTE | RUT:

Profesionales que intervienan &n 6l proceso da infarmacian y'o consantimients:

Imu.loosvnom FECHA FIRMA
YO, Sr. (a} , manfiasio que estoy

conforme con 13 Informacion anterioe, Ha leido y podido preguntar y aclarar todas mis
dudas. Por g50 he tomado consclients v fbvemente ta deciion de aulorizaria. Me
gueda caro gue cualgular pregurta que desee Necer 3 MLWo acearcs da |a
investigacion me serd respendida por alguno de los invastigadoras. Tambsén s&1 gue
puedo retirar mi consentimianto cuando i estime oporiuno.
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Mérquese con uns X

{ S| NO) Aulerize la conservacion y utlizacion posterior de mis muestras
biclogicas para invesligackin relacionada directamente con la enfermecad que se
astudia,

( sl NO) Aulerize gue, en cago de gue mis muastras blokgcas vaysn a
ser utlizadas en otras investigaciones diferentes, ks investigadores se pongan en
comacto conmigoe para solicitarme consentimianto.

(Sl ___NO) Autcrizo la difusion ded conocimiento ciemtifico.

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO:

YO, Sr. (a) g8 forma lore y conscmnts
he decidido retirar ef consentimiento para este estudio.

En Santiagoa __ de de 20
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Anexo 3

Anexo 3. Deteccion mediante IHQ de CYP11B1 (A) y CYP11Al (B) en mucosa intestinal de

paciente con CU.
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Figura Suplementaria 1
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Figura Suplementaria 1.

Sano Resp Ref Dep 1 Resp Ref Dep
[
Col 1 Col 2

Expresion de GR3 normalizado a la expresion 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
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Figura Suplementaria 2. Comparacion pareada de la expresion de cada uno de los componentes
de la via esteroidogénica entre la colonoscopia 1 (1era) y la colonoscopia 2 (2da) para cada paciente
con CU estudiado y en cada grupo de pacientes.
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Figura Suplementaria 3
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Figura Suplementaria 3. Enriquecimiento del GRE del gen GILZ relativo a la muestra input al
comparar lo obtenido para la condicion 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
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Figura Suplementaria 4. Tabla resumen de coeficientes de Spearman (r) y valores p (p) para las
correlaciones estadisticas analizadas entre la expresion de los componentes de la via
esteroidogénica evaluados en mucosa intestinal (biopsias colonoscopicas humanas de individuos
sanos y pacientes con CU).
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