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RESUMEN:  
 
El síndrome de intestino irritable (SII) es un trastorno funcional digestivo 

caracterizado por la presencia de dolor abdominal asociado a alteraciones del hábito 
intestinal. Si bien su fisiopatología no ha sido dilucidada completamente, se reconoce la 
existencia de un desequilibrio del eje cerebro-intestino, que afecta diversas funciones 
intestinales, entre ellas el aumento de la permeabilidad paracelular y la activación de 
células inmunes. La elevada activación de mastocitos se asocia a aumento de la 
permeabilidad intestinal debido a alteraciones en la organización de la unión estrecha (UE), 
mecanismo mediado por la activación de PAR-2 (receptor activado por proteasa-2) por 
triptasa. La proteína inmuno-moduladora Bcl-3 (B-cell leukemia/lymphoma-3) es un 
regulador transcripcional de genes activados por NF-κB, entre ellos los que regulan la UE. 
En este trabajo se proponen las siguientes hipótesis: 1) En pacientes con SII, existe una 
pérdida de la función de barrera intestinal asociada a un aumento en la expresión de Bcl-
3, a una elevada activación de mastocitos y a alteraciones de la unión estrecha epitelial; 2) 
La expresión de Bcl-3, es inducida por triptasa, mediante la activación de PAR-2, 
afectando el estado de la unión estrecha en líneas celulares de epitelio intestinal. Para ello, 
muestras de mucosa ileal y colónica de pacientes con SII y SC (sujetos controles) fueron 
recolectadas. En ellas se evaluó la expresión de Bcl-3, mediante q-PCR, western blot e 
inmunofluorescencia indirecta (IFI); el número de mastocitos y su grado de activación, por 
IFI y microscopía electrónica de transmisión (TEM); y las alteraciones de la  UE, mediante 
IFI y TEM. El efecto de triptasa sobre la expresión de Bcl-3 y las alteraciones en la UE 
fueron evaluadas in vitro, en líneas celulares DLD-1 y Caco-2, mediante western blot e IFI. 
Los resultados evidenciaron una elevada expresión de Bcl-3 un aumento en el número y 
actividad de mastocitos, alteraciones en la distribución y expresión de ZO-1 en mucosa y 
alteración de la arquitectura de la UE epitelial intestinal en pacientes con SII en 
comparación con SC. Nuestros resultados in vitro evidenciaron que la expresión de Bcl-3 
fue inducida por triptasa, a través de la activación de PAR-2, induciendo este estimulo 
alteraciones en la distribución de proteínas de la UE. Nuestros hallazgos sugieren que en el 
SII, la proteína Bcl-3 actuaría como un factor intermediario de las alteraciones de la UE 
epitelial inducida por la activación de triptasa/PAR-2. Futuros estudios dirigidos estudiar 
con profundidad este mecanismo permitirán contribuir a la fisiopatología del SII, en miras 
de un nuevo marcador diagnostico y blanco terapéutico. 
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SUMMARY: 
 
“ROLE OF MAST CELLS IN THE INDUCTION OF BCL-3 AND ALTERATIONS 
OF THE TIGHT JUNCTIONS IN THE IRRITABLE BOWEL SYNDROME”. 
Irritable bowel syndrome (IBS) is a digestive functional disorder characterized by the 
presence of abdominal pain associated with alterations of the intestinal habit. Although its 
pathophysiology has not been fully elucidated, the existence of an imbalance of the brain-
intestine axis is recognized, which affects various intestinal functions, among them the 
increase in paracellular permeability and the activation of immune cells. The high 
activation of mast cells is associated with increased intestinal permeability due to 
alterations in the organization of the tight junction (TJ), a mechanism mediated by the 
activation of PAR-2 (receptor activated by protease-2) by tryptase. The Bcl-3 immuno-
modulating protein (B-cell leukemia / lymphoma-3) is a transcriptional regulator of genes 
activated by NF-κB, including those that regulate the TJ. In this work, the following 
hypotheses are proposed: 1) In patients with IBS, there is a loss of intestinal barrier 
function associated with an increase in the expression of Bcl-3, a high activation of mast 
cells and alterations of the epithelial tight junction ; 2) The expression of Bcl-3 is induced 
by tryptase, through the activation of PAR-2, affecting the state of the tight junction in 
intestinal epithelial cell lines.. To do this, samples of ileal and colonic mucosa from 
patients with IBS and CS (control subjects) were collected. In them, the expression of Bcl-3 
was evaluated by means of q-PCR, western blot and indirect immunofluorescence (IFI); the 
number of mast cells and their degree of activation, by IFI and transmission electron 
microscopy (TEM); and the alterations of the TJ, through IFI and TEM. The effect of 
tryptase on the expression of Bcl-3 and the alterations in the EU were evaluated in vitro, in 
cell lines DLD-1 and Caco-2, by means of western blot and IFI. The results showed a high 
expression of Bcl-3 an increase in the number and activity of mast cells, alterations in the 
distribution and expression of ZO-1 in mucosa and alteration of the architecture of the 
intestinal epithelial TJ in patients with IBS compared to CS . Our in vitro results showed 
that the expression of Bcl-3 was induced by tryptase, through the activation of PAR-2, 
inducing this stimulation alterations in the distribution of proteins of the TJ. Our findings 
suggest that in IBS, the Bcl-3 protein would act as an intermediary factor of epithelial TJ 
alterations induced by the activation of tryptase / PAR-2. Future studies aimed at studying 
in depth this mechanism will allow contributing to the pathophysiology of IBS, in view of a 
new diagnostic marker and therapeutic target. 
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1. INTRODUCCIÓN. 
 
 El síndrome de Intestino Irritable (SII) es un desorden funcional digestivo, con una 
prevalencia de un 11,2% de la población mundial adulta y que afecta principalmente al 
sexo femenino, en un rango etario que varía entre los 30 y 40 años1. En Chile, estudios 
realizados en una población acotada de la Región Metropolitana, se reportó una prevalencia 
para el SII de un 26%, elevada en comparación con otros países de Sudamérica2. Este 
síndrome se caracteriza por la presencia de síntomas gastrointestinales crónicos, tales como 
dolor abdominal recurrente, asociado a alteraciones en la función intestinal, que incluyen 
cambios en la frecuencia y consistencia de las deposiciones3, siendo la  hinchazón y 
distensión abdominal síntomas muy frecuentes en el SII. Si bien este desorden no produce 
mortalidad, el profundo deterioro de la calidad de vida de los pacientes repercute en el 
bienestar social y económico de un país4. El diagnóstico del SII es complejo debido a que 
no se han comprendido completamente los mecanismos fisiopatológicos subyacentes, no 
existiendo biomarcadores específicos para su detección5. Durante los últimos diez años el 
diagnóstico se ha basado en los criterios clínicos establecidos por la fundación ROMA, 
sumados a la exclusión de causa orgánica, siendo identificado por la presencia de dolor 
abdominal asociado a alteraciones de la defecación, al menos una vez por semana en los 
últimos 3 meses (ROMA IV)6. Bajo estos criterios, el SII se puede clasificar en SII: con 
predominio de diarrea (SII-D), constipación o estreñimiento (SII-C), mixto o alternante 
(SII-M/A) e Indeterminado (SII-I), según el tipo de hábito intestinal3. 
 

1.1 Fisiopatología del SII. 

 La fisiopatología de este trastorno es compleja y, a diferencia de otras enfermedades 
inflamatorias intestinales (EII), se caracteriza por presentar un bajo grado de activación 
inmune, asociada a un leve aumento de la inflamación sistémica7. Entre los diversos 
factores etiológicos descritos para este síndrome se encuentra el desequilibrio en la 
comunicación del eje cerebro-intestino, el que puede ser desencadenado por la presencia de 
episodios infecciosos previos, estrés psicosocial en edad temprana y adulta. Este 
desequilibrio induce la activación de células inmunes, entre las que se destacan los 
mastocitos intestinales como los más estudiados, encontrándose estrechamente cercanos a 
terminales nerviosos entéricos7, 8. Además, se describe una aumentada permeabilidad 
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paracelular epitelial en el intestino asociada a una pérdida de la función de barrera y la alta 
actividad de mastocitos9, 10. 

1.2 Epitelio intestinal. 

 El epitelio del tracto intestinal cumple la función de absorción de nutrientes y agua. 
Constituye una barrera física capaz de actuar como primera línea de defensa frente al paso 
de antígenos a los tejidos sub-epiteliales, debido a la presencia de células, tales como 
linfocitos T y B, células NK, células dendríticas; y los mecanismos de barrido y 
neutralización otorgados por la secreción de agua, la capa de mucus, los anticuerpos y el 
peristaltismo. Las células epiteliales poseen la capacidad de identificar patrones 
moleculares asociados tanto a patógenos (PAMPs), como a daño celular (DAMPs), a través 
de receptores de reconocimiento de estos patrones (PRRs), y la de activar señales 
intracelulares que inducen inflamación, liberando citoquinas que reclutan células inmunes 
hacia la mucosa9. Los enterocitos pueden también actuar como células presentadoras de 
antígenos11, 12. Este mecanismo, ejercido en condiciones normales, da origen al fenómeno 
de inmuno-tolerancia.  

Las células del epitelio intestinal están organizadas en una monocapa polarizada, 
con un polo apical y otro baso lateral, debido a que sus membranas están conectadas 
mediante complejos de unión intercelulares: unión adherente, los desmosomas y la unión 
estrecha (UE). La UE regula la permeabilidad paracelular, al comportarse como una barrera 
semi-permable que bloquea la entrada de patógenos y controla la absorción de solutos, agua 
e iones13. El complejo de UE está constituido por las proteínas transmembranas: claudinas y 
ocludinas; y por las proteínas periféricas: zónula occludens 1 (ZO-1), 2 (ZO-2) y 3 (ZO-3). 
Los dominios intracelulares de claudinas y ocludinas interaccionan con los dominios PDZ 
de ZO-1, permitiendo anclar estas proteínas transmembranas al citoesqueleto de actina 
miosina14. La interacción, expresión y localización celular  de las proteínas de la UE, 
resultan fundamentales para mantener la integridad de la barrera epitelial15. 

1.3 Permeabilidad paracelular aumentada en el SII. 

El aumento de la permeabilidad paracelular constituye uno de los hallazgos más 
característicos del SII. Estudios realizados in vivo, mediante la excreción de sondas 
ingeridas oralmente (lactulosa/manitol), demostraron una aumentada  permeabilidad 
intestinal en pacientes con SII16. Además, se han reportado para el SII alteraciones en la 
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expresión y distribución de las proteínas que constituyen el complejo de UE. El grupo de 
Piche, T. et. al., reportó una disminución de la expresión del ARNm de ZO-1 en biopsias de 
colon de pacientes con SII17, hallazgos que también fueron observados en muestras de 
mucosa de yeyuno de pacientes con SII-D18. Con el fin de reproducir estas observaciones, 
diversos investigadores han estudiado las alteraciones de UE mediante el uso de cultivos in 
vitro de células DLD-1 o Caco-2 (monocapas de células derivadas de intestino), 
estimuladas con sobrenadantes (SN) de cultivo de mucosa colónica de pacientes con SII-D, 
observando una disminución de ZO-1 a nivel de transcrito y una disminución de la 
resistencia eléctrica trans-epitelial (TEER)17. En otros estudios, pese a no detectar 
diferencias en el contenido de ARNm de ocludina, se demostró una menor expresión de 
esta proteína en mucosa colónica de pacientes con SII, como consecuencia de una mayor 
actividad proteosomal19. Así mismo, Bertiaux-Vandaele, N. et al., reportaron una expresión 
disminuida de claudina-1 en pacientes SII-D y una distribución sub-celular alterada en 
pacientes SII-C y SII-D20. Recientemente, se ha descrito la capacidad regulatoria de los 
micro ARN (miARN) sobre la expresión de genes responsables de la modulación de la 
barrera epitelial en pacientes con SII-D21, 22. Por otro lado, se ha visto que citoquinas pro-
inflamatorias, tales como TNF-α e IL-6, pueden afectar la permeabilidad paracelular de 
células Caco-2, mediante alteraciones de la distribución de proteínas TJ23, 24. 

1.4 Papel del factor nuclear κB (NF-κB) en la función de barrera del epitelio 

intestinal en Inflamación. 

El complejo NF-κB comprende a una familia de factores de transcripción que 
regulan la expresión y transcripción de genes involucrados en proliferación e inflamación 
entre otros, así como la expresión de las proteínas que participan en la reorganización de la 

UE25. En mamíferos, las proteínas del complejo NF-κB están constituidas por las 

subunidades p65 (RelA), c-Rel, RelB y las proteínas p105 (p50/NF-κB1) y p100 (p52/NF-

κB2). Cada subunidad posee un dominio de homología Rel, que permite la dimerización de 

estas a través de interacciones aminoacídicas, formando  heterodímeros (p50/p65) o 

homodímeros (p50/p50) de NF-κB. En estado de reposo celular, gran parte de los dímeros 

de NF-κB se encuentran inactivos en el citoplasma, asociados a proteínas inhibitorias de la 

familia κB (IκB). Frente a un estímulo inflamatorio, se induce una cascada de señalización 

intracelular que lleva a la fosforilación de las proteínas IκB, mecanismo mediado por la 

acción de quinasas de IκB (IKKs, NEMO). Como consecuencia, se induce la ubiquitinación 
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y degradación de IκB, vía proteosoma permitiendo la translocación de los dímeros de NF-

κB al núcleo, lo que activa la transcripción de genes blanco al unirse a secuencias 

especificas del ADN conocidas como sitios κB 26,27. 

Respecto al papel de NF-κB en la regulación de la inflamación del epitelio 

intestinal, se ha visto que su activación, es inducida por la unión de patrones moleculares 
asociados a patógenos (PAMPs) a receptores de tipo Toll (TLRs) en las células epiteliales 
intestinales, el cual promueve la producción de citoquinas inflamatorias que contribuyen a 

la respuesta inmune contra la invasión de bacterias patógenas. A su vez, NF-κB cumple un 

rol relevante en la mantención de la integridad del epitelio intestinal, asociado a los 
mecanismos de control de la distribución y expresión de las proteínas UE 23, 28. Por lo tanto, 
los mecanismos de regulación de esta vía de señalización son necesarios para mantener una 
correcta función de la barrera intestinal. Estudios realizados con ratones carentes del factor 
NEMO, revelan la presencia de inflamación y desarrollo de colitis espontánea29, lo que 

demuestra que defectos en la vía de señalización NF-κB en células intestinales promueven 
el desarrollo de enfermedades inflamatorias intestinales (EII)30. En modelos murinos de 
colitis se ha visto que el uso de péptidos inhibidores de intermediarios de la vía de 

activación de NF-κB logran disminuir la gravedad de la inflamación intestinal31. Es así 

como la vía de señalización comandada por NF-κB ejerce funciones cruciales en la 

regulación de la integridad de la barrera epitelial y en la patogénesis de enfermedades 
inflamatorias crónicas. 

1.5 El factor B cell leukaemia/lymphoma 3 (Bcl-3) como regulador de la vía de 

activación de NF-κB 

 La proteína Bcl-3, originalmente identificada como un proto-oncogen, pertenece a la 

familia de inhibidores IκB (IκB). Esta proteína es capaz de asociarse, mediante dominios 

de anquirina, a homodímeros de las subunidades p50 y p52 que son considerados 

transcripcionalmente inactivos, generando un complejo ternario [Bcl-3(p50)2; Bcl-

3(p52)2]
32 En función de un estímulo, Bcl-3 puede translocar al núcleo, modulando la 

transcripción mediante su unión a elementos regulatorios κB en el ADN. Dos los posibles 
mecanismos de modulación han sido descritos para este proceso: Uno de ellos postula que 
la formación de este complejo ternario estabiliza la unión de los homodimeros de p50 o p52 
al ADN. Al respecto, Carmody, RJ. et al., describieron que la unión de Bcl-3 a p50 
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disminuye la ubiquitinación y posterior degradación de esta subunidad33. El segundo 
mecanismo propone que la unión del complejo ternario genera una competencia con los 

dímeros activos de NF-κB (RelA [p65]/p50) por la unión a los elementos regulatorios en el 

ADN, limitando los procesos de transcripción de esta vía. En este sentido, estudios 
realizados en macrófagos deficientes en la proteína Bcl-3 describen un aumento de la 
sensibilidad a estimulación con LPS y un incremento en la producción de citoquinas pro-
inflamatorias, sugiriendo a Bcl-3 como un factor represor de la respuesta inflamatoria33. 

Kuwata, H. et. al., similarmente logró demostrar que la inducción de Bcl-3 por IL-10 es 
capaz de inhibir la producción de TNF-α, inducida por LPS, en macrófagos34. Se ha 
observado que la expresión de Bcl-3 es inducida luego de 6 a 12 horas posterior a la 

activación la vía NF-κB, siendo este mecanismo reconocido como un loop de auto-

regulación de esta vía36. Estudios posteriores realizados por Walker, T. et al., lograron 
demostrar que esta inducción de Bcl-3 es tardía, debido a que el promotor experimenta un 
proceso conocido como remodelamiento de la cromatina, requerido para la unión de NF-

κB37. Pese a estos hallazgos, la actividad de represión de la transcripción génica ejercida 
por Bcl-3 es controversial, debido a que existen estudios donde se ha demostrado su 
comportamiento como activador transcripcional, debido a la presencia de dominios de 
transactivación en su estructura35. 

La inducción de la expresión de Bcl-3 es inducida por citoquinas pro-inflamatorias 
(IL-6, TNF-α, IL-9), como anti-inflamatorias (IL-10)34, 36, 38, 39. Entre los mecanismos de 
señalización intracelular responsables de su expresión se describen la activación de los 
factores de transcripción STAT-3, AP-1 y el complejo heterodimerico p65-p5040. Además, 
recientemente se ha descrito  que la fosforilación de Bcl-3, en sitios específicos, modula su 
actividad transcripcional41. En resumen, la regulación génica ejercida por la proteína Bcl-3 
es compleja y multifactorial, actuando como trans-represor o trans-activador de la 
transcripción, dependiendo del estímulo y el contexto celular en el que se encuentre. 

 En el epitelio intestinal se ha identificado la expresión de Bcl-3 en EII42. Sin 
embargo, se desconoce el papel que ejerce Bcl-3 en el epitelio intestinal y en la regulación 
de los factores que afectan el estado de la UE. Estudios preliminares, obtenidos por nuestro 
grupo de investigación, han descrito un aumento en la expresión génica de Bcl-3 en mucosa 
intestinal de pacientes irlandeses con SII (Anexo 1). Además, la estimulación in vitro de 
células DLD-1 con SN de cultivo de biopsias de pacientes con SII, indujo un aumento de la 



 13 

expresión del transcrito y de la proteína de Bcl-3 en comparación a la estimulación 
proveniente de sujetos controles (SC). Efecto similar fue observado al estimular DLD-1 con 

citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-α e IFN-γ). Si bien estos resultados sugieren que 

una inflamación de bajo grado en el SII puede inducir la expresión de Bcl-3 en el epitelio 
intestinal, se desconoce si este factor contribuiría, de manera recíproca, a la mayor 
activación inmune de la mucosa causada por una alteración de la estructura de la UE. 

1.6 Activación inmune en el SII, el papel de mastocitos en el intestino. 

En el SII se ha descrito la presencia de una leve inflamación sistémica a 
consecuencia de un mayor grado de activación de células inmune y una mayor infiltración 
inmune en mucosa. El incremento en el número de mastocitos en mucosa ha sido 
frecuentemente observado en el SII43-45, así como un elevado grado de activación8, 43. Los 
mastocitos son células efectoras descritas en la respuesta alérgica y anti-parasitaria, 
residentes comunes en la interfaz lumen-hospedero. Se caracterizan por poseer gránulos 
citoplasmáticos con abundantes mediadores químicos, tanto inflamatorios como anti-
inflamatorios, entre ellos prostaglandinas, leucotrienos, TNF-α, IL-3, IL-4, IL-6, IL-10; y 
proteasas tales como triptasa, quimasa y carboxipeptidasas46. En pacientes con SII se 
destaca una aumentada cercanía de los mastocitos a las terminaciones nerviosas sensoriales 
en el colon8, asociada a un aumento de sintomatología intestinal, sugiriendo a este 
mecanismo como el responsable de la comunicación alterada del eje cerebro-intestino. 

 Es bien reconocido que en situaciones de estrés psicosocial agudo existe una alta 
secreción del factor liberador de corticotropina (CRF), mediada por la activación del eje 
hipotálamo-hipófisis. Los mastocitos poseen receptores (CRF1, CRF2) en su superficie que 
son capaces de responder al CRF, aumentando la actividad secretora de sus mediadores, 
estando en el SII aumentada esta respuesta, reflejada en el aumento de la expresión y 
liberación de triptasa18, 47. La triptasa, la principal proteasa del mastocito en mucosa, es una 
serina-proteasa capaz de activar, a través de proteólisis, diversos receptores celulares 
acoplados a proteína G, que en conjunto se les identifica como receptores activados por 
proteasas (PARs). Se han descrito 4 tipos de receptores en esta familia: PAR-1, PAR-2, 
PAR-3 y PAR-4, los que se expresan casi de forma ubicua48. 

 PAR-2 está presente a lo largo del tracto digestivo en células epiteliales intestinales, 
tanto a nivel basolateral, como apical49. La sobre-expresión de PAR-2 ha sido identificada50 
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y correlacionada positivamente con los altos niveles de triptasa y un aumento de la 
permeabilidad intestinal en biopsias de pacientes con SII51. Además, se ha visto que SN de 
cultivos de deposiciones fecales, provenientes de pacientes con SII-D, aumentan la 
permeabilidad intestinal de mucosa colónica de ratones silvestres (wild type), efecto no 
observado en mucosa intestinal de ratones deficientes del receptor PAR-2 o tratados con 
inhibidores de serinas-proteasas52. Estos trabajos sugieren un papel central de PAR-2 en la 
modulación de la permeabilidad del epitelio intestinal, activado a través de triptasa. 
Paralelamente, se ha reportado la acción de PAR-2 en la activación neuronas sensoriales 
activadas por SN de cultivos pacientes con SII-D, mecanismo relacionado a la 
hipersensibilidad visceral de estos pacientes50. 

1.7 Relevancia del proyecto 

 En resumen, el SII es un desorden funcional digestivo asociado a la presencia de 
factores psicosociales, tales como el estrés y la depresión53, que inducen el aumento en la 
liberación de mediadores nerviosos que activan células inmunes, siendo los mastocitos los 
más estudiados. A consecuencia de su activación, estas células inducen inflamación de bajo 
grado, provocando el deterioro de la barrera epitelial debido a alteraciones en la estructura 
de la UE. Entre los mecanismos responsables de estas alteraciones se describe la activación 
de PAR-2 por proteasas del mastocito, destacándose a  triptasa como la principal enzima 
involucrada. Por otro lado, mediadores inflamatorios afectan el estado del epitelio mediante 

la activación de receptores que conducen a la activación NF-κB, el cual participa en la 
expresión de proteínas involucradas en la remodelación del citoesqueleto de la UE. Se 
infiere que una expresión aumentada de Bcl-3, en el epitelio de pacientes con SII, podría 
tener un papel relevante en la estructura de la UE y, como consecuencia, en el aumento de 
la permeabilidad intestinal de estos pacientes. Hasta ahora, se desconoce si la triptasa 
liberada por una aumentada activación de mastocitos, en el intestino de pacientes con SII, 
afecta la expresión de Bcl-3, mediado por la activación de PAR-2. Este proyecto busca 
evaluar si existe un aumento en la expresión de Bcl-3 en pacientes con SII y si triptasa, vía 
activación de PAR-2, induce la expresión de Bcl-3 y alteraciones en la distribución y 
expresión de las proteínas de la UE en líneas celulares epiteliales. Estos resultados nos 
permitirán dilucidar un mecanismo alternativo de regulación de la permeabilidad intestinal 
mediado por triptasa, a través de Bcl-3, unos de los factores reguladores la vía de 

señalización de NF-κB. 



 15 

2. HIPÓTESIS: 
 
Hipótesis 1: En pacientes con síndrome de intestino irritable, existe una pérdida de 

la función de barrera intestinal asociada a un aumento en la expresión de Bcl-3, a una 
elevada activación de mastocitos y a alteraciones de la unión estrecha epitelial. 

Hipótesis 2: La expresión de Bcl-3, es inducida por triptasa, mediante la activación 
de PAR-2, afectando el estado de la unión estrecha en líneas celulares de epitelio intestinal. 

3. OBJETIVOS: 
 

3.1 Objetivo General: 

Demostrar que los pacientes con síndrome de intestino irritable, poseen elevados 
niveles de expresión de Bcl-3, mayor activación de mastocitos y alteraciones de la unión 
estrecha y dilucidar in vitro el mecanismo que conduce al aumento de Bcl-3 y a cambios en 
la expresión y distribución de proteínas de la unión estrecha . 

3.2 Objetivos Específicos: 

3.2.1 Objetivo específico 1: Caracterizar el estado de la unión estrecha epitelial, los 
niveles de activación de mastocitos intestinales y la expresión de Bcl-3 en mucosa 
intestinal de pacientes con SII y sujetos controles (SC). 

3.2.2 Objetivo específico 2: Evaluar si la inducción de Bcl-3 y las alteraciones de la UE, 
son producidas por la estimulación con triptasa, mediante la activación de PAR-2, 
en líneas celulares de epitelio intestinal. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS: 
4.1 Reactivos Generales: 

Cultivos celulares: 

• Gibco (Carlsbad,USA): Medio DMEM, alto en glucosa, GlutaMax (Nº 10569010); 
Medio RPMI 1640 (Nº 11875093). 

• Hyclone (Utah,USA): Tripsina 0,25% EDTA (Nº SH30042.01); 
Pencilina/Estreptomicina (Código SV30010); PBS 1X esteril (Nº 30266.01). 

Estimulación in vitro:  

• Sigma (St.Louis,USA):Nafamostat Mesilato (Nº N0289); Agonista de PAR-2 
(SLIGKV-NH2) (NºS9192).  

• Tocris BioScience (Ellisville, USA): Antagonista de PAR-2 (FSLLRY-NH2) (Nº 
4741). 

• Promega (Madison,USA): βII Triptasa Recombinante humana (Nº G5631). 

• Calbiochem (San Diego, USA): βII Triptasa humana extraída de pulmón (Nº 
650366). 

Western blot:  

• Winkler (Lampa,Chile): TBS; Tween 20 (Nº 720300); Tris (Nº 720010), Glicina 
(Nº 708230); APS (Nº 702510); TEMED (Nº 719700); SDS (Nº 716510). 

• Biorad (California,USA): Acrilamida/Bis 30% (Nº 1610158); Membranas PVDF 
(Nº 1620177). 

•  ThermoScientific (Waltham,USA): Estándar peso molecular proteínas (Nº 26616); 
Kit de determinación proteica BCA “Pierce BCA” (Nº 23225); Kit de detección de 
quimioluminiscencia “Pierce ECL” (Nº32106) 

• Sigma (St.Louis, USA): Cocktail de inhibidores de proteasas (Nº P8340). 
Inmunofluorescencia indirecta: 

• DAKO (Santa Clara, USA): Solución de bloqueo (Nº X0909); Medio de montaje 
(Nº S3023); Diluyente de anticuerpos (Nº S3022). 

PCR en tiempo real: 

• Qiagen (Hilden,Alemania): Kit Extracción y purificación ARN “RNAeasy” (Nº 
74104). 

• Promega (Madison,USA): Transcriptasa reversa M-MLV (NºM1701). 

• ThermoScientific (Waltham,USA): SuperScript III Transcriptasa Reversa 
(Nº18080093); Kit reacción PCR “PowerUp SybrGreen” (NºA25742). 
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4.2 Participantes del Estudio 

4.2.1 Criterios de inclusión: 

Pacientes con diagnóstico de SII con predominio de diarrea (SII-D), constipación 
(SII-C) y/o mixto (SII-M), mayores de 18 y menores de 80 años, de ambos sexos, 
reclutados desde la sección de gastroenterología, Hospital Clínico de la Universidad de 
Chile (HCUCH), previa firma de un consentimiento informado, aprobado por el comité de 
ética de este recinto (ver anexo 2). El diagnóstico de SII se realizó en base a los criterios de 
ROMA III, que incluye características clínicas, tales como la presencia de dolor o molestia 
abdominal recurrente, asociado a dos o más de las siguientes características: mejoría con la 
defecación; de comienzo asociado con un cambio en la frecuencia de las deposiciones; y/o 
de comienzo asociado con un cambio en la consistencia de las deposiciones. Estos síntomas 
deben presentarse al menos 3 días del mes, durante los últimos 3 meses y los síntomas 
deber haber comenzado al menos 6 meses antes del diagnóstico. Consideramos SII-D, si los 
síntomas se asocian a la presencia de deposiciones líquidas o blandas en más de 25% de las 
evacuaciones y deposiciones duras en menos del 25%; para SII-C, si presentó deposiciones 
duras en más del 25% de las evacuaciones y deposiciones blandas o liquidas en menos del 
25%; y para SII-M, si se  presentaron deposiciones duras en más del 25% y deposiciones 
líquidas en más del 25% de los movimientos defecatorios. 

También se incluyeron sujetos sanos (SC) que cumplían con las siguientes 
características: mayores de 18 y menores a 80 años, de ambos sexos, que acudían al 
gastroenterólogo para colonoscopía de control, por  antecedente de pólipos colónicos o por 
ser familiares de pacientes con cáncer de colon; o que debían realizarse una colonoscopía 
por causa no inflamatoria; sin antecedentes de enfermedad gastrointestinales orgánicas o 
funcionales previas, libres de episodios recientes de infección intestinal; o sujetos sanos 
controles pagados, para este estudio, pareados por sexo y edad. 

4.2.2 Criterios de exclusión: 

Fueron excluidos del estudio mujeres embarazadas y aquellos pacientes que 
presentaron historial clínico de: atopia, alergia alimentaria, enfermedad autoinmune, asma, 
diabetes tipo I y II, cáncer de cualquier origen, enfermedad inflamatoria intestinal, cuadros 
de diverticulitis aguda reciente (últimos 3 meses), historia de colitis infecciosa en los 
últimos 12 meses, sujetos con desórdenes psiquiátricos o sometidos a intervenciones 
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quirúrgicas gastrointestinales mayores, aquellos que han usado fármacos estabilizadores de 
mastocitos (montelukast) y antialérgicos (durante un mes antes del estudio), sujetos que han 
usado inmunosupresores incluyendo terapia esteroidal y sometidos a radioterapia o 
quimioterapia (durante 6 meses antes del estudio). 

4.2.3 Registro clínico y demográfico de los pacientes: 

Dentro de los antecedentes de los pacientes se registró: identificación, edad, género, 
índice masa corporal (IMC), historia médica y quirúrgica, edad de diagnóstico, subtipo de 
SII, severidad y comorbilidades, condición psicosocial, calidad de vida,  registros 
colonoscópicos y patológicos, tratamiento y hospitalizaciones. Se archivó la firma de 
consentimientos informados para todos los sujetos incluidos en el estudio. 

4.2.4 Evaluación psicosocial, calidad de vida, severidad en SII: 

Todos los participantes completaron el cuestionario de salud SF-36 (QOL; quality 
of life) que consta de una evaluación mental y física del sujeto y la escala de ansiedad y 
depresión (HADS). Además los pacientes completaron el cuestionario de severidad de 
síntomas para pacientes con SII (SII-SS). Todas las encuestas aplicadas se encontraban 
previamente validadas (anexo 3). 

4.2.5 Toma de muestras 

Durante la colonoscopia a cada paciente con SII y SC se le tomaron muestras para 
biopsias obtenidas de mucosa intestinal, tanto de íleon terminal como colon distal. Una vez 
obtenidas se procesaron y almacenaron según las condiciones indicadas (tabla 1). 

Tabla 1: Esquema de recolección y almacenamiento de muestras 

Nº de 
muestra 

Medio de 
Obtención Procesamiento Propósito Condiciones de 

almacenamiento 

1 Aceite crioprotector 
(OCT) 

Congelación directa N2 
líquido IHC/IF Congelación a -80ºC 

2 Tubo vacío Congelación directa N2 
líquido Proteína Congelación a -80ºC 

3 RNA later En hielo RNA Congelación a -80ºC 

5 HBSS Sin estimulo Incubación 20min, 
37ºC, 5%CO2/95%O2 

Factores solubles en el 
sobrenadante Congelación a -80ºC 

6 HBSS Estimuladas con 
compuesto 48/80 

Incubación 20min, 
37ºC, 5%CO2/95%O2 

Factores solubles en el 
sobrenadante Congelación a -80ºC 

7 Glutaraldehído En hielo TEM Almacenadas a 4ºC 
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4.2.6 Evaluación de los tejidos obtenidos 

Las muestras procedentes de colon distal e íleon terminal, fueron cortadas con un 
espesor de 5 µm y teñidas con hematoxilina-eosina. La Dra. Laura Carreño del 
Departamento de Anatomía Patológica del HCUCH, evaluó la presencia de alteraciones 
histológicas correspondientes a otras patologías intestinales. 

4.2.7 Tamaño muestral: 

Los métodos de cálculo de tamaño de muestra fueron asistidos por Ariel Castro QF. 
Ms, de la Dirección de Investigación Clínica de HCUCH. 

El cálculo del tamaño muestral se realizó utilizando el programa Calculadora de 
Tamaño muestral GRANMO Versión 7.11 (Marzo 2011) y, en base a estudios realizados 
por Guilarte, M. et al., el cual logró obtener diferencias en el número y actividad de 
mastocitos intestinales entre controles y SII-D, de 12,3 unidades y 0,36 mg/l, 
respectivamente. 

Aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo beta de 0.2 en un contraste bilateral, se 
precisan 27 sujetos en el primer grupo y 27 en el segundo para detectar una diferencia igual 
o superior al 0.36 unidades. Se asume que la desviación estándar común es de 0.42. Se ha 
estimado una tasa de pérdidas de seguimiento del 20%. En resumen a este estudio se 
incorporaron: 27 pacientes con SII los que incluirán los subtipos: predominio diarrea (SII-
D), constipación (SII-C) y Mixto/alternante (SII-M/A) y 27 individuos controles. 

4.3 Diseño y método de trabajo experimental 

Para la realización de este estudio, las muestras intestinales obtenidas de colon e 
íleon en pacientes con SII o SC fueron sometidas a distintas técnicas según los objetivos 
planteados. Estudios in vitro permitieron complementar estos resultados. 

Objetivo específico 1: Caracterizar el estado de la unión estrecha epitelial, los niveles de 
activación de mastocitos intestinales y la expresión de Bcl-3 en mucosa intestinal de 
pacientes con SII y sujetos controles (SC). 

La evaluación de los niveles de Bcl-3 se realizó mediante las técnicas de 
inmunoblot, inmunofluorescencia indirecta y qPCR. Los niveles de triptasa fueron 
obtenidos por inmunoblot y ELISA comercial. Los niveles de las proteínas de unión 
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estrecha, ZO-1, Claudina-2, Ocludina, fueron obtenidos por inmunoblot e 
inmunofluorescencia. A continuación se describen los protocolos de las técnicas 
mencionadas anteriormente. 

4.3.1 Evaluación por Western Blot 

Las biopsias de mucosa de íleon y colon obtenidas por colonoscopia fueron 
homogeneizadas por agitación durante 10 a 20 segundos mediante el equipo “mini bead 

beater” (BiospecProducts), en presencia de 300 µl de solución amortiguadora de lisis 
(10mM HEPES, 100 Mm KCl, 1.5 mM MgCl2, 10% Igepal, 5% Sodio deoxicolato, 
1%SDS, 25mM CHAPS, cocktail inhibidor de proteasas, Na3VO4 y PMSF) seguido de una 
incubación en hielo por tres minutos. Este ciclo de agitación e incubación se repitió hasta 
asegurar una lisis eficiente del tejido. Posteriormente, las muestras fueron incubadas 30 
minutos en hielo y centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos para ser guardadas a -80ºC.  

Para la obtención de muestras de los cultivos se procedió a lavar las células con 
solución fosfato salino (PBS 1X) por tres veces, añadiéndose luego Tripsina/EDTA 0,25% 
para despegar las células de las placas. El SN obtenido se mantuvo a 4ºC y se centrifugó a 
1500 RPM para eliminar excesos de tripsina. Se repite este paso de centrifugación lavando 

con PBS 1X frío dos veces. El pellet se re-suspendió en 70 µl de solución amortiguadora de 

lisis y se guardó a -80ºC hasta que fue descongelado para ser centrifugado a 14000 RPM y 
4ºC. Posteriormente, las muestras se almacenan en refrigerador a -80ºC hasta su uso. La 
cuantificación de proteínas de las muestras de pacientes y células se realizó mediante el 
método de ácido bicinconínico (Pierce BCA ProteinAssay Kit Thermo). Se cargó un 
volumen equivalente a 30 µg de proteínas por carril, previa mezcla con solución 
amortiguadora de carga 5X y desnaturalización de las proteínas a 95ºC por 5 minutos, en 
geles SDS-PAGE al 8% o 10% de poliacrilamida. La electroforesis vertical fue realizada a 
50 V durante media hora y luego a 80-100 V hasta migración completa. La transferencia se 
realizó con membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF) 0,2 µm de tamaño de poro, 
previamente activadas con metanol por 10 minutos. El proceso de transferencia se realizó 
durante una hora a 250 mA constantes. La membrana fue bloqueada con 5% leche 
descremada-TBS Tween 0,1% (TTBS 0,1%) por una hora a temperatura ambiente. La 
incubación con los anticuerpos primarios se realizó durante toda la noche a 4ºC en las 
diluciones detalladas en la tabla subyacente (ver tabla 2). Luego, las membranas son 
lavadas tres veces por 5 minutos con TTBS 0,1% e incubadas con anticuerpo secundario  
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IgG de cabra anti-conejo conjugado a HRP (ThermoScientific) 1:5000 por una hora. 
Posteriormente, se repite el lavado con TTBS 0,1% tres veces por 10 minutos. Se  incubó 
con beta-actina conjugada a HRP (peroxidasa de rábano) 1:10000 para obtener el control 
interno de carga. El proceso de detección de proteínas fue realizado por 
quimioluminiscencia empleando el equipo Amersham Imager 600 series. El análisis de 
densitometría fue realizado con el programa Gel-Pro 3.1. 

Tabla 2: Datos técnicos de los anticuerpos usados en Western Blot 

Anticuerpo Marca Nº de 
catálogo Dilución Hospedero 

Bcl-3 Santa Cruz C-14:sc-185 1:200 Rabbit policlonal 

βII-Triptasa Abcam EPR9522 1:1000 Rabbit 

Ocludina Invitrogen 71-1500 2 µg/mL Rabbit policlonal 

ZO-1 Invitrogen 61-7300 2 µg/mL Rabbit policlonal 

Beta Actina-HRP Sigma A3854 1:10000 Monoclonal 

IKKα CellSignaling 11930 1:1000 Mouse monoclonal 

p-IKKα/β CellSignaling 2697 1:1000 Rabbit monoclonal 

 

 4.3.2 Determinación por ELISA (Ensayo inmuno-enzimático en fase sólida) 

 El contenido de triptasa fue determinado a partir de los SN recolectados de las 
biopsias. Estos fueron descongelados y centrifugados a 2000g por 10 minutos y 4°C para 
remover detritos celulares.  Los niveles de triptasa fueron evaluados mediante la técnica de 
ELISA en Eve Technologies (Calgary, Alberta, Canadá). 

 4.3.3 Determinación por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) 

Los cortes de mucosa intestinal almacenados a -80ºC fueron descongelados por dos 
horas a -20ºC y 15 minutos a temperatura ambiente. La fijación se realizó con 
paraformaldehido 1% durante 10 minutos seguido de tres lavados con PBS 1X de 5 
minutos cada uno. La recuperación antigénica de las muestras, se realizó con solución 
precalentada de citrato de sodio pH=6 por cinco minutos a 100ºC e incubados cinco 
minutos a temperatura ambiente. Se lavó dos veces con agua bi-destilada por cinco minutos 
antes de circunscribir con lápiz hidrófobo las muestras. Se procedió a permeabilizar el 
tejido con PBS-Tritón 0,3% diez minutos y bloquear con solución  de bloqueo DAKO por 
el mismo tiempo. La incubación de los anticuerpos primarios fue durante toda la noche en 
humedad a 4ºC, usándose las diluciones descritas en la tabla adjunta (ver tabla 3). Como 
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control negativo se incubó en lugar de anticuerpo primario una solución de diluyente de 
anticuerpo.  Se procedió a lavar las muestras tres veces con PBS-Tritón 0,3% por cinco 
minutos y a incubar por una hora en oscuridad y a temperatura ambiente con anticuerpo 
secundario de conejo o ratón 1:5000 (Alexa Fuor488, alexafluor 594). Se repitió el lavado 
con PBS-Tritón 0,3% y se incubó con solución DAPI (sigma) 1:100 (substock 1:500) 
durante un minuto. Se realizaron los últimos lavados con PBS 1X y se procedió a montar 
los cubre objetos con medio de montaje DAKO. El proceso de inmunofluorescencia 
realizado en células Caco-2 sigue los mismos pasos a excepción de la descongelación y el 
uso del lápiz hidrófobo. Las imágenes fueron obtenidas a través de microscopía de epi-
fluorescencia (Nikon) o microscopía confocal (Carl Zeiss, LSM700), se analizaron a través 
del software ImageJ 6.0. Para la cuantificación de los distintos marcajes, se seleccionaron 
tres campos distintos por foto en triplicado.  

Tabla 3: Datos técnicos de los anticuerpos usados en Inmunofluorescencia 

Anticuerpo Marca Nº de 
catálogo Dilución Hospedero 

Bcl-3 Abcam Ab49470 1:50 Rabbit policlonal 

βII-Triptasa Abcam EPR9522 1:300 Rabbit monoclonal 

Ocludina Invitrogen 71-1500 4 µg/mL Rabbit policlonal 

ZO-1 Invitrogen 61-7300 4µg/mL Rabbit policlonal 

Claudina-2 Invitrogen 51-6100 2 µg/mL Rabbit policlonal 

 

4.3.4 Extracción de ARN y síntesis de ADN complementario 

Las muestras almacenadas a -80ºC en RNAlater, se descongelaron en hielo y fueron 
homogeneizadas por agitación durante 15 segundos mediante el equipo “mini bead beater” 
(BiospecProducts), en presencia de solución amortiguadora de lisis RLT. Luego las 
muestras homogeneizadas fueron centrifugadas por 5 minutos a 4ºC y 200 g. Los SN se 
guardaron a -80ºC hasta su posterior uso. El ARN total de las muestras fue extraído y 
purificado mediante el kit comercial de extracción Rneasy (Qiagen) de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. El ADN complementario se obtuvo mezclando, en un tubo 

libre de nucleasas, 1-5 µg de RNA total en presencia de 1 µl (500µg/mL) de oligos dT y 1 

µl de dNTP 10 mM que fueron incubados por 5 minutos a 65ºC, para luego ser enfríados 

rápidamente. Después se agregaron 4µl de la solución amortiguadora 5X First-Strand (Kit 
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SuperScript III) y 2 µl de DTT 0,1M, incubándose 2 minutos a 37ºC. Posteriormente, se 

añadió 1 µl (200 unidades) de la enzima transcriptasa reversa M-MLV. Se mezcla, y se 

incuba por 50 minutos a 37ºC. La última etapa consiste en la inactivación de la reacción, 
mediante una incubación de 15 minutos a 70ºC. 

4.3.5 Determinación por reacción en cadena de polimerasa cuantitativa en tiempo 
real (RTQ-PCR) 

Para esta determinación se usaron los partidores descritos en la tabla 4, los que 
fueron diseñados previamente en IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, 
USA). La determinación del transcrito de Bcl-3 fue realizada mediante el uso del kit 
PowerUp Sybr Green (Thermo Scientific). El ciclo de amplificación consistió en las 
siguientes etapas: desnaturación inicial de 10 minutos a 95ºC, 40 ciclos de desnaturación 
por 15 segundos a 95ºC, alineamiento de 60 segundos a 60ºC y extensión por 60 segundos a 
60ºC. El equipo utilizado fue  un ABI PRISM 7900 (Applied Biosystems) y cada reacción 
fue en triplicado. Para comprobar la especificidad de los partidores se realizaron las 
respectivas curvas de fusión. Se utilizó como control interno la amplificación del gen de la 
subunidad ribosomal humana 18S. El número de veces de cambio se calculó con respecto al 

grupo control usando el método del 2-
Δ
(
Δ
CT).  

Tabla 4: Datos técnicos de los partidores usados en la reacción de PCR en tiempo real 

Gen Blanco Partidor Antisentido Partidor Sentido Tamaño (pares 
de bases) 

BCL-3 GTGAGCCCGTCATAATTGCG ACATTACCGTCTGTGGTCCG 185 
18S CGCTCCACCAACTAAGAACG CTAAACACGGGAAACCTCAC 516 

 

4.3.6 Determinación por microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

Las biopsias obtenidas por colonoscopía y almacenadas a 4ºC en glutaraldehído, 
fueron procesadas y leídas por la Unidad de Microscopía avanzada de la Facultad de 
Ciencias Biológicas de la Pontificia Universidad Católica de Chile. Las muestras de tejido 
fueron fijadas con glutaraldehído 2,5% en solución amortiguadora de cacodilato de sodio 
0,1M pH 7,0 durante toda la noche. Luego de un lavado con solución cacodilato durante 1 
hora se post-fijó con tetróxido de osmio al 1% acuoso durante 1 hora. Se lavó durante 30 
minutos con agua destilada y se tiñó en bloque con acetato de uranilo acuoso al 1% durante 
1 hora. Se deshidrató con una batería de acetona de 50, 70, 95 y 100, 100% durante 20 
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minutos cada una. Se pre-incluyó con epon-acetona 1:1 durante toda la noche y se incluyó 
en resina pura durante 4 horas. Luego se polimerizó en estufa a 60ºC durante 24 horas. 
Cortes finos (80nm) fueron obtenidos en ultramicrótomo Leica Ultracut R, teñidos con 
acetato de uranilo al 4% en metanol durante 1 minuto y citrato de plomo según Reynolds 
durante 5 minutos, los que fueron observados en un microscopio electrónico de transmisión 
Philips Tecnai 12 Biotwin a 80 kV. El software de captura de imágenes es el iTEM 
(Olympus Soft Imaging Solutions). La activación de los mastocitos fue evaluada a través 
del porcentaje de degranulación. Esto se obtuvo, contando el número de gránulos vacíos y 
número de gránulos llenos o semi-llenos por mastocito. Las distancias de las aperturas 
intercelulares del epitelio solo se evaluaron en las secciones con micro vellosidades 
orientadas longitudinalmente, midiendo a través del programa computacional ImageJ 6.0 el 
ancho de los espacios intercelulares en las zonas apicales. 

Objetivo 2: Evaluar si la inducción de Bcl-3 y las alteraciones de la UE, son producidas 
por la estimulación con triptasa, mediante la activación de PAR-2, en líneas celulares de 
epitelio intestinal. 

Líneas celulares epiteliales de colon Caco2 y/o DLD-1 fueron cultivadas y estimuladas con 
extracto de triptasa humana de pulmón (Calbiochem) y/o con proteína recombinante de 
triptasa humana (Promega). Se utilizó el péptido agonista de PAR-2 (SLYGKV-NH2), el 

péptido antagonista de PAR-2 (FSLLRY-NH2) y el inhibidor Namafostat® como controles 

específicos de activación del receptor. La expresión de BCL-3 y de las proteínas UE fue 
evaluada mediante las técnicas de Inmunoblot e IFI descritas anteriormente. Se describe a 
continuación la mantención y características de los cultivos celulares establecidos. 

 4.3.7 Cultivos celulares 

Líneas de células epiteliales humanas derivadas de carcinoma colorectal, DLD-1 y 
Caco-2, obtenidas de ATCC (Manasas, VA, USA); fueron cultivadas y mantenidas en 
medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 y medio Eagle modificado de 
Dulbecco (DMEM) respectivamente. Ambos medios fueron suplementados con 10% de 
Suero Fetal Bovino y 1% Penicilina/Estreptomicina. Las células fueron cultivadas en estufa 
a 37ºC, con concentraciones de 95%O2 y 5%CO2 en ambiente húmedo y fueron sub 
cultivadas por digestión parcial con Tripsina/EDTA 0,25% cada dos días. Los ensayos de 
estimulación con Triptasa, Nafamostat Mesilato, Agonista de PAR-2 (SLIGKV-NH2) y 
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Antagonista de PAR-2 (FSLLRY-NH2) se realizaron con 4x105 células/ml, un pasaje 
celular entre 21- 30 y una confluencia del 70 al 80%. 

4.4 Análisis Estadístico: 

Todos los experimentos fueron realizados en triplicado, y los resultados se muestran 
como la mediana ± desviación estándar. Las diferencias entre el grupo de sujetos controles 
y el de pacientes con SII fue determinada usando la prueba no pareada t Student. Se 
consideran significativos valores P>0,05. Los análisis estadísticos se realizaron con el 
programa GraphPad Prisma 6.0 (GraphPad, Software, Inc, USA). 
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5. RESULTADOS: 
 

5.1 Características clínicas y demográficas de los participantes de estudio 

En la tabla 5 se muestran las características demográficas de los participantes 
incluidos en el estudio: sujetos controles (SC) y pacientes con SII con predominio diarreico 
(SII-D), predominio de constipación o estreñimiento (SII-C), mixtos (SII-M) e 
indeterminado (SII-I). No se observaron diferencias significativas en cuanto al sexo, edad 
(p=0,06), estatura (p=0,7852), peso (p=0,5563) e índice de masa corporal (IMC) 
(p=0,5063), entre ambos grupos de estudio.  

Los datos se expresan como promedio ± desviación estándar (DS). F, femenino; M, masculino. 

El análisis de la gravedad de síntomas de los pacientes SII se evaluó mediante una 
escala SII-SSS (en inglés: symptoms severity scale), validada y traducida al español. Los 
valores obtenidos fueron tabulados en la tabla 6. Se registraron en pacientes SII niveles 
aumentados de: dolor abdominal (SII: 2.485 ± 1.06), frecuencia del dolor abdominal (SII: 
7.273 ± 3.02) e hinchazón (SII: 2.538 ± 0.87) con respecto al grupo control (p<0,0001), no 
observando diferencias en los niveles de satisfacción del hábito intestinal (p=0,1695). No se 
observaron cambios significativos de estos parámetros entre los distintos fenotipos de SII. 

Las características psicosociales de los participantes del estudio fueron obtenidas 
mediante encuestas que evaluaron la presencia de síntomas de ansiedad y depresión 
(cuestionario HADs), y los niveles de calidad de vida (cuestionario SF-36), tanto física 

Tabla 5: Características clínicas y demográficas de los participantes 

	

  SC SII total SII-D SII-C SII-A SII-I 

N 20 33 15 9 7 2 

M:F 5:15 3:30 1:14 1:8 1:6 0:2 

Edad (años) 55,20 ± 11,31 48,88 ± 14,40 43,40 ± 13,60 54,56 ± 13,44 54,43 ± 15,55 45,00 ± 12,73 

Rango de edad 29-71 23-80 23-66 34-75 28-80 36-54 

Peso (X ± DS) (kg) 69,41 ± 11,14 67,56 ± 12,34 65,14 ± 11,72 66,89 ± 12,80 73,57 ± 12,39 66,50 ± 19,09 

Rango peso 50-90 48-90 48-90 51-87 56-90 53-80 

Estatura (X ± DS) (m) 1,59 ± 0,08 1,59 ± 0,09 1,61 ± 0,06 1,59 ± 0,1 1,57 ± 0,1 1,60 ± 0,05 

Rango Estatura 1,50-1,75 1,35-1,76 1,50-1,75 1,46-1,76 1,35-1,68 1,56-1,64 

IMC (X ± DS) (kg/m2) 27,37 ± 3,450 26,48 ± 5,010 26,12 ± 5,155 27,31 ± 3,252 27,27 ± 6,446 19,71 ± 0,00 

Rango IMC 21,93-32,46 17,63-36,76 17,63-35,16 23,44-32,00 19,84-36,76 19,71-19,71 
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(CSF) como mental (CSM). En la tabla 6 se muestra que los pacientes con SII poseen 
mayores niveles de ansiedad (SC: 4.68 ± 4.30; SII: 9.21 ± 5.67; p=0,0019) y depresión (SC: 
2.765 ± 3.06; SII: 4.72 ± 3.92; p=0,0723) en comparación a los SC, así como una 
disminuida CSF (SC: 74.86 ± 16.58; SII: 49.64 ± 21.93; p=0,0004) y CSM (SC: 68.27 ± 
22.36; SII: 43.88 ± 21.68; p=0,0012). 

Resultados expresados como mediana ±	DS; ns: no significativo; nc: no corresponde. 

 

5.2 Caracterización y comparación en los niveles de expresión de Bcl-3 en 
pacientes chilenos con SII y sujetos controles 

Se procesaron muestras de mucosa intestinal, de íleon y colon, para determinar los 
niveles de transcrito y la expresión proteica de Bcl-3 mediante q-PCR y western blot 
respectivamente, siguiendo protocolos específicos indicados en la sección metodología para 
cada técnica. 

En la figura 1 se muestra en el gráfico que representa el número de veces de cambio 
de los niveles de transcrito de Bcl-3, tanto en íleon (Figura 1A y 1B), como colon (Figura 
1C y 1D), entre los SC y pacientes con SII. Se observó un aumento significativo de 2,6 
veces en la expresión de Bcl-3 en mucosa colónica para los pacientes con SII respecto al 
grupo SC (SC: 1,000 ± 0,8624; SII: 2,645 ± 2,877, p=0,0344). El análisis de los subtipos 
otorgó diferencias significativas de 3,6 veces en los niveles de Bcl-3 entre el grupo de 
pacientes SII-C con respecto al grupo SC (SII-C: 3,662 ± 3,535, p=0,0236), no 
encontrándose diferencias para el resto de los subtipos analizados. En mucosa ileal, se 
observó una tendencia de aumento de 1,4 veces en los niveles de Bcl-3 en pacientes con SII 

Tabla 6: Aumento de comorbilidad psicosocial y sintomatología clínica en pacientes con SII 

	

 SC SII total SII-D SII-C SII-A SII-U 
Severidad de dolor nc 2,48 ± 1,06 2,73 ± 1,10 2,33 ± 0,98 2,20 ± 1,30 1,50 ± 0,70 

Frecuencia del dolor nc 7,273 ± 3,02 8,33 ± 2,554 6,41 ±2,81 5,60 ±4,09 9,50 ± 0,71 

Hinchazón nc 2,538 ± 0,87 2,867 ± 0,83 2,42 ± 0,67 2,14 ± 0,69 1 ± 0 

Satisfacc. Hábito intestinal  nc 2,515 ± 0,83 2,60 ± 0,98 2,33 ± 0,65 2,60 ± 0,89 2,50 ± 0,70 

Ansiedad 4,68 ± 4,304 9,214 ± 5,679 n.s n.s n.s n.s 

Depresión 2,76 ± 3,06 4,72 ± 3,92 n.s n.s n.s n.s 

CSF 74,86 ± 16,58 49,64 ± 21,93 n.s n.s n.s n.s 

CSM 68,27 ± 22,36 43,88 ± 21,68 n.s n.s n.s n.s 
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(SC: 1,000 ± 0,447; SII: 1,401 ± 0,732, p=0,0922), sin cambios significativos entre los 
subtipos de SII (SC: 1,000 ± 0,8624; SII-D: 2,645 ± 2,877, p=0,0344). 

 

Figura 1: Aumento del número de veces de cambio de Bcl-3 en mucosa intestinal de colon de pacientes 
con SII. Gráfico que muestra las veces de cambio del transcrito de Bcl-3 para íleon (A) y colon (C) con sus 
respectivos fenotipos (B y D). El número de veces de cambio fue obtenido mediante la proporción de los 
niveles de transcrito correspondientes a la expresión del gen blanco Bcl-3 con respecto a la expresión del gen 
constitutivo 18S, normalizados con respecto al valor promedio del grupo control. Resultados expresados 
como mediana ±	D.S. Controles íleon (n=11), pacientes SII íleon (n=27), Controles colon (n=16), pacientes 
SII colon (n=27) *p<0,005 vs control.  

En cuanto a la expresión de la proteína de Bcl-3, el patrón de migración 
electroforética obtenido por western blot, a partir del extracto proteico total de mucosa 
intestinal, otorgó una banda principal equivalente a 60 kDa, correspondiente al peso 
molecular de Bcl-3 según lo indicado en la hoja informativa del anticuerpo (Figura 2A). 
Además, se observaron 2 bandas secundarias, de menor y mayor peso molecular, alrededor 
de la banda principal. El análisis semicuantitativo de la densidad óptica de la banda 

principal (Bcl-3) respecto a la densidad óptica de la banda β-actina (47 kDa), dio como 

resultado una expresión de Bcl-3 en mucosa ileal significativamente aumentada en 1,7 
veces para los pacientes con SII respecto al grupo de SC (SC:1,000 ± 0,7929; SII: 1,680 ± 
1, p=0,0470) (Figura 2B), sin cambios significativos en colon entre ambos grupos de 
estudio (SC:1,000 ± 1,007; SII:1,057 ± 1,128, p=0,8198) (Figura 2C). El análisis de 
expresión de Bcl-3 por subtipos de SII, para ambos segmentos intestinales no otorgó 
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diferencias significativas. Sin embargo, se observó una tendencia de aumento de 2,1 veces 
de la expresión de Bcl-3 en íleon entre los pacientes con SII-C y SC (SII-C: 2,105 ± 1,233, 
p=0,1358) (Figura 2D y 2E).  

 

Figura 2: Aumento de la expresión de la proteína de Bcl-3 en mucosa ileal de pacientes con SII. En A) 
imagen representativa de las bandas obtenidas para Bcl-3 (60 kDa ) y β actina (47 kDa). Se muestran en B) y 
C) los niveles de expresión proteica para Bcl-3 en íleon y colon respectivamente. En (D) se observan los 
gráficos obtenidos según subtipo de los pacientes SII para íleon y en (E) para colon. El número de veces de 
cambio fue obtenido mediante la proporción de los niveles de transcrito correspondientes a la expresión 
proteica de Bcl-3 con respecto a la expresión de β actina, normalizados con respecto al valor promedio del 
grupo control.  Resultados expresados como mediana ±	D.S. Controles íleon (n=13), pacientes SII íleon 
(n=20), Controles colon (n=12), pacientes SII colon (n=29). *p<0,005 vs control. 

Debido al aumento de Bcl-3 observado a nivel intestinal en pacientes con SII en 
comparación con SC, quisimos evaluar si existían diferencias en su distribución en la 
mucosa a través de la técnica de IFI y el uso de microscopía confocal. 

 En la figura 3 se muestran imágenes representativas de la inmuno detección de 
Bcl-3 en mucosa intestinal de íleon (Figura 3A y 3B) y colon (Figura 3C y 3D). En base a 
las características histológicas de la mucosa intestinal, es posible distinguir en azul los 
núcleos de células epiteliales que delimitan áreas correspondiente al lumen del intestino, y 
los núcleos distribuidos en áreas de la lámina propia. Se ha reportado que la distribución 
intracelular, ya sea en núcleo o citoplasma, de Bcl-3 varía de acuerdo a la función que este 

A 
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factor ejerza en cada tipo celular. En pacientes con SII y SC, tanto en íleon como en colon, 
observamos que Bcl-3 se distribuyó predominantemente en el núcleo de las células 
epiteliales, siendo la intensidad de la detección mayor para los pacientes. Además, en 
muestras ileales y colónicas de SC se observó un inmunomarcaje elevado de Bcl-3 en el 
citoplasma de algunas células del área epitelial (inserto Figura 3A y 3C). Además, 
pudimos observar una marca positiva para Bcl-3 principalmente en los núcleos de células 
de la lámina propia, para ambos segmentos intestinales, sin diferencias cualitativas entre SC 
y pacientes con SII. 

 

Figura 3: Immunotinción para Bcl-3 en mucosa intestinal de pacientes con SII y SC. Imágenes 
representativas de inmunotinción de Bcl-3 en mucosa ileal  (A y C)  y mucosa colónica (B y D) para SC y 
pacientes con SII. Se observa una inmunoreactividad positiva, tinción en rojo, para Bcl-3 y una tinción 
nuclear azul (DAPI). Las flechas indican la distribución de Bcl-3 en epitelio. Los insertos en las figuras A y 
C, corresponden a células epiteliales con alta expresión y distribución citoplasmática de Bcl-3.  Imágenes 
obtenidas con un aumento 40X por microscopia confocal. Las barras de escala representan 50 µm. 

Mediante una semi-cuantificación de la intensidad de la marca de la expresión de 
Bcl-3 por área de superficie analizada, y posterior normalización de los datos, se observó 
una expresión significativa de Bcl-3 dos veces mayor en mucosa de íleon (SC: 1,000 ± 
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0,688; SII: 2,041 ± 1,260, p=0,0347) y 2,1 veces mayor en mucosa de colon (SC: 1,000 ± 
0,610; SII: 2,098 ± 1,544, p=0,0104), en pacientes con SII respecto a SC (Figura 4A y 4D). 

 

Figura 4: Aumento de la expresión relativa de Bcl-3 en epitelio de mucosa intestinal de pacientes con 
SII. Se observa en el panel izquierdo la expresión de Bcl-3 en mucosa (epitelio + lámina propia) (A), epitelio 
(B) y lámina propia (C) en íleon. En el panel derecho se muestra la expresión de Bcl-3 en mucosa (D), 
epitelio (E) y lámina propia (F) en colon. El número de veces de cambio muestra la razón entre intensidad de 
fluorescencia y área de superficie, normalizado con respecto al valor promedio del grupo control. Análisis 
realizados utilizando 3 campos de observación por sujeto. Resultados expresados como mediana ±	D.S. 
Controles íleon (n=7), pacientes SII íleon (n=8), Controles colon (n=15), pacientes SII colon (n=20). 
*p<0,005 vs control, **p<0,001 vs control.  

El análisis semicuantitativo de la expresión de Bcl-3 en áreas correspondientes al 
epitelio y a la lámina propia otorgó una expresión significativamente aumentada de 2,1 
veces en epitelio intestinal de íleon (SC: 1,000 ± 0,684; SII: 2,154 ± 1,159, p=0,0147) y 2,2 
veces en epitelio intestinal de colon (SC: 1,000 ± 0,7248; SII: 2,221 ± 1,687, p=0,0094) en 
pacientes SII, en relación al grupo SC (Figura 4B y 4E). Pese a que no observamos 
diferencias significativas en la expresión de Bcl-3 en lámina propia entre ambos grupos de 
estudio, se observó una tendencia de intensidad relativa de 2,7 veces mayor en íleon de 
pacientes SII en comparación con el grupo SC (SC: 1,000± 0,7712; SII: 2,745 ± 2,622 
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p=0,1368) (Figura 4C). En colon no hubo cambios significativos en la expresión de Bcl-3 
en lámina propia, entre los grupos experimentales (SC: 1,000 ± 0,7530; SII: 0,9673 ± 
0,7395 p=0,9037) (Figura 4F). 

Los resultados obtenidos en la sección 5.2 revelan, por medio de tres técnicas 
distintas, que los niveles de expresión de Bcl-3 en mucosa intestinal se encuentran elevados 
y que su localización seria principalmente en el núcleo de las células epiteliales en 
pacientes chilenos con SII en comparación a SC. 

 
5.3 Caracterización y comparación en los niveles de expresión de Triptasa en 

pacientes chilenos con SII y sujetos controles 

Las diferencias en el nivel de triptasa, principal proteasa secretada por el mastocito 
en mucosa, fueron determinadas a partir del extracto total de mucosa intestinal mediante 
western blot y en los SN de cultivo de mucosa intestinal, a través de ELISA. 

Las figura 5A y 5B corresponden a imágenes representativas del patrón de 
migración electroforética obtenido mediante western blot, para extractos provenientes de 
íleon y colon respectivamente, en los cuales se detectó una banda principal de 37 kDa, 
equivalente al peso molecular de triptasa. Además, se observaron bandas secundarias en 
torno a la banda principal, para algunos extractos proteicos de mucosa intestinal 
provenientes tanto de SC como pacientes con SII. La cuantificación relativa de la densidad 

óptica de la banda principal con respecto a la densidad óptica de β-actina, no otorgó 

diferencias significativas en el contenido de triptasa en mucosa de íleon de pacientes con 
SII respecto a los SC (SC: 0,9449 ± 0,1984; SII:1,027 ± 0,1964, p=0,2856) (Figura 5C). 
Similares resultados fueron observados para el colon (SC: 0,9494 ± 0,4941; SII: 0,8005 ± 
0,5645, p=0,5394). El análisis del comportamiento de la expresión de triptasa por subtipos 
de pacientes con SII, evidenció un significativo aumento de triptasa en los pacientes con 
SII-C respecto a pacientes con SII-D, en mucosa colónica (SII-C: 2,068 ± 0,5854; SII-D: 
1,129 ± 0,4105 p=0,0072) (Figura 5D), sin cambios en íleon.  
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Figura 5: Determinación en el contenido de Triptasa en mucosa intestinal de pacientes con SII. En A) se 
muestra la imagen representativa de las bandas correspondientes a triptasa (37 kDa) y β actina (47 kDa). La 
cuantificación de la proporción triptasa/β actina (unidad relativa), se observa en (B) y (C) para íleon y colon. 
El análisis de subtipos en pacientes SII para íleon se muestra  en (D) y en (E) para colon. Controles íleon 
(n=14), pacientes SII íleon (n=20), Controles colon (n=16), pacientes SII colon (n=31). Resultados 
expresados como mediana ±	D.S.*p<0,005 vs control. 

La determinación de los niveles de triptasa en los SN de cultivo de mucosa ileal y 
colónica, demostró que no existieron diferencias significativas entre SC y pacientes con SII, 
siendo los niveles de esta proteína sub-detectados, para la mayoría de las muestras, bajo la 
metodología empleada.  

5.4 Caracterización y comparación en los niveles de expresión de proteínas de 
unión estrecha: ZO-1, Ocludina y Claudina-2 en pacientes con SII y SC 

La expresión y organización de las proteínas UE es fundamental en la mantención 
de la integridad de la barrera epitelial. Previamente, se ha reportado la presencia de 
alteraciones en la expresión de estas proteínas en mucosa intestinal de pacientes con SII17. 
En este trabajo se determinó, mediante western blot, las diferencias en los niveles de las 
proteínas UE (ZO-1, Ocludina y Claudina-2) entre pacientes con SII y SC. Además se 

A 
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comparó la distribución celular de una de las proteínas UE, ZO-1, mediante IFI, y 
microscopía confocal, en ambos grupos de estudio. 

5.4.1 Determinación de ZO-1, mediante western e IFI, en muestras intestinales de 
pacientes con SII y SC 

En la figura 6 se muestran imágenes representativas del inmunomarcaje de ZO-1 en 
mucosa de íleon para un SC y un paciente con SII. Se observó una marca positiva para ZO-
1, distribuida entre las células epiteliales, restringida a la superficie luminal, para ambos 
grupos de estudio. En el grupo SC, ZO-1 se distingue como una marca puntual, distribuida 
a lo largo de la barrera epitelial, tanto en íleon como colon (Figura 6A). En pacientes con 
SII, la distribución de la marca en íleon, fue irregular a los largo de la epitelio y difusa 
hacia el citoplasma de las células epiteliales, observando una disminución de la intensidad 
de la señal en la zona apical (Figura 6B). No se observaron diferencias en el inmuno-
marcaje para el colon, entre los grupos de estudio.  

 

Figura 6: Distribución de la proteína ZO-1 en mucosa intestinal de pacientes con SII y SC. La 
inmunotinción se observa como una marca positiva verde para ZO-1 y una tinción azul para los núcleos 
(DAPI). En la imagen se observan micrografías representativas de mucosa ileal para SC (A) y pacientes SII 
(B) con sus respectivas áreas de aumento (insertos). Imágenes obtenidas con un aumento 40X por 
microscopia confocal. Las barras equivalen a 50 µm. 

El análisis de la semi-cuantificación de la intensidad de fluorescencia de ZO-1 
respecto al área epitelial seleccionada (Figura 7A y 7B), demostró una reducción 
significativa en los niveles de ZO-1 en mucosa ileal de pacientes SII (SC: 0,4614 ± 0,3299; 
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SII: 0,1467 ± 0,1510, p=0,0025) en comparación al grupo SC, mientras que en colon no se 
observaron cambios significativos (SC: 0,222 ± 006846; SII: 0,2333 ± 0,08663, p=0,8054). 

 

 

Figura 7: Disminución en los niveles de ZO-1 en mucosa ileal de pacientes con SII. Se observan los 
gráficos la semicuantificación de ZO-1 en íleon (A) y colon (B). Resultados expresados como mediana ±	D.S. 
Los datos muestran la proporción entre la intensidad de la fluorescencia para ZO-1 con respecto a DAPI en 
una longitud dada de la superficie. Controles íleon (n=10), pacientes SII íleon (n=18), Controles colon (n=15), 
pacientes SII colon (n=20). *p<0,005 vs control.  

 
5.4.2 Determinación de ZO-1, mediante western blot, en muestras intestinales de 

pacientes con SII y SC. 

A partir del extracto total de biopsias se evaluó la expresión de ZO-1 mediante 
western blot. En la figura 8A se muestra la imagen representativa del patrón de corrida 
electroforética de ZO-1, en mucosa intestinal para el grupo SC y pacientes SII, 
correspondiente a una banda de peso molecular de 220 kDa.  

Como resultado de la semicuantificación de la D.O. de ZO-1 normalizado respecto a 

la D.O. de β-actina (Figura 8B), no se observaron diferencias significativas en la expresión 

relativa de ZO-1 en íleon (SC: 1,046 ± 0,7667; SII: 1,448 ± 0,6936, p=0,4857) ni en colon 
(Figura 8C), (SC: 0,5760 ± 0,4377; SII: 0,8336 ± 0,6121, p=0,2760) para ambos grupos de 
estudio. 
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Figura 8: Determinación en los niveles de ZO-1 en mucosa intestinal de pacientes con SII. En (A) la 
flecha indica las bandas representativas obtenidas por western blot para ZO-1 (220 kDa) en muestras 
intestinales para pacientes con SII y SC. La cuantificación de la proporción ZO-1/β actina (unidad relativa), 
se observa en (B) para íleon y (C) colon. Controles íleon (n=4), pacientes SII íleon (n=4), Controles colon 
(n=13), pacientes SII colon (n=23). Resultados expresados como mediana ±	D.S.*p<0,005 vs control. 

 

5.4.3 Determinación de ocludina, mediante western blot, en muestras intestinales de 
pacientes con SII y SC. 

En la figura 9A se observa la imagen representativa del patrón de migración 
electroforética para ocludina, en la que se observa una banda de un peso molecular 
correspondiente a 65 kDa. Los resultados obtenidos de la cuantificación de la expresión 

relativa de ocludina respecto a β-actina (Figura 9B) no otorgaron diferencias, tanto para 
íleon (SC: 0,3523 ± 0,2225; SII: 0,1744 ± 0,2060 p=0,1302) como colon (SC: 0,4470 ± 
0,2864; SII: 0,3292 ± 0,2667 p=0,1586), entre pacientes con SII y SC (Figura 9B-9C). 
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Figura 9: Determinación en los niveles de ocludina en mucosa intestinal de pacientes con SII. En (A) la 
flecha indica las bandas representativas obtenida para Ocludina (65 kDa) obtenidas por western blot en 
muestras intestinales para pacientes SII y SC. La cuantificación de la proporción Ocludina/β actina (Unidad 
relativa), se observa en (B) para íleon y (C) colon. Controles íleon (n=9), pacientes SII íleon (n=11), 
Controles colon (n=13), pacientes SII colon (n=23). Resultados expresados como mediana ±	D.S.*p<0,005 vs 
control. 

5.4.4 Determinación de Claudina-2, mediante western blot e IFI, en muestras 
intestinales de pacientes con SII y SC. 

La determinación de Claudina-2 mediante WB no fue lograda, pese a los numerosos 
intentos con diferentes protocolos de extracción y corridas. Debido a estas dificultades se 
procedió a evaluar su expresión mediante IFI y microscopía confocal. En la figura 10 se 
muestran las imágenes representativas de la inmunomarcación de Claudina-2 en mucosa 
ileal de pacientes con SII y SC, en donde se observó una señal positiva para Claudina-2 en 
la superficie apical de las células epiteliales (Figura 10A). Mientras que para SC el 
inmunomarcaje en íleon se observó principalmente a nivel apical, en pacientes con SII se 
detectó una distribución mayor en el citoplasma de las células epiteliales (Figura 10B). Por 
otro lado, en mucosa colónica, la localización de la proteína fue registrada de manera 
inversa, siendo observada principalmente en el citoplasmática de SC (Figura 10C) a 
diferencia de una distribución apical epitelial en pacientes con SII (Figura 10D). 
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Figura 10: Distribución de la proteína Claudina-2 en mucosa intestinal de pacientes con SII y SC. La 
inmunotinción se observa como una marca positiva verde para Claudina-2 y una tinción azul para los núcleos 
(DAPI). En el panel superior se observan las micrografías representativas de mucosa ileal para SC (A) y 
pacientes SII (B). En el panel inferior se muestran las micrografías representativas de mucosa colónica para el 
grupo control (C) y pacientes SII (D) respectivamente. Imágenes obtenidas con un aumento 40X por 
microscopia confocal. Las barras equivalen a 50 µm. 

5.5 Evaluar la integridad del epitelio intestinal en pacientes chilenos con SII y 
sujetos controles. 

El aumento de la permeabilidad epitelial intestinal es una de las características 
fisiopatológicas más descritas para el SII, relacionadas a alteraciones de la estructura de la 
UE. Para evaluar el estado de las UE en la mucosa intestinal de sujetos controles y 
pacientes con SII realizamos un análisis ultraestructural del epitelio, tanto de íleon como 
colon, a través de TEM.  

En la figura 11 se muestra una micrografía representativa de la barrera epitelial 
observándose, tanto en íleon como colon, células caliciformes, enterocitos, núcleos 
celulares y mitocondrias. La mucosa colónica (Figura 11B) se caracteriza por poseer 
vellosidades cortas, anchas y criptas pequeñas en comparación a mucosa ileal (Figura 
11A). No se observan cambios histológicos (anatómicos) en muestras intestinales entre 
pacientes con SII y SC. 
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Figura 11: Ultraestructura de la barrera epitelial intestinal. Micrografías representativas de mucosa ileal 
(A) y mucosa colónica (B). Imágenes obtenidas con un aumento 2550X por microscopia electrónica de 
transmisión. Las barras equivalen a 5 µm.  

En epitelio intestinal, se observan zonas de fusión de las membranas celulares de 
enterocitos adyacentes, ubicadas en el área más luminal, correspondientes al complejo de 
UE (Figura 12A y 12B). Para evaluar el estado de la UE, se procedió a medir la distancia 
intercelular, a nivel luminal, a partir de las micrografías obtenidas por TEM (Figura 13A y 
13B).  

 

Figura 12: Ultraestructura del complejo de unión estrecha en mucosa intestinal. Micrografía 
representativa obtenida por TEM, que muestra dos enterocitos adyacentes en mucosa colónica. Las 
membranas plasmáticas de las células adyacentes, en la base de las vellosidades, se encuentran en íntimo 
contacto en la zona de la UE. Imágenes obtenidas con un aumento de 16500X (A); barra equivalente a 1µm y 
de 60000X (B) en el área amplificada de la imagen; barra equivalente a 200 nm.  
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Figura 13: Ultraestructura del complejo apical en mucosa de pacientes con SII y SC. Imagen 
representativa, obtenida por TEM, en mucosa ileal de SC (A) y de pacientes con SII (B). Las zonas indicadas 
con flechas corresponden a los lugares donde se midió la distancia intercelular. Imágenes obtenidas con un 
aumento de 20500X (A); barra equivalente a 1µm y de 26500X (B); barra equivalente a 500 nm. 

En pacientes con SII se observó un aumento significativo de la distancia de la UE 
con respecto al grupo SC en el epitelio de íleon (SC: 7,148 ± 1,194; SII: 11,98 ± 2,387 
p=0.0010), sin diferencias significativas para el colon (SC: 14,47 ± 2.329; SII: 13,81 ± 
3,043 p=0,4389) (Figura 14A y 14B).  

 

Figura 14: Aumento de la distancia intercelular (nm) en mucosa intestinal de íleon de pacientes con SII.  
En A) la cuantificación corresponde a mucosa ileal y en B) a mucosa colónica. La distancia intercelular se 
midió en tres puntos distintos de la zona luminal. Resultados expresados como mediana ±	D.S. Controles 
íleon (n=10), pacientes SII ileon (n=18), Controles colon (n=15), pacientes SII colon (n=20) *p<0,005 vs 
control.  

 

 

 

A B 
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5.6 Comparar el número y actividad de mastocitos intestinales en pacientes 
chilenos con SII y sujetos controles. 

5.6.1 Determinación del número de mastocitos en muestras intestinales de pacientes 
con SII y SC. 

El número de mastocitos se determinó por IFI y microscopía de epi-fluorescencia, 
utilizando un anticuerpo específico para triptasa. Aquellas células que presentaron una 
inmunomarcación positiva, distribuida en torno al núcleo celular fueron consideradas como 
mastocitos. En la figura 15 se muestran imágenes representativas, donde se distinguen 
mastocitos distribuidos en áreas peri-epiteliales y en la lámina propia. Una mayor densidad 
de mastocitos fue observado en pacientes con SII, en mucosa ileal y colónica con respecto a 
los SC (Figura 15A y 15B).  

 

Figura 15: Mayor distribución de mastocitos en lámina propia de pacientes con SII. La señal se observa 
como una marca positiva verde para Triptasa y una tinción nuclear azul (DAPI). En el panel superior se 
observa el inmunomarcaje en mucosa ileal para grupo control (A) y pacientes SII (B). En el panel inferior se 
muestra la tinción en mucosa colónica para el grupo control (C) y pacientes SII (D). Imágenes obtenidas con 
un aumento 200X y 400X por microscopia de epifluorescencia.  
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Mediante la cuantificación del número de células positivas para triptasa por área de 
tejido, se obtuvo un aumento significativo en el número de mastocitos en mucosa ileal (SC: 
14,64 ± 8,10; SII: 26,00 ± 14,82 p=0,0050) y en mucosa colónica (SC: 11,94 ± 6,54; SII: 
17,40 ± 10,39 p=0,0474), en pacientes con SII en comparación con el grupo SC (Figura 
16A y 16B).  

 

Figura 16: Aumento en el número de mastocitos en mucosa intestinal de pacientes con SII. Análisis de 
los valores obtenidos por IFI del número de células inmunoreactivas para triptasa en un área determinada. En 
(A) se muestra el gráfico que indica el número de mastocitos en íleon (A) y en (B) a nivel de colon. 
Resultados expresados como mediana ±	D.S. Controles íleon (n=14), pacientes SII íleon (n=23), Controles 
colon (n=12), pacientes SII colon (n=19). *p<0,005 vs control, **p<0,001  

5.6.2 Determinación de la actividad de los mastocitos en muestras intestinales de 
pacientes con SII y SC. 

Para evaluar las diferencias del grado de actividad de los mastocitos infiltrados en 
mucosa, entre pacientes con SII y SC, se procedió a calcular el porcentaje de degranulación 
de cada mastocito, a partir de microfotografías obtenidas mediante TEM de mucosa ileal y 
colónica. Se consideró como porcentaje de degranulación la proporción entre el número de 
gránulos vacíos o parcialmente llenos, con respecto el número total de gránulos por 
mastocito. Los resultados indicados  en la figura 17, evidenciaron un aumento significativo 
del porcentaje de degranulación de mastocitos en muestras de íleon de pacientes con SII 
(SC: 60,73 ± 6,983; SII: 78,22 ± 9,075, p=0,0190) con respecto a SC. No se observaron 
diferencias significativas en muestras de colon (SC: 84,01 ± 14,66; SII: 63,53 ± 23,28, 
p=0,1375) entre los grupos de estudio. 
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Figura 17: Aumento del porcentaje de degranulación de mastocitos en íleon de pacientes con SII. En A) 
se presenta el gráfico de los datos para íleon y en B) para colon. Controles íleon (n=4), pacientes SII íleon 
(n=6), Controles colon (n=12), pacientes SII colon (n=19). *p<0,005 vs control, **p<0,001 Resultados 
expresados como mediana ±	D.S. 

5.6.3 Características ultraestructurales de los mastocitos intestinales en pacientes 
con SII y SC. 

El análisis de la ultraestructura de los mastocitos de mucosa intestinal ileal y 
colónica fue realizado mediante TEM. La figura 18, representa las observaciones 
realizadas en donde se distinguen las características pleiomórficas de mastocitos, 
mononucleares, de núcleos de tamaño grande, centrado, con cromatina descondensada y 
condensada en el área perilaminar; y citoplasma irregular, con pliegues ondulados, de 
contenido granular denso. La localización de las mitocondrias varía, observándose una 
distribución perinuclear, en mastocitos en reposo o con bajo grado de activación (Figura 
18A), y una distribución cercana a los sitios de exocitosis, en la superficie celular, para  
mastocitos activados (Figura 18B y 18C). Los mastocitos provenientes de pacientes SII 
presentaron: mitocondrias fuera del perímetro celular (Figura 18D), predominantemente 
una membrana plasmática irregular, y gránulos de distintos tamaños y rugosidad, que han 
liberado su contenido de forma parcial o total (observado como una disminución de la 
electrodensidad), respecto a SC.  
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Además en pacientes SII, se observaron gránulos que conservaron sus membranas 
plasmáticas intactas, sin fusión inter-granular, y con mayor contenido del tipo cristaloide, 
siendo menor los del tipo enrollado (scroll) (Figura 19A y 19B), Los mastocitos en la 
mucosa provenientes del grupo SC fueron principalmente observados en estado de reposo 
(Figura 20A). 

Respecto a la proximidad de mastocitos a otros tipos celulares de la mucosa, se 
distinguieron interacciones con linfocitos, células plasmáticas y eosinofilos. Además en 
pacientes con SII se observó una distribución cercana de los mastocitos a las terminaciones 
nerviosas del intestino (Figura 20B y 20C). 
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Figura 18: Características ultraestructurales de mastocitos intestinales humanos. Imagen representativa 
de mastocito con bajo grado de activación (A) y alto porcentaje de degranulación, proveniente de pacientes 
con SII (B). Las flechas indican la ubicación de las mitocondrias. En C) se muestra un área aumentada, donde 
se observa que las mitocondrias se localizan cercanas a los sitios de exocitosis. En D) se observa, marcado 
con cuadrados rojos, mitocondrias extracelulares, lejanas al perímetro celular. Imágenes obtenidas por TEM 
con un aumento de 6000X (A); barra equivalente a 2 µm, aumento de 11500X (B); barra equivalente a 2 µm., 
aumento de 43000X (C); barra equivalente a 500 nm y aumento de 6000X (D); barra equivalente a 2 µm. 
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Figura 19: Contenido de gránulos citoplasmáticos en mastocitos de mucosa intestinal. Micrografías 
representativas del contenido granular, observándose en (A) gránulos del tipo cristaloide y en (B) del tipo 
enrollado. Las puntas de fecha muestran gránulos vacios o parcialmente llenos. Imágenes obtenidas por TEM 
con aumento de 20500X. Las barras de escala equivalen a 1 µm. 
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Figura 20: : Cercanía de mastocitos a terminaciones nerviosas en mucosa intestinal de pacientes con 
SII. Imagen representativa de grupo control (A) y pacientes con SII (B). La flecha indica la cercanía del 
mastocito a las terminaciones nerviosas. Los asteriscos señalan gránulos vacíos, debido a la degranulación. 
Imágenes obtenidas por microscopia de transmisión electrónica con un aumento de 6000 X (A); barras 
equivalente  a 2 µm, aumento de 11500X (B); barra equivalente a 2 µm, aumento de 6000X (C); barra 
equivalente a 2 µm y un aumento de 16500X (D); barra equivalente a 1 µm. 
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5.7 Evaluar in vitro si la activación del receptor PAR-2, mediante triptasa, 
induce un aumento en la expresión de Bcl-3 en líneas celulares de epitelio de colon. 

5.7.1 Expresión de Bcl-3 frente a una estimulación dosis y tiempo respuesta con 
triptasa. 

 Como se mencionó previamente, muestras intestinales de pacientes con SII 
presentaron un aumento de la expresión de Bcl-3 y un elevado número de mastocitos en 
comparación con el grupo SC. Pese a que no se observaron diferencias en el contenido de 
triptasa en mucosa intestinal entre ambos grupos de estudio, bajo la metodología utilizada, 
un mayor grado de activación de los mastocitos de mucosa fue observado para los pacientes 
con SII.  Debido a esto, nos preguntamos si la triptasa secretada por estos mastocitos 
activados es capaz de inducir la expresión de Bcl-3 en el epitelio intestinal. Para ello, líneas 
celulares epiteliales intestinales (DLD-1 y Caco-2) fueron estimuladas in vitro con Triptasa, 
a diferentes dosis y tiempos, mediante western blot, para evaluar la expresión de Bcl-3. La 
figura 21 muestra una imagen representativa del patrón de migración electroforética para 
Bcl-3, en donde se observan dos bandas alrededor de 60 kDa, equivalentes al peso 

molecular de Bcl-3, y la banda del control de carga β-actina (47kDa). Debido a que el 

anticuerpo de Bcl-3 utilizado permitió observar más de una señal, comprobamos la banda 
específica de esta proteína a través de un cultivo de células DLD-1 transfectadas con ARN 
interferente contra el transcrito de Bcl-3 (siRNA Bcl3) o con un vector de sobreexpresión 
de esta proteína (pcDNA3.1-Bcl-3).  

En la figura 21, se observó una disminución de la expresión de la proteína en 
células transfectadas con siRNA Bcl3 (banda 2), contrario a lo observado para la 
transfección con pcDNA3.1-Bcl-3, en donde se observa un aumento de la expresión de Bcl-
3 (banda 2), en relación a la condición basal y la de estimulación con el vehículo de 
transfección. Se concluye que en el patrón de migración electroforética la segunda banda es 
la correspondiente a la proteína Bcl-3. 

Respecto a la expresión de Bcl-3 en células epiteliales intestinales, en respuesta a la 
estimulación con triptasa, la figura 22A muestra una imagen representativa de las corrida 
electroforética para Bcl-3 en extracto de células DLD-1, en donde se observa el aumento de 
expresión de esta proteína frente a una estimulación, por 12 horas, en una curva dosis 

respuesta (triptasa rango 0,01 - 1µg/ml), siendo máxima la expresión para la dosis de 0,5 
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µg/ml. En la figura 22B, se muestra la respuesta cinética (rango 0 a 24h) de expresión de 
Bcl-3 frente a estimulación con triptasa a concentración de 0,5 µg/ml, en donde podemos 
observar un aumento en el nivel de expresión de la proteína de Bcl-3 a las 6, 12 y 24 horas, 
siendo máxima para las 24h.  

 

 

Figura 21: Ensayo de transfección en línea celular DLD-1 con SiRNA Bcl-3 y pCDNA Bcl-3. Imagen 
representativa, obtenida por western blot (A), donde se observan las bandas representativas de  Bcl-3 (60 
kDa) y β actina (47 kDa). Existe una disminución en la intensidad de la segunda banda observada para Bcl-3 
al utilizar el SiRNA (carril 3 y 4) y un aumento de la intensidad de esta misma banda al emplear el pCDNA 
(carril 6) con respecto a los controles. N=2. 

 
Figura 22: Ensayos de estimulación con triptasa en células DLD-1. En A) se muestra la estandarización 
dosis respuesta de triptasa a las 12 hrs. Se observa un mayor efecto en los niveles de Bcl-3 a la concentración 
de 0,5 µg/ml. En B) se observa una imagen representativa de western blot, donde se observan los niveles de 
Bcl-3 (60 kDa) y β actina (47 kDa) a las 0,6,12 y 24 hrs en células DLD-1 estimuladas con Triptasa 0,5 
µg/ml. N=3.  
 

Los gráficos de la semicuantificación de los niveles de Bcl-3 en células DLD-1 
estimuladas con triptasa se observan en la figura 24A. Existe un aumento significativo de 
1,76 veces en la expresión de Bcl-3 a las 6 horas (Bcl-3: 0,6235 ± 0,1113 p=0,0409), de 
1,88 veces a las 12 horas (Bcl-3: 0,6647 ± 0,1449 p=0,0210), y de 2,5 veces a las 24 horas 
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(Bcl-3: 0,8868 ± 0,01060 p=0,0009) con respecto a las células en estado basal (Control: 
0,3535 ± 0,1208). 

 

Figura 23: Niveles de expresión de Bcl-3, en células Caco-2 estimuladas con 0,5 µg/mL de Triptasa, a 
las 0, 6,12 y 24 horas. Imagen representativa de western blot, donde se observan los niveles de  Bcl-3 (60 
kDa) y β actina (47 kDa) con respecto al tiempo. N=3 

La respuesta cinética de estimulación con triptasa fue similarmente realizada para la 
línea celular epitelial Caco-2 (Figura 23), observándose un aumento de Bcl-3 a las 12h y 
24h. La semicuantificacion de los niveles de Bcl-3 (Figura 24B) otorgó un aumento 
significativo a las 6 horas (Bcl-3:0,9615 ± 0,3215 p=0,0393), 12 horas (Bcl-3: 0,9576 ± 
0,08992 p=0,0409) y 24 horas (Bcl-3: 0,9917 ± 0,03160 p=0,0290) comparado a la 
expresión de los controles (Control: 0,5226 ± 0.116). Sin embargo, no se observan 
diferencias estadísticas entre las 6, 12 y 24 horas de estimulación. 

 

Figura 24: Aumento de la expresión relativa de Bcl-3 en células DLD-1 y Caco-2 estimuladas con 
Triptasa. Se observan los gráficos correspondientes a los niveles de Bcl-3 en células DLD-1 (A) y Caco-2 
(B) estimuladas con triptasa 0,5 µg/ml a las 0, 6,12 y 24 horas. La unidad relativa representa la proporción 
Bcl-3/β actina. Resultados expresados como mediana ±	D.S. N=3 *p<0,005 vs control, **p<0,001, 
***p<0,0001. 

Para comprobar que el efecto inductor de triptasa sobre la expresión de Bcl-3 fue 
específico, se procedió a estimular in vitro células DLD-1 en presencia o ausencia de 

A 
 

B 
 



 49 

Nafamostat mesilato (Fut), un potente inhibidor de serinas proteasas. En la figura 25 se 
muestra la corrida electroforética obtenida por western blot a las 12 horas de estimulación 
en presencia de Fut y Triptasa, observándose una disminución de la intensidad de la banda 
de Bcl-3 a una concentración de 1,2 nM de Fut. Sin embargo, estos resultados no fueron 
significativos. 

 

Figura 25: Estimulación con Fut en presencia de Triptasa en células DLD-1 a las 12 horas. Imagen 
representativa de las bandas obtenidas por western blot, donde se observan los niveles de Bcl-3 (60 kDa) y β 
actina (47 kDa) en función de distintas concentraciones de Fut.  

5.7.2 Determinar si la inducción de Bcl-3, por Triptasa, es mediante la activación 
del receptor PAR2 en línea celular Caco-2. 

Diversos trabajos han reportado que las membranas de las células epiteliales en el 
intestino expresan PAR-2, receptor que es activado mediante proteólisis por proteasas, 
entre ellas triptasa. Para comprobar la hipótesis de que triptasa, a través de la activación de 
PAR-2, induce la expresión de Bcl-3 en el epitelio, se incubaron líneas celulares Caco-2 por 

24 horas con un agonista  (SLIGKV-NH2 100 µM) y un antagonista selectivo del receptor 

PAR-2 (FSLLRY-NH2 100 µM) (Figura 26). 

La figura 27 muestra la semicuantificación de  la densidad óptica de las bandas 
obtenidas para Bcl-3, resultando en un aumento de la expresión relativa de esta proteína, al 
estimular con triptasa (Control: 0,01487 ± 0,005230; Bcl-3:0,03812 ± 0,005760 p=0,0075) 
y con el agonista de PAR-2 (Bcl-3: 0,03463 ± 0,009988 p=0,0209) con respecto a la 
condición control. Se observó una reducción significativa de Bcl-3 tanto al emplear el 
antagonista de PAR-2 con respecto a triptasa (Bcl-3:0,008724 ± 0,00388 ƒƒp =0,0014) y al 
tratamiento con triptasa sola y triptasa más antagonista (Bcl-3:0,01320 ± 0,004561 ƒƒp 
=0,0046). También se obtuvieron diferencias significativas entre el tratamiento con el 
antagonista de PAR-2 y triptasa más antagonista de PAR-2 (##p=0,0127). 
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Figura 26: Representación del experimento realizado en células Caco-2. Esquema representativo de la 
monocapa de células epiteliales que conforman la barrera intestinal. Ante la presencia de un estímulo 
neuronal, los mastocitos residentes de la lámina propria se activan, secretando diversos mediadores químicos, 
entre ellos triptasa. Esta proteasa es capaz de activar mediante proteólisis al receptor PAR-2 a nivel 
basolateral. Se desconoce el efecto de la activación y/o inhibición de PAR-2 sobre la expresión de Bcl-3, por 
lo que se añadirá Triptasa, agonista y antagonista de PAR-2 a un cultivo celular Caco-2. 

 

Figura 27: Niveles de Bcl-3, en células Caco-2 estimuladas con Triptasa 0,5 µg/mL, agonista de PAR-2 
100 µM (SLIGKV-NH2) y antagonista de PAR-2 100 µM (FSLLRY-NH2)  a las 24 horas. Imagen 
representativa de western blot (A), donde se observan los niveles de Bcl-3 (60 kDa) y β actina (47 kDa). En 
B) se muestra la cuantificación respectiva. La unidad relativa representa la proporción Bcl-3/β actina. 
Resultados expresados como mediana ±	D.S. N=3. * p<0,05 vs control, **p<0,001. 
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5.8 Determinar in vitro la alteración de las proteínas de unión estrecha, 
mediada por estimulación con triptasa, en líneas celulares de epitelio de colon. 

La activación del receptor PAR-2 provoca diversas respuestas a nivel intestinal 
asociadas a la disrupción de la barrera epitelial, tales como, el aumento de la permeabilidad 
paracelular y el desensamblaje del complejo de proteínas UE. Habiendo demostrado que 
triptasa induce un aumento en la expresión de Bcl-3 vía PAR-2, se quiso evaluar, mediante 
IFI, el efecto de la estimulación con triptasa y agonista de PAR-2 sobre la distribución de 
las proteínas UE, en la línea celular Caco-2. 

 En la figura 28 se observan imágenes representativas, obtenidas por microscopía 
de epifluorescencia, de la inmunodetección de las proteínas UE: ZO-1, Claudina-2 y 
Ocludina en línea celular Caco-2, al estimular con triptasa y agonista de PAR-2. Las 
imágenes obtenidas muestran un cambio en el patrón de distribución de las proteínas UE. 
Para ZO-1 existe una leve disminución en la intensidad de su señal con respecto al control 
cuando se agrega triptasa y esta diferencia se hace mayor al agregar agonista de PAR-2 
(Figura 28 A-C). Al evaluar la marca de Claudina-2 se observa un aumento en la 
intensidad de la señal al agregar triptasa o el agonista, siendo más intenso en esta última 
(Figura 28 D-F). Ocludina, parece comportarse de forma similar a Claudina-2 en cuanto a 
intensidad de la señal, sin embargo al agregar agonista de PAR-2, se observa una re-
distribución de la señal a las zonas del núcleo celular que contienen cromatina condensada 
con respecto a las otras condiciones (Figura 28 G-I).  

Para confirmar los cambios en la distribución de las proteínas UE, se realizó el 
mismo experimento de estimulación con triptasa y agonista de PAR-2, registro por 
microscopía confocal, observándose una disminución de la intensidad de ZO-1 en presencia 
de triptasa (Figura 29B) y una distribución irregular en el borde celular, al agregar agonista 
de PAR-2 (Figura 29C). Además del aumento en la intensidad de la marca de Claudina-2 
(Figura 29E y Figura 29F), al agregar triptasa y en mayor medida con el agonista de PAR-
2, existe una redistribución de la proteína desde el citoplasma a las uniones intercelulares, 
como también se observa una disminución de la detección de Claudina-2 a nivel nuclear 
con respecto al control.  
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Figura 28: Detección de proteínas UE en línea celular Caco-2 estimuladas con Triptasa 0,5 µg/mL y 
agonista de PAR-2 100 µM (SLIGKV-NH2) por 12 horas. Imagen representativa, donde la señal positiva 
se observa como una marca verde para ZO-1 (A, B, C), Claudina 2 (D, E, F) y Ocludina (G, H, I) y una 
tinción azul para los núcleos (DAPI). La primera columna corresponde a las células que no recibieron 
tratamiento, la siguiente a las que recibieron 0,5 µg/mL de Triptasa y la tercera a células estimuladas con el 
agonista de PAR-2 (SLIGKV-NH2). Imágenes obtenidas con un aumento 100X por microscopia de 
epifluorescencia. Las barras equivalen a 10 µm. 

 
Por último, se utilizó un control positivo de re-localización de proteínas UE. Al 

emplear un estímulo inflamatorio como TNF-α en células Caco-2 durante 24 horas, se 

observó una redistribución de las tres proteínas UE a nivel citoplasmático luego de recibir 
el estímulo inicial (Figura 30). 
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Figura 29: Detección de proteínas UE en línea celular Caco-2 estimuladas con Triptasa 0,5 µg/mL y 
agonista de PAR-2 100 µM (SLIGKV-NH2) por 12 horas. Imágenes representativas, donde la señal se 
observa como una marca positiva verde para ZO-1(A, B, C), Claudina 2 (D, E, F) y una tinción nuclear azul 
(DAPI). Imágenes obtenidas con un aumento 40X por microscopia confocal. Las barras equivalen a 10 µm. 

 
  

 

Figura 30: Detección de proteínas de unión estrecha en línea celular Caco-2 estimuladas con TNF-α 50 
ng/mL por 24 horas. Imagen representativa de inmunomarcaje, donde la señal se observa como una marca 
positiva verde para ZO-1 (A-B), Ocludina (C-D),  Claudina-2 (E-F) y una tinción nuclear azul (DAPI).En el 
panel superior (A,C,E) se observan las celúlas sin tratamiento, y en el panel inferior (B,D,F) células 
estimuladas con TNF-α 50 ng/mL  Imágenes obtenidas con un aumento 100X por microscopia de 
epifluorescencia. Las barras equivalen a 10 µm. 
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6. DISCUSIÓN: 
 

El SII se caracteriza por presentar alteraciones de la función de barrera epitelial 

intestinal asociada a un aumento de la permeabilidad paracelular y a una elevada activación 

de mastocitos, que conducen a un estado de inflamación de bajo grado en los pacientes. La 

proteína Bcl-3 es un regulador transcripcional de genes inducidos por la activación de NF-

κB. Factores que participan en la estructura de la UE son regulados por esta vía. En este 

trabajo se propuso caracterizar el estado de la UE epitelial, los niveles de activación de 

mastocitos intestinales y la expresión de Bcl-3 en mucosa intestinal de pacientes con SII y 

SC. Se observó que los pacientes con SII, poseen niveles aumentados de Bcl-3, alteraciones 

en la estructura de la UE y un mayor número y  grado de activación de mastocitos en el 

intestino. Además, con el fin de profundizar en los mecanismos responsables de los 

hallazgos observados se propuso evaluar en líneas celulares de epitelio intestinal, si la 

inducción de Bcl-3 y las alteraciones de la UE, eran producidas por la estimulación con 

triptasa, mediante la activación de PAR-2. Los resultados de la estimulación in vitro 

indicaron que la expresión de Bcl-3 es inducida por activación específica de triptasa a 

través de PAR-2, estimulación que indujo además cambios en la expresión de proteínas de 

la UE. Estos resultados sugieren que el aumento de expresión de Bcl3 en el epitelio en el 

SII corresponde a un mecanismo de respuesta frente a la alta activación de mastocitos, y 

que esta respuesta es asociada a cambios en la UE. 

Con el propósito de discutir de manera detallada de todos los resultados obtenidos 
en cada objetivo en este trabajo, la discusión se estructurará siguiendo los siguientes 
capítulos: 

6.1 Niveles aumentados de Bcl-3 en epitelio intestinal de pacientes con SII. 

En la patogenia del SII se ha descrito una inflamación de bajo grado evidenciada 
por un aumento en la activación de células inmunes y niveles elevados de citoquinas pro-
inflamatorias 44, 54, 55, indicando la existencia de algún mecanismo regulatorio de estos 
genes inflamatorios. 

 Bcl-3 es una proteína inmuno-reguladora que actúa como trans-activador o trans-

represor de genes dependientes del factor NF-κB, dependiendo del tipo celular y estímulo 
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recibido56. Los resultados de esta tesis demuestran un aumento en la expresión, tanto del 
transcrito, como de la proteína de Bcl-3 en mucosa ileal y colónica de pacientes con SII en 
comparación a SC. Estos hallazgos concuerdan con observaciones previas, en donde 
niveles aumentados del ARNm de Bcl-3 fueron observados en muestras de mucosa 
colónica de pacientes con SII irlandeses (anexo 1). Al realizar el análisis de acuerdo a 
subtipos de SII, se evidenció que el aumento del transcrito de Bcl-3 fue significativamente 
mayor en mucosa colónica para pacientes con SII-C; con una tendencia de aumento en los 
niveles proteicos de Bcl-3 en muestras de íleon para SII-C. Estos resultados sugieren que 
Bcl-3 podría participar diferencialmente en el desarrollo de fenotipos clínicos de los 
pacientes con SII. Si bien se ha descrito un aumento en los niveles de Bcl-3 en mucosa de 
colon en pacientes con EIl42, 57, se desconoce la función que Bcl-3 estaría ejerciendo en 
estas condiciones, existiendo diversas evidencias que le atribuyen un rol antiinflamatorio. 
Estos hallazgos han sido corroborados por un estudio realizado por Haihua L. et al., en el 
que la administración de Escherichia coli enterotoxigénica, en conjunto con Lactobacillus 
acidophilus en un modelo animal, redujo la producción de las citoquinas pro-inflamatorias, 

debido a la inhibición de las vías de señalización NFκB y MAPK asociada a un aumento de 
la expresión del transcrito de Bcl-358. Basados en esta evidencia, Collins et al., 
desarrollaron un péptido antagonista de Bcl-3, capaz de disminuir la expresión de genes que 
codifican citoquinas pro-inflamatorias en un modelo animal in vivo59. 

La distribución tisular y celular de Bcl-3 fue observada principalmente en el núcleo 
de las células del epitelio intestinal, en íleon y colon de pacientes con SII. Estudios 
realizados en macrófagos han descrito, además, una localización nuclear de Bcl-3, asociada 

a la inhibición de la síntesis de TNF-α inducida por LPS34. Esto sugiere que Bcl-3, en el 

núcleo de las células epiteliales, podría estar ejerciendo un papel activo en la regulación de 
la transcripción, activando o reprimiendo genes que están probablemente asociados a la 
inflamación. Cabe destacar que en en nuestras muestras también se observó una alta 
intensidad de la marca de Bcl-3 en el citoplasma de las algunas células epiteliales, de las 
cuales desconocemos el tipo. El rol de Bcl-3 en este tipo de células, así como su 
identificación debe ser abordado por futuras aproximaciones experimentales. A su vez, 
nuestros resultados muestran que no hay cambios significativos en la expresión y 
distribución nuclear de Bcl-3 en lámina propia de pacientes con SII respecto a SC. Estos 
resultados se contradicen con lo observado por Reibig S. et. al., quienes reportaron una 
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mayor expresión y distribución de Bcl-3 en el núcleo de las células de la lámina propia de 
pacientes con EII, siendo identificadas como linfocitos T CD4+42. 

Considerando que la activación de la vía de NF-κB regula la expresión génica de 
proteínas estructurales de la UE y que Bcl-3 es un regulador de esta vía, el impacto que 
tiene su aumento sobre la integridad del epitelio intestinal es una pregunta que debe ser 
resuelta. Los pacientes con SII presentan un aumento de permeabilidad paracelular 
intestinal asociado a cambios en la estructura de la UE, relacionada a una aumentada 
expresión, así como a una mayor actividad de la quinasa de la cadena ligera de miosina 
(MLCK). Debido a que la expresión de MLCK es inducida por la activación de la vía de 
NF-κB, el papel regulador de Bcl-3 sobre este mecanismo queda por ser resuelto60, 61. 

Durante el desarrollo de esta tesis se emplearon diversas técnicas de análisis para 
determinar las diferencias de expresión de Bcl-3. Resulta interesante que todas ellas 
concuerdan en que existieron mayores niveles de esta proteína en mucosa colónica respecto 
a íleon. Esto sugiere que Bcl-3 cumple roles distintos en cada segmento intestinal en el SII. 
A nivel del intestino delgado, podría estar ejerciendo un mecanismo de regulación de la 
inflamación inducida por una alta presencia y activación de células inmunes, mientras que 
su mayor expresión en colon podría asociarse a mecanismos de reparación tisular, debido a 
su rol pro-proliferativo62,63 

Respecto a la determinación de Bcl-3 mediante western blot, ésta se realizó 
utilizando un anticuerpo policlonal que identificó tres bandas de distinto peso molecular: 
una banda principal (60 kDa), seleccionada para la cuantificación de Bcl-3; una banda de 
mayor y otra de menor peso molecular. Estas últimas bandas podrían corresponder a 
posibles modificaciones post-traduccionales de la proteína, entre ellas fosforilaciones64 y 
ubiquitinaciones65. La importancia de estas modificaciones ha sido evidenciada en estudios 
realizados por el grupo de Wang V. et. al., quienes describieron que la fosforilación de Bcl-
3 por Akt, Erk2 e IKK influye en el metabolismo, estabilidad y la localización de esta 
proteína en la célula41. Igualmente, la hipo-fosforilación de Bcl-3 repercute en su actividad 
al aumentar la interacción con proteínas remodeladoras de la cromatina, entre ellas HDAC-
1, HDAC-3 y HDAC-6, lo que sugiere un mecanismo de regulación epigenética ejercido 
por Bcl-366. Además, la ubiquitinación de Bcl-3 contribuye a la localización intracelular de 
la proteína. Considerando que el patrón de bandas obtenidas por western blot para Bcl-3, 
para cada uno de los sujetos estudiados, se comportó de manera heterogénea, con perfiles 
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de bandas con distintas migraciones, sería interesante caracterizar el patrón de 
modificaciones post traduccionales para cada paciente y asociar las características clínicas 
que estos presentan. 

En base a los resultados anteriormente expuestos, si bien existe un aumento en la 
expresión de Bcl-3 en SII, aún es necesario identificar cuales son los estímulos que 
conducen a este incremento. Entre los mecanismos propuestos está la presencia de 
abundante factores solubles inflamatorios en la mucosa intestinal de pacientes con SII. El 
aumento del contenido de triptasa debido a la activación de mastocitos es uno de ellos. 

6.2 Aumento del número de mastocitos en pacientes con SII. 

El SII se caracteriza por presentar una alteración en la comunicación bidireccional 
del eje cerebro-intestino, que afecta el grado de activación de las células inmunes en 
mucosa intestinal. Hasta ahora han existido controversias respecto a la presencia de un 
mayor número de mastocitos en mucosa de pacientes con SII; sin embargo, se ha llegado a 
un consenso de que existe un mayor grado de actividad de estas células en el intestino. 
Nuestros resultados evidenciaron un aumento significativo en el número de mastocitos en 
pacientes con SII respecto a SC, siendo estas diferencias mayormente significativas en 
íleon que en colon. Estos hallazgos concuerdan con diversas investigaciones que reportan 
un aumento en el número de mastocitos en mucosa de pacientes con SII en duodeno67, 
yeyuno68, íleon terminal43, 69, colon ascendente70, colon distal71, ciego72 y recto73. A 
diferencia de estos hallazgos, otros investigadores no lograron observar diferencias en el 
número de mastocitos, incluso evidencian una disminución de estos para los mismos 
segmentos intestinales analizados50, 74 Además, se han reportado diferencias en la densidad 
de mastocitos intestinales en función del sexo analizado, siendo las mujeres las que 
registran mayor número en comparación a hombres75. En nuestra población de estudio la 
gran mayoría de los participantes son del sexo femenino, lo que concuerda con la alta 
densidad de mastocitos observados en mucosa. 

Respecto a la actividad de los mastocitos, nuestros resultados demostraron  que los 
pacientes con SII presentaron un aumento en el porcentaje de degranulación, reflejando un 
proceso activo de secreción. Similares hallazgos han sido descritos en muestras de yeyuno68 
y colon8. En esta línea, el uso de estabilizadores de mastocitos ha demostrado reducir la 
sintomatología clínica y mejorar la calidad de vida en pacientes con SII76, confirmando el 
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papel central de esta célula inmune en este desorden. Es preciso señalar que el aumento de 
la actividad de los mastocitos observado en nuestros pacientes pertenece a mucosa ileal y 
no colónica. Estos hallazgos pueden ser explicados considerando los antecedentes de la 
regionalización del sistema inmune en la mucosa intestinal. Esta distribución diferencial 
respondería a factores ambientales y fisiológicos propios de cada segmento 
gastrointestinal77. 

Por otra parte, el análisis de las características ultra estructurales de los mastocitos 
permitió reconocer la presencia de un patrón típico de una secreción selectiva o Piece meal 
degranulation, en el que se destacan características tales como la presencia de vesículas con 
pérdida de densidad intragranular, que no presentan fusión entre ellas, conservando sus 
membranas intactas. Este tipo de degranulación ha sido descrita en respuesta a estimulación 
nerviosa78. Al respecto Bárbara G. et. al., evidenciaron una alta cercanía entre mastocitos y 
terminaciones nerviosas en muestras de colon distal de pacientes con SII8, lo que también 
fue observado en nuestras muestras de pacientes mediante TEM. Otra característica de los 
mastocitos que observamos fue la heterogeneidad de su contenido granular, destacándose 
en mayor cantidad gránulos del tipo cristaloide que, según lo descrito por Whitaker-
Menezes D. et. al., contendrían triptasa79. La localización cercana de las mitocondrias a los 
sitios de exocitosis es un signo que evidencia procesos activos de secreción celular. En las 
muestras de pacientes con SII analizadas fue observado este hallazgo, además de localizar 
algunas de las mitocondrias en el medio extracelular. El rol de la mitocondria es 
fundamental en la dinámica de esta célula, ya que el proceso de degranulación es altamente 
energético80. Zhang B. et. al., 2012, de igual forma describieron la presencia de 
mitocondrias cercanas a mastocitos, detectando que estas células pueden liberar al medio 
contenidos intra-mitocondriales, capaces de desencadenar un proceso de degranulación y 
liberación de citoquinas inflamatorias con acción paracrina81. 

En resumen, los pacientes con SII presentaron una mayor infiltración de mastocitos, 
los cuales se encuentran cercanos a terminaciones nerviosas y que poseen características 
ultra estructurales de un proceso de degranulación activo, principalmente en mucosa ileal. 
Al ser triptasa uno de los principales contenidos almacenados en sus gránulos, se procedió a 
determinar sus niveles en muestras de mucosa intestinal de nuestros sujetos de estudio. 
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6.3 Contenido de triptasa en mucosa intestinal de pacientes con SII. 

Con el propósito de confirmar el aumento del grado de actividad de mastocitos, se 
determinaron los niveles de triptasa en mucosa intestinal. En este trabajo, no se observaron 
diferencias en el contenido de triptasa en mucosa intestinal de íleon y de colon, a través de 
western blot. Además, los niveles de triptasa en SN de cultivo de mucosa intestinal no 
fueron detectados mediante la técnica de cuantificación empleada, probablemente debido a 
su bajo limite de detección. Estos resultados están en oposición a lo descrito por diversos 
grupos de investigación, que reportan un aumento en el contenido y actividad de triptasa en 
mucosa intestinal para estos pacientes. Las posibles razones por las que creemos que no se 
observaron cambios entre SC y pacientes con SII son: 1) la mayoría de los estudios que 
reportan un aumento en la liberación de triptasa, han cuantificado su actividad enzimática 
en lugar de sus niveles de expresión; 2) debido a que la triptasa es una enzima que posee 
varias isoformas y glicosilaciones82, la cuantificación de ella necesita considerar la 
especificidad del anticuerpo que se utilice en su detección, siendo heterogénea su 
determinación en gran parte de los trabajos. Nuestros resultados han sido obtenidos 

mediante el uso de un anticuerpo monoclonal que reconoce la isoforma βII de triptasa, la 

principal variante encontrada en los gránulos secretores de los mastocitos. Se observó, por 
western blot, una alta heterogeneidad de esta isoforma entre las muestras, lo que se tradujo 
en variaciones en la presentación de patrones de corridas entre las distintas muestras de 
pacientes. En algunas se detectó una sola banda alrededor de los 30 kDa, intensa y ancha, y 
en otras muestras dos bandas de distinta intensidad, por lo que cada paciente presentó 
perfiles distintos. Esta evidencia se suma a lo descrito por Camilieri M. et. al., que afirman 
que las dificultades en la obtención de marcadores para el SII se debe principalmente a el 
comportamiento heterogéneo de la respuesta inmune de los pacientes83. 

A pesar de que nuestros resultados no fueron concluyentes en el registro de los 
cambios en el contenido de triptasa, la mayor activación de los mastocitos en nuestros 
pacientes con SII nos condujo a indagar si el aumento observado de Bcl-3 en el epitelio 
intestinal podría ser consecuencia de la acción de triptasa en estos pacientes. 

6.4 Inducción de Bcl-3 en líneas celulares de epitelio de colon 

Para conocer el efecto de triptasa en la expresión de Bcl-3 en el epitelio intestinal, 
desarrollamos un ensayo in vitro utilizando líneas celulares intestinales de colon DLD-1 y 
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Caco-2, estimuladas con triptasa. Nuestros resultados muestran un aumento de la expresión 
proteica de Bcl-3 en ambas líneas celulares de aproximadamente dos veces en un curso 
temporal de estimulación. Llamó la atención que la respuesta de DLD-1 frente a la 
estimulación fue mayor que la observada para Caco-2. Este efecto probablemente se deba a 
diferencias en el origen de estas líneas celulares, siendo DLD-1 un adenocarcinoma 
colorectal, caracterizado por su estadio tumoral avanzado, metastásico, en comparación a la 
línea Caco-2, adenocarcinoma colorectal de estadio más temprano, de localización 
circunscrita a mucosa84. Se ha descrito a Bcl-3 como un proteína oncogénica, relacionada 
con una alta expresión en distintos tipos de cáncer85, siendo postulado como marcador de 
cáncer colorectal63, por lo que diferencias en su niveles de expresión responderían a 
diferentes estadios proliferativos de estos tipos celulares. Resultados preliminares de 
nuestro laboratorio detectaron además la expresión de Bcl-3 para otras líneas epiteliales 
celulares, tanto a nivel basal como después de una estimulación inflamatoria (IL-6) (anexo 
4), siendo esta respuesta notoriamente mayor para las células DLD-1. Pese a que estos 
hallazgos  sugieren un grado de susceptibilidad mayor para este tipo celular frente a 
estímulos inflamatorios, se desconoce el papel que cumpliría Bcl-3 en este contexto. 

Un aspecto relevante a destacar en nuestro diseño experimental in vitro, es el uso de 
triptasa humana recombinante para estimular las líneas celulares. La triptasa secretada 
desde los gránulos de los mastocitos se caracteriza por estar almacenada en forma activa, 
acoplada a heparina. Se ha descrito que la actividad enzimática de triptasa es dependiente 
de la presencia de esta glicoproteína87. La estabilidad de la triptasa sin heparina depende de 
la concentración de NaCl contenido en el vehículo de disolución (prospecto del fabricante), 
siendo concentraciones superiores a 0,5 M las requeridas88. La triptasa utilizada en este 
ensayo viene disuelta en una solución de NaCl 2M. Según lo anterior, realizamos ensayos 
de estimulación con triptasa en presencia y ausencia de heparina. Nuestros resultados no 
demostraron diferencias en la inducción de Bcl-3 entre ninguna de las dos condiciones 
(anexo 5). A partir de esto, los experimentos realizados posteriormente fueron hechos en 
ausencia de heparina 

Si bien hemos observado que triptasa aumenta la expresión de Bcl-3, desconocemos 
los mecanismos o receptores involucrados que median esta acción. Entre los receptores que 
son activados por proteasas destaca PAR-2 en el SII, el que podría estar participando en 
este mecanismo de inducción. 
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6.5 Inducción de Bcl-3, en modelos in vitro, mediada por el receptor PAR-2. 

Numerosos estudios han demostrado que triptasa activa, mediante proteólisis, a 
PAR-2, receptor constitutivamente expresado en intestino delgado y colon en sujetos 
normales48 y que en pacientes con SII y EII aumenta su expresión 89, 90. Su activación está 
relacionada con la aparición y desarrollo de manifestaciones clínicas en pacientes con SII, 
tales como, la hiperalgesia visceral 91 y aumento de la permeabilidad paracelular 92. En este 
trabajo, al estimular células Caco-2 con triptasa o agonista de PAR-2 (SLGKIV-NH2), 
observamos un aumento  significativo de los niveles de la proteína Bcl-3. Esta inducción, 
en respuesta a triptasa, fue revertida con el uso de un antagonista de PAR-2 (FSLLRY-
NH2) concomitantemente, observándose una disminución significativa de Bcl-3. Por otra 
parte, la estimulación con el antagonista de PAR-2 por si mismo no afectó la expresión de 
Bcl-3, infiriéndose la ausencia de una estimulación basal de este receptor. Por lo tanto, 
sugerimos que el aumento de los niveles de Bcl-3 en nuestro ensayo son mediados por la 
activación de PAR-2.  

Es preciso señalar que la activación de PAR-2 no es exclusiva de triptasa, existiendo 
otras proteasas contenidas en el intestino que podrían desencadenar su proteólisis 94. 
Recientemente se ha descubierto, que las células epiteliales intestinales poseen actividad 
proteolítica autóloga. Esta actividad proteolítica ha sido atribuida a tripsina-3, cuya 
expresión se ha visto aumentada en mucosa intestinal de pacientes con SII. La activación de 
PAR-2 por Tripsina-3, está asociada a hiperalgesia y a una disminución n la expresión de 
ZO-195. Otra enzima capaz de activar a PAR-2 es la matriptasa, una proteasa de serina 
transmembrana que se caracteriza por su disminuida expresión en EII, correlacionada a un 
aumento de permeabilidad intestinal96. Teniendo en consideración las consecuencias de la 
activación de PAR-2 en epitelio intestinal, sería interesante identificar otros estímulos 
responsables de su activación y que se relacionen con el desarrollo del SII. 

La distribución epitelial de PAR-2 es relevante en el tipo de función fisiológica que 
este desarrolle. Lau Chang et. al., reportaron que la expresión de un grupo de receptores 
PAR-2, a nivel apical y basolateral en células epiteliales intestinales. La activación 
basolateral del receptor se asoció a funciones de reorganización de las proteínas UE, 
mientras que los efectos de la activación apical parecen estar relacionados con la inducción 
de genes asociados a proliferación celular 49.  Nuestros ensayos in vitro fueron 
desarrollados en cultivos de monocapas de células Caco-2 que no abordan diferencias 
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relacionadas a la distribución diferencial del receptor PAR-2 en el epitelio. Por lo que 
sugerimos trabajar a futuro con cultivos polarizados mediante el uso de cámaras transwell. 
Por otro lado, si bien se ha reportado que la activación de PAR-2 desencadena  una 
señalización mediada por MAP quinasas, es escasa la información respecto a su rol en la 

activación de la vía NF-κB 97,98. Es por esto que, deberían realizarse futuras 

aproximaciones experimentales en las que podamos analizar cuales de las vías mencionadas 
son responsables del aumento descrito de Bcl-3.  

6.6. Evaluación del estado de las proteínas de UE en pacientes con SII. 

En el SII se han descrito alteraciones de la barrera epitelial intestinal debido a 
cambios de la estructura y organización de la UE. Nuestros resultados evidenciaron un 
patrón de distribución de ZO-1 irregular y difuso en la zona apical del epitelio, 
principalmente en mucosa ileal de pacientes con SII, a diferencia de los SC en los que se 
observó una distribución definida de características reticulares, sugerentes de una anormal 
distribución de esta proteína de anclaje relacionados a cambios en la organización de la UE. 
Estos hallazgos fueron confirmados con los resultados provenientes de la semi-
cuantificación de ZO-1 el que demostró una reducción significativa de sus niveles en el 
íleon de pacientes con SII, lo que concuerda con lo descrito por otros grupos de 
investigación los que han observado la disminución de los niveles ZO-1 y una distribución 
alterada, asociado a una disminución de la resistencia transepitelial en mucosa de pacientes 
con SII17, 20. Cabe destacar, que los estudios anteriormente mencionados corresponden a 
mucosa colónica en ausencia de evidencia respecto a íleon. En el presente trabajo no se 
encontraron diferencias en los niveles de expresión, ni en la distribución, de ZO-1 en 
muestras de mucosa colónica entre ambos grupos de estudio. Si bien se ha visto una 
disminución en los niveles de ZO-1 a nivel de yeyuno99, este es el primer trabajo en 
reportar alteraciones de la distribución y expresión de ZO-1 en muestras de íleon de 
pacientes con SII. En esta misma línea, nuestros análisis de ultraestructura mediante TEM 
nos evidenciaron un aumento significativo en las distancias intercelulares apicales, 
correspondientes al complejo de UE, en muestras de mucosa ileal de pacientes con SII. 
Cabe destacar que nuestros hallazgos observados en íleon concuerdan con el registro de un 
aumento en el número y actividad de mastocitos en este mismo segmento intestinal, en 
estos mismos pacientes, lo que sugiere un papel relevante de los mastocitos sobre el estado 
de la UE del epitelio ileal. En este sentido, Jacob et al, describió que los mastocitos, afectan 
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la expresión y distribución de proteínas de la UE, entre ellas ZO-1, mediante la activación 
de PAR-2100. Los resultados obtenidos en este trabajo, demuestran la presencia de 
alteraciones en la estructura del complejo de la UE a nivel de intestino delgado, por lo que 
futuros estudios dirigidos a evaluar la permeabilidad paracelular intestinal en el SII en este 
segmento intestinal deberían ser abordados. 

Otra de las proteínas UE analizadas en este estudio fue ocludina, a través de western 
blot; sin embargo, no registramos diferencias entre pacientes y SC para ambas porciones 
intestinales. Una posible explicación a estos resultados podría ser el bajo número de 
muestras analizadas en este ensayo. Resultados similares fueron obtenidos por Piche T. et. 
al. y Coeffier M. et.al., quienes no reportaron cambios en los niveles de transcrito de 
ocludina en muestras de colon17, 101. Sin embargo, Coeffier M. et.al., observaron una 
disminución en los niveles proteicos de esta proteína en mucosa colónica de pacientes con 
SII, debido a una mayor degradación proteosomal de esta proteína. Martínez C. et. al., 
evaluaron las diferencias en el grado de fosforilación de ocludina en muestras de yeyuno de 
pacientes con SII, observando una disminución de los niveles de ocludina fosforilada, en 
comparación con SC. Esto es relevante ya que es la forma fosforilada de ocludina la que 
esta asociada al complejo de UE, cuya unión determina la permeabilidad paracelular 
epitelial102. Los resultados obtenidos en nuestras determinaciones no fueron dirigidos a 
evaluar la presencia de ocludina fosforilada, por lo que se debería determinar en un futuro, 
el estado de esta y otras modificaciones post-traduccionales, así como su localización 
intracelular en mucosa intestinal de pacientes con SII. 

 Una proteína integral de membrana que participa en la estructura de la UE, es la 
claudina-2, la que a través de su interacción con otras claudinas forma un canal iónico en la 
UE, capaz de regular la permeabilidad de cationes y agua. Aumento de la expresión de 
claudina-2 en mucosa han sido observadas en el SII99. En nuestras determinaciones no 
logramos detectar la expresión de claudina-2 mediante western blot, probablemente debido 
a dificultades técnicas relacionadas con los métodos de extracción proteica, condiciones de 
transferencia necesarias para la detección de su bajo peso molecular, entre otras. Debido a 
esto, evaluamos la expresión de claudina-2 mediante IFI, observándose una localización 
intracelular citoplasmática en el epitelio mucosa ileal de SII, en comparación con su 
presencia apical para los SC. En colon, el inmunomarcaje para claudina-2 evidenció un 
patrón inverso al observado en íleon, localizándose a nivel apical en pacientes con SII y 
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citoplasmático en SC. Cabe destacar que recientemente se reportó un aumento de la 
expresión de transcrito de claudina-2 en en íleon de pacientes con SII-D, sin visualizar 
cambios en la distribución epitelial entre pacientes y controles103. Estudios in vitro, 
realizados en líneas celulares de epitelio intestinal confirman estos hallazgos, debido a que 
se observa un aumento en la expresión de claudina-2 en respuesta a estimulación con IL-6 
asociada a una disminución de TER y aumento de la permeabilidad paracelular, respuesta 
dependiente de la acción y unión al promotor del gen del factor de transcripción Cdx2 
(Caudal Type Homeo Box Transcription Factor 2) activado por la vía ERK y PI3K104. Cabe 
destacar que nuestros resultados preliminares han demostrado que células epiteliales 
intestinales aumentan la expresión de Bcl-3 en respuesta IL-6. Experimentos posteriores 
que permitan determinar el rol de Bcl-3 en la modulación de la expresión de claudina-2 
deberían ser abordados. 

6.7 Evaluación del efecto de triptasa sobre las proteínas de UE 

Al evaluar in vitro el efecto de triptasa sobre la expresión y distribución de las 
proteínas de UE, logramos evidenciar, de forma cualitativa, una disminución en la 
expresión de ZO-1, así como un aumento de claudina-2 y ocludina en la superficie de la 
células epiteliales intestinales. Estos hallazgos concuerdan con lo descrito en otras 
investigaciones, donde se ha reportado una disminución de ZO-1 en respuesta a la 
estimulación con triptasa, asociada a un aumento de la permeabilidad105. Hasta ahora no 
existen otros trabajos que reporten el efecto de triptasa  sobre la expresión de Claudina-2 y 
Ocludina. Con respecto a los cambios en la distribución de las proteínas de UE en el 
epitelio inducidos por triptasa, nosotros observamos una disminución de la localización de 
ZO-1 en la membrana (inmuno-tinción irregular y difusa) en Caco-2 sugerente de un 
cambio en su localización intracelular. Se destaca que esta forma de distribución se asemeja 
a lo observado en mucosa ileal de pacientes con SII. Similares cambios fueron evidenciados 
para claudina-2, detectándose una distribución desde el citoplasma hacia la membrana. Para 
la ocludina, se registró una intensidad de la señal aumentada en áreas de contacto entre 
células y células además de una distribución condensada en ciertas áreas del núcleo celular. 
Se ha descrito que ocludina es un regulador de la progresión del ciclo celular a nuclear, por 
lo que la localización observada frente a estimulación con triptasa podría evidenciar esta 
acción106. Similar expresión y distribución de las proteínas de UE anteriormente descritas, 
fueron observados con el uso de agonista de PAR-2, siendo estos más pronunciados.  
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La participación de Bcl-3 en estos mecanismos de inducción o relocalización de las 
proteínas de UE en respuesta a triptasa es desconocido. Nuestras diseños experimentales 
sólo nos permitieron inferir un posible papel de Bcl-3 como regulador del complejo de la 
UE. Se deberían efectuar futuras determinaciones dirigidas a evaluar el mecanismo 
específico en el que Bcl-3 podría estar implicado en las alteraciones de las proteínas de UE. 

En la tabla 7, se muestra un resumen comparativo de los resultados obtenidos entre 
pacientes con SII y SC. Se destaca que los principales cambios fueron observados para 
íleon en comparación al colon, lo que sugiere que los procesos fisiopatológicos de este 
trastorno funcional se presentan principalmente en intestino delgado. Considerando que 
este síndrome es conocido popularmente como “colon irritable”, cabe ahora la pregunta si 
deberíamos cambiar a “intestino delgado irritable”. 

Tabla 7: Resumen de los resultados obtenidos en la caracterización de los pacientes con SII 

Parámetro medido Íleon Colon 

Expresión de Bcl-3 Aumento Aumento 

Expresión de Triptasa Sin cambios Sin cambios 

Expresión ZO-1 Diminución Sin cambios 

Expresión Ocludina Sin cambios Sin cambios 

Distancia intercelular de la UE Aumento Sin cambios 

Número de mastocitos Aumento Aumento 

Activación de mastocitos Aumento Sin cambios 
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7. CONCLUSIÓN: 
 

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que:  

Se confirma la hipótesis de que los pacientes con SII presentan aumento de Bcl-3, 
un mayor número y actividad de mastocitos, y alteraciones en la estructura de la UE, en 
comparación a los SC. En pacientes con SII el aumento de la expresión de Bcl-3 fue 
observado en el epitelio intestinal, cuyas alteraciones al estado de la UE fue evidenciado 
con un aumento en el grado de apertura del complejo de UE y disminuida expresión, así 
como una distribución intracelular difusa, con pérdida de localización apical, de ZO-1. 
Cabe destacar que estos cambios se observaron principalmente en íleon y no en colon. 

El aumento de actividad de mastocitos en el SII condujo a evaluar in vitro el efecto 
de la triptasa sobre la inducción de la expresión Bcl-3 en líneas celulares. Se pudo 
comprobar que la segunda hipótesis fue verdadera, ya que la expresión de Bcl-3 fue 
inducida por la activación de PAR-2 mediante la triptasa, efecto revertido al emplear un 
antagonista de este receptor. Además triptasa, mediante PAR2, indujo alteraciones de la UE 
evidenciada en una distribución alterada de ZO-1, Claudina-2 y Ocludina. Estas 
aproximaciones realizadas in vitro conducen a evaluar, en estudios futuros, los posibles 
mecanismos que relacionen el aumento de la expresión de Bcl-3 con alteraciones en la 
estructura de la UE epitelial.  
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9. ANEXOS 
 

Anexo 1: 

 Resultados preliminares. Determinación de los niveles de transcrito de Bcl-3 en mucosa 

intestinal de pacientes irlandeses con SII. 
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Anexo 2:  

Aprobación del comité ético del HCUCH. 
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Anexo 4: Encuesta de Calidad de vida SF-36 (Health Survey, SF 36): 

 
Este cuestionario evalúa la percepción de un individuo del estado de salud general y 

los cambios, tanto físicos como psicológicos, durante el ultimo año. A través de la 

medición de 8 diferentes aspectos, a través de 8 escalas: función física, rol físico, dolor 

corporal, salud general, vitalidad, función emocional, rol emocional y salud mental, con 

rangos de puntuación desde 0 (peor estado de salud) hasta 100 (mejor estado de salud)2 
 

 

 
  

5.2 Lograr menos de lo que le gustaría. 1 2 
5.3 No trabajar o hacer actividades de forma tan cuidadosa como siempre. 1 2 
6. Durante las ultimas 4 semanas, ¿cuánto ha interferido su salud fisica o problemas 

emocionales con sus actividades sociales normales con familia, amigos, vecinos o grupos? 
(Por favor, escoja una alternativa). 

           De ninguna forma – 

           Escasamente – 

           Moderadamente – 

           Más que moderado – 

           Extremadamente – 
7.  ¿Cuanto dolor físico ha tenido durante las ultimas 4 semanas? (Por favor, escoja una 

alternativa). 

           Nada – 

           Muy leve – 

           Leve – 

           Moderado – 

           Severo – 

           Muy severo – 
8.  Durante las ultimas 4 semanas, ¿en cuanto ha interferido su dolor con su trabajo normal 

(incluyendo laboral y domestico)? (Por favor, escoja una alternativa). 

         En nada – 

         Escasamente – 

         Moderadamente – 

         Más que moderado – 

         Extremadamente – 
9. Estas preguntas son sobre como se siente usted y como ha estado su vida durante las 

ultimas 4 semanas. Por favor responda lo mas cercanamente a como se siente usted. 

(Por favor marque con un circulo en 
cada línea). 

Siempre Mayor 
parte  

Gran 
parte  

Algunas 
veces 

Casi 
nunca 

Nunca 

9.1 ¿Se siente usted lleno de 
vida? 

1 2 3 4 5 6 

9.2 ¿Es usted una persona 
nerviosa? 

1 2 3 4 5 6 

9.3 ¿Se ha sentido tan deprimido 
que nada podría animarlo? 

1 2 3 4 5 6 

9.4 ¿Se ha sentido tranquilo y en 
paz? 

1 2 3 4 5 6 

9.5 ¿Tiene mucha energía? 1 2 3 4 5 6 
9.6 ¿Se ha sentido triste y 

desconsolado? 
1 2 3 4 5 6 

9.7 ¿Se ha sentido preocupado? 1 2 3 4 5 6 
9.8 ¿Es usted una persona feliz? 1 2 3 4 5 6 
9.9 ¿Se ha sentido cansado? 1 2 3 4 5 6 

ENCUESTA  SF 36   PARA  CALIDAD  DE  VIDA 
 
Nombre:.................................................................................................................. 
Edad:..........       Fono:.....................    Actividad:................................................. 
Fecha:......................   Peso:..................   Estatura:....................    Fuma:........... 
 
1 En general, usted podría decir que su salud es:   (Por favor escoja una alternativa). 

          Excelente –  

          Muy buena – 

          Buena – 

          Regular – 

          Mala – 
2 En comparación a un año atrás, como calificaría su salud en general ahora:   (Por favor, 

escoja una alternativa). 

           Mucho mejor – 

           Algo mejor  – 

           Más o menos igual  – 

           Algo peor  – 

           Mucho peor  –  
3 Las siguientes preguntas son sobre actividades que usted podría hacer en un día 

cualquiera.  ¿Su salud lo limita en estas actividades? Si es así, ¿cuánto?.  (Por favor, 
marque con un circulo en cada línea). 

 Actividades Si, me 
limita 

mucho 

Si, me 
limita 
poco 

No me 
limita 
para 
nada. 

3.1 Actividades vigorosas, como correr, levantar objetos 
pesados, participar en deportes extremos. 

1 2 3 

3.2 Actividades moderadas, como mover una mesa, usar 
una aspiradora, jugar fútbol u otra actividad deportiva.  

1 2 3 

3.3 Levantar o cargar mercadería  1 2 3 
3.4 Subir varias escaleras 1 2 3 
3.5 Subir una escalera 1 2 3 
3.6 Agacharse, arrodillarse o gatear  1 2 3 
3.7 Caminar mas de un kilometro  1 2 3 
3.8 Caminar varias cuadras 1 2 3 
3.9 Caminar una cuadra 1 2 3 
3.10 Bañarse o vestirse solo (a) 1 2 3 
4. Durante las ultimas 4 semanas, ¿ha tenido usted alguno de los siguientes problemas con su 

trabajo o en otras actividades diarias como resultado de su salud física?.  

(Por favor, marque con un circulo en cada línea). Si No 
4.1 Disminuir la cantidad de tiempo dedicada al trabajo o otras actividades. 1 2 
4.2 Lograr menos de lo que le gustaría. 1 2 
4.3 Estar limitado en el tipo de trabajo o actividad. 1 2 
4.4 Tener dificultad para realizar su trabajo o otras actividades (por ej., que 

le cueste más) 
1 2 

5.  Durante las ultimas 4 semanas, ¿ha tenido usted alguno de los siguientes problemas con su 
trabajo o en otras actividades diarias como resultado de algún problema emocional? (como 
sentirse deprimido o ansioso). 

(Por favor, marque con un circulo en cada línea). Si No 
5.1 Disminuir la cantidad de tiempo dedicada al trabajo o otras actividades. 1 2 

10. Durante las ultimas 4 semanas, ¿cuanto tiempo ha interferido su salud física o problemas 
emocionales con sus actividades sociales (visitar amigos, parientes, etc)? (Por favor escoja 
una alternativa). 

             Siempre – 

             La mayor parte – 

             Algunas veces – 

             Casi nunca – 

             Nunca – 
11. ¿Que tan CIERTO o FALSO es cada una de las siguientes afirmaciones para usted? 

(Por favor marque con un circulo en cada línea). Muy 
cierto 

Relativa
mente 
cierto 

No lo 
se  

Relativa
mente 
falso 

Muy 
falso 

11.1 Parece que me enfermo mas que otras 
personas. 

1 2 3 4 5 

11.2 Soy tan saludable como cualquiera que 
conozco. 

1 2 3 4 5 

11.3 Espero que mi salud empeore. 1 2 3 4 5 
11.4 Mi salud es excelente 1 2 3 4 5 
Este laboratorio forma parte de un Centro de Investigación. Solicitamos a usted autorizar que los 
datos obtenidos en esta encuesta puedan ser utilizados en investigaciones futuras, donde su 
identidad se mantendrá confidencial. 
 
Autorizo que estos datos puedan ser utilizados para la investigación o publicación de estudios 
clínicos. 
 
Nombre: 
 
Rut: 
 
             
         Firma 
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Anexo 4: Cuestionario Ansiedad y Depresión (Hospital Anxiety and Depression scale, 
HADS): 
 

Este cuestionario evalúa la presencia de síntomas de ansiedad y depresión a través 

de sub-escalas de ansiedad y depresión. Sumando la puntuación de ambas escalas se 

establece los siguientes rangos: Normal para 0-7; casos probables para 8-10; caso de 

ansiedad y depresión para 11-214. 
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Anexo 2. Instrumentos de medida de la ansiedad

HAD57: Hospital, ansiedad y depresión (autoadministrada)

Los médicos conocen la importancia de los factores emocionales en la mayoría de enfermedades. Si el médico sabe cual es el 
estado emocional del paciente puede prestarle entonces mejor ayuda.

Este cuestionario ha sido confeccionado para ayudar a que su médico sepa cómo se siente usted afectiva y emocionalmente. No 
es preciso que preste atención a los números que aparecen a la izquierda. Lea cada pregunta y subraye la respuesta que usted 
considere que coincide con su propio estado emocional en la última semana.

No es necesario que piense mucho tiempo cada respuesta: en este cuestionario las respuestas espontáneas tiene más valor que 
las que se piensan mucho.

A.1. Me siento tenso/a o nervioso/a:

3. Casi todo el día

2. Gran parte del día

1. De vez en cuando

0. Nunca

D.1. Sigo disfrutando de las cosas como siempre:

0. Ciertamente, igual que antes

1. No tanto como antes

2. Solamente un poco

3. Ya no disfruto con nada

A.2. Siento una especie de temor como si algo malo fuera a suceder:

3. Sí, y muy intenso

2. Sí, pero no muy intenso

1. Sí, pero no me preocupa

0. No siento nada de eso

D.2. Soy capaz de reírme y ver el lado gracioso de las cosas:

0. Igual que siempre

1. Actualmente, algo menos

2. Actualmente, mucho menos

3. Actualmente, en absoluto

A.3. Tengo la cabeza llena de preocupaciones:

3. Casi todo el día

2. Gran parte del día

1. De vez en cuando

0. Nunca

D.3. Me siento alegre:

3. Nunca

2. Muy pocas veces

1. En algunas ocasiones

0. Gran parte del día
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HAD57: Hospital, ansiedad y depresión (autoadministrada)

A.4. Soy capaz de permanecer sentado/a tranquilo/a y relajado/a:

0. Siempre

1. A menudo

2. Raras veces

3. Nunca

D.4. Me siento lento/a y torpe:

3. Gran parte del día

2. A menudo

1. A veces

0. Nunca

A.5. Experimento una desagradable sensación de “nervios y hormigueos” en el estómago:

0. Nunca

1. Sólo en algunas ocasiones

2. A menudo

3. Muy a menudo 

D.5. He perdido el interés por mi aspecto personal:

3. Completamente

2. No me cuido como debería hacerlo

1. Es posible que no me cuide como debiera

0. Me cuido como siempre lo he hecho

A.6. Me siento inquieto/a como si no pudiera parar de moverme:

3. Realmente mucho

2. Bastante 

1. No mucho 

0. Nunca

D.6. Espero las cosas con ilusión:

0. Como siempre

1. Algo menos que antes 

2. Mucho menos que antes 

3. En absoluto

A.7. Experimento de repente sensaciones de gran angustia o temor:

3. Muy a menudo

2. Con cierta frecuencia

1. Raramente

0. Nunca

D.7. Soy capaz de disfrutar con un buen libro o con un buen programa de radio o televisión:

0. A menudo

1. Algunas veces

2. Pocas veces

3. Casi nunca

Valoración: se considera que entre 0 y 7 no indica caso, entre 8 y 10 sería un caso dudoso y 
las puntuaciones superiores a 11 son, probablemente, casos en cada una de las subescalas.
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Anexo 4: Cuestionario de Severidad de la Sintomatología de SII (SI-SS): 

 Este cuestionario incluye preguntas relacionadas a la intensidad del dolor 

abdominal, frecuencia del dolor abdominal, intensidad de la hinchazón, grado de 

insatisfacción del hábito intestinal, interferencia de los síntomas abdominales en la vida 

diaria del paciente, datos reportados retrospectivamente en los 10 días anteriores a la toma 

de la encuesta. El puntaje total del cuestionario es obtenido a partir de la suma de las 

puntuaciones individuales a cada pregunta (0 a 100 por pregunta y 0 a 500 en total). Se 

considerará estado de remisión o estado asintomático puntajes < 75; estado sintomatico 

leve para puntajes 75-175; estado moderado para 175-300 y estado severo para > 3001, 2. 
 

 
 

Anexo 1. CUESTIONARIO DE GRAVEDAD DEL SÍNDROME DE INTESTINO IRRITABLE 
PUNTUACIÓN DE LA GRAVEDAD DEL SÍNDROME DE INTESTINO IRRITABLE 

1) ¿Sufre frecuentemente dolor abdominal (dolor de barriga)? 

SÍ             NO  

 
 

Si su respuesta ha sido SÍ, ¿cuán grave es su dolor abdominal? 
 
 
0%                    100% 
 
Sin dolor  No grave      Algo grave           Grave            Muy grave  
 
2) Por favor, escriba el número de días que tiene dolor en un lapso de 10 días. Por ejemplo, si anota 
4 significará que ha tenido 4 días de dolor en 10 días. Si tiene dolor todos los días, anote 10. 

Numero de días con dolor      
 
 
3) a) ¿Sufre con frecuencia distensión o hinchazón abdominal?*  (barriga hinchada, inflada o tensa) 
 

SÍ              NO  

 

     b) Si su respuesta ha sido SÍ, ¿cuan grave es su distensión  abdominal? 

 
0%                    100% 
 
Sin dolor  No grave      Algo grave           Grave            Muy grave  
 
4) ¿Está satisfecho con su hábito intestinal (de cuantas veces va al baño)? 
 
 
0%                    100% 
 
Muy insatisfecho          Insatisfecho           Medianamente          Satisfecho       Muy satisfecho  
             satisfecho 
 
5) ¿En qué medida su síndrome de intestino irritable afecta o interfiere con su vida en 
general? 
 
0%                     100% 
 
Nada   Un poco        A veces       Bastante  Totalmente 

Señale la respuesta que más se acerca a lo que siente. 

Señale la respuesta que más se acerca a lo que siente. 
*las mujeres, por favor, ignorar la distensión relacionada 
con el periodo (la regla) 
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Anexo 4: Resultados preliminares. Determinación de los niveles proteicos de Bcl-3, frente 

a estimulo con IL-6, en líneas celulares de epitelio de colon. 

 
 

Anexo 5: Determinación de los niveles de Bcl-3, en células Caco-2 estimuladas con 

triptasa en ausencia o presencia de heparina. 
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