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RESUMEN

Antecedentes: Jasonia glutinosa es una planta utilizada en la
Peninsula Ibérica y en el sur de Francia por su efecto espasmolitico,
pero sin evidencia cientifica sobre ello.

Objetivo: examinar el efecto espasmolitico de un extracto de
té de roca.

Métodos: estudiamos el efecto de dicho extracto sobre las
contracciones espontaneas en duodeno de rata in vitro y sobre el
transito gastrointestinal en el ratéon in vivo.

Resultados: ¢l extracto de té de roca redujo las contracciones
espontéaneas en el musculo liso longitudinal del duodeno de rata,
inhibio las contracciones inducidas por KCI, bloque¢ la contrac-
cion causada por la entrada de Ca?* extracelular y la contraccion
inducida por el Bay K8644, agonista de los canales de Ca?* tipo
L. El efecto inhibitorio del extracto de té de roca fue similar al del
verapamilo, inhibidor de los canales de Ca?* tipo L. El té de roca
no modificé el transito gastrointestinal total en ratones sanos. Sin
embargo, tras el tratamiento con dextrano sulfato de sodio, un
inductor de colitis, el extracto de té de roca revirtié el aumento del
transito gastrointestinal asociado a dicho tratamiento.

Conclusién: el extracto de té de roca relaj6o el musculo liso
duodenal a través de canales de Ca?* tipo L y normalizé el transito
gastrointestinal en un modelo de colitis. Estos resultados validan
el uso tradicional de Jasonia glutinosa en alteraciones digestivas.
Asi, el té de roca podria ser utilizado como espasmolitico en el
tratamiento de diversas patologias gastrointestinales.

Palabras clave: Té de roca. Duodeno. Antagonista canales de
calcio tipo L. Motilidad intestinal. Transito intestinal total.

INTRODUCCION

El intestino de los mamiferos presenta una gran variedad
de patrones de movimiento caracteristicos, como movi-
mientos de segmentacion, de propulsién y los complejos
motores migratorios, que generan una motilidad gastroin-
testinal eficaz. La alteracion de estos patrones de motilidad
intestinal se asocia a dolor, distension abdominal, nduseas,
diarreas y sintomas dispépticos, entre otros, generando un
gran impacto en la calidad de vida del paciente. Ademas,

Recibido: 21-03-2016
Aceptado: 01-09-2016

Correspondencia: Marta Sofia Valero Gracia. Facultad de Ciencias de la
Salud. Universidad San Jorge. Autovia Mudéjar, km 299. Villanueva de
Gallego, Zaragoza

e-mail: msvalero@usj.es

estas alteraciones, cuya etiologia no se conoce en profun-
didad, carecen de tratamientos eficaces y presentan una
gran repercusion econdémica debido a su alta prevalencia
dentro de la poblacién (1).

El té es mundialmente conocido por sus efectos calman-
tes o estimulantes sobre las funciones intestinales, bron-
quiales, y cardiovasculares, asi como por sus propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes (2,3). Entre los distintos
géneros y especies de té, el mas estudiado ha sido Camellia
sinensis (4,5), de origen asiatico. Sin embargo, apenas hay
estudios de Jasonia glutinosa (L.) CD., especie endémica
de la Peninsula Ibérica (Espafia) y el sur de Francia.

Jasonia glutinosa es una planta medicinal tradicional de
la familia Asteraceae, conocida popularmente como “té de
roca” y utilizada a modo de infusion por sus propiedades
digestivas para el tratamiento de trastornos gastrointesti-
nales tales como diarrea o dolor abdominal (6,7). Otros
usos tradicionales, pero menos comunes, que se han des-
crito son el tratamiento de la apendicitis, de resfriados, de
enfermedades respiratorias o de la hipertension (8,9). Estas
acciones beneficiosas podrian explicarse por la presencia
de sustancias biol6gicamente activas tales como monoter-
penos, sesquiterpenos y flavonoides (9-12).

El objetivo de este trabajo ha sido examinar si un extrac-
to de té de roca tiene efecto espasmolitico sobre la mus-
culatura lisa duodenal y sobre el transito intestinal como
aproximacion farmacoldgica para validar su uso en medi-
cina tradicional.

MATERIAL Y METODOS
Compuestos quimicos
Bay K8644, verapamilo y azul de Evans fueron obtenidos de

Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). El dextrano sulfato de sodio (DSS)
fue adquirido a Panreac. Bay K8644 fue preparado en una solu-
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cion stock en dimetilsulfoxido (DMSO). La concentracion final de
DMSO no excedi6 el 0,5%, sin tener ningun efecto per se sobre el
tejido intestinal. El resto de compuestos quimicos fueron disueltos
en agua destilada, salvo el extracto de té de roca y el DSS, que se
suspendieron en agua de bebida.

Preparacion del material vegetal

La recoleccion de la planta y la preparacion del extracto vegetal
fueron realizadas como se describe previamente (9). Este proceso
fue realizado segun el Convenio sobre la Diversidad Biologica de
las Naciones Unidas.

Animales

Ratas Wistar macho de peso 200-250 g y ratones macho, cepa
C57BI/6, de 8-12 semanas de edad fueron comprados a Janvier Lab
(LeGenest St. Isle, Francia) y alimentados con pienso estandar y
libre acceso al agua de bebida. Todos los procedimientos fueron
aprobados por la Comision Etica Asesora para la Experimentacion
Animal de la Universidad de Zaragoza y autorizados por el Gobier-
no de Aragén (n° de autorizacion: P145/11 y P166/14). El programa
de cuidado y manejo de los animales se realizé de acuerdo con el
RD53/2013, que transpone la Directiva Europea 63/2010 relativa a
la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos.

Preparacion de los segmentos duodenal es

Segmentos de duodeno de rata fueron extraidos del animal, lava-
dos con Ringer Krebs frio y limpios de grasa y tejido conectivo.
Los registros isométricos de la motilidad duodenal fueron realizados
como se describe previamente (13). Tras el periodo de adaptacion,
las contracciones espontaneas del duodeno fueron registradas en
Ringer Krebs y esta motilidad fue considerada como control. Se
realizaron curvas dosis-respuesta acumulativas del extracto de té
de roca (0,5-5 mg/ml) y verapamilo (10 M-10° M) sobre las con-
tracciones espontaneas para determinar la concentracion efectiva
50 (CE,).

Efecto espasmoalitico del té deroca

Para examinar el efecto espasmolitico del extracto de la planta
se llevaron a cabo curvas dosis-respuesta acumulativas del extracto
de té de roca (0,5-5 mg/ml) y verapamilo (10 M-10® M) sobre el
intestino precontraido con KCI (80 mM). Para confirmar el efecto
del calcio en el extracto del té de roca, tras un periodo de incubacion
inicial con Ringer Krebs, se sustituyo el Ca?* del Ringer Krebs (Rin-
ger Krebs sin calcio) por una concentracion rica en potasio de [K*],
= 50 mM. Las concentraciones del Ringer Krebs sin Ca?* fueron
(en mM): NaCl 120, KCI 4,7, CaCl, 0, MgSO, 1,2, NaHCO, 24,5,
KH,PO, 1, glucosa 5,6, y acido etilenglicol tetraacético (EGTA, 1
mM) durante 20 minutos. Se afiadieron concentraciones acumulati-
vas de CaCl, (10°M-102 M) en presencia del extracto de té de roca
(0,5 0 5 mg/ml), de su solvente (agua) o del verapamilo (10 M). En
otros experimentos se valoro el efecto del extracto de té de roca (0,5
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y 5 mg/ml) y del verapamilo (10¢ M) incubados durante 15 minutos
antes de afiadir Bay K8644 (105 M), agonista de los canales de Ca?*
tipo L. Las respuestas en presencia de té de roca o verapamilo fueron
comparadas con aquellas obtenidas con el solvente (control).

Cada protocolo experimental fue realizado sistematicamente en
dos segmentos del musculo longitudinal de duodeno tomados de la
misma rata y repetido en cinco o seis animales.

Efecto del extracto del té deroca sobre el transito
gastrointestinal

Se utilizaron ratones macho de la cepa C57/BI6, de 8-12 semanas
de edad. Al comienzo del estudio (dia 0), se les realizé una medida
basal de transito gastrointestinal total. Para ello, se les administra-
ron, mediante sonda intragastrica, 200 pl de una solucién compuesta
por 5% de goma arabiga y 5% del colorante no absorbible azul de
Evans. El tiempo de transito se considerd en cada animal como el
tiempo de latencia en la aparicion del primer excremento coloreado.
A continuacion, y durante 17 dias, los ratones recibieron diariamente
una solucion de extracto de té de roca (50 mg/kg) o su solvente
(agua) mediante sondaje intragastrico. El dia 7, se realizé una nueva
medicion de transito gastrointestinal total para comprobar el posible
efecto del té de roca sobre la motilidad. A partir del dia 10, se tratd
a los ratones con DSS (2,5%), un conocido inductor de colitis (18),
disuelto en agua de bebida durante 7 dias (dias 10-17). Con el obje-
tivo de evaluar el posible efecto del té sobre las alteraciones en la
motilidad inducidas por el DSS, el transito gastrointestinal total fue
medido nuevamente el dia 17.

Andlisisdelos datos

Los resultados son presentados como el porcentaje medio con
respecto al control £ EEM. La amplitud y la frecuencia de las con-
tracciones espontaneas fueron analizadas como se ha descrito pre-
viamente en el duodeno (14). Los datos se compararon utilizando
un anélisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por un test de
Tukey para determinar los valores de p o mediante una prueba t de
Student. Las diferencias con valores de p < 0,05 fueron consideradas
estadisticamente significativas. La concentracion de compuesto que
inhibe el 50% de la contraccion maxima (CE,) fue dada como la
media geométrica con intervalos de confianza (CI) del 95% vy cal-
culada para los experimentos de curva de concentracion-respuesta.
En los experimentos in vivo, los datos se expresaron para cada raton
en porcentaje respecto al tiempo de trénsito total individual medido
el dia 0 (100%).

RESULTADOS

Efecto del extracto detéderoca sobrelas
contracciones espontaneas

La figura 1 muestra cdmo el extracto de té de roca (0,5-5
mg/ml) y el verapamilo (10 M-10¢ M), antagonista de los
canales de Ca?* tipo L, causan un efecto relajante sobre las
contracciones espontaneas en el masculo liso longitudinal
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Fig. 1. Registro de las contracciones espontaneas del musculo liso lon-
gitudinal de duodeno de rata. A. En Ringer Krebs. B. En presencia del
extracto de té de roca (TR). C. En presencia de verapamilo (V) a diferentes
concentraciones. Registros representativos de los resultados obtenidos
en 5-6 ratas.

de duodeno de rata de manera dosis-dependiente con una
CE,, de 2,29 mg/ml (CI 2,5-2) y 0,16 uM (CI 0,22-0,19),
respectivamente. El extracto de té de rocay el verapamilo
redujeron significativamente la amplitud de las contraccio-
nes espontaneas, de forma concentracion-dependiente, sin
modificar la frecuencia (Tabla I).

Efecto del extracto deté deroca sobre €l duodeno
precontraido con KClI

El KCI (80 mM) provocd una contraccion sostenida en
el duodeno de rata. El té de roca (0,5-5 mg/ml) y el vera-
pamilo (10 M-10° M) relajaron, de forma concentracién-
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dependiente, el musculo liso duodenal precontraido con
KCI, con un CE, de 0,87 mg/ml (CI 0,9-0,8) y 0,03 uM
(C10,04-0,02), respectivamente (Tabla I1).

Efecto del extracto deté de roca sobre la contraccion
inducida por CaCl,

La preincubacion de extracto de té de roca, 0,5 0 5 mg/
ml, inhibi6 la maxima contraccion producida por el CaCl,
en un 39,9% y 53,7%, respectivamente (Fig. 2). El vera-
pamilo 10 M produjo una inhibicién del 62,7% (Fig. 2).

Efecto del extracto deté de roca sobrela contraccion
inducida por Bay K 8644

El Bay K8644, un agonista del canal de Ca?* tipo L,
indujo una respuesta contréctil en el musculo longitudinal
del duodeno. La preincubacion del extracto de té de roca
(0,5 0 5 mg/ml) disminuy0 las contracciones provocadas
por Bay K8644 10° M en un 85,7% y un 94,4%, respecti-
vamente (Fig. 3). El verapamilo 10 M produjo una inhi-

Tabla II. Efecto relajante de diferentes concentraciones
de a) extracto del té de roca (TR) y b) del verapamilo (V)
sobre contracciones inducidas por potasio ([K+o] = 80
mM) en segmentos aislados de duodeno de rata

% de % de

contraccion contraccion
Control 100,3+0,2 Control 100,5+0,3
TR 0,5 mg/ml 68,1 £ 3,7*** V10&M 76,8 £6,9%*
TR 1 mg/ml 44,4 £ 4,5*** | V3x107M 45,6 +7,6%**
TR 1,5 mg/ml 30,9 + 3,0%** V107’ M 22,7 £3,5%**
TR 2,5mg/ml 18,0 +£3,9*** | V3x10°M 11,7 £2,9%**
TR 5 mg/ml 3,3+ 1,7%** V10t M 5,1 +2,2%**

**p<0,01; ***p < 0,001 vs. control. Los datos son la media de los porcentajes
con respecto al control + E.E.M. Segmentos tomados de 5-6 ratas.

Tabla I. Efecto del extracto de té de roca (TR, 0,5-5 mg/ml) y del verapamilo (V, 10 M-10-¢ M) tras 15 minutos de incubacién
sobre la amplitud y frecuencia de las contracciones espontaneas del musculo liso longitudinal de duodeno de rata

Amplitud Frecuencia Amplitud Frecuencia
Control 102,0+0,2 100,4 + 4,6 Control 101,0+0,5 100,0 £ 0,7
TR 0,5 mg/ml 88,4 +5,3 104,2 £ 5,6 V108 M 99,5+ 1,9 97923
TR 1 mg/ml 81,9+2,7* 105,6 + 3,3 V 3x107 M 88,7+ 3,7 95,7+4,6
TR 1,5 mg/ml 74,8 £5,2** 107,2+7,8 V107 M 66,3 £ 7,5%** 95,4 +4,.8
TR 2,5 mg/ml 47,6 + 6,6*** 104,6 + 6,5 V 3x10° M 39,6 £4,1*** 94,1+ 2,0
TR 5 mg/ml 25,1 £ 5,0%** 105,11+ 7,1 V10 M 30,5+ 2,5%** 93,4+2,3

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 vs. control. Los valores son la media + E.E.M. Los datos son expresados como el porcentaje de la amplitud o la frecuencia de las

contracciones espontaneas con respecto a las condiciones control (Krebs). Segmentos tomados de 5-6 ratas.
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Fig. 2. Contraccién (g de tensiéon) producida por diferentes concentra-
ciones de CaCl, en ausencia o en presencia del extracto de té de roca
(TR, 0,5 0 5 mg/ml) y verapamilo (V, 10® M) en duodeno de rata. Las
contracciones de CaCl, fueron inducidas después de 20 minutos de
incubacién con diferentes concentraciones del extracto de té de roca
y verapamilo. *p < 0,05y **p < 0,01 vs. control. Datos representados
como la media + E.E.M. Segmentos tomados de 5-6 ratas.

Fig. 3. A. Efecto del extracto del té de roca (TR, 0,5y 5 mg/ml) y del
verapamilo (V, 10® M) sobre la respuesta contractil producida por el
Bay K8644 en duodeno de rata. ***p < 0,001 vs. control. Datos repre-
sentados como la media + E.E.M. Segmentos tomados de 5 ratas. B.
Registro de las contracciones inducidas por Bay K8644 (10> M; control)
y la disminucion de la respuesta contractil producida por Bay K8644 en
presencia de extracto de té de roca o verapamilo.

bicion similar a la inducida por 5 mg/ml de extracto del té
de roca (91,9%) (Fig. 3).

Efecto del extracto detéderoca sobre €l transito
gastrointestinal

El tratamiento durante 7 dias con el extracto de té de
roca o con su solvente no alter6 el tiempo de transito gas-
trointestinal total en condiciones fisioldgicas (transito dia
7). El tratamiento con DSS acelerd el tiempo de transito
(p < 0,01), efecto que fue revertido por el tratamiento con
el extracto de té de roca (Tabla I1I).
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Tabla lll. Transito gastrointestinal total medido en los dias

0 (basal), 7 (animales tratados con té de roca [50 mg/kg] o

su solvente [agua]) y 17 (animales tratados con té de roca
[50 mg/kg] o su solvente [agua] y DSS)

Grupo agua  Grupo té de roca

Basal (dia 0) 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
Tratamiento (dia 7) 88,4+5,7 101,9+4,3
Tratamiento + DSS (dia 17) 66,0 + 7,5% 83,5+8,5

*p < 0,05 vs. basal (control). Los datos son representados como el porcentaje
de la media del tiempo de transito gastrointestinal total de cada animal con
respecto a su tiempo de transito gastrointestinal total del dia O + E.E.M. Datos
tomados de 4-6 ratones por condicién.

DISCUSION

Jasonia glutinosa es utilizada en medicina tradicional
en forma de infusion como antiespasmaodico para tratar
diversas alteraciones gastrointestinales; sin embargo, no
hay estudios experimentales que confirmen este efecto.
Este estudio muestra por primera vez como el extracto
de té de roca posee actividad espasmolitica mediada por
inhibicion de los canales de Ca?* tipo L.

Los movimientos espontaneos del intestino son regu-
lados por un ciclo periddico de despolarizacion y repola-
rizacion. Las despolarizaciones estan provocadas por la
entrada rapida de Ca** al citoplasma a traveés de los canales
de Ca? voltaje-dependientes y la liberacion de Ca?* de
los almacenes intracelulares, necesario para las respuestas
contractiles y el mantenimiento del tono normal (15,16),
mientras que la relajacién es producida por la disminucion
del Ca?* del citosol. En este estudio, el extracto de té de
roca redujo, de una forma concentracion-dependiente, las
contracciones espontaneas en el musculo liso longitudinal
de duodeno de rata. Este efecto inhibitorio puede ser debi-
do a su efecto sobre la entrada o la liberacion del Ca?* al
citosol. De hecho, la adicién al medio de verapamilo, inhi-
bidor de los canales de Ca?* tipo L, induce una respuesta
similar al extracto de té de roca.

El K* a altas concentraciones causa contracciones en el
musculo liso a través de la apertura de canales de Ca?* tipo
L y la consecuente entrada de Ca?* del medio extracelular,
como previamente demostramos en el duodeno de conejo
(16). De forma similar, en el presente estudio, el K* indujo
contracciones que fueron blogueadas por verapamilo. El
extracto de té de roca provocé una relajacion, de manera
concentracién-dependiente, sobre el intestino precontraido
con K*, de forma similar a la obtenida con verapamilo,
sugiriendo que en ambos casos actuaba el mismo meca-
nismo de accién: inhibicién de los canales de Ca?* tipo L.

El extracto de té de roca produjo un desplazamiento
hacia la derecha y hacia abajo de la curva de respuesta
al CaCl,, confirmando una accion directa del extracto de
té de roca sobre el masculo liso intestinal inhibiendo la
entrada de Ca?". Ademas, la preincubacidn del extracto de
té de roca bloque6 la contraccion producida por un acti-
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vador del canal de Ca? de tipo L, Bay K8644, de modo
concentracion-dependiente. De nuevo, estos efectos fueron
similares a los producidos por el verapamilo.

Todos estos resultados sugieren que el extracto de té de
roca actla disminuyendo la motilidad y la contractilidad
intestinal inhibiendo la entrada de Ca** a la célula, proba-
blemente por la presencia en el té de roca de antagonistas
de canales de Ca?* de tipo L.

Por otra parte, el extracto de té de roca en ratones sanos
no modificd el transito gastrointestinal total. Sin embargo,
en animales tratados con DSS, un conocido inductor de
colitis (17), el extracto del té de roca revirtié el aumento
de transito intestinal observado en los animales tratados
con su solvente.

Diversos trabajos han demostrado que la actividad
espasmolitica de diferentes plantas es usualmente debida
al efecto antagonista que ejercen sobre el Ca?*, por lo que
los inhibidores de los canales de Ca*" son usados como
agentes antiespasmadicos y antidiarreicos (18,19).

Trabajos realizados por nuestro grupo han demostra-
do que el extracto del té de roca es rico en flavonoides y
terpernos (9). Estos resultados concuerdan con los hallaz-
gos previamente obtenidos con flavonoides, que relajan el
musculo liso intestinal precontraido y retrasan el transito
y el peristaltismo intestinal (20,21).

Nuestros resultados sugieren que el extracto del té de
roca relaja el musculo liso duodenal a través de la inhibi-
cion de los canales de Ca?* tipo L y revierte el aumento
del transito gastrointestinal generado por el DSS. Por todo
ello, Jasonia glutinosa podria ser util en la prevencion
o0 en el tratamiento de trastornos en los que se observen
alteraciones en la motilidad digestiva.
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