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RESUMEN 

 

Las patologías gastrointestinales representan uno de los mayores índices de 

prevalencia y gasto sanitario de la medicina actual. Además, su incidencia ha aumentado 

significativamente en los últimos años debido a factores como la mala alimentación, el 

sedentarismo o el estrés. El desconocimiento acerca de su etiología y fisiopatología hace 

que una gran parte de los tratamientos sean meramente sintomáticos, presentando falta 

de eficacia y efectos adversos que disminuyen la calidad de vida de los pacientes. Esta 

situación hace necesario el desarrollo de nuevas dianas farmacológicas o terapias 

alternativas que ayuden a mejorar los tratamientos actuales. 

En primer lugar, esta tesis doctoral se ha centrado en investigar el papel del canal de 

potasio activado por calcio de conductancia intermedia 3.1 en la fisiología intestinal. Para 

ello, se han desarrollado dos modelos de ratones genéticamente modificados para la 

modulación de su expresión, evaluando los efectos de su sobreexpresión o inactivación 

frente a grupos control. La sobreexpresión del canal produjo cambios morfológicos en el 

intestino debidos a una acumulación de su contenido. Además, los experimentos de 

miografía revelaron una alteración en las contracciones espontáneas de duodeno y colon, 

aunque no se observó una implicación directa del canal. Por otro lado, el bloqueo 

farmacológico del canal fue capaz de revertir estos cambios, mientras que su inactivación 

in vivo no provocó alteraciones gastrointestinales significativas. 

En segundo lugar, esta tesis doctoral ha investigado el efecto farmacológico de 

Jasonia glutinosa (L.) DC. sobre el sistema gastrointestinal. Esta planta, conocida como té 

de roca, es muy utilizada en la cultura tradicional española para el tratamiento de 

desórdenes digestivos, como la diarrea o la dispepsia.  

En un primer estudio se constató su efecto espasmolítico ex vivo en un ensayo de 

miografía en duodeno de rata. El extracto de té de roca redujo las contracciones 

espontáneas del músculo liso longitudinal, bloqueó la contracción causada por la entrada 

de calcio extracelular y se demostró su mecanismo de acción a través del bloqueo de los 

canales de calcio activados por calcio tipo L.  
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En un segundo estudio, se evaluó su posible efecto protector del té de roca en 

procesos inflamatorios intestinales. Para ello, se llevó a cabo un modelo murino de colitis 

ulcerosa inducida por DSS y se valoró la eficacia terapéutica de su administración vía oral. 

Se monitorizó la aparición y gravedad de los síntomas asociados a la colitis ulcerosa y se 

analizaron los cambios morfológicos producidos en el colon. Se estudió la alteración 

funcional y la contractilidad de la musculatura lisa del íleon mediante ensayos de 

miografía. Se cuantificó su efecto antiinflamatorio a través de la modulación de la 

expresión de sustancias proinflamatorias y se estudió su efecto protector sobre la 

integridad de la barrera intestinal. Los resultados reflejaron que el extracto de té de roca 

produjo una mejoría en la sintomatología asociada a la colitis, redujo el daño 

macroscópico y microscópico, demostró un potente efecto antiinflamatorio, normalizó la 

funcionalidad de la musculatura lisa y mantuvo la estructura de las proteínas de unión 

estrecha. Este efecto farmacológico posiblemente sea debido a una combinación de los 

efectos de su composición fitoquímica, rica en compuestos bioactivos. 

Estos resultados muestran por primera vez el papel del canal de potasio activado por 

calcio 3.1 sobre el sistema digestivo, así como su posible uso como diana farmacológica 

innovadora y el uso de Jasonia glutinosa (L.) DC. como terapia alternativa o coadyuvante 

en el tratamiento de patologías digestivas. 
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ABSTRACT 

 

Gastrointestinal pathologies represent one of the highest prevalence and health 

expenditure rates in current medicine. In addition, its incidence has increased significantly 

in recent years due to factors such as poor diet, sedentary lifestyle or stress. The lack of 

knowledge about their etiology and pathophysiology means that a large part of the 

treatments are merely symptomatic, presenting little efficacy and adverse effects that 

decrease the quality of life of the patients. This situation makes it necessary to develop 

new drug targets or alternative therapies to improve current treatments. 

This doctoral thesis has primarily focused on investigating the role of the 

intermediate-conductance calcium-regulated potassium channel 3.1 in intestinal 

physiology. To achieve this, two genetically modified mouse models have been developed 

to modulate their expression, evaluating the effects of their overexpression or 

inactivation against control groups. The overexpression of the channel produced 

morphological changes in the gastrointestinal system due to an accumulation of the 

chyme. Furthermore, myography experiments revealed an alteration in the spontaneous 

contractions of the duodenum and colon, although no direct involvement with the canal 

was observed. On the other hand, the pharmacological blocking of the channel or its 

inactivation in vivo were able to reverse these changes. 

Second, this doctoral thesis has investigated the pharmacological effect of Jasonia 

glutinosa (L.) DC. on the gastrointestinal system. This plant, known as “rock tea”, is widely 

used in traditional Spanish culture for the treatment of digestive disorders, such as 

diarrhea or dyspepsia. 

In the first study, its possible spasmolytic effect was verified ex vivo in a rat duodenum 

myography test. The rock tea extract reduced the spontaneous contractions of 

longitudinal smooth muscle, blocked the contraction caused by the influx of extracellular 

calcium, and its mechanism of action through the blockade of L-type calcium channels was 

demonstrated. 
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In a second study, a possible protective effect of rock tea on intestinal inflammatory 

processes was evaluated. For this, a murine model of ulcerative colitis induced by DSS was 

carried out and the therapeutic efficacy of its oral administration was assessed. The 

appearance and severity of the symptoms associated with ulcerative colitis were 

monitored and the morphological changes produced in the colon were analyzed. The 

functional alteration and contractility of the ileum smooth muscles were studied by 

myography tests. Rock tea extract anti-inflammatory effect was quantified through the 

modulation of the expression of pro-inflammatory substances and its protective effect on 

the integrity of the intestinal barrier was studied. The results reflected that the rock tea 

extract produced an improvement in all the symptoms associated with colitis, reduced 

macroscopic and microscopic damage, demonstrated a powerful anti-inflammatory 

effect, normalized the functionality of smooth muscles and maintained the structure of 

tight junctions. This pharmacological effect is possibly due to a combination of the effects 

of its phytochemical composition, rich in bioactive compounds. 

These results show for the first time the role of the calcium-activated potassium 

channel 3.1 on the digestive system, as well as its possible use as an innovative 

pharmacological target and the use of Jasonia glutinosa (L.) DC. as an alternative or 

adjunctive therapy in the treatment of digestive pathologies. 
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1.1. ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA DEL INTESTINO 

 

El aparato digestivo es un conjunto de órganos, con glándulas asociadas, que se 

encarga de recibir, descomponer y absorber los alimentos (figura 1.1). Este sistema se 

encarga de realizar las funciones de ingestión, digestión, secreción, absorción y 

excreción1. 

 

Figura 1.1: Esquema del sistema gastrointestinal humano1. 

 

Desde el punto de vista anatómico, el intestino está dividido principalmente en el 

intestino delgado y el intestino grueso. Entre ellos, hay semejanzas y diferencias 

anatómicas e histológicas. 

El intestino delgado está formado, al igual que el resto del tubo digestivo, por varias 

capas: mucosa, submucosa, muscular o muscularis externa y serosa2,3: 

- Capa mucosa. 

Está formada por las tres capas típicas que aparecen en el resto del sistema digestivo: 

epitelio, lámina propia y la capa muscular de la mucosa o muscularis mucosae. 
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En algunas especies, como en los humanos, existen unos repliegues alargados 

dispuestos circular o espiralmente que aumentan la superficie de absorción, 

denominados pliegues circulares o pliegues de Kerckring. Se encuentran en la mucosa y 

submucosa del intestino delgado y son más abundantes en la parte anterior del intestino 

delgado, siendo casi inexistentes en el íleon. 

 

Figura 1.2. Sección de Intestino delgado de rata teñido con hematoxilina-eosina. (A) Corte en el 
sentido transversal del intestino, donde se aprecian las vellosidades. (B) Plano paralelo a la pared 

intestinal2. 

 

En la superficie del intestino encontramos unas expansiones de la mucosa más 

pequeñas, entre 0,5 y 2 mm de longitud, en forma de dedos de guante, denominadas 

vellosidades intestinales (figura 1.2). Debido a ellas, se aumenta enormemente la 

superficie epitelial y, por tanto, el número de células epiteliales disponibles para la 

absorción. Cada vellosidad está formada por un epitelio cilíndrico simple recubriendo su 

superficie, mientras que en su interior encontramos tejido conectivo laxo que forma parte 

de la lámina propia de la mucosa. En esta aparecen numerosas células del sistema inmune, 

algunas musculares lisas y fibroblastos. Una red de capilares sanguíneos fenestrados, es 

decir, porosos, se distribuye en cada vellosidad, permitiendo canalizar las sustancias 

transportadas por las células epiteliales. Además, también encontramos irrigación 

linfática. 

En la base de las vellosidades se sitúan las aberturas de secreción de las glándulas 

intestinales o criptas de Lieberkühn. Estas glándulas secretoras son invaginaciones del 

A) B) 
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epitelio intestinal con forma tubular, las cuales ocupan desde la luz del tubo digestivo 

hasta la capa muscular de la mucosa. Poseen un epitelio simple en el que se sitúan células 

caliciformes, cilíndricas absortivas, células de Paneth y enterocromafines. 

Aparte de los vasos linfáticos nombrados, existen unos nódulos de células defensivas 

recubiertos del tejido conectivo que forman la lámina propia, llamados placas de Peyer, 

los cuales se encuentran principalmente en los tramos más distales del íleon. 

La absorción de los alimentos depende de las células que forman el epitelio 

intestinal. En él nos encontramos al menos cinco tipos celulares: enterocitos, células 

caliciformes, células de Paneth, células enteroendocrinas y células M. Las más abundantes 

son los enterocitos, principales responsables de la digestión y de la absorción1. En la 

superficie libre orientada al lumen, presentan unas enzimas denominadas “enzimas en 

borde en cepillo”, que se encargan de hidrolizar los hidratos de carbono en 

monosacáridos4, como las disacaridasas, glucoamilasas o isomaltasas; o degradar 

proteínas en di/tripéptidos y aminoácidos libres, como las aminooligopeptidasa, 

aminopeptidasas o dipeptidilaminopeptidasa, permitiendo la absorción de estas 

moléculas. Esta función de absorción de los enterocitos se ve facilitada por la presencia 

de las microvellosidades, que aumentan la superficie útil de la membrana citoplasmática 

y por transportadores específicos para estos nutrientes, tales como el trasportador de 

glucosa y galactosa SGTL-1, el transportador de fructosa GLUT-5, o transportadores de 

pequeños péptidos y aminoácidos libres.  

Los enterocitos se encuentran unidos entre sí a través de las llamadas uniones 

estrechas o tight junctions5 (TJ) (figura 1.3), que impiden el paso de los productos de la 

digestión no procesados o de sustancias extrañas al interior de la mucosa. Su presencia 

obliga a la mayor parte de moléculas a ser transportadas de forma transcelular, 

mecanismo de transporte muy selectivo, lo que las convierte en una de las claves para el 

mantenimiento de la barrera intestinal. Su destrucción total o parcial puede producir 

filtración de moléculas o microorganismos patógenos desencadenantes de patologías 

infecciosas e inflamatorias5. 
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Figura 1.3: Morfología de las uniones estrechas. (A) Diagrama esquemático del espacio paracelular entre 
dos células epiteliales unidas por TJ. (B) Fotografía de microscopía electrónica por criofractura de la zonula 

occludens. Imagen de Sawada6. 

 

Las TJ principalmente tienen dos funciones: (1) Función barrera u oclusiva, evitando 

el intercambio de sustancias a través de los epitelios, como por ejemplo ocurre en los 

epitelios del sistema digestivo, el endotelio vascular, la vejiga o la barrera 

hematoencefálica y (2) función barrera dentro de la misma bicapa lipídica (fence function 

en inglés), formando una cerca o valla que separa el dominio apical del lado basolateral 

de las células epiteliales. Dado que estos dominios desempeñan funciones diferentes, la 

composición proteica y lipídica de los mismos también lo son, dándole una polaridad a la 

membrana plasmática de estas células (figura 1.4).  

 

 

Figura 1.4: Diagrama esquemático representando las dos funciones principales de las TJ: a la izquierda la 
función “cerca” (representada en verde). A la derecha la función barrera (representada en rojo). 

Modificado de Sawada6. 
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Las células caliciformes, aunque en menor número, también están presentes en todo 

el intestino. Su función principal es secretar mucina, que se disuelve con el agua 

formando el moco que recubre la superficie epitelial libre, protegiéndola de agresiones 

externas. Las células de Paneth, localizadas en la base de las criptas de Lieberkühn, 

muestran prominentes gránulos citoplasmáticos que contienen proteínas 

antibacterianas, como la lisozima, la fosfolipasa secretora A-2 y -defensinas, las cuales 

son liberadas en la luz intestinal en función de una serie de estímulos7 y están 

relacionadas con el control de la microbiota intestinal8. Las células enterocromafines 

tienen una función secretora, encargándose de liberar al intestino sustancias como 

secretina, colecistocinina, péptido inhibidor gástrico, motilina, etc1. Todas ellas tienen 

acción sobre la motilidad y secreción del estómago, la actividad pancreática y hepática o 

la regulación de la peristalsis del intestino. Finalmente, las células M son enterocitos 

especializados en la captación de antígenos luminales y posterior presentación de estos 

a las células inmunes presentes en la lámina media de la mucosa. No poseen 

microvellosidades en su superficie, como otros enterocitos, sino pliegues característicos 

que les ayudan a realizar su función. 

- Capa submucosa. 

Principalmente constituida por tejido conectivo denso, contiene adipocitos y vasos 

sanguíneos y linfáticos. En el duodeno, la submucosa presenta unas glándulas específicas 

denominadas glándulas de Brunner, especializadas en producir una secreción 

fuertemente alcalina. Su principal función consiste en neutralizar la acidez del quimo (la 

masa homogénea en que se transforman los alimentos dentro del estómago por efecto 

de la digestión) al entrar en el duodeno2. Entre la capa submucosa y la muscular 

encontramos una de las agrupaciones neuronales intrínsecas del aparato digestivo, 

denominado plexo submucoso o de Meissner. Este plexo principalmente tiene una 

función secretora y de control del flujo sanguíneo local3. 

- Capa muscular. 

Formada por dos capas de músculo liso, una interna y otra externa con células 

orientadas de manera circular y longitudinal respectivamente. La capa circular provoca 

movimientos cortos en el contenido intestinal, mezclándolo con las secreciones 
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digestivas, a la vez que renueva la parte en contacto con las células epiteliales. La capa 

longitudinal por el contrario produce contracciones en forma de onda que facilitan el 

avance del contenido a través del intestino2. Posteriormente se profundizará más sobre 

la función motora y el músculo liso intestinal. 

Entre las dos capas musculares encontramos el plexo mientérico o de Auerbach, muy 

similar al plexo submucoso aunque con ciertas particularidades, como mayor número de 

ganglios, mayor compactación y función motora3. 

- Capa serosa. 

Mesotelio formado por tejido conectivo. Contiene vasos y nervios que lo atraviesan, 

conectando las capas más externas con el mesenterio1. 

El intestino delgado es el principal órgano digestivo, no sólo por tener un papel 

fundamental en la digestión, sino porque se encarga de la mayor parte de la absorción. Es 

la parte más extensa del sistema digestivo, midiendo en la especie humana de 6 a 8 

metros de largo, unos 80 cm en ratas9 y unos 33 cm en ratones10. Se puede dividir en 3 

zonas: una proximal o duodeno, separado del estómago por el píloro, seguido del yeyuno 

y una parte final llamada íleon. El íleon se comunica con el intestino grueso mediante la 

válvula ileocecal. 

El duodeno, en humanos, tiene unos 25 cm de longitud, extendiéndose desde el 

píloro hasta la flexura duodenoyeyunal. Tiene forma curvada y se enrosca en torno al 

páncreas. Aquí el quimo se mezcla con los jugos intestinales, la bilis y el jugo pancreático, 

rico en amilasa, lipasa, tripsina y otras enzimas digestivas, transformándolo en el quilo, el 

cual, gracias a la capacidad contráctil de las paredes intestinales, es mezclado y 

propulsado para su procesado y absorción. 

Aunque algunos nutrientes, como el hierro y el calcio (Ca2+), se incorporan de manera 

más eficiente en el duodeno, es en el yeyuno donde la gran parte de ellos, al igual que 

ocurre con los aminoácidos y la mayoría de las vitaminas y minerales. Estos son 

transportados mediante canales o transportadores a través de las membranas celulares 

del yeyuno e incorporados a la vena porta, la cual los transporta al hígado1. 
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El íleon es el responsable de completar la digestión de los nutrientes y de reabsorber 

las sales biliares que han ayudado a solubilizar las grasas. Aunque la mayoría de los 

nutrientes se absorben en duodeno y yeyuno, el íleon es el lugar donde se absorbe 

selectivamente la vitamina B12. 

Después del íleon, posterior a la válvula ileocecal, se sitúa el intestino grueso. En la 

especie humana es una estructura tubular de aproximadamente metro y medio de largo. 

Posee una forma alargada con protuberancias debidas a la existencia de unas bandas 

longitudinales y contracciones circulares que dan lugar a unos bultos llamados haustras. 

Su división en humanos se hace en función de la morfología, encontrando en primer lugar 

el ciego, donde se sitúa el apéndice; seguido por el colon ascendente tras un leve 

estrechamiento, que se extiende desde el ciego hasta el ángulo o flexura hepática; 

posteriormente toma una orientación horizontal, donde pasa a llamarse colon transverso; 

cerca del bazo encontramos el ángulo esplénico, donde el colon desciende llamándose 

colon descendente; a nivel de la pelvis, se denomina colon sigmoideo o sigma, en forma 

de S y finalmente llegamos al recto, el cual termina en el conducto anal termina el tubo 

digestivo y tiene lugar la excreción. 

En los roedores encontramos algunas diferencias en esta parte de la anatomía 

intestinal. Una de las principales diferencias se observa en el ciego. En los ratones este 

órgano presenta una forma arriñonada y un tamaño proporcionalmente superior al 

humano, además de estar diferenciado anatómicamente de la parte proximal del colon. 

Esto permite albergar una mayor cantidad de contenido intestinal para la reabsorción del 

exceso de agua e iones, ya que, por otra parte, el intestino grueso de los ratones es 

proporcionalmente más pequeño que el humano. Este no presenta las secciones 

ascendente, transversal y descendente, sino que se suele separar entre colon proximal, 

medio y distal, con una flexura visible entre el colon proximal y el medio. Otras diferencias 

notables son la ausencia de haustras y el menor espesor de la pared intestinal11,12. 

El intestino grueso no posee vellosidades ni pliegues circulares. Sin embargo, 

anatómicamente también está dividido en las mismas capas que el resto del tubo 

digestivo (figura 1.5), aunque con algunas particularidades2: 
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- Capa mucosa: 

Principalmente formada por epitelio simple cilíndrico, también posee unas glándulas 

mucosas llamadas criptas de Lieberkühn que aparecen como unas invaginaciones de la 

superficie epitelial. En el colon encontramos también células mucosas, aunque en una 

proporción respecto a las células absorbentes (los colonocitos) mucho mayor que en el 

intestino delgado. Esta cambia de un 4:1 en la parte más cercana al intestino delgado, a 

un 1:1 en las zonas más cercanas al ano.  

- Capa submucosa: 

Formada por un tejido conectivo muy denso, vasos sanguíneos y tejido adiposo. 

- Capa muscular: 

A igual que el intestino delgado, el grueso también posee dos capas de musculatura 

lisa, una longitudinal más delgada y otra circular. 

- Capa serosa: 

Se trata de una fina capa de tejido conectivo que recubre el colon y lo conecta en 

determinados puntos con el peritoneo. 

 

Figura 1.5: Intestino grueso de rata. Tinción con PAS-hematoxilina. Las células caliciformes aparecen de 
color rosado intenso2. 
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La función del colon es almacenar y procesar su contenido hasta convertirlo en heces, 

facilitando la absorción de agua, iones, sales biliares y ácidos grasos de cadena corta 

(acetato, propionato y butirato). Estos últimos se producen gracias a la microbiota 

colónica, que fermenta los restos de nutrientes no absorbidos en el intestino delgado, y 

son indispensables para la integridad y la nutrición de las células del colon8,13,14.  

Para llevar a cabo un avance del bolo digestivo por el aparato digestivo y favorecer los 

procesos de digestión, secreción y absorción se requiere que el aparato intestinal 

presente una buena motilidad gastrointestinal. La motilidad gastrointestinal se define 

como la acción fisiológica del aparato digestivo encargada de desplazar el contenido de la 

boca hacia el ano, siendo responsable de esta actividad la musculatura lisa del aparato 

gastrointestinal, de la cual hablaremos posteriormente. 

La regulación de la motilidad gastrointestinal depende de la interacción de un 

conjunto de elementos neuronales denominados sistema nervioso entérico (SNE), 

compuesto por los nombrados plexos de Meissner y Auerbach. Para realizar su función 

existe una red organizada de neuronas aferentes, intrínsecas primarias, motoras, 

intestinófugas e interneuronas que, junto con las células intersticiales de Cajal (ICC), 

regulan los estímulos nerviosos que originan la motilidad gastrointestinal. Aunque el SNE 

tiene capacidad de generar por sí mismo información, integrarla y producir una respuesta, 

está estrechamente relacionado con el sistema nervioso central (SNC). Las neuronas 

aferentes envían tres tipos de información al SNC, informando acerca de la composición 

química del contenido intestinal, el estado mecánico de su pared y la condición de los 

tejidos (pH, inflamación, frío o calor). Por su parte, las neuronas eferentes se encargan de 

llevar información del SNC al SNE. El sistema inmune también juega un papel clave en la 

regulación del sistema gastrointestinal, pudiendo modular la motilidad, el transporte 

iónico y la permeabilidad de la mucosa. Esto tendrá lugar al reconocer ciertas sustancias 

exógenas potencialmente patógenas, limitando así su acceso a la pared intestinal. La 

relación entre el sistema inmune y el sistema gastrointestinal produce que en 

determinadas enfermedades autoinmunes o inflamatorias se generen alteraciones 

funcionales del intestino, como la diarrea infecciosa o el estreñimiento15. 
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Dada la diferencia funcional del colon con el intestino delgado, los movimientos 

contráctiles o motilidad intestinal también presentan disparidad.  

En el intestino delgado existen dos tipos de motilidad: 

- Las contracciones de segmentación (figura 1.6). Son unos movimientos breves y 

constantes en anillos de la musculatura lisa, los cuales mezclan el quimo con los 

jugos intestinales y empujan los nutrientes contra la mucosa para ser absorbidos. 

Estos tienen lugar con mayor frecuencia en el duodeno (12 veces por minuto) y 

van disminuyendo conforme se acercan al colon16. 

 

 

Figura 1.6. Movimientos de Segmentación. Se encargan de mezclar el quimo con las secreciones 
digestivas, facilitando su digestión y absorción16 

 

 

 

- Los movimientos peristálticos, de propulsión o simplemente peristalsis17. Estos 

movimientos involucran grandes tramos de tubo digestivo, generando una 

contracción de un anillo de musculatura lisa, la cual va avanzando, relajando la 

musculatura que deja atrás, lo que provoca un empuje del contenido digestivo a 

través del tubo gástrico. Estos reflejos pueden tardar varios minutos en producirse 

por completo. 
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En el colon tiene lugar una motilidad más lenta, la cual compacta el contenido para la 

formación de las heces y extracción de sales y agua. Así encontramos tres tipos de 

movimientos17,18:  

- Movimientos de segmentación: Ondas de mezcla para homogeneizar los residuos 

procedentes del intestino delgado. 

- Movimientos antiperistálticos: Producen que la materia fecal vuelva al ciego para 

completar la reabsorción de agua y electrolitos. 

- Movimientos en masa: Los más potentes de todos, que contraen secciones enteras 

de intestino grueso enviando la materia fecal desde el colon proximal hasta el 

colon distal. 
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1.2. MÚSCULO LISO INTESTINAL 

 

El músculo liso está presente en aquellas estructuras corporales que no requieren de 

un movimiento voluntario, tales como el aparato digestivo, vías respiratorias, vesícula 

biliar, vasos sanguíneos y linfáticos, globo ocular, etc. Así como las fibras musculares del 

músculo esquelético se activan exclusivamente por el sistema nervioso central, la 

contracción del músculo liso puede ser estimulada por señales muy variables, como 

estimulación hormonal, señales nerviosas, distensión del músculo u otros mecanismos. 

Esto es debido a que la membrana celular del músculo liso contiene muchos tipos de 

proteínas receptoras, tanto activadoras como inhibidoras, de la contracción muscular19. 

Las células del músculo liso son uninucleadas, fusiformes, alargadas y uniformes, 

presentando en ocasiones sus extremos ramificados. Tienen una longitud entre 50 y 400 

µm, un diámetro entre 8 y 10 µm y un volumen de unos 3.500 µm3. En estado relajado, el 

núcleo ocupa la posición central, presentando en sus polos zonas del citoplasma que 

albergan la mayor parte de los orgánulos organizados por citoesqueleto. El resto del 

citoplasma contiene un aparato contráctil que, a diferencia de en la musculatura 

esquelética o cardíaca, no está organizado en estructuras regulares o estrías visibles en 

microscopía electrónica20,21. 

Una de las primeras clasificaciones en este tipo de musculatura la describió en 1948 

Bozler22, distinguiendo entre músculo liso unitario o visceral y multiunitario. En el primero 

de ellos, encontramos células musculares dispuestas en láminas, intercalando los 

extremos de las células entre las zonas medias de otras. En este caso, entre las células se 

producen unas uniones en hendidura por tejido conectivo laxo, que permiten al músculo 

liso actuar como un sincitio. Esto favorece el hecho de que, con la inervación de unas 

pocas células, el potencial de acción que se da en ellas transmita la respuesta en sincronía 

a través de toda la unión. En este tipo de musculatura lisa, la actividad eléctrica y mecánica 

suele ser espontánea, siendo modulada, pero no desencadenada, por estímulos neurales 

o humorales. Este tipo de tejido lo encontramos principalmente en vísceras huecas, como 

el tubo digestivo, uréter, vasos sanguíneos… Aquí la función del musculo liso es doble, por 

una parte, trata de mantener el diámetro frente a distensiones dañinas mediante su 
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contracción tónica y, por otra, ayuda a realizar las funciones propias del órgano, a través 

de movimientos de motilidad intestinal o la regulación del flujo sanguíneo en el sistema 

vascular. 

Por otra parte, en el tejido muscular multiunitario cada célula es una unidad 

independiente con su propia inervación y, normalmente, aislada de otras por tejido 

conectivo. Este hecho produce unas contracciones más localizadas y graduales, que pocas 

veces generan un potencial de acción o contracciones espontáneas. Este tipo de 

musculatura lisa lo encontramos en el músculo del iris o los músculos piloerectores, entre 

otros. 

También podríamos incluir un subtipo de célula muscular lisa llamado célula 

mioepitelial. Esta se encuentra localizada entre la membrana basal y los epitelios y facilita, 

gracias a su capacidad contráctil, la expulsión de secreciones de las glándulas secretoras. 

Esta musculatura tiene una gran semejanza con el músculo liso, sin embargo, no se suele 

incluir en este tipo celular, ya que su origen es mayoritariamente del ectodermo, al 

contrario que el resto de musculatura lisa que proviene del mesodermo. 

 

Regulación del músculo liso 

Las células musculares lisas están reguladas por multitud de sistemas, como las ICC, 

neuronas motoras, hormonas, sustancias paracrinas y mediadores de inflamación. Estos 

sistemas reguladores, especialmente en el periodo postprandial, actúan conjuntamente 

para movilizar toda la musculatura del aparato digestivo. Esto provoca que las señales 

motoras sean unas respuestas altamente coordinadas, debido a lo cual, parte de las 

patologías gastrointestinales son consecuencia de una alteración en su regulación23. 

Las células musculares lisas del sistema gastrointestinal muestran un 

comportamiento autónomo, tienen una serie de sistemas reguladores intrínsecos que 

pueden amplificar o disminuir la señalización de los sistemas reguladores principales, 

como el sistema nervioso entérico o las hormonas. La regulación intrínseca (ni hormonal 

ni neuronal) del intestino ha sido descrita previamente en la bibliografía como 

“miogénica”, pero ahora se reconoce que el término también incluye, además de los 
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mecanismos del músculo liso, el comportamiento de las ICC. Estas actúan de una manera 

similar a las células marcapasos del corazón. Al estar acopladas eléctricamente a las 

células musculares lisas, generan en estas pequeños cambios en su potencial de 

membrana, lo que se conoce como ritmo eléctrico básico u ondas lentas. Cuando el 

potencial de reposo, alrededor de -50 mV, supera un umbral eléctrico (-40 mV), se 

produce un potencial de acción o en espiga, el cual se trasmite a través de las gap junction 

al resto de células. La fuerza y duración de la contracción del músculo está relacionada 

con el número de potenciales de acción generados, su frecuencia y su amplitud.  

Además, las células musculares lisas pueden modificar su potencial de reposo por 

factores nerviosos, mecánicos y hormonales24,25. Años atrás se debatía la importancia del 

mecanismo miogénico frente al neurogénico en la regulación de la motilidad intestinal. 

Hoy en día se considera fundamental el papel del sistema nervioso entérico en la 

generación de los movimientos motores, especialmente en intestino delgado y grueso, 

además de en la regulación de la amplitud de las contracciones, aunque también se 

reconoce que las respuestas del músculo a los estímulos neuronales dependen en última 

instancia de la excitabilidad del sincitio musculo liso – ICC. Pese a que estos sistemas se 

han estudiado en profundidad en las últimas décadas, muchas de las cuestiones que 

genera siguen sin resolverse, principalmente debido a que la mayoría de los ensayos 

realizados son en animales que presentan diferencias determinantes con respecto a los 

humanos a este nivel celular23.  

 

Contracción del musculo liso 

Debido a que las células musculares lisas no contienen troponina, la formación de 

puentes cruzados no está regulada por el complejo troponina-tropomiosina como en el 

músculo estriado, sino por una proteína reguladora llamada calmodulina (CaM). Cuando 

una célula muscular lisa recibe un estímulo químico o físico, neurotransmisores, 

hormonas, etc., la respuesta de la célula es el incremento de la actividad de la fosfolipasa 

C mediante el acoplamiento a través de una proteína G. La fosfolipasa C produce dos 

segundos mensajeros de la membrana plasmática, el diacilglicerol (DAG) y el inositol 

trifosfato (IP3). El DAG junto con el Ca2+ activa la proteína quinasa C, la cual fosforila 
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proteínas específicas, mientras que el IP3 se une específicamente a receptores en el 

retículo sarcoplásmico, provocando la liberación de Ca2+ en el citosol. Este Ca2+ libre se 

une a la proteína CaM formando el complejo Ca2+-CaM. Este complejo activa la quinasa 

de la cadena ligera de la miosina (MCLK). La MCLK transfiere un fósforo inorgánico desde 

el trifosfato de adenosina (ATP) a la cadena ligera reguladora, acción que promueve la 

interacción entre la actina y la miosina, formándose puentes cruzados a lo largo de los 

filamentos de actina y produciéndose así la contracción del músculo26,27 (figura 1.7).  

 

Figura 1.7: Regulación de la contracción del músculo liso intestinal. Los mecanismos que inducen 
contracción están representados en rojo, mientras que las vías vinculadas a una relajación se indican en 

azul28. 

 

Relajación del músculo liso 

La relajación del músculo liso puede ocurrir, bien debido a una relajación pasiva, 

consecuencia de la desaparición del estímulo contráctil, o bien debido una relajación 

activa, por la acción de una sustancia que provoque la inhibición del mecanismo contráctil. 

Independientemente, la relajación de la musculatura lisa requiere una disminución de la 

concentración de calcio intracelular ([Ca2+]i) y/o un aumento en la actividad de la fosfatasa 

de la cadena ligera de miosina (MLC)26,29. 
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Una disminución en la [Ca2+]i provoca una relajación de las células musculares lisas. 

Parte de los mecanismos que están implicados en la disminución del calcio citosólico 

involucran al retículo sarcoplásmico y a la membrana plasmática27. La captación del calcio 

por el retículo sarcoplásmico depende de la bomba SERCA, en concreto por la isoforma 

SERCA2b. Esta bomba Ca2+-ATPasa requiere Mg+2 para llevar a cabo su actividad y está 

regulada por la proteína fosfolambán (PLN) y las proteínas secuestradoras de calcio 

calreticulina y calsecuestrina. Cuando el PLN es fosforilado por la proteína quinasa 

dependiente del AMPc (PKA), activa la bomba SERCA, lo que aumenta el flujo de Ca2+ hacia 

el retículo sarcoplasmático disminuyendo la [Ca2+]i29,30. 

Los canales de Ca2+ operados por ligando o los canales de calcio activados por voltaje 

(VGCC) localizados en la membrana plasmática también tienen un papel fundamental en 

el flujo de Ca2+ y en la contracción del músculo liso. Una inhibición en estos canales 

bloquea la entrada de Ca2+ en la célula, favoreciendo así su relajación. Antagonistas de 

estos canales, como la dihidropiridina (DHP), las fenilalquilaminas y las benzodiazepinas 

se unen a distintos receptores en la proteína del canal e inhiben la entrada de Ca2+ en el 

músculo liso, produciendo la relajación muscular30. 

En la regulación de la contracción-relajación del músculo liso también intervienen las 

proteínas quinasas de la familia Rho. La Rho A y la Rho-quinasa regulan notablemente la 

actividad de la fosfatasa de la MLC31. La Rho A, una proteína G monomérica, tiene 

regulada su actividad por la unión de guanosín trifosfato (GTP), transición mediada por un 

factor Rho intercambiador de nucleótidos de guanina. Este habilita el intercambio de 

nucleótidos Rho A-GDP a Rho A-GTP, activando así la Rho A32,33. Rho A-GTP activa la Rho-

quinasa, la cual fosforila la subunidad de la fosfatasa de la MLC de unión a la miosina 

(MYPT1) e inhibe su actividad33,34. In vivo, la inhibición farmacológica de la Rho-quinasa 

provoca la relajación del músculo liso35. 

Otra vía de relajación muscular es la vía NO/GMPc/GKIc. El óxido nítrico (NO) es la 

molécula mensajera más pequeña. Es un gas que participa en la mediación de numerosos 

procesos fisiológicos, como el tono vascular, la motilidad intestinal, la agregación 

plaquetaria, la apoptosis o la neurotransmisión, entre otros.36. Su presencia puede inducir 

relajación de la musculatura lisa debido a un descenso de la [Ca2+]i37,38. El NO tiene varias 

vías de actuación. En general, se acepta que se une al hierro del grupo hemo de la 
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guanilato ciclasa soluble, produciendo la síntesis de guanosín-3’,5’-monofosfato cíclico 

(GMPc) y la activación de una proteína quinasa tipo I dependiente de GMPc (GKIc)39, la 

cual regula la afinidad del calcio por el aparato contráctil. Esta proteína fosforila a la Rho 

A, induciendo su traslocación desde la membrana citoplasmática al citosol, y dejándola 

inactiva. Esta reacción podría disminuir la activación de Rho-quinasa e incrementar la 

actividad de la fosfatasa de la MLC, produciendo de este modo una disminución de la 

afinidad por el calcio y la relajación del músculo liso39. Además, el NO puede inhibir el 

incremento de calcio producido por los agonistas por varias vías; afectando a la 

producción de IP3
40 o modificando las concentraciones del calcio intracelular41.  
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1.3. DIANAS FARMACOLÓGICAS: CANÁLES IONICOS Y ENZIMAS 

 

El término conocido como “diana farmacológica” hace referencia al lugar donde un 

fármaco determinado ejerce su función en el organismo. Por norma general suelen ser 

proteínas específicas con un papel fisiológico en la célula, como receptores, enzimas, 

transportadores, canales iónicos o incluso material genético como el ADN. El requisito 

previo indispensable para ser una diana farmacológica es que su estructura sea lo 

suficientemente compleja para que se le una específicamente un determinado fármaco. 

En las proteínas, esta característica viene dada por su estructura terciaria. Esta unión, 

diana-fármaco, ejerce un efecto farmacológico, modulando su función celular42. 

 

Canales iónicos 

Los canales iónicos son proteínas que permiten el paso de iones cargados a través de 

membranas hidrófobas. Estas son unos sistemas complejos que conducen los iones de 

manera específica a una velocidad cercana a la de difusión bajo una regulación muy 

estricta43. 

Debido al papel que juegan los canales iónicos en la fisiopatología de muchas 

enfermedades humanas, estas proteínas de membrana son el objetivo de numerosos 

fármacos, es decir, son considerados dianas terapéuticas, como en el tratamiento de la 

epilepsia o procesos inflamatorios, aunque es un terreno en vías de desarrollo debido a 

su complejidad43. Los canales iónicos se pueden clasificar en función del tipo de estímulo 

para su apertura o cierre en: canales activados por voltaje, canales activados por ligando 

y canales mecanosensibles. Los más importantes terapéuticamente hablando son los 

canales activados por voltaje de calcio, potasio, sodio y cloro, presentes en la membrana 

de una gran variedad de células, siendo responsables de la excitabilidad eléctrica y de la 

señalización en células nerviosas y musculares44. Además, estas proteínas de membrana 

están también involucradas en la absorción, distribución, metabolismo, excreción y 

toxicidad de fármacos, definiendo así importantes aspectos de la farmacodinamia y 

farmacocinética45, contribuyendo de manera frecuente en la aparición de los llamados 

efectos adversos. Debido a la importancia de estos elementos en el funcionamiento del 

cuerpo humano, hace unos años se instauró el concepto de “canalopatía”, el cual hace 
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referencia a las patologías resultantes de alteraciones en la estructura o función de los 

canales iónicos. 

Las células musculares lisas expresan uno o dos tipos de canales de calcio activados 

por voltaje (VGCC)46, al menos cuatro tipos diferentes de canales de potasio47,48, dos o 

más canales de cloro49 y canales catiónicos no selectivos (NSCC) como los canales de la 

familia TRP (receptor de potencial transitorio)50,51. Hay dos tipos de canales iónicos 

intracelulares: los liberadores de calcio activados por calcio (RYR, receptores de la 

ryanodina) y los receptores del inositol trifosfato (IP3R) (figura 1.8). 

 

Figura 1.8: Canales iónicos en el músculo liso, modificado52. 

 

Debido a la gran cantidad de canales que presentan las células musculares y con el 

objetivo de facilitar la lectura y comprensión de este apartado, se explicarán con mayor 

detalle los canales abordados en esta tesis doctoral. 

Canales de calcio 

Como hemos visto en el apartado de la regulación del músculo liso, el calcio tiene un 

papel fundamental en la célula muscular. El aumento de la [Ca2+]i es el primer paso para 

el fenómeno de la contracción. Existen dos vías que provocan este aumento: a) la entrada 

de Ca2+ desde el medio extracelular y b) la liberación del Ca2+ desde los reservorios 
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intracelulares. En el caso de las células musculares lisas, su mayor reservorio es el retículo 

sarcoplásmico53, aunque también las mitocondrias y otros orgánulos pueden 

almacenarlo54. 

- Canales de Ca2+ activados por voltaje (VGCC) 

Estos canales están codificados por al menos seis genes  y compuestos de 

subunidades α formando un poro y varias subunidades accesorias55. Estas son grandes 

proteínas con 4 segmentos repetidos, cada uno con seis dominios transmembrana (S1-

S6)56. Podemos distinguir tres tipos de VGCCs: los activados por alto voltaje tipo L o Cav1 

(Cav1.1-1.4), los activados por alto voltaje tipo N o Cav2 (Cav2.1-1.3, P, Q, R) y los activados 

por bajo voltaje tipo T o Cav3.1-3.3. En la musculatura lisa gastrointestinal sin embargo 

solo se encuentran los tipo L y los tipo T57. 

La principal entrada de calcio dentro de las células de la musculatura lisa 

gastrointestinales se produce a través de los canales de calcio tipo L sensibles a la DHP58. 

Estos canales están expresados en todas las células de musculatura lisa del tracto 

gastrointestinal. Su importancia ha sido demostrada a través de la inhibición de la 

contracción muscular cuando se han utilizado sustancias bloqueantes de las DHP. Este 

canal está activado por voltaje, con una activación observada aproximadamente a -40 mV 

y tiene su máxima activación cerca de 0 mV. La entrada de calcio genera una 

retroalimentación negativa en el propio canal tipo L, a través de una unión directa del ion 

con la proteína del canal, lo que lleva a una disminución en la probabilidad de apertura59. 

El canal de Ca2+ tipo L demuestra mecanosensibilidad cuando se le somete a tensión, 

presión o a incrementos del tamaño celular (figura 1.9). Las fuerzas mecánicas aplicadas 

conllevan un incremento en el influjo de calcio a través de este canal60. Este proceso de 

activación del canal en el músculo liso es muy importante, ya que tanto la respuesta 

contráctil como otras funciones del músculo liso visceral que dependen del Ca2+ como 

molécula de señalización pueden ser directamente reguladas por fuerzas mecánicas en la 

célula, fuerzas que pueden venir de la actividad de la propia célula o de actividad 

adyacente. 
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Figura 1.9: Imagen representativa de la activación mecanosensible de los canales Ca2+ tipo L. (A) 
Simulación de una distensión luminal que provoca la activación mecánica de los canales de Ca+2 tipo L, 
aumento del Ca+2 intracelular e inicio de la contracción. (B) Un aumento del Ca+2 intracelular activa los 

canales KCa, provocando un flujo de K+ hacia el exterior de la célula, la hiperpolarización de esta, el cierre 
de los canales de Ca+2 tipo L y la relajación muscular57. 

 

Comparados con los canales tipo L, los canales tipo T se activan a un menor voltaje, 

siendo más resistentes a la DHP y presentando una inactivación más rápida. Aunque la 

presencia de este canal se ha comprobado en miocitos intestinales de cobaya, rata y bufo 

marinus, su función fisiológica no está tan clara como en los canales tipo L61. En las células 

sinoauriculares cardíacas, los canales tipo T se han relacionado con la generación de la 

corriente marcapasos62, siendo esta su función más aceptada en las células del músculo 

liso gastrointestinal y las células intersticiales de Cajal61. 

- Canales catiónicos no selectivos (NSCC) 

Los NSCC son habitualmente permeables al K+ y al Na+ y, en menor medida al Ca2+ y 

Mg2+. El flujo de estos iones a través del canal depende del gradiente electroquímico de 

estos cationes. Se incluyen dentro de esta familia los canales TRP, una superfamilia que 

incluye más de 20 canales catiónicos que poseen secuencias homólogas que predicen 

estructuras similares. Están compuestos por 4 subunidades que forman el poro y cada 

subunidad, a su vez, está formada por 6 dominios transmembrana63. Los canales TRP 

tienen múltiples mecanismos de activación; por ligando, por estiramiento y 

tónicamente64. Se han descrito al menos dos canales TRP como responsables de la 

corriente marcapasos de las ICC en un modelo murino65,66, sin embargo, aún son 

necesarias más investigaciones para definir el papel exacto de estos canales y establecer 

si están involucrados en la corriente marcapasos en humanos67. 
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Canales de potasio 

El K+ es el principal ion que interviene en restablecer el potencial de reposo celular. 

Debido a su mayor relevancia en el transporte de este ion en la musculatura lisa 

gastrointestinal y en las ICC, nos centraremos en los canales de potasio activados por 

voltaje (Kv) y canales de potasio activados por Ca2+. 

- Canales de Potasio activados por voltaje (Kv) 

Este tipo de canal está expresado en todos los músculos lisos gastrointestinales 

estudiados. Este canal mantiene una pequeña actividad de salida de K+ en el potencial de 

reposo de la membrana. Durante la despolarización adquieren su máxima actividad, 

siendo el pico a potenciales de 0 mV. Esto se demostró al aumentar la actividad de estos 

canales de manera proporcional a la despolarización celular68. Ante una despolarización 

mantenida, los Kv tienden a inactivarse y cesar su corriente. En función de sus rangos de 

activación y desactivación, podemos distinguir entre dos tipos de Kv, los rápidos (Kv fast) y 

los lentos (Kv slow). Los Kv slow pueden ser bloqueados hasta un 50% por el tetraetilamonio, 

mientras que los Kv fast son mucho más resistentes, logrando sólo un 30% de bloqueo en 

los mejores casos. Sin embargo la 4-aminopiridina los bloquea por completo69,70. Por otro 

lado, la bibliografía existente sugiere que la PKA y agentes que aumenten la producción 

de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) incrementan la probabilidad de abrir estos 

canales71. Estos mismos canales son responsables de la hiperpolarización de la membrana 

provocada por agentes que estimulan la producción de AMPc72. También se ha asociado 

al NO con la estimulación de la apertura de estos canales71.  

- Canales de Potasio activados por Calcio (KCa) 

En la mayoría de los tipos de células musculares lisas, una fuerte entrada de Ca2+ en 

la célula produce una despolarización y esta se acompaña por una fuerte salida de K+. Se 

han identificado tres tipos de canales de potasio activados por calcio: canales de potasio 

activados por calcio de larga conductancia (BKCa), canales de potasio activados por calcio 

de media conductancia (IKCa) y los canales de potasio activados por calcio de baja 

conductancia (SKCa)73. 

Gran parte de este gradiente de salida de potasio fuera de la célula es generado por 

la apertura de los canales BKCa
74–77, donde podemos encontrar el KCa1.1, KCa4.1, KCa4.2 

y KCa5.1. Estos canales se comportan de una manera similar a los Kv, ya que se activan por 
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voltaje. Conforme aumenta la concentración de Ca2+ en la despolarización, disminuye su 

umbral de activación. Esto hace que los canales BKCa se activen en el pico de los 

potenciales de acción mediados por el Ca2+ en el músculo liso gastrointestinal y 

contribuyan a la fase de repolarización. 

Estudios de biología molecular han demostrado que la sensibilidad al Ca2+ de los 

canales BKCa reside en una región C-terminal exclusiva de los mismos78. Los canales BKCa 

tienden a abrirse en ráfagas, lo que indica que la apertura concertada de muchos de estos 

canales da lugar casi simultáneamente a corrientes externas transitorias espontáneas 

(STOC), que se han registrado a partir de células musculares lisas del aparato 

gastrointestinal75,79. Las denominadas STOC se cree que son activadas por liberaciones 

pulsátiles de Ca2+ desde los almacenes sensibles a la rianodina, desencadenados por el 

flujo de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ activados por voltaje tipo L79. 

A pesar de que la actividad de los canales BKCa está principalmente regulada por la 

concentración de Ca2+ dentro de la célula, un estudio en células musculares lisas 

vasculares mostró que pueden ser directamente activados por NO o GMPc80. El NO 

estimula los canales BKCa produciendo la hiperpolarización de la membrana y el cierre de 

los canales de Ca2+ activados por voltaje tipo L, eliminando el influjo de calcio y 

produciendo por lo tanto la relajación del músculo liso.  

Los canales BKCa son dianas utilizadas por agentes antiinflamatorios en el intestino y 

se ha demostrado que su actividad aumentaba en células musculares lisas de colon canino 

en procesos inflamatorios de su mucosa81. El más conocido de estos canales es el KCa1.1, 

estando en investigación diversas sustancias que producen su apertura como nuevas 

terapias para accidentes cerebrovasculares, epilepsia, hiperreactividad de la vejiga, asma 

e hipermotilidad gástrica82. El KCa4.1 y KCa4.2 contribuyen a ralentizar las 

hiperpolarizaciones durante la señalización neuronal repetitiva83. Mientras que el papel 

fisiológico del KCa5.1 permanece desconocido. 

Los canales de potasio activados por calcio de media conductancia (IKCa1 o SKCa4 

(KCa3.1)) y baja conductancia (SKCa1 (KCa2.1), SKCa2 (KCa2.2) y SKCa3 (KCa2.3)) tienen una 

sensibilidad al calcio 10 veces mayor que los BKCa y aparentemente no tienen una 

dependencia del voltaje84. 
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El canal KCa3.1 de intermedia conductancia fue descrito por primera vez por Gardos 

en eritrocitos en 195885. Comparte entre un 42-44% de secuencia con los canales KCa2 y 

tiene un extremo C-terminal similar con dominio de unión para CaM, aunque más 

pequeño86. Altos niveles de ácido ribonucleico mensajero (ARNm) han sido hallados en 

placenta, pulmón, glándulas salivares, colon distal, próstata y tejidos inmunes, como el 

timo, hígado, bazo, médula ósea, nódulos linfáticos y linfocitos de sangre periférica87,88. 

El KCa3.1 tiene una importante función fisiológica en endotelios, epitelios secretores, 

proliferación de células musculares lisas y células del sistema hematopoyético. En todos 

estos tejidos forma parte de la cascada de señalización que involucra aumentos de calcio 

durante la proliferación celular, la secreción y la regulación de volumen86. Al contrario que 

en los KCa2, la fuente de Ca2+ para la activación del KCa3.1 no son los canales VGCCs, sino 

canales rectificadores internos en las células T89,90 o canales iónicos TRP anteriormente 

nombrados, como el TRPC1 en la proliferación de músculo liso91. En el epitelio, el Ca2+ 

para su activación durante los procesos de secreción es liberado de almacenes 

intracelulares, después de la activación de los receptores acoplados a la proteína G, como 

el receptor muscarínico de la acetilcolina86.  

En tejidos que participan en el transporte de sales y líquidos, como el intestino, el 

colon, pulmones y las glándulas salivales, la actividad del KCa3.1 se encuentra en el lado 

basolateral del respectivo epitelio, donde genera un flujo de potasio que favorece la 

secreción de cloro y agua hacia el lado apical (figura 1.10)92. Las células epiteliales 

acumulan iones cloruro por encima de su potencial electroquímico a través de la 

activación del cotransportador NKCC1, mientras que el canal KCa3.1 y el Kv7.1 reciclan K+ 

fuera de la célula, generando así el gradiente que favorece la secreción de cloro93–95. Este 

cloro sale a la luz intestinal a través del canal regulador de la conductancia 

transmembrana de la fibrosis quística (CFTR) localizado en la membrana apical.  

Su papel en la regulación del transporte electrolítico lo ha relacionado con algunas 

patologías gastrointestinales, habiéndose observado una reducción de su expresión a 

nivel epitelial en pacientes con colitis ulcerosa, supuestamente implicada en los cambios 

en la secreción absorción de cloruro en esta enfermedad96. Además, su bloqueo 

farmacológico podría tener efectos antidiarreicos, teniendo en cuenta que el clotrimazol, 

inhibidor selectivo del canal, redujo la diarrea inducida por la toxina del cólera97. 
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Figura 1.10: Esquema de la secreción electrogénica de Cl- en criptas de colon distal murino92.  

 

 

Finalmente, los SKCa fueron localizados por primera vez en músculo esquelético de 

rata98 y fueron caracterizados por su sensibilidad a la toxina de veneno de abeja, la 

apamina. Su identidad molecular no fue descubierta hasta 14 años después, cuando fue 

clonado por Köhler y cols.99. La familia de canales SKCa es altamente homóloga, con un 

grado significativo de conservación de la secuencia en la región del poro, así como en el 

extremo C-terminal, donde se puede encontrar el dominio de unión de la Calmodulina. El 

análisis bioquímico, así como estudios de expresión en ovocitos de Xenopus, han 

confirmado que la estequiometría entre subunidades SKCa y CaM es 1:1, lo que concuerda 

con el hecho de que cada subunidad del canal posee un dominio de unión para la 

CaM87,100. El papel de estos canales en la regulación del potencial de membrana, su 

modulación en la secreción de neurotransmisores y hormonas y su modulación de la 

excitabilidad postsináptica, han hecho que se le relacione con actividades tan diversas 

como la regulación del tono vascular o la capacidad de memoria y aprendizaje86. 
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Canales de cloro 

Muchos de los canales iónicos considerados de cloro son permeables no solo a este, 

sino también a otros aniones como nitratos, fosfatos y aminoácidos cargados 

negativamente. El potencial de equilibrio para el Cl- en miocitos gastrointestinales no está 

estrictamente establecido, aunque se le considera cercano a -40 mV. La apertura de un 

canal de cloro en una célula muscular o ICC normalmente acompaña a una salida de Cl- y 

por lo tanto a la despolarización celular. Sin embargo, si la cinética del canal es tal que el 

canal está abierto a potenciales de membrana más positivos que el potencial de equilibrio 

del Cl-, como el que puede ocurrir en la meseta de una onda lenta, se producirá una 

entrada de Cl- a la célula y por tanto, una hiperpolarización67. 

Los canales iónicos del ion cloruro son muy diversos. Se pueden clasificar en función 

de su mecanismo de activación en, canales activados por voltaje, CFTR, activados por 

calcio, activados por volumen y activados por ligando (como los canales del ácido γ-

aminobutírico o GABA). Los descritos hasta la fecha en el músculo liso gastrointestinal e 

ICC incluyen los activados por ligando, por voltaje, por volumen y por calcio67. 

A pesar de que no ha sido descrita una mecanosensibilidad presente en los canales de 

cloro de la musculatura lisa gastrointestinal y las ICC, los canales de cloro activados por 

volumen presentan actividad ante un incremento del tamaño de las células, como ocurre 

cuando están sometidas a un medio hipotónico, aumentando de este modo tanto el 

potencial de la membrana en reposo como el potencial de meseta de onda lenta67. 

 

Enzimas 

Las enzimas son proteínas que actúan como catalizadores biológicos, acelerando 

reacciones químicas que suceden en el organismo. Están implicadas en numerosas 

reacciones metabólicas, tanto fisiológicas como patológicas, por lo que su modulación 

como dianas farmacológicas puede alterar el desarrollo y evolución de una enfermedad. 

Enzimas como las óxido nítrico sintasas (NOS), las ciclooxigenasas (COX) o las 

lipooxigenasas, entre otras, son claves en el desarrollo de la cascada inflamatoria y juegan 

un papel crucial en enfermedades inflamatorias intestinales como la CU101.  

 

 



I. Introducción 

35 

Óxido Nítrico Sintasas 

El óxido nítrico es un neurotransmisor parasimpático inhibitorio no adrenérgico no 

colinérgico, considerado el principal neurotransmisor inhibitorio en la regulación de la 

musculatura lisa intestinal102,103. Es producido por el sistema nervioso entérico, 

permitiendo relajar la musculatura lisa gastrointestinal y regulando así la peristalsis104–106. 

El NO se produce a partir de la arginina en una reacción catalizada en el intestino 

principalmente por tres enzimas denominadas óxido nítrico sintasas, la NOS neuronal 

(nNOS), la NOS endotelial (eNOS) y la NOS inducible (iNOS).  

La nNOS es la fuente principal de NO en el intestino107,108 y una alteración en su 

producción puede alterar notablemente la motilidad gastrointestinal normal109. En 

ratones, los antagonistas de la vía NO/GMPc inhiben la relajación de la musculatura lisa 

gastrointestinal105 y la deleción genética de la nNOS retrasa el tránsito intestinal107,109,110. 

En humanos, la inhibición de la nNOS aumenta la contractibilidad gastrointestinal, 

mientras que el aumento de las neuronas nitrérgicas se relaciona con en el estreñimiento 

crónico idiopático y otros trastornos de la motilidad109,111. 

La eNOS se expresa de manera constitutiva en los endotelios intestinales y es 

responsable de los bajos niveles basales de NO. Este NO regula el tono vascular y el flujo 

sanguíneo de la mucosa de una manera dependiente del GMPc y neuronal. También se 

requiere una producción constitutivamente baja de NO para el mantenimiento de los 

capilares112 y la homeostasis113 de la mucosa. Además, el NO puede proteger del estrés 

oxidativo eliminando los radicales del oxígeno114. El NO derivado de la eNOS también 

promueve la adhesión de los leucocitos al endotelio, facilitando el reclutamiento de estos 

(quimiotaxis)115.  

Por último, la iNOS es expresada en altas concentraciones durante la inflamación y es 

la responsable de los altos niveles de NO, el cual incrementa fuertemente el flujo de 

sangre dilatando los capilares. Una alta expresión de iNOS sostenida en el tiempo en el 

intestino causada por lipopolisacáridos (LPS) puede provocar un fallo en la barrera 

intestinal116. De hecho, altos niveles de NO observados durante la inflamación ejercen 

efectos perjudiciales sobre la barrera intestinal, que conducen a un aumento de la 

translocación bacteriana117,118, una función mitocondrial deteriorada119 y una inhibición 
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de la migración de enterocitos al epitelio120, así como disminución del reclutamiento de 

leucocitos por el endotelio121,122 (figura 1.11). Además de lo anterior, el NO reacciona 

fácilmente con el ion superóxido para formar peroxinitrito, una especie reactiva de 

oxígeno y nitrógeno que es altamente tóxico para las células epiteliales123. Puede dañar el 

epitelio de múltiples maneras; induciendo la apoptosis e inhibiendo los procesos de 

restitución epitelial, incluida la proliferación y migración de enterocitos124–126. 

 

Figura 1.11: Ejemplo de daño con ruptura en la barrera intestinal. La invasión de bacterias provoca una 
respuesta inmune en la lámina propia que desencadena una producción de NO, citoquinas inflamatorias y 

prostanoides inflamatorios127. 

 

Ciclooxigenasas 

Las enzimas ciclooxigenasas participan activamente en la fisiología y fisiopatología128 

del cuerpo humano, cumpliendo funciones en el aparato cardiovascular129, neuronal130, 

renal131, inmunitario132, gastrointestinal133 y reproductor134,135. Las isoenzimas de la COX, 

la COX-1 y COX-2, catalizan la formación de los prostanoides, como las prostaglandinas y 

tromboxanos. 

Los prostanoides se producen en la mayor parte de células del cuerpo y actúan como 

mediadores autocrinos y paracrinos de numerosos procesos biológicos en condiciones 

tanto fisiológicas como patológicas136. La COX-1 es expresada de manera constitutiva en 

la mayoría de las células, siendo la fuente dominante de prostanoides que realizan 

funciones de mantenimiento, como la citoprotección del epitelio gástrico y la 

homeostasis137. La COX-2, inducida por estímulos inflamatorios, hormonas y factores de 
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crecimiento, genera la mayor cantidad de prostanoides en procesos inflamatorios o 

enfermedades proliferativas como el cáncer, donde está implicada en la cascada 

inflamatoria, la angiogénesis o la migración y proliferación celular137. 

A lo largo de la historia se han utilizado de manera empírica numerosos inhibidores 

de estas enzimas para el tratamiento de diversas enfermedades, como extractos de 

plantas con efectos antiinflamatorios o la aspirina. Sin embargo, no fue hasta la década 

de 1960 cuando se descubrió la estructura química de los prostanoides138,139. Desde 

entonces, progresivos avances en el conocimiento de su estructura, función y regulación 

han permitido el desarrollo de numerosos antiinflamatorios no esteroideos (AINE)140,141. 

El reciente descubrimiento de antiinflamatorios muy selectivos de la COX-2, denominados  

“coxib”, es un ejemplo del avance en esta familia de medicamentos, aumentando su 

eficacia y reduciendo sus efectos adversos142,143. Estudios recientes han relacionado la 

COX-2 con cánceres digestivos, haciendo de esta enzima una diana farmacológica, aparte 

de antiinflamatoria, antineoplásica144. 
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1.4. PATOLOGÍAS INTESTINALES 

 

Hablamos de patología intestinal como cualquier disfunción del sistema 

gastrointestinal. Estas abarcan, entre otros, neoplasias, problemas digestivos, como 

intolerancias alimenticias o alteraciones del tránsito gastrointestinal, o procesos 

inflamatorios, incluyendo desórdenes digestivos de carácter infeccioso, el síndrome del 

intestino irritable (SII) o las llamadas enfermedades inflamatorias intestinales (EII): la 

enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU). En esta tesis doctoral nos centraremos 

en las alteraciones de la motilidad y los procesos inflamatorios del intestino, en concreto 

en la colitis ulcerosa. 

 

Patologías relacionadas con el tránsito intestinal 

Diarrea 

La diarrea es una de las patologías más comunes diagnosticadas en atención primaria, 

pudiendo presentar desde sintomatología leve, a ser una de las causas de mortalidad más 

frecuentes, especialmente en la población pediátrica en países en vías de desarrollo145. La 

diarrea produce una disfunción en el transporte de electrolitos y agua en el intestino, lo 

que se traduce en un aumento en la frecuencia, cantidad y volumen de las deposiciones, 

así como una disminución de su consistencia por el incremento de agua y electrolitos 

contenidos en ellas. Todo ello provoca un riesgo de deshidratación y trastornos del 

equilibrio electrolítico en el organismo146. 

Podemos clasificar la diarrea en función de su duración en aguda o crónica. Se 

denomina diarrea aguda cuando tiene una duración de una a cuatro semanas, siendo su 

etiología normalmente la ingestión de tóxicos o infecciones. Por el contrario, se considera 

una diarrea crónica cuando se extiende más de cuatro semanas. En estos casos la etiología 

es más heterogénea, lo que cambia la evolución de la enfermedad y el tipo de 

tratamiento. 

Según su etiopatogenia podemos clasificar la diarrea en acuosa, inflamatoria o grasa. 

La diarrea acuosa es dividida a su vez en osmótica, secretora y funcional, en función de la 

etiología del aumento de líquido en el interior del lumen. Cuando hablamos de diarrea 

osmótica, esta es debida a la presencia de sustancias osmóticamente activas en la luz del 
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intestino, que provocan el paso del agua del plasma al intestino a través la pared 

permeable del epitelio. La diarrea secretora se caracteriza por una secreción activa de 

fluido isoosmolar por el epitelio intestinal en el lumen, en ocasiones con concentración 

electrolítica anormal. Y la diarrea funcional o motora que se diferencia de la diarrea 

secretora por una hipermotilidad, volúmenes más pequeños y una mejoría durante los 

periodos nocturnos debido al ayuno. Esta diarrea se da en pacientes con SII, el cual afecta 

a un 5% de la población occidental. A pesar de que los factores etiológicos de la diarrea 

funcional-SII son desconocidos, cada vez se reconocen más causas fisiopatológicas de la 

misma147. 

La diarrea inflamatoria o exudativa se produce cuando hay un daño en la mucosa 

intestinal (inflamación, úlceras...), lo que conlleva a un incremento en la permeabilidad 

intestinal y en consecuencia una pérdida pasiva de líquidos y proteínas y menor capacidad 

de absorción. A menudo aparece debido a enfermedades gastrointestinales como el 

cáncer colorrectal, los pólipos, CU, EC, celiaquía... Además, la presencia de sangre, con o 

sin moco, en las defecaciones es un indicativo de CU o EC148. 

Finalmente, la diarrea grasa, también denominada esteatorrea, es diagnosticada 

cuando la expulsión de grasa en las deposiciones supera los límites normales, siete gramos 

a las veinticuatro horas, los cuales corresponderían a más del nueve por ciento de las 

grasas ingeridas durante el día. Esta diarrea puede deberse a dos condiciones principales: 

una malabsorción en el intestino delgado, celiaquía o enfermedad de Wipple, o 

indigestiones relacionadas con una capacidad exocrina del páncreas deficiente. 

Estreñimiento 

El estreñimiento o constipación es la contraparte de la diarrea. Se define como una 

defecación insatisfactoria, caracterizada por deposiciones poco frecuentes, un paso difícil 

de las heces o ambas149. La etiopatogenia del estreñimiento es multifactorial, lo que 

provoca una complicada y confusa clasificación de la enfermedad; la más común es la que 

divide el estreñimiento en función de causas primarias o secundarias150.  

El estreñimiento primario es el debido a problemas en la función del colon o en el 

proceso de defecación, valorado normalmente a través de la historia médica. Una vez 
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diagnosticado, se aplica un tratamiento empírico para tratar de remitir la patología, 

profundizando en su diagnóstico si no remite con este.  

A su vez, dentro del estreñimiento primario podemos diferenciar 3 subtipos: 

estreñimiento con tránsito normal, con tránsito disminuido y el denominado trastornos 

en la defecación. El estreñimiento con tránsito normal o estreñimiento funcional cursa con 

una disminución en la frecuencia y un aumento de consistencia de las deposiciones, sin 

estar asociada a ninguna patología intestinal. Al aplicar un tratamiento empírico, 

incluyendo medidas higiénico-dietéticas, la patología remite con facilidad. En el 

estreñimiento con tránsito disminuido encontramos una disminución en la frecuencia de 

los movimientos intestinales, menos de uno a la semana, siendo más frecuente en 

mujeres que en hombres151. Se cree que es debido a una alteración neuromuscular del 

colon, con una reducción de las ICC152 y alteraciones en el número de neuronas del plexo 

mientérico que expresan la sustancia P 153, un neurotransmisor excitatorio, en la pared 

intestinal. Por último, los trastornos en la defecación están causados por un grupo de 

desórdenes funcionales y anatómicos del ano-recto. Clínicamente, los pacientes sufren 

dolorosa tensión abdominal causada por un aumento del tono muscular del suelo pélvico, 

teniendo graves problemas para realizar deposiciones y un aumento en la incidencia de 

hemorroides y fisuras anales. 

El estreñimiento secundario es causado por factores externos a la propia fisiología 

intestinal y es clasificado habitualmente en tres subtipos: secundario a medicación, a 

desórdenes neurológicos y a una disfunción neurogénica intestinal. El estreñimiento 

secundario a medicación es un efecto adverso común en una gran variedad de fármacos. 

El seguimiento farmacoterapéutico de los pacientes con estos tratamientos  es la medida 

preventiva más eficaz para conseguir una detección precoz de este problema154. El 

estreñimiento secundario a desórdenes neurológicos se debe a que determinadas 

patologías que involucran al sistema nervioso, como la neuropatía autonómica, diabetes 

mellitus y otras enfermedades endocrinas, así como casos más raros como el Mal de 

Chagas y la enfermedad de Hirschprung150. Por último, el estreñimiento secundario a una 

disfunción neurogénica intestinal lo observamos en pacientes con lesión medular, 

esclerosis múltiple y enfermedad de Parkinson. El origen de este estreñimiento es debido 

a disfunciones en el nervio pélvico y autonómico. Además, los medicamentos utilizados 
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por estos pacientes normalmente presentan el estreñimiento como efecto adverso 

común, incluyéndose en el grupo ya nombrado150.  

 

Enfermedades inflamatorias intestinales 

El término de Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) se aplica a todo proceso 

inflamatorio crónico e idiopático del intestino. Estas patologías crónicas, entre las que 

encontramos la CU o la EC, alternan periodos de inactividad o quiescencia, con periodos 

agudos de actividad clínica denominados brotes o recidivas. Al contrario que en otros 

procesos inflamatorios del tracto digestivo, la EII no posee una causa específica 

identificable. La teoría más aceptada es que una pérdida del equilibrio inmunológico entre 

el propio intestino con la microbiota residente, además de otros antígenos intraluminales 

dependientes del entorno, que en determinados sujetos propensos genéticamente, 

provoca la alteración tisular que desencadena la sintomatología propia de las EII155. 

A pesar de ser enfermedades diferentes, los puntos comunes entre la CU y la EC en 

ocasiones hacen difícil el diagnóstico. Para realizarlo, es necesario la identificación de 

características clínicas, radiológicas, serológicas, endoscópicas, histológicas y su evolución 

a lo largo de la enfermedad y el tiempo. En líneas generales, la EC es una enfermedad 

crónica granulomatosa y transmural, pudiendo afectar a cualquier punto del aparato 

digestivo, aunque su presencia es más común en íleon y colon de manera discontinua. Por 

otro lado, la CU es también una enfermedad inflamatoria crónica de la mucosa del colon, 

aunque no granulomatosa, pudiendo afectar desde el íleon terminal hasta el ano, siendo 

más recurrente en la parte distal del colon. Su distribución suele ser más continua que en 

el caso de la EC y comúnmente se la relacionada con complicaciones como abscesos, 

fístulas y estenosis156,157. 

La sintomatología de ambas cursa con procesos de malabsorción, dolor abdominal, 

sangrado rectal, diarrea, fiebre y pérdida de peso158. Las EII también pueden presentar 

síntomas extraintestinales, normalmente asociados al sistema inmune, como artritis y 

dolor lumbar, aftas bucales, úlceras cutáneas y alteraciones hepáticas. 

Debido a estas semejanzas, en aproximadamente un 10% de los casos no es posible 

hacer un diagnóstico definitivo entre la EC y la CU, hablándose entonces de Colitis 

Indeterminada159. 
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Una parte importante de esta tesis doctoral se realizado en un modelo murino de 

colitis inducido por dextrano sulfato de sodio (DSS), modelo experimental que presenta 

en ratones una fisiopatología muy semejante a la colitis ulcerosa humana160,161. Por ello, 

a partir de ahora describiremos con más detalle esta patología.  

Colitis ulcerosa 

La colitis ulcerosa es una enfermedad inflamatoria crónica de origen inespecífico que 

afecta principalmente a la mucosa del intestino grueso, de manera difusa y 

circunferencialmente. Habitualmente, comienza en zonas distales del recto y se va 

extendiendo de forma proximal, hasta terminar afectando a varias porciones del colon.  

Esta patología tiene una mayor incidencia y prevalencia en los países desarrollados, 

observándose mayores ratios en América del Norte y Europa y más bajos en el hemisferio 

sur y los países orientales162. La explicación que se ha dado a este hecho es el mejor acceso 

a recursos sanitarios de los que disponen los países desarrollados. Diversos estudios han 

sugerido que la menor exposición a infecciones entéricas durante la niñez puede producir 

una falta de maduración del sistema inmune, lo que puede acabar desencadenando en 

una enfermedad inflamatoria intestinal más adelante163,164.  

Sin embargo, esta distribución ha ido evolucionando a lo largo de los últimos años, 

observándose una meseta o incluso un receso de los casos en países desarrollados, y un 

aumento de los casos en los países en vías de desarrollo como Latinoamérica, Asia o 

Europa del este165,166. Esto podría deberse a que la industrialización y desarrollo de estos 

países va acompañada por la aparición de otros factores epidemiológicos antes 

inexistentes. 

A pesar del gran esfuerzo humano, económico y social invertido en esclarecer la 

etiología de la CU y de otras EII, todavía hay muchas dudas al respecto. Los motivos que 

no han permitido una conclusión clara son la falta de un modelo experimental 

globalmente aceptado y el gran abanico de alteraciones, síntomas y factores de riesgo 

que se ven involucrados en el entorno de las EII, haciendo muy difícil diferenciar cuáles 

son esenciales y cuáles no. Pese a no haber una etiología generalizada, si encontramos un 

consenso en que una predisposición genética individual unida a una serie de factores 

internos y externos son los causantes de la aparición de estas patologías167. 
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El historial familiar es considerado el factor independiente más importante para el 

desarrollo de las enfermedades inflamatorias intestinales168. El mayor riesgo se ha 

observado cuando ambos padres han padecido una EII, donde su descendencia tiene 

hasta un 33% de posibilidades de heredarlas169. En concreto, en la colitis ulcerosa la 

prevalencia en familiares de primer grado puede llegar a ser hasta 15 veces superior con 

respecto a los que no presentan antecedentes170. Además del propio riesgo inherente a 

la genética, se debe tener en cuenta que el entorno familiar comparte además muchos de 

los factores de riesgo externos, influenciando estos también en las posibilidades de 

desarrollo de estas patologías. 

Los últimos estudios genéticos revelan una estrecha relación entre la microbiota y la 

inmunidad innata, sugiriendo un cambio en la flora intestinal como factor fundamental en 

el desarrollo de patologías inflamatorias intestinales como la CU167,171–174. A día de hoy se 

sabe que cambios en los hábitos alimenticios, el uso abusivo de antibióticos, el tabaco, la 

anticoncepción oral, o el envejecimiento son factores que producen cambios en la 

microbiota, provocando de manera indirecta, un incremento en la incidencia de las EII en 

la sociedad actual166. Diversos estudios han observado que determinadas infecciones 

gastrointestinales agudas pueden aumentar hasta al doble la probabilidad de terminar 

desarrollando CU, debido supuestamente a los cambios que pueden originar en la 

composición de la microbiota175,176. 

Otros factores de riesgo con menor evidencia, o menos esclarecida, son el uso de 

AINE, donde se ha relacionado su mayor selectividad por la COX-2 con una menor 

posibilidad del desarrollo y recaída de la enfermedad177,178, la apendicectomía, factor 

protector especialmente relevante si ha sido realizada antes de los 20 años179, el estilo de 

vida, el estrés o la ansiedad180. 

En cuanto a la fisiopatología de la CU, la figura 1.12 muestra un esquema donde se 

observa cómo se produce esta enfermedad, resaltando la interacción entre las 

alteraciones de la barrera intestinal, la microbiota colónica y la actividad inmunitaria. La 

barrera intestinal es la primera línea de defensa del sistema inmune intestinal, encargada 

de mantener una separación física entre las células inmunes y el contenido del lumen y 

sintetizar péptidos antimicrobianos162. En primer lugar, encontramos una capa de moco, 

formado por mucinas secretadas por las células caliciformes, que sirve para evitar el 
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contacto de sustancias exógenas con el epitelio mientras deja paso a moléculas más 

pequeñas. En fases activas de la CU se han encontrado defectos específicos en esta capa, 

caracterizados por unas células caliciformes menos numerosas y de menor espesor que, 

además, contienen y secretan menos cantidad de mucina-2, glicoproteína específica del 

intestino delgado y colon, generando una debilitación de la barrera intestinal181. Durante 

la instauración de la CU también se produce una alteración en la regulación de las 

proteínas de unión estrecha, que genera un daño en la estructura y función del epitelio 

intestinal incrementando su permeabilidad182. Esta pérdida del efecto barrera da lugar a 

una penetración de bacterias y antígenos luminales que desencadenan una respuesta 

inmunitaria. Sin embargo, no está claro si dicha disfunción precede a la CU o es resultado 

de una inflamación previa.  

Por otro lado, además de su efecto como barrera física, el epitelio intestinal tiene una 

función inmune mediante la secreción de péptidos antimicrobianos, como las defensinas. 

Esta actividad se ha visto incrementada en el colon de pacientes con CU, aunque no está 

claro si es debido a la presencia de bacterias exógenas, citoquinas inflamatorias o 

ambas183,184. 

  

Figura 1.12. Esquema de la fisiopatología de la colitis ulcerosa162. 
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En situaciones fisiológicas normales, el sistema inmunitario intestinal mantiene un 

equilibrio entre la tolerancia frente a la microbiota comensal y los antígenos presentes en 

la dieta y la respuesta defensiva frente a patógenos entéricos. Sin embargo, una alteración 

en la composición de la microbiota del intestino puede provocar un aumento en la 

proporción de bacterias dañinas, lo que resulta en una respuesta inflamatoria 

intestinal185,186. Estas bacterias liberan productos metabólicos, como las enterotoxinas, 

que aumentan la permeabilidad de la mucosa intestinal y reducen la eficacia del sistema 

inmune. Una capa mucosa comprometida permite un contacto directo con las células 

epiteliales intestinales, que agrava aún más el daño sobre la barrera intestinal y la 

traslocación de bacterias a la lámina propia. Esto genera una retroalimentación positiva 

que potencia la inflamación, el daño tisular y termina afectando de manera sistémica187.  

La actividad inmunitaria intestinal comienza con la respuesta inmune innata de 

captación de antígenos por parte de las células dendríticas y macrófagos, localizados en 

la lámina propia, y su presentación a las células B y T, lo que desencadena la respuesta 

inmune adaptativa. En pacientes con CU se ha observado un mayor número de células 

dendríticas, proporcional a la actividad de la enfermedad, sugiriendo su implicación en el 

comienzo y mantenimiento de la inflamación del intestino188. 

Estas células expresan numerosos receptores de reconocimiento de antígenos 

implicados en la respuesta inmune, incluyendo los de tipo Toll (TLR). Su función es 

proporcionar una defensa frente a patógenos externos y el daño epitelial, contribuyendo 

en la homeostasis intestinal y en el mantenimiento de su barrera epitelial162. Se han 

observado cambios en la expresión de los distintos subtipos de TLR expresados en las 

células epiteliales de la lámina propia de pacientes con CU activa, como un aumento de 

TLR4 que en condiciones normales es prácticamente inexistente189,190. La activación de los 

TLR desencadena respuestas inmunes innatas y adaptativas que conduce a la activación 

de factores de transcripción, como el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras 

kappa de las células B activadas (NF-kB), claves en la activación de la cascada inflamatoria. 

En la inflamación crónica del intestino, el NF-kB cumple un papel fundamental, regulando 

las funciones proinflamatorias y de supervivencia celular en macrófagos y células T, por lo 

que la alteración de su expresión se considera un factor determinante en la patogenia de 

la CU191–193. 
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Desde un punto de vista macroscópico, podemos encontrar una apariencia del colon 

distinta en función del estadio o la actividad de la enfermedad (figura 1.13). Así, en fases 

activas de la enfermedad, la superficie de la luz intestinal está húmeda y con evidencias 

de sangre y moco. La mucosa está enrojecida, friable y granulosa, sangrando al contacto 

y con posibilidad de hemorragias petequiales. Este aspecto eritematoso se debe 

posiblemente a la combinación de la dilatación capilar, la depleción de mucina y las 

hemorragias intersticiales. La serosa puede aparecer congestiva, habitualmente en mayor 

medida que las lesiones mucosas. En los casos más leves, especialmente en pacientes de 

larga duración, las lesiones terminan provocando eritema, perdida del patrón vascular y 

friabilidad. Tras la cicatrización de las úlceras se pueden observar nódulos rojizos sésiles 

sobreelevados, conocidos como pseudopólipos. En casos graves y activos, determinados 

segmentos o incluso todo el colon pueden llegar a dilatarse (megacolon tóxico). En estos 

casos la inflamación de la mucosa se puede extender hacia la submucosa, favoreciendo 

un adelgazamiento de la pared. Frecuentemente se puede observar peritonitis, así como 

exudados fibrinosos o fibrinopurulentos en la superficie peritoneal. El colon descendente 

y sigmoide suelen mostrar las lesiones agudas más graves194. 

 

Figura 1.13. Lesiones típicas de la CU. (A) Leve: eritema de la mucosa, disminución de las marcas 
vasculares. (B) Moderada: eritema marcado, pérdida de las marcas vasculares, erosiones. (C) Severa: 

úlceras. (D) Severa: hemorragias espontáneas. (E) Severa: Estrechamiento luminal con pseudopólipos195. 
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En cuanto a las lesiones microscópicas, estas incluyen la presencia de una superficie 

irregular, denominada en ocasiones vellosa o pseudovellosa, alteraciones en la 

arquitectura de las criptas además de una reducción grave de su densidad (atrofia), 

metaplasia de las células de Paneth distal al ángulo esplénico, un fuerte incremento 

transmucoso difuso en las células de la lámina propia (plasmocitosis basal) y una 

depleción grave de la mucina.  

Clínicamente, las fases preliminares de la enfermedad comienzan de manera gradual, 

presentando los pacientes estreñimiento, seguido rápidamente de sangrados rectales, 

urgencias defecatorias, diarreas, molestias abdominales y síntomas sistémicos en 

consecuencia, como pérdida de peso o de apetito. En algunas ocasiones la enfermedad 

empieza súbitamente con los síntomas más graves. Estos periodos agudos suelen ir 

seguidos de fases de remisión, manteniendo los pacientes una alternancia entre ambos 

estadios, supeditada a factores desencadenantes como la dieta, el estrés o la medicación, 

entre otros. 

El diagnóstico de la CU se basa en el patrón microscópico único, bien desarrollado, 

comentado anteriormente, el cual muestra una combinación de alteraciones 

estructurales y una reacción inflamatoria característica limitada a la mucosa. A veces, las 

lesiones pueden afectar también a la submucosa o la capa muscular de la pared intestinal, 

pero incluso en los casos más graves, las lesiones son más prominentes en la mucosa, con 

tendencia a disminuir hacia la submucosa, lo cual contrasta con otras EII como la EC.  
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1.5. TRATAMIENTOS DE PATOLOGÍAS INTESTINALES 

 

Las patologías intestinales producen un importante gasto sanitario y ocupan una gran 

parte de los servicios de atención primaria de los sistemas sanitarios mundiales. Muchas 

de ellas son crónicas e incurables y producen un importante descenso en la calidad de 

vida de los pacientes. Además, la falta de efectividad de los tratamientos convencionales 

ha producido un incremento en el uso de las llamadas terapias complementarias y 

alternativas (CAM)196, como la fitoterapia, a la cual dedicaremos un apartado especial 

dentro de este capítulo. En muchos de los casos, los pacientes refieren que recurren a 

este tipo de tratamientos de manera concomitante a sus tratamientos habituales 

buscando una mejora en su calidad de vida. 

Dentro de las patologías relacionadas con la motilidad, observamos que en la diarrea 

los tratamientos más habituales son astringentes, como la loperamida, un derivado 

opioide sintético de la piperidina, los cuales producen una disminución de la actividad 

motora del músculo liso, tanto circular como longitudinal, que ralentiza la motilidad y 

reduce el número de deposiciones. Se trata de un tratamiento inespecífico contraindicado 

en diarreas infecciosas, sanguinolentas o superiores a dos días, incluyendo aquí las EII197. 

Este mecanismo de acción limita su uso y genera numerosas contraindicaciones, lo que 

deja paso a una gran variedad de tratamientos alternativos que buscan reducir la 

sintomatología o incluso acortar su duración, como la rehidratación, los tratamientos con 

probióticos o algunos extractos vegetales con propiedades digestivas, entre otros. En el 

caso del estreñimiento el tratamiento de elección son los laxantes en todas sus categorías, 

formadores de bolo, lubricantes, suplementos de fibra, estimulantes, osmóticos y 

procinéticos198, los cuales, a pesar de ser eficaces y seguros, acaban generando problemas 

debido a su tolerancia y dependencia. Esto provoca que en el caso de su uso continuado 

cronifiquen la patología y dificulten su tratamiento a largo plazo. Para evitarlo es común 

el uso de compuestos de origen vegetal con alto contenido en fibra, medidas higiénico-

dietéticas, el uso de probióticos e incluso terapias alternativas menos habituales como la 

acupuntura, con el objetivo de volver a un tránsito gastrointestinal normal199. 
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En las enfermedades inflamatorias intestinales, el uso de CAM se ha incrementado 

exponencialmente en los últimos años200. Al contrario de lo que sucede en la diarrea y el 

estreñimiento, en este caso no se busca la sustitución de los tratamientos convencionales, 

sino su complementación. La prevalencia del uso de CAM en las EII es entre un 21 y un 

60%201, siendo las más usadas la fitoterapia, los probióticos, las vitaminas y el aceite de 

pescado202.  

 

Fitoterapia 

Una parte fundamental de las CAM la ocupa la fitoterapia, la utilización de las plantas 

medicinales y sus derivados con finalidad terapéutica. Históricamente, la fitoterapia ha 

sido la madre de la farmacología moderna, estando presente en la mayoría de las 

civilizaciones. La presencia de plantas con propiedades medicinales en la tumba de un 

neandertal en Iraq ya sugiere su utilización hace más de 60.000 años203. Los primeros 

documentos provienen de China, donde el emperador Shen Nung realizó el Pen Tsao (El 

Gran Herbario) alrededor del 3.000 a.C. Este libro ha tenido numerosas ediciones 

posteriores, albergando las descripciones y características de miles de plantas medicinales 

utilizadas aun a día de hoy en China204. Más adelante, egipcios, mesopotámicos, griegos, 

hindús, y otras culturas de todo el mundo han contribuido a este conocimiento con 

distintos tratamientos de origen vegetal que han ido utilizando.  

La procedencia multicultural de la fitoterapia, así como su uso extendido en el tiempo 

hasta nuestros días, defienden el valor terapéutico que se le atribuye. Con el avance 

tecnológico en la síntesis de fármacos, la fusión de lo antiguo con lo moderno ha dado 

lugar a la creación de importantes principios activos de origen vegetal, como la digoxina 

de las dedaleras (Digitalis lanata), el ácido salicílico de la corteza de sauce (Salix alba), la 

quinina de la corteza de la chinchona (Cinchona ledgeriana), la morfina de la adormidera 

(Papaver somniferum) o el paclitaxel de la corteza del tejo del Pacífico (Taxus brevifolia). 

Estas técnicas siguen siendo utilizadas en la actualidad, encontrando uno de los últimos 

descubrimientos más importantes en la artemisina, un antimalárico aislado a partir de 

Artemisia annua, que otorgó el Premio Nobel de Medicina y Fisiología de 2015 a la 

Doctora Tu Youyou205. Además, las principales compañías farmacéuticas poseen amplias 
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líneas de investigación que participan en programas de detección para identificar y aislar 

compuestos farmacológicamente activos de origen vegetal. 

Hoy en día, en torno a un 50% de la población occidental y más de un 80% de los 

países en vías de desarrollo recurren a la fitoterapia como medicina habitual, de la que 

una parte significativa lo hacen para el tratamiento o prevención de los trastornos 

digestivos. Aunque la mayoría de las indicaciones para el uso de estos remedios proceden 

de su uso tradicional, cada vez hay más ensayos controlados que demuestran sus efectos 

beneficiosos. Así, la continua investigación científica y el desarrollo de nuevas técnicas 

han permitido dar evidencia científica a muchos de los extractos utilizados, demostrando 

propiedades antimicrobianas, antioxidantes, inmunomoduladoras, antiespasmódicas, 

citotóxicas, etc. Algunos ejemplos conocidos son la uña de gato (Uncaria tomentosa), 

utilizada en la medicina tradicional peruana como digestiva y antiinflamatoria, la cual ha 

demostrado in vitro la inhibición de la apoptosis inducida por oxidación en líneas celulares 

epiteliales y macrófagos, la expresión de iNOS inducida por LPS y la activación del NF-

kB206; la cúrcuma (Curcuma longa), utilizada también como antiinflamatoria y digestiva, 

cuyo activo principal ha demostrado bloquear la activación del NF-kB mediada por 

citoquinas y la expresión de genes proinflamatorios207; o el Ginko biloba, originario de la 

medicina tradicional china y cada vez más usado en nuestra sociedad actual para el 

desarrollo cognitivo, favorecer la concentración, el tratamiento de la enfermedad vascular 

periférica y la insuficiencia cerebral. Su extracto ha demostrado la inhibición del factor 

activador de plaquetas208 y la eliminación de radicales superóxidos209 como mecanismos 

de acción principales.  

Uno de los usos más comunes de la fitoterapia es el tratamiento de patologías 

gastrointestinales, ya que no suelen desarrollar una clínica especialmente grave y sus 

tratamientos farmacológicos suelen ser principalmente sintomáticos y presentan efectos 

adversos importantes. Es posible encontrar alternativas fitoterápicas con una amplia 

variedad  de usos, como el jengibre (Zingiber officinale) en náuseas y vómitos, el cardo 

mariano (Silybum marianum) en patologías hepáticas, los extractos de regaliz (Glycyrrhiza 

glabra) o el chile (Capsicum) para el tratamiento de la úlcera péptica, la medicina herbal 

china en el síndrome del intestino irritable, derivados de opio (Papaver somniferum) en la 
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diarrea o la goma esterculia (extraída de árboles del género Sterculia) y la ispágula 

(Plantago ovata) en el estreñimiento, entre otros210,211. 

Los efectos farmacológicos producidos por los productos de origen vegetal dependen 

de la presencia de componentes funcionales, unas moléculas, generalmente distintas de 

hidratos de carbono, lípidos o proteínas, que pueden modular uno o más procesos 

metabólicos en el cuerpo, pudiendo ejercer un efecto beneficioso para la salud. Dentro 

de los componentes funcionales destacan los fitoquímicos, sustancias químicas 

producidas por el metabolismo de las plantas, sin capacidad nutritiva y biológicamente 

activas212.  

Para comprender la obtención de estos compuestos hay que centrarse en el 

metabolismo de las plantas. Las plantas realizan un metabolismo primario, el cual consiste 

en reacciones químicas para sintetizar o degradar materia orgánica, obteniendo 

moléculas orgánicas esenciales para la vida del organismo, como glúcidos, lípidos o 

proteínas, involucradas en procesos energéticos, morfogénesis o en la reproducción; y un 

metabolismo secundario, en el cual las reacciones de síntesis o degradación de materia 

orgánica producen compuestos no esenciales para la vida de la planta, diferentes en 

función de los grupos taxonómicos de estas, pero que presentan una vital importancia en 

fitoterapia y en farmacología, ya que son los responsables de determinadas funciones 

biológicas como dar color, sabor, aroma, textura, defensa frente a radicales libres o 

infecciones bacterianas, víricas o fúngicas. Estas sustancias son los metabolitos 

secundarios y se clasifican en función de su estructura química en tres grupos principales: 

alcaloides, terpenoides y polifenoles. 

Los alcaloides son compuestos orgánicos de origen natural sintetizados, de manera 

general, a partir de aminoácidos, lo que les otorga al menos un átomo de nitrógeno en su 

estructura. A principio del siglo XIX el concepto alcaloide fue introducido por el químico 

alemán W. Meissner, indicando que eran compuestos naturales que reaccionaban como 

bases. El primer alcaloide aislado fue la morfina, derivada del opio, marcando un 

precedente que vino seguido de cerca de otros como la estricnina, emetina, brucina, 

piperina, cafeína o la quinina213. Los alcaloides son producidos de manera natural por una 

amplia variedad de organismos, como plantas, hongos, bacterias o algunos animales, y se 

han utilizado en medicina desde la antigüedad. Sus efectos son tan variados como su 
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origen, habiéndose identificados en ellos propiedades antipalúdicas, (quinina), 

antiasmáticas (efedrina), vasodilatadoras (vincamina), antihipertensivas (reserpina), 

antineoplásicas (vinblastina y vincristina), antiarrítmicas (quinidina) y antibacterianas 

(sanguinarina). También poseen actividades psicotrópicas y estimulantes (cocaína, 

cafeína y nicotina) y pueden ejercer un efecto analgésico y sedante, como la morfina213.  

Los terpenoides, también llamados isoprenoides, son un amplio grupo de productos 

naturales a base de isopreno con funciones fundamentales en el metabolismo de todos 

los organismos. De los más de 40.000 terpenoides existentes, la gran mayoría están 

presentes en el reino vegetal como metabolitos secundarios, desempeñando funciones 

variadas como pigmentos claves en el proceso de fotosíntesis o repeler herbívoros y 

atraer a sus depredadores o especies polinizadoras214. Una parte de los terpenoides, los 

monoterpenos y los sesquiterpenos, forman parte fundamental de los aceites esenciales 

de las plantas aromáticas, confiriéndoles su característico aroma y muchas de sus 

funciones biológicas215. Su amplia distribución en la naturaleza ha provocado que muchos 

se utilicen de manera fortuita en la medicina, presentes en remedios tradicionales, pero 

no hayan sido identificados hasta el desarrollo de técnicas de caracterización 

modernas216. A pesar de sus beneficios, su variedad estructural hace que algunos de ellos 

tengan un rango terapéutico estrecho o produzcan toxicidad, lo que dificulta en algunas 

ocasiones su uso en fitoterapia. 

En cuanto a los polifenoles o compuestos fenólicos, son el grupo más abundante en 

los compuestos vegetales, con una variedad de más de 8.000 compuestos identificados217. 

Tienen en común la presencia de más de un grupo fenol por molécula y son considerados 

uno de los grupos de agentes antioxidantes más importantes de la dieta humana, ya que 

están presentes en la mayoría de las frutas, verduras, granos, infusiones o zumos que 

ingerimos. Numerosos estudios han demostrado que la ingesta de dietas con alto 

contenido en compuestos fenólicos reduce las posibilidades de desarrollar enfermedades 

metabólicas, degenerativas, cardiovasculares o incluso cáncer218. Estas propiedades están 

debidas a sus funciones antioxidantes, directas captando y eliminando radicales libres o 

indirectas evitando su formación, antiinflamatorias, protectoras del epitelio intestinal, 

inmunomoduladoras, antisépticas o antiagregantes, entre otras219–222. Por otra parte, a 

pesar de los múltiples beneficios que han demostrado tener, existen ciertas controversias 
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con su uso, como un posible efecto prooxidante en dosis elevadas222 o las limitaciones en 

su absorción y su alteración en los procesos de digestión221,223,224. Sin embargo, este 

último tiene un efecto beneficioso asociado, ya que la falta de absorción de algunos 

polifenoles facilita su llegada al colon, donde han demostrado un efecto beneficioso sobre 

algunas patologías como los trastornos de la motilidad o las enfermedades inflamatorias 

intestinales221,225. 

Aunque algunos estudios se han centrado en demostrar los efectos individuales de 

muchos fitoquímicos, es la composición global de los extractos donde reside el verdadero 

potencial farmacológico. Su combinación puede producir cambios en los efectos 

biológicos y biodisponibilidad de cada uno de ellos generando un efecto sinérgico que 

potencia sus efectos, mejorando así su perfil antioxidante, antiinflamatorio, 

antineoplásico, etc.226. Por ejemplo, el gel de Aloe vera, mucílago de la pulpa de la hoja 

del Aloe barbadensis, contiene más de 70 compuestos biológicamente activos, incluyendo 

mono y polisacáridos, aminoácidos, diversas enzimas, como la ciclooxigenasa, vitaminas, 

minerales y ácido salicílico entre otros227. Esta composición tan diversa hace muy difícil 

determinar un mecanismo de acción individual que justifique su efecto terapéutico in 

vivo, siendo este el resultado de la acción de sus componentes y su posible sinergia.  

La fitoterapia es tan antigua como extensa, son innumerables las formas que existen 

de utilizar los vegetales con fines terapéuticos, desde las más sencillas, como ingerir un 

fruto, a la preparación de extractos liofilizados, pasando por aceites esenciales, 

cataplasmas, ungüentos o pomadas, formando parte de multitud de productos 

cosméticos, complejos vitamínicos y un largo etcétera. Uno de los métodos más comunes 

son las infusiones: una bebida obtenida de la extracción de partes solubles de hojas, 

flores, raíces, cortezas, frutos e incluso semillas de algunos vegetales mediante su infusión 

en agua caliente. 

De las infusiones existentes, la más conocida y utilizada en el mundo es el té, 

proveniente del chino tscha (pronunciado como "tai", "cá" o "chai"), nombre de la infusión 

de la planta de Camellia sinensis. En España, sin embargo, la palabra té es utilizada en un 

espectro más amplio. En el Diccionario de la Real Academia Española, además de definirla 

como la planta original de té y su infusión, su 5ª acepción la describe como cualquier 

infusión.  
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Popularmente, se ha utilizado de una manera un poco más específica, nombrando a 

la mayor parte de las infusiones digestivas presentes en la península. Alrededor de 130 

especies de plantas han sido utilizadas en España con tales fines terapéuticos, de las 

cuales alrededor de la mitad son conocidas como té228. Una de las más comunes ha sido 

la infusión procedente de la planta Jasonia glutinosa (L.) DC. de la familia de las 

compuestas (Compositae), conocida popularmente como té de Roca, té de Aragón o té de 

monte, a la cual vamos a dedicar un apartado específico, debido a su relevancia en esta 

tesis doctoral.  
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1.6. JASONIA GLUTINOSA (L.) DC. 

 

Jasonia glutinosa (L.) DC., conocida en España como té de roca (TR), (figura 1.14) es 

una planta medicinal endémica de la costa occidental en el mediterráneo, conocida 

principalmente por sus propiedades digestivas229. 

En términos taxonómicos, desde 2012 el nombre aceptado es Chiliadenus glutinosus 

(L.) Fourr., aunque Jasonia glutinosa es considerado sinónimo y sigue siendo el nombre 

más utilizado230,231. Este cambio está basado en ciertas diferencias morfológicas y 

moleculares entre los géneros Chiliadenus y Jasonia, ya recogidos en la tesis doctoral de 

Nicolás Sánchez en 2007232, aunque lejos del consenso, algunos autores las consideran 

poco consistentes229. 

Botánicamente pertenece a la familia Compositae. Es una planta perenne, de hasta 

50 cm de altura, con raíces leñosas y tallos herbáceos, muy foliosos y pelosos, ramificados 

en la parte superior. Sus hojas, de color verde claro y unos 3 cm de longitud, son 

lanceoladas, muy glandulosas y pelosas, que producen una sustancia resinosa de olor 

alcanforado y sabor amargo característico. Sus flores son todas iguales, tubulosas y 

hermafroditas, de un color amarillo vivo233.  

Su carácter perenne hace que mantenga sus hojas todo el año, floreciendo, en 

función de la climatología y la región, en los meses de julio a septiembre, momento que 

se aprovecha para la recolección de sus partes aéreas, utilizadas para elaborar los 

preparados medicinales. 

Se distribuye en la región mediterránea occidental, incluyendo el este de España, 

norte de Marruecos, sur de Francia, Islas Baleares, Sicilia y Malta, donde crece en grietas 

y recovecos soleados de roca caliza entre los 250 y 1800 metros sobre el nivel del mar.   

Sus nombres populares están relacionados con sus usos y distribución. Los más 

comunes son té de roca, té de monte, té de Aragón, té de Moncayo, té de piedra, té de 

sierra, harkaitzetako tea (“té de las rocas” en euskera), árnica o árnica de montaña entre 

otros. 
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Figura 1.14. Jasonia glutinosa silvestre en los montes de Concud, Teruel. 

 

El uso más común del té de roca en la medicina tradicional ha sido para tratar 

trastornos del aparato digestivo, como indigestiones o dolores de estómago, 

habitualmente en forma de infusión teiforme, lo que le ha dado la categoría de “té” ya 

comentada228. De hecho, también se denomina en algunos lugares “manzanilla de 

monte”, en alusión a las propiedades semejantes de la Manzanilla (Chamaemelum nobile), 

perteneciente a la misma familia234, y al hábitat rocoso de Jasonia glutinosa. Además de 

como infusión, también se utiliza en la elaboración de licores de hierbas utilizados como 

digestivos. 

Otras propiedades terapéuticas reflejadas en la bibliografía también han estado 

vinculadas a sus nombres vulgares. Un ejemplo son el número importante de nombres 

derivados de “árnica”, debido a su utilización a nivel tópico para el tratamiento de 

contusiones, dolores reumáticos y reducir los hematomas. Esta última propiedad como 

posible venotónico también le ha dado el nombre de “yerba de la sangre”, debido a su 

uso para rebajar la tensión arterial o la anemia229.  

Además de estos usos principales, existen otros usos secundarios referidos en la 

medicina tradicional de distintos puntos geográficos, recogidos en la tabla 1.1229,231,235. 
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Tabla 1.1. Usos terapéuticos de Jasonia glutinosa (L.) DC. 

Usos terapéuticos de Jasonia glutinosa Formas de administración 

Sistema gastrointestinal 
   Digestivo, antidiarreico, laxante, antiulceroso,              
carminativo, emético, estimulante del apetito. 

Infusión 

Sistema circulatorio 
   Hipotensor, venotónico, antivaricoso. Infusión 

Sistema genito-urinario 
   Diurético, depurativo, tratamiento de cálculos renales. Infusión 

Sistema respiratorio 
   Antigripal, broncodilatador, tratamiento de faringitis. Infusión / vahos 

Sistema endocrino-metabólico 
   Adelgazante, lipolítico. Infusión 

Sistema nervioso 
   Antimigrañoso, antidepresivo, tranquilizante. Infusión 

Musculatura y esqueleto 
   Antirreumático, antiinflamatorio, analgésico local. Infusión vía tópica 

Piel y tejido celular subcutáneo 
   Cicatrizante, antiséptico, antiinflamatorio. Infusión / emplasto / ungüento / pomada 

 

Estas propiedades terapéuticas sugieren la presencia de un gran número de 

compuestos bioactivos en la composición de Jasonia glutinosa, algunos de los cuales han 

sido identificados en diversos estudios fitoquímicos. Valero y cols.233 realizaron una 

revisión en 2013 de los principales análisis existentes con diferentes aceites y extractos 

de las partes aéreas de la planta, las cuales se utilizan para elaborar sus preparados 

fitoterápicos. 

Los trabajos que analizan su aceite esencial, como los de Guillén y cols.236 y González-

Romero y cols.237, identificaron la presencia mayoritaria de terpenoides, destacando el 

alcanfor como su componente mayoritario (30 - 40%) seguido del borneol (15 - 20%) y en 

menor proporción nerolidol, β-pineno y otros compuestos de elevado peso molecular. 

Cabe destacar que en ambos estudios compararon esta composición con la de extractos 

obtenidos por otros métodos y las proporciones fueron muy similares. Además, en otros 

extractos se han identificado taninos, antraquinonas, triterpenos, esteroides, glúcidos, 

lactonas sesquiterpénicas y flavonoides, destacando los derivados de la patuletina, 

quercetina, y kaempferol por su conocida acción farmacológica231,238,239.  
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Estudios farmacológicos previos a esta tesis doctoral han investigado algunos de los 

mecanismos de acción de Jasonia glutinosa, centrándose en su actividad antiinflamatoria, 

antioxidante y antiprotozoaria. Así, Bermejo y cols.240 realizaron un estudio in vitro en 

macrófagos peritoneales de ratón con los sesquiterpenos contenidos en el TR, donde 

tanto la lucinona, la glutinona, el epi-kutdtriol y el kutdtriol mostraron una acción 

antiinflamatoria. Estos compuestos inhibieron la COX-1, disminuyendo la producción de 

la prostaglandina E2 (PGE2), conocido marcador proinflamatorio241.  

El efecto antioxidante del TR fue estudiado por López y cols.242 en un trabajo sobre 

plantas de la medicina tradicional española. En sus experimentos, distintos extractos de 

Jasonia glutinosa demostraron su capacidad para la captación de radicales libres 

mediante la reducción del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, más conocido como DPPH. 

Este efecto estaría relacionado con algunos de sus componentes que han demostrado 

propiedades antioxidantes en otros estudios, como los terpenoides216 o los flavonoides243. 

Algunas plantas muestran capacidad antimicrobiana como mecanismo de defensa 

frente a parásitos o depredadores. En el caso del TR, Villaescusa y cols.244,245 realizaron 

dos estudios de su efecto frente a protozoos, descubriendo su capacidad leishmanicida 

frente a Leishmania donovani, Trichomonas vaginalis y Plasmodium falciparum; mientras 

que López y cols.242 confirmaron su capacidad antifúngica frente a Rhizopus stolonifer, 

hongo utilizado como modelo al estudiar actividades contra hongos filamentosos. 

En cuanto a su acción hipotensora o venotónica, Valero y cols.246 estudiaron el efecto 

del TR en aorta de rata, demostrando un efecto relajante a nivel de la musculatura lisa 

vascular a través del bloqueo de los canales de calcio tipo L.  

En definitiva, aunque algunos autores han estudiado las acciones individuales de 

compuestos aislados de Jasonia glutinosa o el efecto global de un extracto de TR, la 

mayoría de ellos han sido estudios in vitro y hasta el momento no hay ninguno que se 

haya centrado en estudiar su papel a nivel del sistema gastrointestinal, así como en su 

mecanismo de acción. Esta tesis doctoral presenta los resultados obtenidos sobre el 

efecto terapéutico del TR, in vitro, ex vivo e in vivo en el aparato digestivo y sus 

mecanismos de acción, evidenciando de este modo su uso tradicional en el tratamiento 

de patologías gastrointestinales.  
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JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

 

Las enfermedades del sistema gastrointestinal abarcan una gran diversidad de 

patologías con diferente gravedad y clínica. Algunas más leves, como el meteorismo, la 

diarrea aguda o el estreñimiento ocasional presentan una alta incidencia y poca 

mortalidad, mientras que otras más graves, como procesos neoplásicos o diarreas 

infecciosas, sí generan numerosas víctimas mortales. También son características 

enfermedades crónicas con un alto impacto en la calidad de vida, como las enfermedades 

inflamatorias intestinales o trastornos nutricionales relacionados con alteraciones de la 

absorción intestinal, intolerancias o alergias. Su variedad provoca multitud de síntomas 

de distintas consideraciones, lo que a veces las hace difíciles de diagnosticar y tratar. 

Además, suelen afectar no sólo de manera local, sino que acaban teniendo una 

repercusión sistémica en los pacientes. Esta combinación provoca un gran impacto en su 

calidad de vida, con el gasto social y económico que esto conlleva. 

Durante años, los tratamientos para estas enfermedades han sido poco eficaces, 

centrados en reducir la sintomatología y presentando numerosos efectos adversos. Con 

la aparición de los tratamientos biológicos se ha mejorado el control de algunas de estas 

enfermedades, pero no son válidos para todos los pacientes y su elevado coste exige unos 

estrictos criterios de inclusión.  

A la vista de esta situación, es necesaria la búsqueda de nuevas dianas farmacológicas 

y el desarrollo de terapias alternativas, permitiendo encontrar nuevas vías de tratamiento 

que permitan mejorar y complementar las existentes. 

El canal KCa3.1 está implicado en diferentes procesos fisiológicos y fisiopatológicos 

relacionados con la secreción de cloro y agua. Sin embargo, hay muy pocos estudios in 

vivo sobre la importancia funcional de este canal en el intestino.  

Por otro lado, una de las plantas medicinales más utilizadas dentro de la costa 

occidental mediterránea occidental para el tratamiento de patologías digestivas es 

Jasonia glutinosa (L.) DC., más conocida en España como té de roca. A pesar de su uso 

tradicional, hay pocos trabajos científicos realizados in vitro que justifiquen su efecto o 
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describan su mecanismo de acción, sin haberse descrito hasta el momento su posible 

efecto in vivo a nivel digestivo. 

Por ello, nuestra hipótesis de trabajo es que el canal KCa3.1 está implicado en la 

funcionalidad del aparato digestivo, pudiendo ser una diana farmacológica para el 

tratamiento de patologías intestinales, y que Jasonia glutinosa (L.) DC. presenta diversos 

efectos a nivel del sistema gastrointestinal, lo que avalaría su uso tradicional como 

digestivo.  

Para comprobar esta hipótesis, los objetivos planteados en esta tesis doctoral son: 

 

1. Evaluar el efecto de la sobreexpresión o deleción del canal KCa3.1 en la 

morfología, estructura y función motora del aparato digestivo de ratón. 

 

2. Estudiar el posible efecto espasmolítico de un extracto de Jasonia glutinosa (L.) 

DC., valorando la amplitud y frecuencia de las contracciones espontáneas y su 

efecto sobre la fibra precontraída, así como estudiar su posible papel como 

antagonista de los canales de Ca2+ en el duodeno de rata. 

 

3. Estudiar la posible acción antiinflamatoria y protectora de la barrera intestinal de 

un extracto de Jasonia glutinosa (L.) DC. en un modelo murino de colitis, 

evaluando la sintomatología, el grado de lesión y la motilidad del intestino. 
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3.1. CONSIDERACIONES ÉTICAS RELATIVAS A LOS ESTUDIOS CON ANIMALES 

 

Todos los procedimientos realizados con animales en esta tesis doctoral fueron 

aprobados por la Comisión Ética Asesora para la Experimentación Animal de la 

Universidad de Zaragoza y autorizados por el Gobierno de Aragón (códigos PI 32/15, PI 

45/11 y PI 66/14 para los estudios 1, 2 y 3 respectivamente). El programa de cuidado y 

manejo de los animales se realizó de acuerdo con el RD53/2013, que transpone la 

Directiva Europea 63/2010 relativa a la protección de los animales utilizados para fines 

científicos. 
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3.2. ESTUDIO 1: PAPEL DEL CANAL KCa3.1 EN EL APARATO DIGESTIVO 

 

Animales 

Los ratones utilizados en este estudio fueron alojados en el animalario del Centro de 

Investigación Biomédica de Aragón (CIBA). Se estabularon en cubetas de plástico, en 

condiciones normales de laboratorio (20±2 °C, 40-60% humedad relativa y ciclo normal de 

luz/oscuridad) y acceso libre a pienso estándar y agua de bebida autoclavada. 

En este estudio se utilizaron dos cepas de ratones con fondo genético CB57BL/6. Estos 

animales fueron modificados genéticamente para, mediante una regulación 

farmacológica, sobreexpresar o producir una deleción del gen codificador del canal 

KCa3.1, el Kcnn4. El uso de ambos modelos in vivo permitió evaluar los cambios biológicos 

producidos por una modificación en la expresión de este canal.  

El primer grupo, denominado KCa3.1+, estuvo formado por ratones transgénicos 

preparados para expresar un transgén que indujera la sobreexpresión del canal KCa3.1 en 

el epitelio intestinal. El segundo grupo, denominado KCa3.1-, fue constituido por ratones 

knockout (KO) condicionales, los cuales tuvieron una deleción condicional del exón 4 del 

gen Kcnn4, lo que impidió la expresión de un canal KCa3.1 funcional1. 

Los ratones de ambas cepas fueron generados por el grupo del Profesor Dr. Hiroto 

Miura, Universidad de Nevada Medical School, mientras que la sobreexpresión o deleción 

condicional fue realizada por el grupo del Dr. Köhler en Zaragoza. 

La ingeniería genética utilizada para el desarrollo de estos ratones se encuentra 

detallada en el apartado de material y métodos de la primera publicación de esta tesis 

doctoral. 

Modulación farmacológica de la expresión del canal KCa3.1 

Para inducir los cambios en la expresión del canal, se utilizó la doxiciclina. Este 

antibiótico del grupo de las tetraciclinas es usado como regulador de la transcripción 

genética, generando una sobreexpresión o una deleción de determinados genes. Esta 

comparación permitió el análisis de los fenotipos generados por la sobreexpresión o 

deleción del canal en los ratones KCa3.1+ y KCa3.1- respectivamente. 
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La doxiciclina fue administrada en el agua de bebida a dosis de 1 mg/ml durante dos 

semanas. Con el fin de evitar el rechazo por parte de los animales, la solución fue 

suplementada con un 1% de sacarosa reduciendo así el amargor del preparado. Estos 

animales fueron denominados +DOX.  

Como grupo control se utilizó a los ratones que no recibieron doxiciclina en agua de 

bebida, aunque esta también fue suplementada con un 1% de sacarosa para equiparar el 

sabor. Estos se comportaron como ratones CB57BL/6 genéticamente normales y fueron 

denominados como -DOX.  

Además, se comprobó la posibilidad de neutralizar el fenotipo producido por la 

sobreexpresión del canal mediante un tratamiento farmacológico in vivo. Para ello, se 

utilizó un bloqueador del canal KCa3.1, el Senicapoc® (Icagen Inc.). Este medicamento fue 

incluido en un pienso preparado en una dosis de 30 mg/kg/día, la cual se conoce que 

alcanza niveles en plasma de 100 nM2. Los controles utilizados para esta prueba fueron 

ratones KCa3.1+ alimentados con este pienso, pero sin la adición del Senicapoc®, con el 

fin de evitar cambios en la ingesta por las posibles diferencias en los piensos. 

Durante la inducción de estos modelos, se midieron una serie de parámetros por 

parte del personal del animalario, monitorizando posibles cambios generados por la 

expresión de los fenotipos. Se cuantificó la cantidad de comida y bebida ingerida y se 

evaluó el estado de los animales, tomando medidas del peso y realizando un análisis visual 

de su estado clínico. 

Organografía del paquete gastrointestinal  

Tras finalizar la inducción del modelo genético, el personal del animalario se encargó 

del sacrificio de los animales mediante inhalación de CO2 o dislocación cervical, en función 

del emplazamiento, y de la extracción de los tejidos. Así, se retiró el paquete 

gastrointestinal y se conservó en solución PBS frío (tampón fosfato salino).  

Una vez recibidas las muestras, se realizó una organografía. Esta prueba consiste en 

la toma de medidas (peso y tamaño) de los diferentes órganos mediante una balanza de 

precisión y una regla milimétrica. Los datos fueron expresados como la media del peso en 

gramos o la longitud en centímetros de los órganos.  
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También se tomaron muestras de duodeno y colon para su análisis en técnicas 

posteriores, dividiéndolos en segmentos y guardándolos en formol, para realizar estudios 

de histología, o en ringer Krebs frío (NaCl 120 mM, KCl 4,7 mM, CaCl2 2,4 mM, MgSO4 1,2 

mM, NaHCO3 24,5 mM, KH2PO4 1 mM, pH 7.4), para llevar a cabo estudios de miografía.  

Análisis del contenido intestinal 

Tras el sacrificio, además de la organografía, se guardó el contenido intestinal de los 

ratones para su análisis. En primer lugar, se recogió el quilo del intestino delgado, se 

cuantificó su volumen y se almacenó a -20°C. Por otro lado, se extrajeron las heces 

contenidas en el colon, se pesaron y se dejaron a temperatura ambiente durante varios 

días para producir su deshidratación, con el objetivo de medir su contenido en agua. La 

fórmula empleada para ello fue: 

% 𝑎𝑔𝑢𝑎 𝑒𝑛 ℎ𝑒𝑐𝑒𝑠 =  
ℎ𝑒𝑐𝑒𝑠 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑎𝑠 (𝑚𝑔) –  ℎ𝑒𝑐𝑒𝑠 𝑠𝑒𝑐𝑎𝑠 (𝑚𝑔)

ℎ𝑒𝑐𝑒𝑠 ℎú𝑚𝑒𝑑𝑎𝑠 (𝑚𝑔)
 𝑥 100 

Tras estos experimentos se realizó un análisis del contenido electrolítico de las 

muestras recogidas. Primeramente, las muestras de quilo fueron descongeladas y 

centrifugadas tres veces durante 10 minutos a 8.000 rpm y a 4ºC, recogiendo 

posteriormente el sobrenadante.  

Por otro lado, las heces secas fueron rehidratadas en 1 ml de agua y se calentaron a 

65ºC durante 60 minutos. A continuación, se centrifugaron a 12.000 g durante 5 minutos 

y se recogieron los sobrenadantes. Estos fueron enviados al Servicio de Bioquímica Clínica 

del Hospital Miguel Servet para su análisis, cuantificando la presencia de los iones de 

sodio, potasio y cloro presentes en las muestras mediante espectrofotometría de llama.  

En el análisis del contenido intestinal, la cantidad de quilo fue expresada en mililitros, 

el peso de las heces en gramos y su contenido en agua en porcentaje respecto al peso 

total. En el análisis electrolítico, la concentración de los iones se expresó en milimoles. 
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Estudio histológico  

Para realizar el estudio histológico se utilizaron muestras de tejido intestinal de 

duodeno y colon. Las muestras, fijadas en formol, fueron enviadas al Servicio de Anatomía 

Patológica del CIBA para la realización de cortes histológicos y su tinción con hematoxilina 

y eosina. Una vez obtenidos los cortes y entregados en portaobjetos, fueron fotografiados 

en el laboratorio de Fisiología en la Facultad de Veterinaria utilizando una cámara digital 

Nikon DS-Ri1 acoplada a un microscopio Nikon Eclipse Ci. Las secciones fotografiadas 

fueron analizadas utilizando el programa ImageJ, midiéndose el área de la luz intestinal y 

el grosor de las capas musculares lisas longitudinal y circular. Se realizaron tres medidas 

de cada corte histológico en tres puntos diferentes. El área del lumen intestinal se expresó 

en mm2 y el grosor de las capas musculares en µm. 

Técnica de baño de órganos 

Para analizar las posibles alteraciones producidas por la modulación del canal KCa3.1 

en la función contráctil del intestino se realizó una prueba de miografía. Esta prueba ex 

vivo permitió registrar, cuantificar y analizar la contractibilidad de muestras de tejido 

intestinal, manteniendo condiciones similares a las fisiológicas. Específicamente, se 

evaluaron las contracciones espontáneas basales, el efecto de un antagonista del canal 

KCa3.1 y la respuesta contráctil inducida por acetilcolina (ACh).  

Agentes ensayados 

El TRAM-34, antagonista del canal KCa3.1, utilizado se obtuvo de Sigma. La solución 

madre fue preparada a partir de TRAM-34 sólido ≥98% diluido en dimetilsulfóxido (DMSO) 

en proporción 2 mg/ml. La dilución final utilizada, 10-6M, tuvo una concentración de 

DMSO < 0.001%. 

La ACh, un agonista colinérgico muscarínico, utilizada fue obtenida de Sigma. La 

solución de trabajo fue preparada a partir de cloruro de acetilcolina disuelto en agua. 

Preparación del tejido 

Se utilizaron segmentos de duodeno (2 cm a partir del píloro) y de colon medio (2 cm 

a partir del ciego). Estos fueron lavados con solución salina y almacenados en tubos Falcon 
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con ringer Krebs frío para su transporte hasta el laboratorio de investigación de la 

Universidad San Jorge, donde se llevaron a cabo los ensayos de miografía. 

Una vez en el laboratorio, los tejidos fueron cortados en segmentos más pequeños, 

de unos 10 mm de longitud, se limpiaron de restos de mesenterio y/o grasa. Se colocaron 

en las copas del baño de órganos con 5ml de Ringer Krebs, a una temperatura regulada 

de 37ºC y continuamente gaseada con carbógeno (95% de O2 y 5% de CO2). Para ello, un 

extremo del tejido se fijó a la base de la copa y el otro extremo se unió a un transductor 

isométrico en el sentido de las fibras musculares lisas longitudinales (figura 3.1).  

 

Figura 3.1. Segmento de intestino en el baño de órganos durante el experimento. Se puede observar 

la copa de doble camisa para mantener la temperatura que contiene el líquido nutricio, la aguja 

insufladora de carbógeno y la fijación del tejido en la base de la copa en un extremo y al transductor 

isométrico a través de un hilo en el otro. 

 

Una vez colocado el tejido en el baño de órganos, se dejaron estabilizar las 

contracciones basales durante 60 minutos, cambiando el medio cada 20 minutos. 

A cada segmento se le dio una tensión inicial de ≈ 5 mN medida por el transductor 

isométrico. Las contracciones producidas durante los ensayos fueron amplificadas y 

procesadas por el hardware de baño de órganos e-coder 410® (e-DaQ) y registradas en un 

ordenador para su posterior análisis a través el programa eDAQ Chart v.5.5.15 (figura 3.2).  
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Figura 3.2. Foto del equipo para baño de órganos. Copas con transductores isométricos, transductor, 

amplificador y ordenador con el software correspondiente.  

 

Protocolo para el estudio del canal KCa3.1 

Para estudiar el efecto de la modulación del canal sobre la contractibilidad intestinal, 

se llevaron a cabo los siguientes procedimientos sobre segmentos de duodeno y colon:  

• Estudio de la motilidad basal. Tras el periodo de estabilización, se registraron las 

contracciones espontáneas durante 10 minutos. Más tarde se analizaron la 

frecuencia (contracciones por segundo) y la amplitud (gramos de fuerza) de 

dichas contracciones.  

• Estudio del efecto del TRAM-34. Pasados los 10 minutos, se añadió al medio 

nutricio TRAM-34 (1 µM) y se registraron las contracciones durante los siguientes 

15 minutos.  La amplitud y la frecuencia de las contracciones espontáneas en 

presencia de TRAM-34 fueron calculadas como el porcentaje respecto a las ondas 

lentas de la motilidad basal.  

• Estudio de la respuesta a un agonista colinérgico muscarínico, la acetilcolina. Tras 

haber realizado un triple lavado y dejar que el tejido se estabilizara de nuevo 

durante 20 minutos, se añadió a las copas ACh (10-4 M) y se registraron las 

contracciones durante 3 minutos. La respuesta motora inducida por la ACh fue 
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medida como el área bajo la curva (actividad mecánica de la integral por segundo) 

de este periodo respecto a los tres minutos previos, considerados como respuesta 

control. La integral de la fuerza de contracción fue normalizada al peso de los 

segmentos de duodeno húmedos. Los resultados obtenidos se expresaron como 

porcentaje ± error estándar respecto al grupo control (–DOX), considerado el 

100%.  

Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos en todas las técnicas referidas se expresaron como la media 

± error estándar.  

Para el análisis estadístico se utilizó el programa Graph-Pad Prism, versión 6 

(GraphPad Software, USA). Dado que las comparaciones se realizaron entre un máximo 

de dos grupos, +DOX y –DOX, se utilizó la prueba de t-student, aplicando la corrección de 

Welch para los resultados paramétricos o el test de Mann-Whitney para los no 

paramétricos. Los resultados se consideraron significativos para valores de p ≤ 0.05. 
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3.3. ESTUDIO 2: EFECTO DEL TÉ DE ROCA SOBRE LA MUSCULATURA LISA INTESTINAL 

 

Animales 

En este estudio se utilizaron ratas Wistar macho, de 200-250 g de peso, obtenidas 

de la empresa Janvier Lab (LeGenest St. Isle, Francia). Los animales fueron estabulados en 

el animalario de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza en cubetas de 

plástico, en condiciones normales de laboratorio, ciclo normal de luz/oscuridad y con 

acceso libre a pienso estándar y agua de bebida autoclavada. 

Técnica de baño de órganos 

Agentes ensayados 

Para testar el efecto bioactivo de Jasonia glutinosa se utilizó el extracto etanólico de 

las partes aéreas de la planta preparado según lo descrito por Valero y cols.3. La parte 

etanólica del extracto fue retirada mediante un rotavapor y el extracto almacenado a -20° 

C hasta su utilización. Para su uso, el extracto se diluyó en agua milliQ. 

Se utilizaron los siguientes reactivos: verapamilo (V), antagonista de los canales de 

calcio tipo L, como sustancia relajante control, cloruro de potasio (KCl) para producir una 

contracción sostenida sobre la musculatura lisa, cloruro de calcio (CaCl2) para generar una 

contracción en un medio con ausencia de calcio y Bay-K 8644, agonista de los canales de 

calcio tipo L. Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma® (Madrid).  

El Verapamilo y Bay-K fueron primero diluidos en metanol para la realización de la 

solución madre. Las diluciones posteriores fueron realizadas en agua milliQ. 

Preparación del tejido 

La extracción de los segmentos de intestino se realizó siguiendo los pasos indicados 

en el estudio de miografía del canal KCa3.1. En este caso, se recogieron segmentos de 

duodeno de 2-6 cm a partir del píloro. La tensión establecida para el duodeno de rata fue 

aproximadamente de 9,8 mN. 
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Protocolo para el estudio del efecto del té de Roca sobre la musculatura lisa intestinal 

Para evaluar el efecto de nuestro extracto de TR sobre la contractibilidad de la 

musculatura lisa intestinal se realizaron varios ensayos:  

• Efecto sobre la motilidad basal. Tras 5 minutos del inicio del registro de las 

contracciones espontáneas del duodeno, se ensayaron diferentes 

concentraciones del extracto de TR (0.5, 1, 1.5, 2.5 y 5 mg/ml), verapamilo (10-8, 

3x10-7, 10-7, 3x10-6 y 10-6 M) y el vehículo del extracto, agua milliQ. Sobre estas 

contracciones se analizó el efecto producido por dichas sustancias sobre la 

frecuencia y la amplitud. Los resultados fueron representados como la media ± 

error estándar con respecto al control, considerado como la motilidad basal previa 

a la adición de los reactivos. Utilizando esta curva de dosis respuesta se obtuvo la 

concentración necesaria para reducir un 50% la contracción máxima inicial (CI50) 

del TR y del verapamilo. Para ello se realizó una media geométrica en la curva 

dosis-respuesta en el 50% de la inhibición de la respuesta inicial y se dio un valor 

en mg/ml de reactivo con un intervalo de confianza (IC) del 95%. 

• Efecto sobre la contracción con cloruro de potasio. Se produjo una contracción 

sostenida en el tiempo con KCl (80 mM) y se realizaron curvas dosis respuesta con 

el extracto del té de roca o el verapamilo. Para su análisis cuantitativo se utilizó 

como control la diferencia de la precontracción inicial del KCl respecto a la 

motilidad basal, y esta se comparó con la respuesta tras las dosis acumulativas de 

los reactivos, expresándose como porcentaje respecto al control ± error estándar. 

• Estudio del extracto de TR sobre el calcio. Para conocer si el extracto inducía su 

respuesta a través del calcio celular se realizaron dos ensayos.  

1. Estudio del extracto sobre la contracción inducida por el CaCl2. Una vez 

pasado el periodo de estabilización, se cambió el líquido nutricio por un 

ringer sin calcio ((en mM): NaCl 120, KCl 4,7, MgSO4 1,4, NaHCO3 24,5, 

KH2PO4 1, glucosa 5,6). Pasados 20 minutos de incubación en este medio se 

cambió por un medio sin calcio, rico en potasio ((en mM): NaCl 75, KCl 50, 

MgSO4 1,4, NaHCO3 24,5, KH2PO4 1, glucosa 5,6, y ácido etilenglicol 

tetraacético (EGTA) 0,5 mM). Tras 20 minutos de incubación se añadieron a 

las copas el vehículo, el extracto de TR (0,5 y 5 mg/ml) o el verapamilo (10-6 
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M). 15 minutos después, se añadieron concentraciones crecientes de CaCl2 

de manera acumulativa (10-5-10-2 M). Para analizar estos resultados se 

midieron las respuestas contráctiles producidas por el CaCl2 en cada 

segmento del duodeno, comparándolo frente a su motilidad basal. 

Posteriormente se compararon las respuestas producidas por cada reactivo. 

Los datos se expresaron en media de gramos de contracción ± error 

estándar. 

2. Efecto del extracto sobre la contracción producida por el Bay-K 8644. En 

primer lugar, se añadió a los tejidos el Bay-K (10-5 M) y se registró la 

contracción producida durante 3 minutos. Posteriormente, se realizó un 

triple lavado y se estabilizó el tejido durante 20 minutos. Tras este periodo 

de tiempo, el vehículo, distintas concentraciones de extracto de TR (0,5 y 5 

mg/ml) y el V (10-6M) fueron adicionados al baño durante 15 minutos, 

adicionando después el Bay-K 8644 (10-5 M) y registrando de nuevo su 

respuesta. Para el análisis cuantitativo de la respuesta, se compararon las 

respuestas contráctiles producidas por el Bay-K antes y después de la 

adición de los reactivos, tomando como control la contracción producida en 

el tejido tratado con el vehículo y expresando las contracciones de los 

demás grupos como porcentaje del control ± error estándar. 

Cada protocolo experimental fue realizado sistemáticamente en dos segmentos del 

músculo longitudinal de duodeno tomados de la misma rata y repetidos en cinco o seis 

animales. 
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Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos se expresaron como el porcentaje medio con respecto al 

control ± error estándar. El análisis estadístico se realizó utilizando el mismo software que 

en los estudios anteriores. Para analizar las diferencias entre grupos se utilizó el análisis 

de varianza (ANOVA) de una vía, seguido del test de Tukey para determinar los valores de 

p o mediante una prueba de t-student, aplicando la corrección de Welch para los 

resultados paramétricos o el test de Mann-Whitney para los no paramétricos. Los 

resultados se consideraron significativos para valores de p ≤ 0.05. 

 

  



III. Material y métodos 

97 

3.4. ESTUDIO 3: EFECTO PROTECTOR DEL TÉ DE ROCA EN UN MODELO DE COLITIS 

 

Animales 

En este ensayo se emplearon ratones macho de la cepa C57BI/6 macho de 8-12 

semanas de edad, suministrados por Janvier Lab (LeGenest St. Isle, Francia) y aclimatados 

durante una semana antes del comienzo de los experimentos. Fueron estabulados en 

cubetas de plástico, a un ratio de 4-5 animales/cubeta, en condiciones normales de 

laboratorio (20±2 °C, 40-60% humedad relativa y ciclo normal de luz/oscuridad), con 

acceso libre a pienso estándar y agua de bebida autoclavada. 

Modelo murino de colitis ulcerosa 

Para estudiar el posible efecto protector del té de roca en condiciones inflamatorias 

se utilizó un modelo de lesión-reparación mediante la administración de DSS.  

Los modelos lesión-reparación constan de dos fases, la primera consiste en la 

inducción aguda de una lesión en un tejido determinado seguida de una fase de 

reparación donde se elimina el inductor y se deja un tiempo de recuperación. En estos 

modelos se puede probar la capacidad de un tratamiento para reducir el impacto de la 

lesión y en la fase de recuperación, su capacidad para acelerarla4. 

El inductor de la lesión utilizado en nuestro modelo fue el DSS (PM: 40.000 Da, 

Panreac, Lörrach, Alemania). Este reactivo, con capacidad citotóxica para células 

epiteliales intestinal y macrófagos, administrado por vía oral produce una rotura de la 

barrera intestinal y una inflamación aguda del intestino que puede acabar provocando 

ulceraciones, simulando así la sintomatología de la colitis ulcerosa5,6. La fase de inducción 

duró 7 días, en los cuales se administró el DSS al 2,5% en agua de bebida. Pasado este 

tiempo, se retiró este inductor y se dejó una fase de recuperación de tres días. 

Sobre este modelo se evaluaron tres tratamientos: nuestro extracto de té de roca, a 

las concentraciones de 5, 25 y 50 mg/kg, la sulfasalazina (SSZ), medicamento de elección 

en el tratamiento de la colitis ulcerosa, a la dosis de 100 mg/kg y el vehículo de las 

disoluciones, agua de bebida de los ratones, como tratamiento control. Las disoluciones 
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se realizaron diariamente y fueron administradas mediante sonda intragástrica en un 

volumen de 0,2 ml. 

Se administraron los tratamientos orales durante 20 días. La colitis se indujo durante 

los días 10 a 17. Finalmente, los animales fueron sacrificados (figura 3.3). 

 

 

Figura 3.3. Diseño experimental de la inducción de la colitis mediante la adicción de DSS 2.5% en agua de 

bebida. 

 

Para evaluar el posible efecto protector del té de roca, los animales utilizados en este 

experimento fueron divididos en siete grupos y nombrados en función del tratamiento 

recibido en agua de bebida y el recibido mediante sondaje. Los dos primeros grupos, a los 

que no se les indujo la enfermedad, recibieron agua y extracto de TR (50 mg/kg) 

respectivamente como tratamiento oral. Estos grupos fueron utilizados como control y 

para comprobar el efecto del extracto de TR sobre animales sanos. Los otros cinco grupos 

desarrollaron la enfermedad recibiendo el DSS en agua de bebida. El primero de estos 

grupos en el tratamiento oral solo recibió el vehículo, siendo utilizado para registrar el 

impacto de la enfermedad sin tratamiento. Otros tres grupos recibieron extracto de TR a 

distintas dosis (5, 25 y 50 mg/kg). El último grupo fue tratado con SSZ a la dosis de 100 

mg/kg, elegida de acuerdo a la bibliografía7, utilizado como grupo de referencia con un 

tratamiento de elección en colitis.  

Valoración de la colitis 

Para la evaluación de la colitis se monitorizó diariamente a los animales, observando 

la sintomatología asociada. Con estos datos se realizó un índice de actividad de la 

enfermedad (DAI). Este índice se calculó como la suma del score de pérdida de peso, que 

fue el porcentaje de pérdida de peso diaria respecto a la medición inicial (0: <1%, 1: 1-5%, 
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2: 5-10%, 3: 10-15%, 4: ≥15%), la valoración diaria de la consistencia de las heces (0: 

normal, 1: heces blandas, 4: diarrea acuosa) y la presencia de sangre en heces (0: normal, 

2: sangre oculta, 4: sangre visible).  

La presencia de sangre oculta fue determinada mediante un test cualitativo de sangre 

en heces (Tri Slider FOB Guayaco, Sanilabo, España). La realización de esta prueba consiste 

en colocar una muestra de residuo fecal sobre una cartulina impregnada en resina 

guayaco. A continuación, se añade una solución alcohólica de peróxido de hidrógeno, la 

cual provoca una tinción azul característica en presencia de sangre debido a una reacción 

de oxidación de la hemoglobina. La tinción debe detectarse antes de los 30 segundos, a 

partir de los cuales se descarta la tinción como positivo (figura 3.4). 

 

Imagen 3.4. Fotografía del test Guayaco donde se puede observar la coloración azul provocada por la 

reacción de oxidación de la sangre en presencia de peróxido de hidrógeno.  

 

Al final de los experimentos, los animales fueron sacrificados por dislocación cervical 

y se realizó un estudio del grado de lesión del colon. Además, se tomaron muestras de 

intestino para otras técnicas que se explicarán posteriormente. 

Estudio macroscópico 

Se realizó un análisis macroscópico del grado de lesión del colon. La longitud de 

colon y el grosor del colon proximal y distal se midió utilizando un calibre digital 

(resolución de 0,01 mm). A continuación, el colon fue abierto de manera longitudinal y 

fue lavado con solución salina al 0,9%. Los efectos de la colitis fueron valorados en función 

de un sistema de puntuación estándar: número de adherencias (0: 0, 1: 1, 2: 2, 3: >2), 
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diarrea (0: heces normales, 1: heces blandas, 4: diarrea acuosa), edema (0: ausencia, 1: 

moderado, 2: severo), estenosis (0: 0 ,1: 1, 2: 2, 3: >2), moco (0: ausencia, 1: presencia), 

hemorragia (0: ausencia, 1: sangre visible), eritema (0: ausencia, 1: <1 cm, 2: ≥1 cm), 

úlceras o erosiones (0: 0, 1: <1 cm, 2: ≥ 1cm) y presencia de sangre oculta (0: no, 1: sí). El 

score se calculó con la suma de los diferentes apartados y se realizó para cada uno de los 

animales. Los resultados obtenidos se expresaron como la media ± error estándar. 

Estudio de la capacidad antiinflamatoria del té de roca  

Para evaluar el efecto protector del TR se llevó a cabo una evaluación de la expresión 

de distintos biomarcadores de inflamación en muestras de tejido del colon. 

Determinación de actividad de la mieloperoxidasa (MPO) 

La mieloperoxidasa es una enzima proinflamatoria producida mayoritariamente por 

neutrófilos8,9. Es considerada como uno de los principales indicadores de inflamación 

aguda debido a que los neutrófilos se infiltran de manera temprana en el sitio de la 

inflamación, liberando el contenido de sus gránulos de secreción al medio extracelular 10–

12.  

Para cuantificarla se utilizaron muestras de colon distal previamente extraídas y 

almacenadas a -80 °C. Estas muestras fueron homogeneizadas a través de un 

homogeneizador DI25 Basic (IKA, Staufen, Alemania) en buffer fosfato 0,1 M (pH 7,4) y 

después centrifugadas a 15.000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. La fracción sobrenadante 

fue utilizada para medir el contenido de MPO por el Kit Colorimétrico de Actividad de 

MPO (Sigma-Aldrich). En este kit, se utiliza la capacidad de la MPO para catalizar la 

formación de ácido hipocloroso, el cual reacciona con la taurina para formar un complejo 

llamado taurina cloroamina. Este complejo, junto con el cromóforo TNB genera un 

producto incoloro, el DTNB. La formación de este último compuesto es proporcional a la 

cantidad de MPO de la muestra utilizada, permitiendo cuantificar su presencia. Una 

unidad de actividad de MPO se define como la cantidad de enzima que hidroliza el 

sustrato y genera cloroamina de taurina para consumir 1 µmol de TNB por minuto a 25 

°C. La actividad de MPO se expresó como la media de U/mg de proteína ± error estándar. 
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Determinación de la expresión de las interleucinas (IL) 6 y 10 

Otros de los biomarcadores cuantificados fueron las interleucinas 6 y 10. La IL-6 es 

una citocina proinflamatoria generada por numerosas células defensivas estimulando la 

diferenciación de células T y B y contribuyendo a la inflamación cuando se une a su 

receptor13–15. Por otro lado, la IL-10 tiene un efecto antiinflamatorio, pudiendo inhibir la 

expresión de citoquinas proinflamatorias por parte de células defensivas16,17. La presencia 

de estas proteínas en las muestras de colon distal fue medida a través de la técnica ELISA, 

acrónimo de “ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas”, mediante los kits Ready-

Set-Go® de eBioscience para IL-6 e IL-10. Esta prueba permite la detección de un antígeno 

de una proteína objetivo mediante su unión a un anticuerpo enlazado a una enzima que 

produzca un producto detectable, por ejemplo, un cambio de color. 

Cada kit contenía los reactivos necesarios para su ejecución, aunque los pasos 

realizados fueron muy semejantes. Para ambos kits se utilizaron placas de ELISA Corning 

Costar 9018 de 96 pocillos. En primer lugar, se añadieron 100 µL por pocillo de la solución 

del anticuerpo primario específico para IL-6 o 10 y se dejaron incubar toda la noche a 4 

°C. A la mañana siguiente, se aspiraron y lavaron los pocillos con >250 µL/pocillo de la 

solución de lavado proporcionada por los kits (1x PBS, 0,05% Tween-20), retirando los 

restos de solución utilizando papel absorbente. A continuación, se añadieron 200 

µL/pocillo del solvente del ensayo y se dejó incubar durante una hora para bloquear 

posibles uniones inespecíficas, retirando los restos después. Una vez retirados, se 

añadieron ocho concentraciones crecientes del estándar para realizar una curva de 

calibrado en cada kit (4 – 500 y 32 – 4000 pg/ml para IL-6 e IL-10 respectivamente) y se 

añadieron 100 µL/pocillo de nuestras muestras, dejando incubar estas soluciones durante 

toda la noche, mejorando así la unión con el anticuerpo primario y la sensibilidad de la 

prueba. Al día siguiente, se aspiraron y lavaron los pocillos 5 veces como se había hecho 

previamente para eliminar los restos de muestras o estándares. Tras esto, se añadieron 

100 µL/pocillo de anticuerpo de detección o secundario específico de cada citoquina 

conjugados con biotina y se incubaron una hora. De nuevo se eliminaron los restos de 

anticuerpo mediante 5 lavados consecutivos. Una vez retirados los residuos, se añadieron 

100 µL/pocillo de la enzima de detección, el complejo avidina-peroxidasa de rábano 

picante (HRP) o estreptavidina-HRP para la IL-6 o 10 respectivamente, proporcionados en 
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los kits y se dejó incubar durante 30 minutos para su unión a los anticuerpos secundarios. 

Pasado este tiempo, se limpiaron los restos de solución lavando 7 veces cada pocillo, 

dejando dos minutos la solución de lavado antes de retirarla para asegurarnos la 

eliminación total del compuesto no unido al anticuerpo secundario. Una vez eliminados 

los restos de solución de lavado, se añadieron 100 µL/pocillo de la solución de sustrato 

(tetrametilbencidina) para generar la respuesta colorimétrica y se dejaron reposar 15 

minutos. Finalmente, se añadió la solución stop correspondiente de cada kit para frenar 

la reacción, 50 y 100 µL/pocillo de H3PO4 para los kits de IL-6 e IL-10 respectivamente. 

Ambas placas de ELISA fueron leídas a 450 nm. Los datos fueron expresados como media 

± error estándar de pg de proteína (IL-6 o 10) /mg totales de proteínas. 

Determinación de la expresión de óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y 

ciclooxigensasa-2 (COX-2) 

Las enzimas iNOS y COX-2 son dos de los marcadores de inflamación más utilizados. 

El óxido nítrico sintetizado por la iNOS se ha relacionado en los últimos años con la 

alteración de la función del intestino y con su participación en la patogenia de las 

enfermedades inflamatorias intestinales 18,19. La COX-2 es una enzima que participa en los 

procesos inflamatorios y en la síntesis de prostanoides. Su expresión se induce por la 

presencia de mediadores inflamatorios, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), 

la IL-1β o el interferón γ entre otros20,21.  

Para cuantificar los niveles de estas enzimas en las muestras de muestras de colon 

distal se utilizó el Western Blot (WB) o Inmunoblotting. En el WB las proteínas son 

separadas por electroforesis en función de su peso molecular y a continuación se utilizan 

un anticuerpo primario y otro secundario específicos para detectar la proteína objetivo.  

Para realizar esta técnica en nuestro estudio, las muestras de colon distal recogidas 

previamente fueron homogeneizadas en solución tampón de lisis fría (NaCl 150 mM, Tris 

10 mM, pH 7,5 y Triton X-100 al 1%) complementado con un inhibidor de proteasas EDTA-

free® (Roche) para evitar su degradación. Estos homogeneizados se centrifugaron a 

15.000 rpm a 4 °C durante 20 minutos.  

Para la detección específica de iNOS y COX-2, muestras de los sobrenadantes 

anteriores fueron colocadas en geles SDS-PAGE con 7,5% de poliacrilamida (Bio-Rad) y se 
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separaron sus proteínas mediante electroforesis a amperaje constante de 30 mA durante 

1-2 horas. A continuación, las proteínas de los geles fueron transferidas a membranas 

PVDF pretratadas con metanol (Inmmobilon-P; Millipore) para poder marcar las proteínas 

con anticuerpos específicos. La transferencia se realizó a amperaje constante de 200 mA 

durante 2 horas. Al finalizar, los huecos no ocupados por las proteínas de estas 

membranas se bloquearon con leche desnatada al 5% en solución salina tamponada con 

Tris suplementada con Tween-20 al 0,1% (TBST) a temperatura ambiente durante dos 

horas. A continuación, se incubaron las membranas con anticuerpos para iNOS (1:200, BD 

Biosciences), COX-2 (1:1000, BD Biosciences) o β-actina (1:5000, Santa Cruz 

Biotechnology, usada como control) durante la noche en TBST con leche desnatada al 1% 

a 4 °C. 

Al día siguiente, las membranas se lavaron e incubaron con anticuerpos secundarios 

conjugados con peroxidasa (1:2000, BD Biosciences) en TBST con leche desnatada al 1% 

durante dos horas a temperatura ambiente para la detección visual de proteínas. Los 

inmunocomplejos formados proteína-anticuerpo se detectaron por reacción 

quimioluminiscente usando el kit Western Bright Sirius (Advansta) y la señal se visualizó 

con un analizador (VersaDoc, Bio-Rad).  

Los resultados fueron expresados como ratios iNOS/actina o COX-2/actina en 

unidades densimétricas arbitrarias ± error estándar. 

Determinación de la concentración de proteínas totales 

La cuantificación del contenido en proteínas de las muestras se realizó a partir de 

muestras de colon distal como las utilizadas previamente.  

Estos fragmentos de colon fueron homogeneizados como en la técnica para la 

medición de la iNOS y la COX-2: fueron homogeneizadas en solución tampón de lisis fría 

(NaCl 150 mM, Tris 10 mM, pH 7,5 y Triton X-100 al 1%) complementado con un inhibidor 

de proteasas EDTA-free® (Roche) para evitar su degradación. Estos homogeneizados se 

centrifugaron a 15.000 rpm a 4 °C durante 20 minutos. A continuación, se recogió el 

sobrenadante y se determinó la concentración de proteínas mediante el método del ácido 

bicinconínico o BCA (Pierce (Thermo-Fisher)).  
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En el método BCA las proteínas presentes en los sobrenadantes se unen al ión Cu2+, 

el cual se reduce a Cu+ en un medio alcalino. Una vez reducido, BCA, crea un complejo con 

el Cu+ de un fuerte color púrpura (reacción de Biuret). La absorbancia de este producto 

(medida a 562 nm) es mayor en función de la cantidad de proteínas presentes22–24. Los 

datos fueron expresados en mg de proteínas totales. 

Determinación de la expresión de proteínas de unión estrecha 

Para comprobar el efecto protector del TR sobre el daño producido por la colitis en la 

barrera intestinal, se analizó la expresión de las proteínas de unión estrecha, principales 

encargadas del mantenimiento de su estructura. En concreto, se visualizó la zonula 

occludens-1 (ZO-1). Para su detección y estudio de su distribución, se realizó una 

inmunofluorescencia, en la que se marcó dicha proteína con un complejo fluorescente y 

después se observó con un microscopio confocal. 

Para esta técnica se utilizaron los cortes histológicos de colon proximal incluidos en 

parafina por el servicio de anatomía patológica del CIBA. En primer lugar, estas secciones 

fueron desparafinadas y rehidratadas mediante dos baños consecutivos de Histo-Clear® 

(National Diagnostics), concentraciones decrecientes de etanol (100°x2, 96°, 90° y 70°) y 

posteriormente lavados con agua destilada y TBS (solución salina tamponada con Tris; 65 

mM Tris-Cl, pH 7,5; 150 mM NaCl). Los tejidos se trataron durante 30 minutos con 

borohidruro de sodio (NaBH4; 1% peso/volumen) en TBS frío para reducir la posible 

autofluorescencia del tejido o sus fijadores. La unión inespecífica de los anticuerpos 

después utilizados fue bloqueada con albúmina sérica bovina (BSA) al 1% y Triton X100 al 

0.5% en TBS, solución tampón de bloqueo, durante 30 minutos, renovando la disolución 

cada 10 minutos. A continuación, los portas se incubaron a 4 °C durante la noche con un 

anticuerpo anti-ZO-1 caprino (1:50, Santa Cruz Biotechnology). Al día siguiente, los cortes 

fueron lavados con solución tampón de bloqueo (durante 10 minutos por triplicado) e 

incubados con un anticuerpo secundario anti-IgG de cabra hecho en burro conjugado con 

el complejo fluorescente AlexaFluor 488 (1:2000, Molecular Probes). La incubación se 

llevó a cabo en oscuridad durante dos horas a temperatura ambiente. Tras este paso, se 

realizaron 3 lavados de 15 minutos en TBS para eliminar el exceso de anticuerpo 

secundario. A continuación, los portaobjetos se montaron con Fluoromount-G 

(SouthernBiotech) que contenía 0.1% DAPI (Life Biotechnologies) y 0.4% de DraQ5 



III. Material y métodos 

105 

(BioStatus), los cuales marcaron el ADN. Finalmente, los cortes se visualizaron con un 

microscopio confocal (Olympus FV10) y fueron fotografiados utilizando el software 

visualizador Olympus FV10-ASW 3.0. Estas imágenes fueron posteriormente procesadas 

con el programa ImageJ para el montaje de las figuras. 

Técnica de baño de órganos 

Preparación del tejido 

La extracción de los segmentos de intestino se realizó siguiendo los pasos indicados 

en el estudio de miografía del canal KCa3.1. En este protocolo, se recogieron segmentos 

de íleon terminal de ratón de 1 cm de largo (tomados en la porción adyacente al ciego). 

La tensión establecida para el íleon de ratón fue de ≈ 5 mN. 

Protocolo de valoración del efecto protector del extracto de TR 

Para evaluar el posible efecto protector del TR sobre las alteraciones contráctiles del 

intestino inducidas por el DSS, se registró y evaluó la motilidad basal del íleon de cada 

grupo de animales. En primer lugar, se valoró la amplitud, la frecuencia y el coeficiente de 

variación de las contracciones espontáneas. Estos valores fueron normalizados al control, 

considerando este como el 100%, expresando los datos del resto de grupos como el 

porcentaje respecto a este. 

El coeficiente de variación fue calculado para valorar la irregularidad de las 

contracciones a través de la siguiente fórmula: 

𝐶𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑉𝑎𝑟𝑖𝑎𝑐𝑖ó𝑛: 
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝐸𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟

𝑀𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑎𝑚𝑝𝑙𝑖𝑡𝑢𝑑 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖𝑜𝑛𝑒𝑠
 

Además, se evaluó la respuesta motora inducida por la ACh (10-4 M). Para ello, se 

calculó el área bajo la curva de los tres minutos de respuesta a la ACh y se expresó como 

porcentaje respecto a la registrada los tres minutos previos a su adición, tomados como 

control. La respuesta motora fue normalizada por el peso húmedo de cada preparación. 

Cada protocolo experimental fue realizado sistemáticamente en un segmento de 

íleon por ratón y repetido en 4-10 animales. 
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Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos se expresaron como la media ± error estándar. El análisis 

estadístico se realizó utilizando el mismo software que en los estudios anteriores. Para 

analizar las diferencias entre grupos se utilizó el ANOVA de una vía, seguido del test de 

Tukey cuando se observó una distribución paramétrica, el test de Kruskal-Wallis cuando 

la distribución no fue paramétrica o, en caso de las comparaciones entre dos grupos, la 

prueba de t-student, aplicando la corrección de Welch para los resultados paramétricos o 

el test de Mann-Whitney para los no paramétricos. Los resultados se consideraron 

significativos para valores de p ≤ 0.05. 
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4.1 CANAL KCa3.1 EN EL APARATO DIGESTIVO 

 

Los resultados de este estudio forman parte de la primera publicación adjunta en esta 

tesis doctoral. Se analizó la función del canal KCa3.1 en un modelo murino in vivo, con dos 

cepas modificadas genéticamente para permitir la modulación de la expresión del canal 

KCa3.1. El tratamiento con doxiciclina durante dos semanas (+DOX) produjo una 

sobreexpresión en el caso de la primera cepa, los animales KCa3.1+, o generó una 

mRNA/proteína disfuncional en la segunda cepa, los animales KCa3.1-. Los animales de 

ambas cepas que no recibieron doxiciclina (-DOX) mostraron una expresión fisiológica.  

Los animales KCa3.1+ tratados con doxiciclina (+DOX) expresaron un fenotipo 

caracterizado por un engrosamiento de la piel (hiperqueratosis) y lesiones cutáneas1. En 

cuanto a los patrones de alimentación, aumentaron su ingesta de agua hasta un 60% 

durante la segunda semana del tratamiento respecto a los ratones control (-DOX), pero 

no mostraron diferencias significativas en la cantidad de comida ingerida (tabla 4.1). 

 

Tabla 4.1. Consumo de agua y comida de ratones KCa3.1+ tratados (+DOX) y no tratados (-DOX) con 

doxiciclina. Datos expresados como la media ± error estándar (EE), n = 11-33.  *** p<0,001. 

 

 

Después de dos semanas de tratamiento, los animales se sacrificaron y se realizó un 

estudio para observar los posibles cambios anatómicos y/o funcionales en el sistema 

digestivo que la sobreexpresión del canal pudiera haber provocado. 

El examen anatómico del sistema digestivo mostró diferencias en cuanto al peso en 

algunos órganos en los animales +DOX respecto a sus ratones control, -DOX. Como puede 

verse en la tabla 4.2, los animales KCa3.1+ con sobreexpresión del canal presentaron un 

incremento significativo en el peso del paquete gastrointestinal, del intestino delgado y 

del ciego, sin encontrarse diferencias significativas en el resto de las vísceras.  

(- DOX) (+ DOX)

media ± EE media ± EE

Comportamiento

Ingesta de agua 1ª semana (mL/día) 4,7 ± 0,3 4,1 ± 0,4

Ingesta de agua 2ª semana (mL/día) 4,2 ± 0,3 6,8 ± 0,6***

Ingesta de comida (g/día) 1,4 ± 0,2 1,7 ± 0,2

KCa3.1 +
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Tabla 4.2. Peso de los órganos del sistema gastrointestinal, normalizado al peso corporal y expresado 

como porcentaje ((g órgano/g peso corporal) x100). Datos expresados como la media ± error estándar 

(EE), n = 10-12. * p<0,05, *** p<0,001. 

 

 

Al analizar el contenido de los órganos, en el intestino delgado de los animales +DOX 

se encontró un volumen de quilo 2,16 ± 0,23 veces superior al de los animales control 

(figura 4.1A). 

En cuanto al contenido del colon, los animales +DOX presentaron una mayor 

cantidad, cuantificando una media de 140 ± 11 mg por ratón, en comparación con los 97 

± 10 mg recogidos en los animales control (figura 4.1B). Pese a esta diferencia significativa, 

las heces no presentaron cambios en cuanto a la forma, el tamaño o la cantidad de agua 

(≈ 71 ± 1%) (figura 4.1C). 

 

Figura 4.1. Análisis del contenido intestinal. (A) Volumen de quilo. (B) Peso de heces húmedas. (C) 

Contenido de agua de las heces, expresado como % del peso. Datos expresados como la media ± error 

estándar, n = 3-8. * p<0,05, ** p<0,01. 

 

En base a estas diferencias en el contenido intestinal, se realizó un análisis de la 

composición de los iones Na+, K+ y Cl- en las muestras de quimo (figura 4.2A) y heces 

(figura 4.2B). Los resultados no mostraron diferencias significativas entre los ratones 

+DOX y los animales control -DOX. 

(- DOX) (+ DOX)

media ± EE media ± EE

Organografía

Paquete gastrointestinal (g/g PV) 12,7 ± 0,6 17,5 ± 1,8*

Estómago (g/g PV) 1,7 ± 0,2 2,1 ± 0,3

Intestino delgado (g/g PV) 6,5 ± 0,4 10,4 ± 1,2*

Ciego (g/g PV) 1,6 ± 0,1 4,9 ± 0,6***

Colon (g/g PV) 1,6 ± 0,2 1,5 ± 0,1

KCa3.1 +
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Figura 4.2. Análisis del contenido electrolítico del contenido intestinal de ratones -DOX y +DOX: 

concentraciones de Na+, K+ y Cl- en: (A) quimo intestinal, (B) heces deshidratadas. Los datos están 

expresados como la media ± error estándar, n = 3-8. 

 

La acumulación de quilo en el intestino delgado produjo una distensión de la pared 

intestinal, la cual se observó al realizar un análisis microscópico de los cortes histológicos 

del duodeno. En ellos se encontró un aumento significativo en el área del lumen (figura 

4.3A), registrando en los animales +DOX un área 3,5 veces mayor respecto a los animales 

control (-DOX) (figura 4.3B). 

 

Figura 4.3. Estudio de los cortes histológicos del duodeno en los animales KCa3.1+. (A) Fotos de cortes 

histológicos teñidos con hematoxilina-eosina. (B) Área del lumen intestinal. Datos expresados como la media 

± error estándar. n=6-15. ** p < 0,01. 

 

Se realizaron medidas del grosor de la capa muscular circular y longitudinal para 

comprobar si la dilatación del duodeno había provocado cambios en ellas. Como se puede 

observar en la figura 4.4, no se encontraron diferencias significativas en el grosor de las 

dos capas entre los grupos +DOX y -DOX. 
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Figura 4.4. Análisis del grosor de las capas musculares lisas del duodeno. (A) Grosor de la capa muscular 

lisa longitudinal. (B) Grosor de la capa muscular lisa circular. (C) Suma del grosor de las capas musculares 

lisas circular y longitudinal. Datos expresados como la media ± error estándar. n=10-15. 

 

El aumento del contenido intestinal encontrado sugería cambios en la motilidad en 

los animales KCa3.1+ tratados con doxiciclina.  Para valorar esta posibilidad, se realizó un 

estudio de miografía en duodeno y colon, el cual, como se va a detallar a continuación, 

reveló diferencias significativas en la contractibilidad intestinal entre ambos grupos. 

La figura 4.5A muestra registros representativos de la motilidad basal del duodeno 

de los animales -DOX y +DOX. Como puede observarse, las contracciones espontáneas del 

duodeno de los animales +DOX presentaron una menor frecuencia que los animales -DOX, 

sin haber modificaciones en cuanto a la amplitud de las ondas (figura 4.5B). Para 

comprobar si este efecto era producido por un efecto directo de la sobreexpresión del 

canal KCa3.1, este se bloqueó de manera selectiva con TRAM-34 (10-6 M). Como se aprecia 

en la figura 4.5C, este antagonista no produjo cambios significativos ni en la frecuencia ni 

en la amplitud de las contracciones espontáneas en ninguno de los dos grupos (-DOX y 

+DOX). 

Para valorar posibles alteraciones en la respuesta contráctil del duodeno, se adicionó 

acetilcolina (10-4 M). Al comparar las respuestas producidas, tampoco se observaron 

cambios significativos entre los animales +DOX y -DOX (figura 4.5D). 
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Figura 4.5. Impacto de la inducción del transgén KCa3.1 en la contractibilidad duodenal de ratones 

KCa3.1+, comparando ratones -DOX con +DOX. (A) Registro de las contracciones espontáneas de la 

musculatura lisa longitudinal. (B) Frecuencia y amplitud de las contracciones espontáneas de la motilidad 

basal. (C) Efecto del TRAM-34 (10-6 M) en la frecuencia y amplitud en las contracciones espontáneas, 

expresado como % respecto a la motilidad basal. (D) Respuesta contráctil a la adición de ACh (10-4 M), 

expresada como % de respuesta respecto a su control. Datos expresados como la media ± error estándar; n 

= 12-16. ** p <0,01. 

 

 

En cuanto al colon, al comparar los registros de la motilidad basal del colon medio de 

los animales -DOX y +DOX (figura 4.6A), se encontró que los ratones con sobreexpresión 

del canal presentaban unas contracciones espontáneas menos sincronizadas, con una 

menor frecuencia y una mayor amplitud (figura 4.6B). 

Al igual que en el duodeno, se bloqueó el canal KCa3.1 con TRAM-34 para estudiar la 

posible relación directa de su sobreexpresión en la motilidad basal, sin encontrarse 

cambios significativos en la frecuencia ni en la amplitud de las contracciones espontáneas 

(figura 4.6C). 
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La adición de ACh (10-4 M) tampoco mostró diferencias significativas en la respuesta 

contráctil de la musculatura lisa del colon entre los grupos +DOX y -DOX (figura 4.6D), 

mostrando un similar funcionamiento de la musculatura lisa. 

 

 

Figura 4.6. Efecto de la inducción del transgén KCa3.1 en la contractibilidad colónica de ratones KCa3.1+, 

comparando ratones -DOX con +DOX. (A) Registros representativos de las contracciones espontáneas en la 

musculatura lisa longitudinal. (B) Frecuencia y amplitud de las contracciones espontáneas. (C) Efecto del 

TRAM-34 (10-6 M) en la frecuencia y amplitud en las contracciones espontáneas, expresado como % 

respecto a la motilidad basal. (E) Respuesta contráctil a la ACh (10-4 M), normalizada a la respuesta de su 

control.  Datos expresados como la media ± error estándar; n = 12-16. * p <0,05. 
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Con el objetivo de comprobar si se podía prevenir el fenotipo generado por la 

sobreexpresión del canal, se bloqueó farmacológicamente el canal in vivo mediante la 

administración de Senicapoc® en el pienso (30 mg/kg/día)2–4, un bloqueador específico 

del canal. Los resultados obtenidos en este grupo de ratones se compararon con un grupo 

control con una expresión fisiológica del canal. La tabla 4.3 recoge la comparativa 

realizada entre ambos grupos, expresando los datos del grupo tratado con Senicapoc® 

normalizados como el porcentaje respecto al control, considerado el 100%. El bloqueo de 

la inducción del canal previno los cambios fenotípicos mostrados previamente, incluyendo 

las diferencias en la ingesta de agua, la variación en el peso del intestino delgado, del ciego 

y las alteraciones de la capacidad contráctil del duodeno y del colon. 

 

Tabla 4.3. Resultado del bloqueo in vivo del canal KCa3.1 con el tratamiento con Senicapoc (30 mg/kg/día). 

Datos normalizados al control (-DOX), considerado el 100%, expresados como la media ± error estándar, n 

= 4-6. 

 

 

 

(+ DOX)

(+ Senicapoc) p vs. - DOX

(Datos normalizados al control - DOX) media ± EE

Comportamiento

Ingesta de agua 1ª semana 79 ± 27 ns

Ingesta de agua 2ª semana 98 ± 17 ns

Ingesta de comida 147 ± 22 ns

Organografía

Paquete gastrointestinal 121 ± 9 ns

Estómago 129 ± 17 ns

Intestino delgado 123 ± 17 ns

Ciego 125 ± 12 ns

Colon 100 ± 20 ns

Quimo (contenido del ID) 74 ± 9 ns

Área del lumen del ID 105 ± 30 ns

Contractibilidad Duodenal

Frecuencia 102 ± 23 ns

Amplitud 90 ± 13 ns

Contractibilidad Colónica

Frecuencia 96 ± 4 ns

Amplitud 105 ± 3 ns

KCa3.1 +
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Siguiendo la misma metodología que en los ensayos anteriores, se evaluó el posible 

fenotipo mostrado por los ratones KCa3.1-. Estos ratones presentaron una deleción sub-

crónica del canal durante las dos semanas de administración de doxiciclina, no mostrando 

además cambios fenotípicos producidos por la supresión del canal KCa3.1 en el epitelio 

intestinal. Al compararlos con su control, estos animales no mostraron diferencias 

significativas en la ingesta de agua o de comida, en el contenido intestinal (quilo y heces), 

alteraciones en el peso de los órganos ni variaciones en la motilidad basal o capacidad 

contráctil (tabla 4.4). 

 

Tabla 4.4. Efecto de la supresión a corto plazo del canal KCa3.1 en ratones KCa3.1- tratados +DOX vs 

ratones no tratados -DOX. Datos expresados como la media ± error estándar, n = 8-15. 

 

(- DOX) (+ DOX)

medias ± EE medias ± EE

Comportamiento

Ingesta de agua 1ª semana (mL/día) 1,8 ± 0,1 1,9 ± 0,1

Ingesta de agua 2ª semana (mL/día) 0,9 ± 0,1 0,9 ± 0,1

Ingesta de comida (g/día) 1,4 ± 0,2 1,7 ± 0,2

Heces

Peso heces secas (mg) 236 ± 31 213 ± 29

Peso heces húmedas (mg) 40,7 ± 6,3 36,0 ± 5,2

Contenído hídrico (%) 81,3 ± 0,5 81,5 ± 1,3

Organografía

Paquete gastrointestinal (g/g PC) 19,8 ± 1,0 21,8 ± 0,3

Estómago (g/g PC) 1,8 ± 0,1 2,1 ± 0,1

Intestino delgado (g/g PC) 6,3 ± 0,3 7,2 ± 0,4

Ciego (g/g PC) 2,6 ± 0,1 3,1 ± 0,2

Colon (g/g PC) 1,9 ± 0,1 2,0 ± 0,1

Quimo (contenido del ID) (mL) 0,3 ± 0,0 0,4 ± 0,0

Área del lumen del ID(mm 2 ) 0,1 ± 0,0 0,2 ± 0,0

Contractibilidad Duodenal

Frecuencia (% de -DOX) 100 ± 2 99 ± 2

Amplitud (% de -DOX) 100 ± 16 99 ± 13

Frecuencia (% cambio tras TRAM-34) 103 ± 1 100 ± 3

Amplitud (% cambio tras TRAM-34 99 ± 18 98 ± 24

Contractibilidad Colónica

Frecuencia (% de -DOX) 100 ± 6 116 ± 7

Amplitud (% de -DOX) 100 ± 17 96 ± 19

Frecuencia (% cambio tras TRAM-34) 99 ± 4 98 ± 4

Amplitud (% cambio tras TRAM-34) 105 ± 20 96 ± 12

EE: error estándar, PC: peso corporal, ID: intestino delgado

KCa3.1 -
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4.2 ESTUDIO 2: EFECTO DEL TÉ DE ROCA SOBRE LA MUSCULATURA LISA INTESTINAL 

 

En el primer estudio sobre Jasonia glutinosa (L.) DC. realizado en esta tesis doctoral 

se evaluó el efecto de un extracto etanólico sobre la contractibilidad de la musculatura 

lisa longitudinal del duodeno y el mecanismo de acción por el cual lo realiza. Para ello, se 

realizaron ensayos in vitro de miografía en duodeno de rata. Los resultados de este 

estudio forman parte de la segunda publicación adjuntada en esta tesis doctoral. 

La figura 4.7 muestra el registro de la motilidad espontánea de segmentos aislados 

de duodeno frente a la adición de agua milliQ (figura 4.7A), vehículo del extracto utilizado 

como control, y de concentraciones crecientes de extracto de té de roca (TR) (figura 4.7B) 

y de verapamilo, un antagonista de los canales de calcio tipo L (figura 4.7C). Como se 

observa, el extracto de TR mostró una actividad relajante, de manera dosis dependiente, 

sobre las contracciones espontáneas de la musculatura lisa duodenal, de manera similar 

al verapamilo. La CI50 del extracto de TR fue de 2,29 mg/ml (IC 2,5-2), mientras que el 

verapamilo obtuvo una CI50 de 0,16 µM (IC 0,22-0,19). 

 

Figura 4.7. Registro de las contracciones espontáneas de la musculatura lisa longitudinal de duodeno 

de rata frente a la adición de (A) agua milliQ, (B) extracto de té de roca y (C) verapamilo, a diferentes 

concentraciones, n = 5-6. 
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La relajación de la musculatura lisa provocada, tanto por el extracto de TR como por 

el verapamilo, fue debida a una disminución significativa de la amplitud de las 

contracciones espontáneas, sin afectar a la frecuencia (tabla 4.5). 

 

Tabla 4.5. Efecto de la adición de concentraciones crecientes de extracto de té de roca (TR) y verapamilo 

(V) sobre la amplitud y frecuencia de las contracciones espontáneas de la motilidad basal del duodeno de 

rata. Datos expresados como la media ± error estándar, n=5-6.  ** p<0,01, *** p<0,001 respecto al control.  

 

 

Tras comprobar el efecto sobre la motilidad basal, se analizó el efecto del extracto de 

TR sobre segmentos de duodeno previamente contraídos con KCl (80 mM). Como recoge 

la tabla 4.6, tanto el extracto de TR como el verapamilo produjeron una relajación dosis 

dependiente de la musculatura lisa longitudinal, con una CI50 de 0,87 mg/ml (IC 0,9-0,8) y 

0,03 µM (IC 0,04-0,02) respectivamente. 

 

Tabla 4.6. Efecto relajante de las diferentes concentraciones de extracto de té de roca (TR) y verapamilo 

(V) sobre segmentos aislados de duodeno de rata previamente contraídos por KCl (80 mM). Datos 

expresados como la media ± error estándar, n=5-6. **p<0,01, ***p<0,001 respecto al control. 

  

 

Amplitud Frecuencia Amplitud Frecuencia

media ± EE media ± EE media ± EE media ± EE

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 V 10-8 M 99,5 ± 1,9 97,9 ± 2,3

TR 1 mg/ml 81,9 ± 2,7 105,6 ± 3,3 V 3x10-7 M 88,7 ± 3,7 95,7 ± 4,6

TR 1,5 mg/ml 74,8 ± 5,2** 107,2 ± 7,8 V 10-7 M 66,3 ± 7,5*** 95,4 ± 4,8

TR 2,5 mg/ml 47,6 ± 6,6*** 104,6 ± 6,5 V 3x10-6 M 39,6 ± 4,1*** 94,1 ± 2,0

TR 5 mg/ml 25,1 ± 5,0*** 105,1 ± 7,1 V 10-6 M 30,5 ± 2,5*** 93,4 ± 2,3

EE: error estándar

% de contracción % de contracción

media ± EE media ± EE

Control 103,0 ± 0,2 Control 100,5 ± 0,3

TR 0,5 mg/ml 68,1 ± 3,7*** V 10-8 M 76,8 ± 6,9**

TR 1 mg/ml 44,4 ± 4,5*** V 3x10-7 M 45,6 ± 7,6***

TR 1,5 mg/ml 30,9 ± 3,0*** V 10-7 M 22,7 ± 3,5***

TR 2,5 mg/ml 18,0 ± 3,9*** V 3x10-6 M 11,7 ± 2,9***

TR 5 mg/ml 3,3 ± 1,7*** V 10-6 M 5,1 ± 2,2***
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Para estudiar el efecto del extracto de TR sobre la entrada de calcio a la célula, se 

registró la actividad contráctil de los segmentos de duodeno frente a la adición de 

concentraciones crecientes de CaCl2 (10-5 - 10-2 M), en un medio sin calcio. La figura 4.8 

muestra el registro de las contracciones producidas por los segmentos de duodeno del 

grupo control, preincubados con agua milliQ, el solvente del extracto de TR. La 

preincubación del duodeno con extracto de TR a distintas concentraciones provocó un 

bloqueo dosis dependiente de la respuesta generada por el CaCl2. El extracto de TR 

desplazó la curva de contracción hacia abajo y a la derecha e inhibió la máxima 

contracción producida por el CaCl2 un 39,9 ± 4% y un 53,7 ± 14% a las concentraciones de 

0,5 y 5 mg/ml respectivamente. Esta respuesta fue muy similar a la generada por el 

verapamilo, que desplazó la curva de contracción de la misma manera y bloqueó la 

respuesta del tejido a la máxima concentración de CaCl2 un 62,7 ± 6,7%, sugiriendo así un 

bloqueo de la entrada de Ca2+ al citosol. 
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Figura 4.8. Contracción (expresada en gramos de tensión) producida a diferentes concentraciones de CaCl2 

en presencia del vehículo (control), del extracto de TR 0,5 y 5 mg/ml y del V 10-6 M en duodeno de rata. 

Datos expresados como la media ± error estándar. n=5-6. *p <0,05, **p < 0,01 respecto al control. 
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Para estudiar si el mecanismo de acción el extracto de TR era debido a un efecto 

antagonista sobre los canales de calcio tipo L, se estudió su efecto sobre un agonista 

específico de estos canales, el Bay-K8644. En los segmentos preincubados con el vehículo 

de nuestro extracto, utilizados como control, se puede observar como el Bay-K8644 (10-5 

M) produjo una fuerte contracción de la musculatura lisa del duodeno, provocada por la 

apertura de estos canales de calcio (figura 4.9A). Dicha contracción fue reducida 

significativamente tanto por el extracto de TR como por el verapamilo. Al cuantificar la 

respuesta, el bloqueo producido por el extracto de TR a las concentraciones de 0,5 y 5 

mg/ml fue de un 85,7 ± 7,8% y 94,4 ± 1,7% respectivamente, respecto a la registrada en 

el grupo control (figura 4.9B). El verapamilo (10-6 M), tuvo un comportamiento similar a 

la mayor concentración del extracto de TR, bloqueando la respuesta un 91,9 ± 2,9%. 

 

Figura 4.9. (A) Registros de las contracciones inducidas por Bay-K8644 frente a diferentes reactivos. (B) 

Efecto del extracto de té de roca (TR; 0,5 y 5 mg/ml) y verapamilo (V; 10-6 M) en la respuesta contráctil 

inducida por Bay-K8644 (10-5 M) respecto al control en segmentos de duodeno de rata. Datos expresados 

como la media ± error estándar. n=5-6. ***p<0,001 respecto al control. 
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4.3 ESTUDIO 3: EFECTO PROTECTOR DEL TÉ DE ROCA EN UN MODELO DE COLITIS  

 

Los resultados obtenidos en este apartado forman parte de la tercera publicación 

adjuntada en esta tesis doctoral. 

En este estudio se completaron y ampliaron los resultados previamente mostrados 

por el extracto de Jasonia glutinosa (L.) DC. sobre el aparato digestivo. Tras demostrar la 

capacidad espasmolítica, se evaluó el papel protector del extracto de TR en un modelo in 

vivo de lesión-reparación de colitis inducida por DSS.  

Como se ha descrito en material y métodos, los animales fueron divididos en siete 

grupos en función de su tratamiento. Por un lado, se utilizaron dos grupos a los que no se 

les indujo colitis. A uno de ellos se le administró el vehículo, agua autoclavada, para usarlo 

de control y al otro se le administró extracto de TR a la máxima dosis, 50 mg/kg, para 

comprobar su posible efecto per se. Por otro lado, a los cinco grupos restantes se les 

indujo la colitis mediante la adición de DSS al agua de bebida. De estos cinco, a uno de 

ellos se le administró el vehículo del extracto de TR para utilizarlo como control del efecto 

del DSS. Tres de ellos fueron tratados con extracto de TR a tres concentraciones, 5, 25 y 

50 mg/kg, para comprobar su efecto protector. El último de los grupos fue tratado con 

sulfasalazina (SSZ), 100 mg/kg, como antiinflamatorio control, para comparar el efecto del 

extracto de TR con un tratamiento de elección en una enfermedad inflamatoria intestinal. 

Como era de esperar, la administración de DSS en el agua de bebida produjo en los 

ratones una sintomatología caracterizada por pérdida de peso, presencia de sangre en 

heces y pérdida de consistencia de estas respecto a los grupos control. Para cuantificar la 

evolución clínica de los animales se utilizó un score DAI, tal como se ha explicado en 

material y métodos. 

Como puede verse en la figura 4.10A, ni el grupo control, ni el grupo tratado 

únicamente con extracto de TR mostraron ningún síntoma a lo largo del procedimiento 

(DAI = 0), descartando así alteraciones digestivas provocadas por la administración de TR 

a la máxima dosis utilizada (50 mg/kg).  
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En cuanto a los ratones colíticos, el grupo que no recibió ningún tipo de tratamiento 

comenzó a mostrar síntomas desde el día 1, siguiendo con un aumento progresivo de los 

síntomas especialmente fuertes a partir del día 4. Al retirar el DSS en la fase de 

recuperación (días 8-10), se redujo el avance de la enfermedad, mostrando una leve 

mejora el último día (día 10).  

El tratamiento con extracto de TR por su parte, administrado por vía oral a diferentes 

dosis (5, 25 y 50 mg/kg), retrasó significativamente de manera dosis dependiente la 

aparición de los síntomas durante la fase de inducción. A partir del cuarto día, el 

tratamiento con TR no mantuvo este efecto protector, sin llegar a mostrar diferencias con 

los otros grupos. Sin embargo, en los últimos tres días durante la fase de recuperación, 

estos grupos tratados con TR mostraron una mejora de la clínica, de manera dosis 

dependiente, en comparación con los ratones que no habían recibido tratamiento. 

Así como muestra la figura 4.10B, al comparar el efecto del TR (50 mg/kg) con la 

sulfasalazina (SSZ) (100 mg/kg), fármaco de referencia en el tratamiento de la colitis, esta 

también retrasó la aparición de síntomas hasta el cuarto día, aunque sin lograr una 

diferencia significativa con el grupo sin tratamiento. Durante la fase de recuperación, al 

contrario que el extracto de TR, la SSZ no produjo ninguna mejora clínica sobre los 

ratones, mostrando en el día 10 un estado clínico significativamente peor que el grupo 

tratado con TR. En términos generales, el tratamiento con extracto de TR a máxima dosis 

mostró una evolución de la sintomatología visiblemente mejor que el resto de los grupos 

con DSS. 
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Figura 4.10. (A) Score DAI registrado durante los días de tratamiento con DSS 2,5% por los distintos grupos. 

Datos expresados como la media ± error estándar, n=4-15. *p<0,05, ***p<0,001 grupo agua+DSS vs. grupos 

control y TR50; &p<0,05 grupo TR5+DSS vs grupos control y TR50; $p<0,05 grupo TR25+DSS vs grupos control y 

TR50; ##p<0,01, ###p<0,001 grupo TR50+DSS vs grupos control y TR50; πP<0,05, πππP<0,001 grupo SSZ+DSS vs. 

grupos control y TR50. (B) Comparativa del efecto protector del extracto de TR 50 mg/kg vs SSZ. Datos 

expresados como la media ± error estándar, n=8–15. *P<0,05, **P<0,01 grupo TR50+DSS vs. grupo 

agua+DSS; εεP<0,01 TR50 + DSS vs. grupo SSZ+DSS. 
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Tras el sacrificio, se hizo una valoración del grado de lesión macroscópica del colon. 

Se analizó la longitud, el grosor a nivel proximal y distal y se realizó un score de lesiones 

relativas a la mucosa colónica y a las adherencias del paquete intestinal. 

Al medir la longitud del colon (figura 4.11), los ratones del grupo control obtuvieron 

una media de 71,7 ± 1,93 mm, bastante similar a los ratones sanos tratados con extracto 

de TR, cuya media fue 73,6 ± 3 mm. La administración de DSS produjo un acortamiento 

en todos los grupos, alcanzando en los ratones sin tratamiento una media de 47,2 ± 1,6 

mm, estadísticamente significativa comparada con el grupo control. El tratamiento con 

extracto de TR revertió esta alteración de manera dosis dependiente, logrando para las 

dosis de 5, 25 y 50 mg/kg, una longitud media de 52,4 ± 3,7, 57,8 ± 2,2 y 58,2 ± 1,6 mm 

respectivamente, siendo esta última estadísticamente significativa al compararla con los 

ratones con DSS sin tratamiento. Por su parte, el tratamiento con SSZ también mitigó el 

acortamiento, mostrando los ratones de ese grupo una media de 56 ± 2,3 mm, aunque 

sin llegar a ser esta diferencia significativa. 

 

 

Figura 4.11. Comparativa de la longitud del colon entre los diferentes grupos. (A) Fotografías a escala de 

secciones de ciego y colon de los distintos grupos de animales. (B) Longitud del colon de los distintos 

grupos de tratamiento. Datos expresados como la media ± error estándar (n=4-15). ***p<0,001 vs.  grupo 

control; ###p<0,001 vs. grupo TR50; &p<0,05 vs. grupo agua+DSS. 
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En cuanto al grosor del colon (figura 4.12), el grupo control mostró una media de 0,25 

± 0,04 y 0,19 ± 0,04 cm en la zona proximal y distal respectivamente, frente a los 0,32 ± 

0,07 y 0,18 ± 0,01 cm del grupo sano tratado con extracto de TR, no hallándose diferencias 

significativas entre ambos. Como se esperaba, el DSS produjo un engrosamiento 

significativo de ambos tramos, midiendo 0,56 ± 0,05 y 0,49 ± 0,05 cm de media en las 

zonas proximal y distal del grupo tratado con el vehículo. El tratamiento con extracto de 

TR mostró una tendencia a revertir el engrosamiento de manera dosis dependiente, 

aunque sin llegar a mostrar diferencias estadísticamente significativas. La SSZ, como 

fármaco control, mostró una mayor normalización del grosor de la pared, siendo 

estadísticamente significativa la producida en la pared proximal (0,23 ± 0,04 frente a los 

0,56 ± 0,05 cm del grupo no tratado p<0,01).  

 

Figura 4.12. Comparativa del grosor de las paredes del colon entre grupos. (A) Zona proximal. (B) Zona 

distal. Datos expresados como la media ± error estándar (n=4-15). ***p<0,001 vs.  grupo control; #p<0,05 

vs. grupo TR50; &&p<0,01 vs. grupo agua+DSS. 

 

En la evaluación de las lesiones macroscópicas del colon tampoco se encontraron 

diferencias entre los dos grupos sanos, mostrando ambos un valor muy cercano a 0 debido 

a la casi total ausencia de éstas. Como muestra la figura 4.13, el DSS produjo un aumento 

significativo del score macroscópico en los ratones, llegando a una media de 6,14 ± 0,5 

puntos en los ratones que no recibieron tratamiento. El tratamiento con extracto de TR, 

de manera dosis dependiente, mostró una tendencia a revertirlo, consiguiendo evitar, a 

las dosis de 25 y 50 mg/kg, una diferencia significativa con los controles. La SSZ también 

redujo la aparición de lesiones, no mostrando tampoco diferencias significativas con los 

grupos control. 
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Figura 4.13. Score de daño macroscópico del daño tisular en el colon en los distintos grupos. Datos 

expresados como la media ± error estándar (n=4-15). *p<0,05, ***p<0,001 vs.  grupo control; ##p<0,01, vs. 

grupo TR50. 

 

Una vez evaluado el daño macroscópico producido por la colitis, se analizaron 

posibles alteraciones de la contractibilidad de la musculatura lisa del intestino a través de 

un ensayo de miografía en segmentos aislados del íleon terminal. 

La figura 4.14 muestra los registros de las contracciones espontáneas de los 

diferentes grupos de animales. El extracto de TR per se no alteró el patrón de motilidad, 

que fue semejante al control. La administración de DSS en cambio produjo en el íleon de 

los ratones unas contracciones visiblemente más irregulares que en el control, con una 

marcada reducción de la amplitud. Esta alteración fue revertida por el tratamiento con 

extracto de TR, de manera dosis dependiente, mostrando una normalización de las 

contracciones espontáneas.  
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Figura 4.14. Registros representativos de las contracciones espontáneas de la musculatura lisa longitudinal 

de íleon de ratón de los diferentes grupos. 

 

Al analizar los registros, se cuantificó la irregularidad de las contracciones 

espontáneas mediante el coeficiente de variación (figura 4.15A). Tanto el grupo control 

sin tratamiento como el grupo sano tratado con extracto de TR mostraron un coeficiente 

de variación muy reducido (0,14 ± 0,03 y 0,1 ± 0,01 respectivamente), indicando así la 

poca variación entre la fuerza de sus contracciones espontáneas. Tal y como se ha 

indicado, el DSS produjo unas contracciones muy irregulares, elevando el coeficiente de 

variación entre ellas hasta 0,73 ± 0,09 en el grupo sin tratamiento. El extracto de TR 

normalizó de manera dosis dependiente las contracciones en los grupos que habían 

recibido DSS, obteniendo para las dosis de 5, 25 y 50 mg/kg un coeficiente de variación de 

0,55 ± 0,15, 0,32 ± 0,1 y 0,22 ± 0,06 respectivamente, siendo significativa la mejora 

producida por la máxima dosis.  

Además de alterar el coeficiente de variación, el DSS produjo una disminución 

significativa de un 48,8 ± 7% en la amplitud de las contracciones espontáneas de los 

segmentos de íleon (figura 4.15B) y una leve disminución de la frecuencia de estas (figura 
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4.15C), sin llegar esta a ser significativa. El tratamiento con extracto de TR normalizó de 

manera dosis dependiente ambos parámetros (figura 4.15B), de manera que la amplitud 

de los segmentos de los animales tratados a la dosis de 50 mg/kg no fue significativamente 

distinta a la de los controles (92,5 ± 7% vs. 100%). 

Para estudiar la capacidad del tejido para contraerse, se añadió el agonista colinérgico 

muscarínico ACh (figura 4.15D). Tomando la respuesta del control como el 100%, el grupo 

sano tratado con extracto de TR no mostró apenas diferencias respecto a éste, mientras 

que el DSS produjo en el tejido una pérdida significativa de la fuerza de contracción 

muscular, reduciéndola a 78,6 ± 4,5%. El tratamiento con extracto de TR a la dosis de 5 

mg/kg mostró una respuesta a la ACh significativamente menor que ambos controles, 

aunque las dosis de 25 y 50 mg/kg lograron, de manera dosis dependiente, normalizar la 

funcionalidad del tejido, alcanzando un 85,5 ± 9% y un 97 ± 4% de la respuesta del control 

respectivamente (figura 4.15D). 

 

Figura 4.15. Efecto del extracto de TR en la motilidad del íleon. (A) Coeficiente de variación de las 

contracciones de la musculatura lisa longitudinal del íleon murino. (B) Amplitud y (C) frecuencia de las 

contracciones registradas por los distintos grupos respecto al grupo control. (D) Fuerza de la contracción 

en respuesta a la adición de ACh respecto al grupo control. Datos expresados como la media ± error 

estándar (n=4-10). *p<0,05 vs. control; #p<0,05, ##p<0,01 vs. grupo TR50.  
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Con el objetivo de valorar un posible efecto antiinflamatorio del TR que justificara la 

protección mostrada por el extracto sobre los efectos del DSS, se midieron diferentes 

biomarcadores pro y antiinflamatorios en muestras de colon distal, el tejido más dañado 

por la colitis. La evaluación del efecto del TR se realizó sólo en muestras de ratones 

tratados con la dosis de 50 mg/kg, ya que había obtenido los mejores resultados en los 

experimentos previos sin mostrar signos de toxicidad en los animales. 

Al evaluar los marcadores proinflamatorios MPO e IL-6, participantes de la respuesta 

inflamatoria temprana5,6, se observó un incremento significativo producido por el DSS 

respecto a los niveles del grupo control (figura 4.16A y 4.16B), mientras que el 

tratamiento con extracto de TR redujo significativamente el aumento de la expresión de 

ambas sustancias provocado por el DSS (59,9 ± 9% y un 40,1 ± 14%, respectivamente). 

También se analizó la expresión de la IL-10, una interleucina antiinflamatoria que 

reduce la expresión de citocinas proinflamatorias7. La administración de DSS produjo una 

disminución de sus niveles respecto al grupo control (p = 0,056), la cual no fue revertida 

por el tratamiento con extracto de TR (figura 4.16C).  

 

Figura 4.16. Resultados de la actividad antiinflamatoria del extracto de TR sobre el efecto del DSS en el 

colon murino. (A) Actividad MPO, (B) niveles de IL-6 y (C) IL-10 en las muestras de colon de los ratones de 

distintos grupos. Datos expresados como la media ± error estándar, n = 6-8. *P<0,05, **P<0,01 vs. grupo 

control; &P<0,05 vs.  grupo agua+DSS. 

 

Además, se evaluó mediante WB la expresión de las enzimas iNOS y COX-2, claves en 

la cascada inflamatoria y muy utilizadas como dianas terapéuticas por tratamientos 

antiinflamatorios y marcadores diagnósticos de inflamación8,9. Como podemos ver en la 

figura 4.17A y 4.17B, el tratamiento con extracto de TR no produjo variaciones en su 

expresión en animales sanos, mientras que el DSS produjo un aumento de la expresión de 
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las dos enzimas en las muestras de colon distal. Este incremento en la expresión de iNOS 

y COX-2 fue revertido de manera significativa por el tratamiento con el extracto de TR a 

50 mg/kg (figura 4.17C y 4.17D). 

 

Figura 4.17. Actividad antiinflamatoria del extracto de TR sobre el efecto del DSS en el colon murino, 

medida en términos de expresión de enzimas proinflamatorias. Imágenes representativas de WB de (A) 

iNOS y (B) COX-2. Análisis cuantitativo de la expresión de (C) iNOS y (D) COX-2. Datos expresados como la 

media ± error estándar, n = 6-8. &P<0,05, &&P<0,01 vs.  grupo agua+DSS. 

 

Dado que una de las consecuencias directas y más graves de la inflamación producida 

por el DSS es la destrucción de las proteínas de unión o tight junctions10, se analizó la 

expresión de una de las proteínas constituyentes de estos complejos, la ZO-1, en muestras 

de colon distal. Para ello se empleó la técnica de inmunofluorescencia y la posterior 

visualización mediante microscopía confocal. Como muestra la figura 4.18A, en los 

animales sanos (control) la ZO-1 se expresó principalmente en el borde apical del epitelio 

y de manera más débil, en forma de vesículas, en el interior de la mucosa. El DSS produjo 

una pérdida de la expresión de la ZO-1 en la parte apical del epitelio, aunque manteniendo 

su expresión en las vesículas dentro de la mucosa (figura 4.18B). Por su parte, el 

tratamiento con TR mantuvo una expresión de la ZO-1 similar al control en zona apical de 

la pared epitelial (figura 4.18C). 
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Figura 4.18. Efecto del DSS y el tratamiento con extracto de TR sobre la expresión de la ZO-1. Fotografía de 

la tinción con inmunofluorescencia de la ZO-1 en los cortes histológicos de los grupos (A) control, (B) 

agua+DSS y (C) TR50+DSS. Fotografía tomada con microscopio confocal. M: mucosa. L= lumen. (n=3). 
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5.1 ESTUDIO 1: PAPEL DEL CANAL KCa3.1 EN EL APARATO DIGESTIVO 

 

El canal de potasio activado por calcio KCa3.1 tiene una amplia distribución, habiendo 

sido localizado en placenta, glándulas endo- y exocrinas, próstata, células 

hematopoyéticas, endoteliales vasculares, fibroblastos, músculo liso vascular o tejido 

epitelial, entre otros1–3. A nivel epitelial se sitúa en todo el tracto gastrointestinal, pulmón, 

conductos de las glándulas secretoras (salivares, lacrimales, páncreas, próstata), así como 

en la piel, córnea, mucosa oral y urotelio4–7. Por otro lado, a pesar de no encontrarse 

expresado en tejidos excitables, como miocitos cardíacos, músculo esquelético o el 

sistema nervioso8–10, sí se ha observado su presencia en las neuronas entéricas11. 

La primera descripción de este canal fue hecha por Gardos en los años 50, cuando 

observó una salida de potasio del interior de los eritrocitos activada por el aumento de 

calcio intracelular12. Estudios posteriores demostraron que el canal KCa3.1, llamado 

“canal Gardos” en honor a su descubridor, era el responsable de este flujo y que, además, 

generaba una salida de agua intracelular, provocando la deshidratación del eritrocito, su 

contracción y, en algunos casos, su apoptosis13,14. 

Una de las funciones mejor definidas para el canal KCa3.1 es su contribución a las 

funciones celulares dependientes de calcio, produciendo una hiperpolarización de la 

membrana y regulando así su entrada al medio intracelular en células no excitables, como 

células T, macrófagos y células epiteliales14. En esas células, la entrada de calcio al citosol 

por canales tipo TRP, canales activados por liberación de calcio tipo ORAI u otros canales 

activados por ligando, genera una carga positiva que da lugar a la despolarización, lo que 

termina cerrando dichos canales, impidiendo así una activación prolongada necesaria 

para determinadas funciones específicas de estas células. Sin embargo, el aumento de 

calcio en el medio intracelular activa el canal KCa3.1, que libera potasio al exterior de la 

célula manteniendo el potencial de membrana lo suficientemente negativo, o incluso 

causando una hiperpolarización, para prolongar la entrada de calcio o aumentarla15. Este 

proceso es necesario para la producción de citoquinas proinflamatorias por parte de 

algunas células defensivas o para la proliferación de distintos tipos de células14,16,17. 
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Otras funciones donde este canal está implicado son la ya nombrada regulación del 

volumen celular, secreción de líquidos, vasodilatación, producción de citoquinas 

inflamatorias por parte de las células T, macrófagos o mastocitos16,17, o proliferación de 

algunas células, como los fibroblastos, las células endoteliales vasculares y de músculo liso 

o las células T y B15,16,18,19. Es por ello, que su inducción se ha visto involucrada en 

determinados procesos patológicos caracterizados por la proliferación e inflamación 

celular excesiva, como la angiogénesis, la aterosclerosis, la reestenosis arterial, la fibrosis, 

o el desarrollo de algunas neoplasias, convirtiéndolo en una prometedora diana 

farmacológica14. 

La implicación de los canales de potasio activados por calcio de conductancia 

pequeña e intermedia, incluido el canal KCa3.1, en la regulación del tono vascular se 

explica debido a que la activación de estos canales se asocia con la liberación del “factor 

hiperpolarizante derivado del endotelio” en el endotelio vascular, el cual produce 

vasodilatación20–22. Este efecto es producido a través del aumento de la entrada de calcio 

en las células endoteliales, la captación de L-arginina y la disminución de la producción de 

especies reactivas de oxígeno. Mecanismos que pueden incrementar la biodisponibilidad 

de NO y, por lo tanto, una vasodilatación dependiente del endotelio23. Esta función ha 

posicionado al canal KCa3.1 como una posible diana farmacológica novedosa para el 

tratamiento de enfermedades cardiovasculares con afectación a las células endoteliales. 

Las células epiteliales son la vía principal para el transporte de electrolitos y agua a 

través de órganos y tejidos. En muchas de ellas, el canal KCa3.1 se expresa en la 

membrana basolateral, donde además de protegerlas de cambios osmóticos, genera un 

flujo de potasio que permite la secreción de iones cloruro y bicarbonato y, en 

consecuencia, el transporte de agua4,6. Debido a su importante papel en la secreción de 

líquidos y en la regulación del tono vascular, se decidió estudiar si su modulación pudiera 

tener un efecto directo en la fisiología del sistema gastrointestinal. 

Este estudio se llevó a cabo de manera novedosa gracias a dos cepas de ratones 

transgénicos utilizadas: los animales KCa3.1+, desarrollados con una sobreexpresión 

inducible por doxiciclina del canal en el epitelio intestinal; y los ratones KCa3.1-, que 

presentaban un ARNm/proteína disfuncional, es decir, nacieron y se desarrollaron con el 

canal, para posteriormente perder su expresión en el epitelio. Esta modulación del canal 
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fue comprobada mediante un estudio de control por RT-PCR (reacción en cadena de la 

polimerasa con transcriptasa inversa), cuantificando la expresión del gen Kcnn4 en el 

intestino. Los resultados corroboraron que, tras recibir la doxiciclina en agua de bebida, 

los ratones KCa3.1+ tuvieron una mayor expresión del canal en el epitelio del duodeno, 

en comparación con los animales control, mientras que los ratones KCa3.1- no expresaron 

un canal funcional en el intestino. Por su parte, los ratones no tratados con doxiciclina, en 

ambas cepas, se encontró una expresión fisiológica del canal, siendo utilizados como 

control. 

En estudios preliminares a esta tesis se realizaron ensayos de miografía en el intestino 

de estos ratones para comprobar la posible modulación de la musculatura lisa mediante 

el uso de agonistas del canal, utilizados previamente en ensayos en el músculo liso 

vascular, el SKA-31 y SKA-12124,25. Pese a la falta de resultados significativos en estos 

experimentos, se observaron variaciones en las deposiciones realizadas por los ratones 

durante la implantación del modelo genético, por lo que se decidió estudiar posibles 

alteraciones relacionadas en el sistema digestivo. 

Nuestros resultados indican que la sobreexpresión subcrónica del canal produjo dos 

alteraciones importantes: una acumulación excesiva de quilo y una reducción de las 

contracciones espontáneas en el duodeno. Además, los animales KCa3.1+ mostraron una 

pérdida de pelo en algunas regiones, hiperqueratosis y aumento significativo de su ingesta 

de agua. Tras el sacrificio, se observó una fuerte dilatación de las paredes del intestino 

delgado y del ciego, aparentemente por un exceso de contenido intestinal. Estas 

alteraciones fueron revertidas mediante el tratamiento in vivo con un antagonista del 

canal, el Senicapoc® (ICA-17043). En cuanto al efecto proliferativo del canal, en el estudio 

control realizado por parte del grupo de trabajo, se detectó una menor tasa de apoptosis 

de las células epiteliales en las criptas intestinales26, sugiriendo una alteración en la 

homeostasis del tejido. Por el contrario, los animales de la cepa KCa3.1- no expresaron 

ningún fenotipo intestinal que generara alteraciones significativas. 

La hiperqueratosis y pérdida de pelo observada en los animales con sobreexpresión 

del canal podrían deberse a su efecto sobre la proliferación celular27. En un estudio 

paralelo llevado a cabo a la vez que esta tesis doctoral se observó que los animales 

KCa3.1+ sobreexpresaron el canal en la epidermis unas 800 veces más que los animales 
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control. Esta modulación del canal provocó una espongiosis epidérmica, hiperplasia e 

hiperqueratosis epidérmica progresiva, prurito y úlceras, observando además un 

aumento en la expresión de citoquinas proproliferativas y proinflamatorias en la piel. Al 

igual que en nuestro resultados en el aparato gastrointestinal, el Senicapoc® fue capaz de 

revertir estos efectos, demostrando así la implicación directa del canal KCa3.1 en la 

regulación de la homeostasis epidérmica y una posible diana terapéutica para el 

tratamiento de patologías de la piel28. 

El aumento en la ingesta de agua de bebida por parte de los ratones +DOX KCa3.1+ 

podría explicar el incremento significativo del contenido intestinal encontrado en estos 

animales. Esta alteración del comportamiento se ha relacionado otras veces con la 

suplementación con sacarosa en agua de bebida para administrar la doxiciclina. Este 

glúcido es utilizado de manera habitual en este tipo de ensayos para enmascarar el sabor 

amargo de la doxiciclina. De hecho, un estudio demostró que la adición de un 5% de 

sacarosa en el agua de bebida podía aumentar hasta tres veces su ingesta, tanto si esta 

contenía doxiciclina como si no29. Sin embargo, en nuestro estudio la concentración de 

sacarosa fue sólo de un 1% y se administró tanto en el grupo +DOX como en el -DOX, lo 

que no explicaría el aumento del 60% en la ingesta de agua por parte del primer grupo. 

Nuestra hipótesis sugiere que estos animales podrían mostrar una estimulación del centro 

de la sed debido a un desequilibrio en el balance hidroelectrolítico, producido por la 

sobreexpresión del canal y no por la presencia de sacarosa en el agua. 

La posible alteración en el equilibrio electrolítico podría relacionarse con el papel 

fundamental del canal KCa3.1 en el transporte de iones y agua, tanto en el duodeno como 

en el colon, aunque en este último su papel es menos relevante30. Tal y como se ha 

comentado, la presencia del canal en la membrana basolateral de las células epiteliales 

permite la salida de potasio frente a un aumento de la concentración de calcio 

intracelular, manteniendo así el potencial de membrana negativo necesario para la 

secreción de cloro (Cl-) y bicarbonato (HCO3
-) a través del CFTR31,32. A su vez, esta secreción 

de aniones al lumen se compensa por una difusión de iones Na+ a través de las uniones 

intersticiales, generando un arrastre osmótico de H2O33. Aunque su presencia en el 

duodeno no ha sido tan estudiada como en el colon, se ha demostrado el papel específico 

del canal KCa3.1 en la secreción de iones HCO3
- y Cl- a la luz del duodeno1. En este estudio, 
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se cuantificó el flujo de HCO3
- generado en células epiteliales de ratones KO Kv7.1-/-, canal 

encargado junto con el canal KCa3.1 de generar una corriente de K+ fuera de la célula para 

la secreción de iones a la luz del duodeno. En estos animales, pese a no tener un canal 

Kv7.1 activo, se observó una excreción de HCO3
- en presencia de carbacol. Sin embargo, la 

adición de clotrimazol, un antagonista del canal KCa3.1, bloqueó completamente este 

trasporte, demostrando así la implicación de este canal al menos de manera 

compensatoria. En el colon se realizó un estudio similar sobre la secreción epitelial, pero 

utilizando ratones KO para el canal KCa3.1. En estos animales la ausencia del canal generó 

una reducción significativa de la secreción de iones Cl- frente a la adición de carbacol34. 

Además, otro estudio asoció la secreción de cloro dependiente de calcio en el epitelio 

intestinal específicamente al canal KCa3.135. La supresión de este canal en el epitelio 

intestinal provocó una disminución en el flujo de iones cloruro y una deshidratación del 

contenido intestinal. Por ello, este canal es considerado como una potencial diana 

farmacéutica para el tratamiento y/o prevención de diarreas inducidas por virus, en los 

cuales se ve afectada la homeostasis del calcio en el epitelio intestinal35.  

En un primer momento, en nuestro modelo de sobreexpresión se pensó que una 

mayor presencia del canal podría provocar un incremento en la secreción de iones y un 

arrastre de agua hacia la luz intestinal por acción osmótica. Esta mayor secreción de 

líquido explicaría la acumulación de agua en la luz del intestino y la distensión intestinal 

generada en los animales KCa3.1+. Además, según esta hipótesis el aumento de tamaño 

del ciego en estos ratones estaría justificado por su propia función fisiológica. Este órgano 

acumula el quilo no absorbido en el intestino delgado, reteniéndolo antes de su paso al 

intestino grueso y permitiendo la reabsorción de agua e iones en su interior y la digestión 

de determinadas fibras gracias a su microbiota36. Su correcto funcionamiento habría 

acumulado el excesivo contenido intestinal de los ratones tratados con doxiciclina, 

permitiendo la disminución de su volumen en el intestino grueso. Esto explicaría además 

que las diferencias en la cantidad de heces cuantificadas en ambos grupos de ratones no 

fueran tan significativas como el contenido del intestino delgado y que su composición 

hídrica fuera similar.  

Para comprobar si el arrastre de agua era debido a una alteración en el balance 

electrolítico como consecuencia de una mayor expresión del canal, cuantificamos las 
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concentraciones de Na+, K- y Cl- en el contenido intestinal, en las heces y en suero. Aunque 

no encontramos diferencias significativas en la concentración de iones entre los ratones 

+DOX y -DOX, no se podría descartar una alteración en los procesos de secreción intestinal 

en los ratones con sobreexpresión, dado que el aumento de agua intraluminal por arrastre 

osmótico podría haber diluido las muestras y mantenido una concentración similar al 

control. Para poder comprobar debidamente los efectos de la sobreexpresión del canal 

KCa3.1 en el transporte de iones y agua en nuestro modelo, haría falta un estudio celular 

específico in vitro que permitiera evaluar la actividad de los distintos canales involucrados.  

La acumulación de quilo y mayor presencia de heces también podrían ser debidas a 

una alteración en la contractilidad y/o motilidad intestinal. Para valorar el estado 

funcional de la actividad motora, tanto en intestino delgado como en colon, se realizaron 

ensayos de miografía en duodeno y colon medio, estudiando las contracciones 

espontáneas basales, el efecto del TRAM-34 sobre ellas y la respuesta del músculo liso a 

la ACh.  

Como se muestra en el apartado de resultados, el ensayo de miografía del duodeno 

mostró una contractilidad basal alterada en el grupo con sobreexpresión del canal. El 

análisis de los registros de las contracciones espontáneas reveló que, en estos animales, 

las ondas lentas presentaban una menor frecuencia, sin cambios en su amplitud, en 

comparación con los animales control. En el colon medio también se encontraron 

alteraciones significativas en la motilidad basal. Aunque las ondas lentas sólo presentaron 

una ligera disminución en su frecuencia, su amplitud si fue significativamente mayor al 

compararla con el control. 

En un primer momento, se pensó que estas alteraciones en la motilidad basal podrían 

ser debidas a la sobreexpresión del canal, ya que trabajos anteriores habían estudiado con 

éxito los efectos de la modulación del canal KCa3.1 en la contractilidad de músculo liso de 

aorta de rata mediante agonistas y antagonistas del mismo24,25,37,38. Teniendo esto en 

cuenta, la presencia de musculatura lisa en el intestino llevó a la hipótesis de que una 

modulación del canal a nivel intestinal podría afectar a su contractilidad, a pesar de que 

en la bibliografía no se haya descrito hasta la fecha al canal KCa3.1 del epitelio intestinal 

como regulador de la musculatura lisa.  
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La mayor expresión del canal, presente en la parte basolateral de las células 

epiteliales, podría haber aumentado el potasio en el líquido extracelular, generando 

alteraciones en el potencial de membrana y, por tanto, en la excitabilidad celular. Sin 

embargo, generalmente un aumento de concentración de potasio en el medio 

extracelular se asocia a una contracción del músculo liso, debido a la despolarización de 

la membrana plasmática de las células musculares39, lo que teóricamente no debería 

provocar una pérdida de la frecuencia de las ondas lentas.  

Para ver si el canal era responsable de la alteración de la motilidad basal, se bloqueó 

selectivamente el canal con el antagonista TRAM-34. Al hacerlo, no se produjeron 

respuestas diferentes en los grupos de animales, ni en duodeno ni en colon. Estos 

resultados descartaron la posibilidad de la implicación directa del canal sobre la 

regulación de la musculatura lisa, ya que, en tal caso, el bloqueo con TRAM-34 la debería 

haber normalizado o, al menos, generado una respuesta diferente en las contracciones 

espontáneas entre el grupo +DOX y el -DOX. Del mismo modo, no se observaron 

diferencias en la respuesta contráctil a la ACh en los diferentes grupos de animales. Por 

todo ello, estos resultados hacen pensar que la pérdida de contractilidad podría estar 

provocada por un efecto secundario a los cambios observados en el intestino, como la 

acumulación del contenido intestinal o la distensión de las paredes del tubo digestivo.  

Bayliss y Starring describieron por primera vez, a comienzos del siglo XX, el aumento 

de la presión en el interior del lumen intestinal como principal impulsor de la motilidad 

intestinal, al observar la contracción generada por el paso del bolo alimenticio a través del 

intestino, en lo que ellos llamaron “la primera ley del intestino”40. La distensión generada 

por la tensión luminal estimula mecánicamente los mecanorreceptores de la pared 

intestinal, los cuales inervan los plexos submucoso y mientérico generando una respuesta 

nerviosa que causa una contracción del músculo liso longitudinal y un reflejo peristáltico 

en el intestino41–44. Sin embargo, una distensión excesiva puede pasar de generar 

movimientos peristálticos fisiológicos a un estado patológico de dismotilidad. Este efecto 

ha sido estudiado, midiendo los cambios contráctiles producidos en duodeno y colon 

distal frente al aumento de presión en el interior del lumen, tanto in vivo como in vitro45. 

Los resultados de este trabajo mostraron que un ligero incremento de la presión 

intraluminal (5 mmHg) produce un aumento de la fuerza de contracción ejercida por la 
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musculatura lisa, posiblemente generado por la estimulación de los mecanorreceptores. 

Sin embargo, conforme el incremento de presión aumentó, el músculo liso intestinal 

perdió fuerza y la respuesta contráctil disminuyó exponencialmente. Además, de manera 

similar a nuestro estudio, tras la distensión máxima estudiaron in vitro la capacidad 

contráctil de la musculatura frente a un estímulo no mecánico, añadiendo ACh 10-6 M. En 

este caso, sus resultados reflejaron un mantenimiento de la respuesta del músculo, que 

descartaba un fallo en el mecanismo de contracción, coincidiendo con nuestros hallazgos. 

Si tenemos esto en cuenta, es lógico pensar que la distensión de la pared del duodeno, 

que en nuestro estudio produjo un aumento de la luz intestinal de más de un 350%, podría 

ser lo suficientemente elevada y mantenida en el tiempo para generar una pérdida 

funcional. A pesar de esto, hay que valorar que el mayor cambio observado en este 

estudio fue la pérdida de amplitud de las ondas, mientras que nosotros solo observamos 

cambios en la frecuencia. Respecto a la motilidad del colon, en los animales con 

sobreexpresión se observó un aumento de su contenido luminal, aunque menos evidente 

que en el duodeno, lo que podría haber distendido la pared lo suficiente para estimular la 

motilidad aumentando la amplitud de las ondas lentas, sin llegar a generar disfunción.  

Las células intersticiales de Cajal han sido definidas como reguladoras del ritmo de la 

motilidad basal46. Estas células generan el potencial marcapasos del sistema 

gastrointestinal, el cual se propaga a las células musculares lisas provocando las ondas 

lentas, sirviendo así de mediadoras para transmitir señales nerviosas al sincitio del 

músculo liso intestinal47. Cambios en su expresión o daños en su estructura han sido 

relacionados con diversos trastornos y patologías de la motilidad en gran parte del tracto 

gastrointestinal48. En principio, la sobreexpresión del canal KCa3.1 no tendría por qué 

tener un impacto directo en la regulación de estas células, ya que, aunque las ICC poseen 

algunos canales de potasio para la regulación de su voltaje y equilibrio iónico, el canal 

KCa3.1 no se encuentra entre ellos49. Sin embargo, la alteración de estas células se ha 

observado en patologías con una sintomatología similar a la observada en los ratones 

KCa3.1+, con una alteración en la motilidad basal del intestino, una acumulación de su 

contenido y una distensión de su pared. Así es el caso de la dilatación intestinal 

segmentaria idiopática50, el megacolon inducido por diferentes etiologías51,52 o el 

estreñimiento por tránsito lento53, donde los diversos autores que han estudiado el 
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comportamiento de las ICC en ellas han coincidido en una reducción en su actividad y 

número en los tejidos que presentaban la distensión.  

Un estudio en el que generaron una distensión significativa del intestino, mediante 

una obstrucción, relacionó la pérdida de la función eléctrica y la alteración de la motilidad 

en el intestino con el descenso del número de ICC producidas por la obstrucción 

intestinal54. Al analizar las muestras de tejido, se observó una hipertrofia de la tunica 

muscularis y una pérdida en la expresión de las ICC directamente proporcional a su 

distensión, al igual que sucediera con la alteración de las ondas lentas del tejido muscular. 

El análisis microscópico del intestino distendido, aunque no detectó presencia de 

inflamación o daño tisular, mostró unas células “intermedias” entre fibroblastos y células 

musculares lisas donde normalmente se encuentras las ICC, que los autores hipotetizaron 

que podrían ser ICC re-diferenciadas. Sin embargo, en un estudio posterior con otro 

modelo de obstrucción intestinal, muy similar al anterior, se observó la presencia de 

macrófagos ED2 positivos, una mayor expresión del ARNm del FNT- y monocitos CD14 

en las muestras de tejido distendido hipertrofiado, sugiriendo que estas citoquinas 

proinflamatorias podrían haber contribuido a la hipertrofia encontrada en el tejido y a la 

pérdida de las ICC55. Respecto a la motilidad, también observaron una pérdida en la 

frecuencia de las ondas lentas, pero además evaluaron la capacidad de respuesta 

contráctil a la adición de carbacol, siendo esta significativamente menor en el grupo con 

la obstrucción intestinal55. 

En nuestro estudio no se ha analizado la expresión de las ICC, por lo que no sabemos 

si su pérdida es la responsable de la disminución en la frecuencia de las ondas lentas que 

se observó en el ensayo de miografía. Además, en el examen histológico realizado no 

observamos cambios en el grosor de las capas musculares, signos de inflamación ni 

migración de células defensivas, descartando así que la dismotilidad tuviera un origen 

inflamatorio. La ausencia de inflamación evitaría la migración de células defensivas y la 

expresión de citoquinas proinflamatorias, que habían sido referidas en otros trabajos 

como principales culpables de la hipertrofia encontrada en la tunica muscularis54,56. El 

mantenimiento de un tejido muscular sano encajaría con el hecho de que, en el ensayo 

de miografía realizado, la respuesta frente a la adición de acetilcolina no mostrara 

diferencias entre el grupo con sobreexpresión del canal y el control.  
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Los ratones KCa3.1+ tratados con doxiciclina y Senicapoc® permitieron evaluar si era 

posible prevenir la expresión de este fenotipo intestinal mediante un bloqueo in vivo del 

canal KCa3.1. La ausencia de cambios fisiológicos en estos ratones observada en los 

resultados respaldaría la hipótesis de que estas alteraciones estuvieran causadas por un 

efecto secundario a su sobreexpresión. 

En cuanto a la cepa KCa3.1-, el desarrollo de un modelo viable de supresión inducible 

in vivo del canal KCa3.1 específico del epitelio es, en sí, completamente novedoso. Al 

analizar los efectos producidos por la deleción del canal no se observaron alteraciones en 

el tejido epitelial ni las observadas en el aparato gastrointestinal en el modelo de 

sobreexpresión. Hay que tener en cuenta que en otros experimentos realizados con 

ratones KO totales del canal KCa3.1, que nacen y se desarrollan sin el canal expresado en 

el organismo, tampoco se han observado alteraciones epiteliales o intestinales, aunque sí 

otros efectos segundarios como disfunción endotelial, defectos en la regulación del 

volumen de los eritrocitos y esplenomegalia, alteraciones del comportamiento o daño 

cerebral entre otros57–60. 

Otra posible justificación de la ausencia de alteraciones en estos ratones podría ser 

una posible compensación fisiológica. La investigación sobre el papel de distintos canales 

de K+ en la secreción colinérgica de cloro en ratones KO para el canal KCa3.1 demostró 

que, aunque dicha secreción fue significativamente disminuida, hubo una importante 

respuesta secretora en el intestino34. Esto fue posible gracias a que otros canales de 

potasio fueron activados, compensando parcialmente de este modo la función del canal 

KCa3.1. Además, al bloquear los canales compensadores de manera selectiva la secreción 

de cloro fue mínima, corroborando así su hipótesis34. Teniendo esto en cuenta, sería 

posible que en nuestro modelo de supresión del canal KCa3.1 se hubiera dado el mismo 

mecanismo de compensación, evitando así que se produjeran alteraciones tan 

significativas como las encontradas en el modelo de sobreexpresión. Para poder confirmar 

esta teoría haría falta un estudio celular que determinara el comportamiento tanto del 

canal KCa3.1 como de los otros canales posibles implicados. 

Como conclusión, podemos decir que la sobreexpresión del canal KCa3.1 puede 

producir un incremento del contenido intestinal y una reducción de las contracciones 

espontáneas, provocando alteraciones notables en la fisiología intestinal. Pese a no poder 
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definir con seguridad la etiología de estos cambios, la implantación de un modelo in vivo 

de sobreexpresión del canal KCa3.1 es completamente novedosa. Además, la relación 

establecida de la modulación del canal con la alteración del transporte iónico e hídrico 

respalda la hipótesis de que este canal podría ser una posible diana terapéutica para el 

tratamiento de patologías intestinales que cursen con sintomatologías semejantes. Estos 

hallazgos podrían ayudar a entender mejor los mecanismos de adaptación frente a 

alteraciones del intestino que cursen con dismotilidad o pérdida de la homeostasis en el 

transporte hídrico y electrolítico.  
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5.2 ESTUDIO 2: EFECTO DE TÉ DE ROCA EN LA MUSCULATURA LISA INTESTINAL  

 

Jasonia glutinosa (L.) DC. (Compositae), comúnmente conocida como té de roca, es 

una planta utilizada de manera tradicional para el tratamiento de diversas patologías en 

la costa mediterránea occidental. Aunque la cultura popular le adjudica multitud de usos, 

como antiinflamatorio, cicatrizante, antihipertensivo, antiséptico, estimulante o 

antidepresivo, el más extendido es en forma de infusión con propiedades digestivas, el 

cual le dio su calificación popular como “té”61,62. Sin embargo, a pesar de la amplia 

distribución de Jasonia glutinosa y su extendido uso tradicional, apenas hay estudios que 

avalen científicamente su uso terapéutico. Si bien hay algunos estudios in vitro que 

demuestran que esta planta presenta efectos antioxidantes63, antiinflamatorios64, 

antimicrobianos65 o antihipertensivos66, hasta el momento no existen estudios sobre su 

efecto a nivel digestivo.  

En la bibliografía se define al té de roca como un “tónico digestivo”, utilizado para 

mejorar digestiones pesadas caracterizadas por espasmos abdominales y dolor visceral61. 

Por ello, el primer estudio de esta tesis doctoral sobre se centró en estudiar su posible 

efecto sobre la musculatura lisa intestinal. Para determinar el posible efecto espasmolítico 

del té de roca y conocer su posible mecanismo de acción se realizó un ensayo ex vivo en 

baño de órganos con segmentos aislados de duodeno de rata. En él se evaluó el efecto 

del extracto de TR sobre la motilidad basal y la contractilidad de la musculatura lisa 

intestinal, comparando su efecto con el del verapamilo, un agente espasmolítico de 

referencia, antagonista de los canales de calcio activados por voltaje tipo L. 

La motilidad basal del intestino está caracterizada por movimientos espontáneos 

regulados por ciclos periódicos de despolarización y repolarización. Las fases de 

despolarización, necesarias para las respuestas contráctiles, se producen por una entrada 

rápida de calcio al citoplasma a través de los canales de Ca2+ activados por voltaje y la 

liberación de Ca2+ de los almacenes intracelulares67. Por otro lado, la relajación viene dada 

por la disminución de la concentración de calcio en el citosol68. Para ello, los mecanismos 

principales son bloquear de la entrada del calcio extracelular mediante el cierre de los 
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canales de Ca2+ activados por voltaje, favorecer su salida al medio extracelular o 

introduciendo el calcio citoplasmático a los almacenes intracelulares69.  

El extracto de TR, de manera dosis dependiente, produjo una relajación de las 

contracciones espontáneas de la musculatura lisa longitudinal del duodeno, produciendo 

una reducción significativa de la amplitud de contracciones, sin modificar su frecuencia. 

Este efecto fue similar al observado por el verapamilo en la motilidad basal, sugiriendo 

que el extracto del TR podría tener el mismo mecanismo de acción que este antagonista, 

bloqueando los canales de calcio activados por voltaje tipo L, evitando así el aumento de 

la concentración del calcio intracelular. 

Para comprobar si el efecto espasmolítico de nuestro extracto era debido al bloqueo 

de la entrada de calcio desde el medio extracelular, se estudió el efecto del extracto de 

TR sobre el duodeno precontraído por la adición de potasio al medio. Un aumento de la 

concentración de potasio extracelular produce una despolarización de la célula y una 

apertura de los canales de Ca2+ activados por voltaje, lo que conduce a una entrada del 

calcio desde el medio extracelular y a un incremento de su concentración intracelular, que 

conlleva a una contracción sostenida del tejido muscular39,70,71. De nuevo, la relajación del 

tejido precontraído con cloruro de potasio producida por el extracto de TR fue muy similar 

a la producida por el verapamilo, sugiriendo así una relación entre el efecto del extracto 

de TR con el bloqueo de la entrada de calcio en la célula.  

Con el objetivo de confirmar este mecanismo de acción, se incubaron los segmentos 

de duodeno en una solución nutricia sin calcio. La ausencia de este ion minimizó las 

contracciones espontáneas de la musculatura lisa, debido a la imposibilidad de 

despolarizar las células musculares. La adición de calcio a las copas control del baño de 

órganos, en forma de CaCl2, produjo que los segmentos de duodeno recuperaran su 

capacidad contráctil, respuesta que fue dosis dependiente. Sin embargo, los segmentos 

de duodeno incubados, previamente a la adición de CaCl2, con diferentes dosis de extracto 

de TR o de verapamilo, no mostraron la misma capacidad de respuesta al CaCl2 que los 

controles. Tanto el extracto de TR como el verapamilo redujeron significativamente la 

respuesta contráctil del músculo liso duodenal. Este resultado indicaba un efecto del 

extracto de TR sobre el músculo liso intestinal mediante la inhibición de la entrada de 

calcio al músculo72. 
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Tras observar este comportamiento, se estudió si el extracto del TR era capaz de 

antagonizar el efecto producido por un agonista de los canales de calcio activados por 

voltaje tipo L, el Bay-K8644. Para ello, los segmentos de duodeno fueron incubados con el 

vehículo del extracto (agua), el extracto del TR, a diferentes dosis, y con el verapamilo 

durante 15 minutos antes de añadir el Bay-K8644. Este agonista produjo una fuerte 

contracción en los segmentos de los duodenos control. Sin embargo, en los segmentos 

incubados previamente con el extracto o el verapamilo, el Bay-K8644 no produjo la misma 

respuesta, encontrando una disminución de su efecto contráctil de un 94,4 ± 1,7% en el 

caso de la máxima dosis probada de TR, 5 mg/ml, respuesta similar a la mostrada por el 

verapamilo (91,9 ± 2,9%). 

Todos estos resultados sugieren que el extracto de TR disminuye la contractilidad de 

la musculatura lisa longitudinal del duodeno al inhibir la entrada de calcio a la célula, 

probablemente por su capacidad para bloquear los canales de calcio activados por voltaje 

tipo L.  

Esta hipótesis concuerda con el estudio realizado por Valero y cols.66 sobre el efecto 

del TR en el músculo liso vascular. En él, realizado con el mismo extracto etanólico de 

Jasonia glutinosa, el TR mostró un efecto vasorelajante en aorta de rata mediante el 

bloqueo de los canales de calcio activados por voltaje, evitando de este modo la entrada 

de calcio al citosol desde el medio extracelular. Además, este mecanismo de acción fue 

confirmado mediante ensayos de patch-clamp en células musculares lisas vasculares de 

aorta de rata (A7r5), las cuales expresan canales de calcio tipo L activados por voltaje66.  

En este estudio también se investigó el papel del extracto de TR sobre la musculatura 

lisa vascular precontraída con fenilefrina (1 µM). El TR bloqueó la contracción producida 

por este agonista del receptor adrenérgico α1, el cual, aparte de activar los canales de 

calcio activados por voltaje tipo L dependiente de la despolarización celular, activa canales 

operados por ligando permeables al calcio y la liberación de calcio desde el retículo 

sarcoplásmico. Este efecto inhibitorio fue observado también al eliminar el calcio del 

medio de incubación, sugiriendo que el extracto de TR podría producir una disminución 

de calcio en los almacenes intracelulares, o bien evitar la salida de calcio de estos 

almacenes al citosol. Por último, relacionaron al extracto del TR con la vía Rho A/Rho-

quinasa o de sensibilización al calcio, que produce una contracción de la musculatura lisa 
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independiente del calcio. El inhibidor de la Rho-quinasa Y-27632 (10−6 M) y el extracto de 

té de roca (5 mg/ml) produjeron una inhibición similar sobre la contracción producida por 

el KCl (80 mM) en aorta de rata, mientras que su incubación conjunta no produjo ningún 

efecto sumatorio. Sin embargo, para confirmar este mecanismo de acción serían 

necesarios estudios más específicos, ya que esta ruta podría haber sido inhibida por el 

bloqueo inicial de la entrada del calcio a través de los canales activados por voltaje66.  

Numerosos estudios han demostrado que las propiedades biológicas de diferentes 

extractos vegetales y de frutas vienen dadas por su composición fitoquímica73,74. Los 

metabolitos secundarios de las plantas, como polifenoles, alcaloides y terpenos, pueden 

presentar actividad espasmolítica y pueden usarse como agentes antiespasmódicos y 

antidiarreicos75–78.   

Estudios sobre la composición fitoquímica del extracto o aceite de Jasonia glutinosa 

han demostrado que posee una gran cantidad de compuestos farmacológicamente 

activos. En ellos se han identificado la presencia de polifenoles, específicamente 

flavonoides glicosilados como la quercetina y derivados de kaempferol en un extracto 

metanólico de las partes aéreas de la planta79, y numerosos terpenoides, siendo los más 

significativos el alcanfor, el nerolidol y el alfa-pineno en el aceite esencial y un extracto de 

pentano80. En cuanto a este estudio, el extracto etanólico obtenido mostró, mediante 

espectrometría de masas, la presencia de diversos flavonoides, destacando entre ellos la 

quercetina, el kaempferol o la patuletina. 

Los polifenoles son un extenso grupo de sustancias químicas de origen vegetal con 

numerosas propiedades antioxidantes81–83, antiinflamatorias84, prebióticas85,86, 

protectors del epitelio intestinal87,88 o moduladoras de las contracciones de la 

musculatura lisa89–91, además de presentar capacidad para aumentar la reabsorción de 

agua e iones en el colon92. Dentro de este grupo destacan los flavonoides como unos de 

los compuestos con mayor evidencia espasmolítica. Su efecto inhibitorio sobre el músculo 

liso ha sido ampliamente estudiado, observándose distintos mecanismos de acción. Ya en 

1978, Beret y cols.93, y más tarde en 1983, Petkov y cols.94, postularon que el efecto 

relajante de los flavonoides sobre la musculatura lisa era debido a un aumento en los 

niveles de los nucleótidos cíclicos inducido por una inhibición de la fosfodiesterasa (PDE). 

Teniendo en cuenta que la PDE, como otras muchas enzimas, es regulada por la CaM, se 
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sugirió que el efecto de los flavonoides era por su unión a esta proteína, antagonizándola 

e inhibiendo así los procesos que regula95. Estudios posteriores demostraron una relación 

directamente proporcional entre la capacidad de algunos flavonoides de inhibir la PDE 

con su capacidad para relajar la musculatura lisa en íleon aislado de rata. Esto hizo posible 

concluir que este era, al menos, uno de los mecanismo de acción espasmolíticos de los 

flavonoides, aunque dejaba la puerta abierta a otros mecanismos de acción 

complementarios que podrían ser estudiados más adelante96. Más tarde se demostró que 

la relajación de la musculatura lisa por parte de los flavonoides incluye la modulación de 

canales iónicos, como la activación de canales de potasio sensibles a ATP o el bloqueo de 

canales de calcio activados por voltaje, tal y como se refleja en nuestros resultados78,97–99. 

En conjunto, en base a los múltiples estudios realizados, la teoría más aceptada es que el 

efecto espasmolítico de los flavonoides sería debido a una combinación de estos 

mecanismos. 

La quercetina ha demostrado su capacidad para inhibir la contracción muscular lisa a 

través del bloqueo de los canales de calcio activados por voltaje100 y de relajar las fibras 

musculares lisas precontraídas mediante la activación de la PKA y el AMPc98. Además, a 

nivel clínico ha demostrado reducir la motilidad gastrointestinal, hecho relacionado con 

la inhibición de la actividad marcapasos de las células intersticiales de Cajal gracias a su 

capacidad para bloquear los canales de cloro activados por calcio, disminuyendo además 

el tiempo de tránsito intestinal98,101,102, el peristaltismo y modulando la excitación 

muscular97.  

En un estudio realizado en íleon de rata con 11 flavonoides, como la quercetina, la 

rutina o la galangina entre otros, la quercetina fue el que presentó mayor capacidad 

relajante sobre las contracciones tónicas y fásicas de la musculatura lisa, relacionándose 

este efecto con un grupo hidroxilo diferencial presente en su estructura química96. La 

quercetina, aislada de un extracto acuoso de Tagetes erecta L. rico en flavonoides, 

produjo un efecto espasmolítico sobre las contracciones generadas por un aumento de 

potasio extracelular. Este trabajo concluyó que el efecto era debido a un bloqueo de los 

canales de calcio activados por voltaje, descartando a su vez la implicación de receptores 

nicotínicos o la vía del óxido nítrico100. En un estudio sobre el mecanismo de acción 

inhibitorio de la genisteína y la quercetina sobre las contracciones espontáneas en la 
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musculatura lisa de duodeno de conejo, se demostró que estos dos flavonoides actuaban 

por vías distintas. Mientras que la genisteína produjo la relajación de las ondas lentas 

mediante el bloqueo de los canales de calcio activados por voltaje tipo L, canales de K+ 

activados por Ca2+ de pequeña, intermedia y alta conductancia, y canales de potasio no 

específicos, la quercetina lo realizó mediante el bloqueo de la AMPc y la PKA98. 

El kaempferol también ha demostrado presentar capacidad para modular la motilidad 

intestinal. Un estudio in vivo sobre el efecto de diversos flavonoides sobre el sistema 

gastrointestinal, en condiciones basales y en un proceso de diarrea aguda, determinó que 

varios de los flavonoides ensayados, pero especialmente el kaempferol, la rutina, la 

morina y la miricetina, fueron capaces de retrasar el tiempo de tránsito gastrointestinal 

en condiciones fisiológicas, tanto en el intestino delgado como en el intestino grueso103. 

En el mismo estudio, al provocar una diarrea con aceite de ricino, estos flavonoides 

redujeron la acumulación de líquido intraluminal, la secreción de ion sodio y el score de 

actividad de la enfermedad. Estos efectos fueron potenciados por la administración 

concomitante de verapamilo y antagonizados al añadir yohimbina, un alcaloide 

antagonista de los receptores adrenérgicos α2. De esta manera, teniendo en cuenta los 

efectos producidos por los flavonoides aislados y su reacción frente a la administración de 

verapamilo y yohimbina, los autores sugirieron que estos flavonoides producen un efecto 

inhibitorio de las funciones intestinales mediante el bloqueo de la entrada de calcio y la 

estimulación del sistema adrenérgico α2. 

Por otro lado, la patuletina posee diferentes actividades biológicas, entre las que se 

incluyen la eliminación de radicales libres, propiedades antiinflamatorias, 

antimicrobianas, analgésicas, antiespasmódicas, hipotensoras, nematicidas y colagógicas, 

estimulando la producción de bilis y su expulsión por parte de la vesícula biliar 

favoreciendo los procesos digestivos104.  

A pesar de los estudios sobre los efecto de diferentes compuestos aislados, hay que 

tener en cuenta que la mayoría de los efectos observados en los extractos no son debido 

a un único compuesto, sino a la interacción entre ellos105. Un trabajo reciente estudió la 

capacidad del extracto del arbusto Catha edulis para inhibir la contracción de la 

musculatura lisa intestinal, identificando el potencial espasmolítico del extracto y de cada 

uno de los componentes del extracto de manera aislada, incluidos la quercetina y el 
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kaempferol. Los resultados mostraron que el efecto espasmolítico del extracto era mayor 

que el observado por los compuestos de manera individual, incluso si estos se ensayaban 

al doble de la concentración encontrada en el extracto, demostrando así que la sinergia 

entre las distintas sustancias es lo que facilita las propiedades terapéuticas de los 

extractos106.   

En conclusión, podemos decir que el extracto etanólico de Jasonia glutinosa ha 

demostrado, in vitro, tener un efecto espasmolítico sobre el músculo liso longitudinal 

duodenal, a través del bloqueo de los canales de calcio activados por voltaje tipo L. Este 

efecto seguramente sea debido a su composición fitoquímica, destacando la presencia de 

polifenoles, y la sinergia entre sus componentes. Estos resultados avalan científicamente 

la posible utilización de este extracto para el tratamiento de patologías intestinales que 

requieran del tratamiento con un agente espasmolítico. 
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5.3 ESTUDIO 3: EFECTO PROTECTOR DEL TÉ DE ROCA EN UN MODELO DE COLITIS  

 

Tras demostrar que el extracto de Jasonia glutinosa (L.) DC. tenía efecto espasmolítico 

a nivel digestivo y presentaba una composición rica en compuestos bioactivos, se decidió 

realizar un estudio para caracterizar mejor el extracto del té de roca e investigar su papel 

como protector en un modelo de lesión-reparación de colitis inducida por DSS, utilizando 

técnicas in vitro, in vivo y ex vivo.  

El modelo de colitis empleado en esta tesis es uno de los más utilizados para el 

estudio de cuadros inflamatorios agudos intestinales, ya que, además de ser un ensayo 

rápido, sencillo y fácilmente reproducible, presenta una sintomatología muy similar a la 

colitis ulcerosa humana107–109. Aunque el sistema que utiliza el DSS para penetrar en la 

mucosa intestinal no está completamente definido, un estudio reciente sugiere que lo 

hace mediante la formación de nano-lipocomplejos con ácidos grasos de cadena media a 

nivel del colon110. Una vez dentro, se ha observado que el DSS tiene una carga altamente 

negativa aportada por los grupos sulfatos que es tóxica para los epitelios colónicos y 

produce una rápida rotura de la barrera intestinal, generando un aumento de la 

permeabilidad epitelial del intestino. Esta alteración del efecto barrera da lugar a una 

penetración masiva de bacterias en la lámina propia, provocando una fuerte respuesta 

inmune en la zona, la infiltración de células defensivas y una liberación de mediadores 

proinflamatorios108. De hecho, el desequilibrio entre la expresión de citoquinas pro y 

antiinflamatorias se considera como uno de los desencadenantes de las EII111, habiéndose 

observado en estos pacientes un incremento de enzimas o citoquinas proinflamatorias 

como la COX-2, la iNOS, el TNF-α y las IL-1β, IL-12 e IL-23112, de manera similar a lo que 

ocurre en ratones tratados experimentalmente con DSS113,114.  

Además, algunas de estas citoquinas proinflamatorias, como el TNF-α o la IL-6, son 

reguladoras de las proteínas de unión estrecha. Un aumento de sus niveles afecta a la 

expresión de dichas proteínas, interrumpiendo la continuidad de la barrera epitelial y 

endotelial y favoreciendo el incremento en la permeabilidad del tejido115–118. 

Los daños estructurales y la presencia de estos marcadores proinflamatorios también 

producen alteraciones funcionales. En concreto, se ha observado que el aumento en la 
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producción de NO y otras citoquinas proinflamatorias como el IFN-γ, la IL-1β o el TNF-α 

tiene un efecto sobre la musculatura lisa y la motilidad, pudiendo afectar a su capacidad 

contráctil o su regulación nerviosa y hormonal119–122.  

Aunque el DSS actúa principalmente en el colon, donde produce una mayor 

inflamación, cada vez hay más estudios que revelan que otros tramos del intestino 

también se ven afectados. Matsuyoshi y cols.120 describieron cómo la administración de 

DSS, aunque sólo indujo un proceso inflamatorio en el colon, fue capaz de alterar la 

motilidad en el íleon, produciendo contracciones espontáneas irregulares similares a las 

observadas en nuestro trabajo. Este efecto fue parcialmente revertido tras tratamiento 

con NG-nitro-L-arginina metil éster, más conocido como L-NAME, un inhibidor no 

específico de las NOS, sugiriendo un papel de estas enzimas en los efectos del DSS. En este 

trabajo, a pesar de no hallar inflamación en el estudio anatomopatológico del íleon, 

observaron un aumento de la expresión de la iNOS en el plexo mientérico de este en los 

ratones afectados por la colitis. Existe otro trabajo que ha demostrado que la 

administración de DSS inducía cambios morfológicos y bioquímicos en el intestino 

delgado, esta vez específicamente en el yeyuno123. En sus experimentos, cuantificaron un 

aumento significativo en la expresión de la MPO y observaron un incremento en el tamaño 

de las vellosidades en los animales tratados con DSS, sugiriendo que estos cambios 

podrían estar asociados a una activación de la respuesta inmune innata provocada por el 

daño en el colon. Sin embargo, no hallaron ningún signo de daño en el íleon de los 

animales sometidos al modelo de colitis123. 

En nuestro estudio, la administración del DSS produjo en los animales una 

sintomatología caracterizada por pérdida de peso, presencia de sangre en heces y diarrea. 

El análisis macroscópico del colon reveló un acortamiento en su longitud y un aumento 

en el grosor de sus paredes, síntomas característicos de este modelo, indicando un 

proceso inflamatorio en el tejido124. También se observó un daño directo en el tejido como 

adherencias, estenosis, edema o sangre en la luz intestinal principalmente. El daño en el 

tejido fue corroborado a través de un estudio histológico del colon, donde se observó una 

inflamación severa con destrucción masiva de la mucosa intestinal y gran cantidad de 

células inflamatorias infiltradas en la lámina propia, especialmente en el colon distal. Por 

otro lado, el estudio inmunohistológico confirmó una alteración de la barrera intestinal 
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debida a una pérdida en la expresión apical de la proteína de unión estrecha ZO-1. El 

análisis de muestras de colon distal mostró además un incremento en la concentración de 

determinados marcadores y enzimas proinflamatorias, como la MPO, la IL-6, la iNOS y la 

COX-2, y una disminución de la citoquina antiinflamatoria IL-10. Respecto a la 

funcionalidad del tejido, el DSS produjo una alteración en el patrón motor del íleon y en 

su capacidad contráctil. 

El tratamiento de la colitis con nuestro extracto de TR mostró un papel protector, 

dosis dependiente, frente al daño producido por DSS al mejorar la sintomatología clínica, 

la inflamación, el daño en el tejido y preservar la barrera epitelial intestinal. Además, el 

extracto consiguió normalizar la motilidad alterada en este modelo. El efecto 

antiinflamatorio y antioxidante mostrado por el extracto podría explicar estos efectos 

beneficiosos in vivo y estaría relacionado con su composición fitoquímica. 

Para conocer el perfil fitoquímico de nuestro extracto se realizó una caracterización 

fitoquímica mediante un análisis de HPLC-DAD. Este análisis mostró un alto contenido en 

compuestos fenólicos (134.4 mg/g de extracto seco), incluyendo 10 ácidos fenólicos y 5 

flavonoides, confirmando la presencia de compuestos bioactivos en este extracto de TR. 

De los compuestos fenólicos identificados, los más representativos fueron los ácidos 

hidroxicinámicos derivados del ácido cafeoilquínico (más de un 70% del extracto) dentro 

de los cuales los dos compuestos dominantes fueron los ácidos 3,4-di-O-cafeoilquínio y el 

3,5-di-O-cafeoilquínico (40,95 mg/g de extracto seco). El flavonoide más significativo fue 

la quercetina-3-O-galactósido, el cuarto de los compuestos del extracto, con una 

concentración de 15,16 mg/g de extracto seco.  Además, se determinaron por primera 

vez pigmentos en el extracto, destacando la presencia de carotenoides y clorofilas, siendo 

la luteína la más representativa, con un contenido superior al 55% del total125.  

La administración vía oral de flavonoides aislados en altas concentraciones ha 

demostrado efectos beneficiosos en la colitis inducida por DSS en ratones. En general, 

consiguen disminuir la pérdida de peso y el daño en el tejido, demostrando una alta 

capacidad antiinflamatoria relacionada, según los autores, con la inhibición de la actividad 

del NF-kB como mecanismo principal126–128. 
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El efecto protector de la quercitrina (1 mg/kg) ha sido demostrado in vivo gracias a su 

capacidad para disminuir el avance del daño ocasionado por el DSS y mejorar la 

recuperación de los animales. Este flavonoide ha mostrado una conservación de la 

estructura del intestino, mitigando la ulceración y la infiltración de células inflamatorias. 

Además, ha sido capaz de reducir la actividad de la MPO y la fosfatasa alcalina, ambas 

utilizadas como marcadores de inflamación, atribuyendo estos efectos a la inhibición del 

NF-kB126. Este trabajo se complementó con otro a posteriori, donde los autores 

descubrieron que este efecto protector era debido a la hidrolización de la quercitrina en 

quercetina por parte de la microbiota intestinal. Esta hipótesis coincidió con el hecho de 

que la quercetina hubiera obtenido mejores resultados antiinflamatorios in vitro y 

confirmó la implicación de la inhibición de la actividad del NF-kB como uno de los 

mecanismos de acción principales127.  

Respecto al kaempferol, un estudio sobre el efecto de su administración aislada en la 

dieta en ratones tratados con DSS demostró cómo redujo los aumentos del ARNm de 

alguna de las principales citoquinas proinflamatorias, como el TNF-α, la IL-1β y la IL-6, la 

MPO y los niveles plasmáticos de mediadores proinflamatorios como la PGE2 en el 

colon128. Estos resultados concuerdan con los resultados mostrados in vitro, donde se este 

efecto antiinflamatorio se atribuyó a su capacidad para inhibir el NF-kB y STAT3129.  

Otro ejemplo lo encontramos en el galato de epigalocatequina, flavonol que 

representa aproximadamente un 30% del peso de las hojas de té verde secas130. En un 

modelo de colitis, la administración vía oral de este flavonol junto con piperina, para 

mejorar su biodisponibilidad, redujo la aparición y gravedad de la sintomatología de la 

colitis y aumentó la supervivencia de los animales131. Al justificar su efecto, aunque se 

centraron más en su potencial antioxidante, también observaron cómo redujo la 

expresión de la IL-8, asociándolo de nuevo a la inhibición documentada in vitro de vías 

proinflamatorias como el NF-kB, la IL-6 o el TNF-α131. 

Debido al carácter inflamatorio de la colitis ulcerosa, el efecto antiinflamatorio de los 

flavonoides es considerado su mecanismo de acción principal frente a las EII. Sin embargo, 

como ya se adelantó en la introducción de la fisiopatología de la colitis ulcerosa, la 

integridad de la barrera intestinal es otro de los factores clave en su desarrollo. Para 

mantener su estructura, las proteínas de unión estrecha desarrollan un papel crucial, 
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evitando su destrucción y el aumento de su permeabilidad132. De hecho, un estudio 

evidenció que, al menos en el modelo de colitis inducida por DSS, la pérdida de la 

expresión de la ZO-1 es un prequisito del aumento de la permeabilidad que termina 

desencadenando la respuesta inflamatoria. Sin embargo, los autores se muestran cautos 

a la hora de extrapolar estos resultados a la colitis ulcerosa humana, debido al mayor 

número de factores implicados en su desarrollo133. 

Esta relevancia de las TJ sobre el desarrollo de la colitis hace de la capacidad 

protectora de los flavonoides sobre ellas es uno de los factores fundamentales de su 

efecto beneficioso en las EII. Un estudio realizado en células Caco-2 demostró como la 

quercetina, el galato de epigalocatequina y el resveratrol evitaron la redistribución de la 

ZO-1 frente a la indometacina, un medicamento antiinflamatorio no esteroideo, y 

previnieron la disminución de la expresión de la ZO-1 y la ocludina88. Además, hay que 

tener en cuenta el efecto protector indirecto a través de la reducción de marcadores 

proinflamatorios que afectan a su regulación, como las citoquinas TNF-α e IL-6116,134 o el 

NF-kB135. 

Otras propiedades beneficiosas descritas de los flavonoides, que justifican su papel 

protector en las enfermedades inflamatorias intestinales, son el incremento en la 

producción de moco o su acción prebiótica sobre la microbiota intestinal. A pesar de que 

no hayamos realizado un estudio al respecto en el té de roca, la presencia de estos 

compuestos bioactivos en su composición hace que no podamos obviar la posibilidad de 

que produzca estos efectos, aunque serían necesarios estudios complementarios que los 

justificaran. 

El incremento en la producción de moco tendría una importante función al evitar el 

contacto directo del epitelio intestinal con los posibles agentes proinflamatorios que 

pudiera contener la luz del intestino. Estudios en modelos de enfermedades inflamatorias 

han investigado la modulación de su secreción, concluyendo que determinados 

polifenoles tienen un efecto directo incrementando su producción o mejorando su 

viscosidad, aunque sugieren estudios en mayor profundidad sobre este tema136–139. 

Algunas revisiones describen los efectos resultantes de la interacción de los 

polifenoles con la microbiota intestinal sugiriendo un efecto sinérgico: estos modularían 
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la población microbiana hacia una más saludable, y a su vez la microbiota intervendría en 

su metabolismo y en el aumento de sus funciones beneficiosas para la salud85,86. Este 

efecto ha sido observado por ejemplo tras la administración de quercetina, presente en 

el té de roca, el cual produjo una variación en el ratio de poblaciones de bacterias 

relacionadas con acciones beneficiosas sobre problemas metabólicos. En concreto, su 

administración in vivo durante 6-8 semanas fue capaz de aumentar la población de 

aquellas inversamente relacionadas con la obesidad (Bacteroides vulgatus y Akkermansia 

muciniphila) y reducir aquellas más abundantes en pacientes obesos (Eubacterium 

cylindroides y Bilophila wadsworthia)140. Además, el incremento de la población de 

algunas cepas de microbiota pueden tener efectos directos saludables, como la 

producción por parte de los bacteriodetes o la Akkermansia muciniphila de ácidos grasos 

de cadena corta, que tienen un efecto antiinflamatorio y favorecen la degradación de 

compuestos xenobióticos, o la mejora en la estabilidad de las propiedades de la barrera 

intestinal, con efectos sobre las proteínas de unión estrecha y la mucosa141.  

Respecto a los ácidos cafeoilquínicos, abundantes en nuestro extracto, representan 

un grupo de polifenoles vegetales presentes en distintas bebidas como cafés, tés o zumos, 

y son conocidos por su capacidad antioxidante y antiinflamatoria142. Además de en 

distintos estudios in vitro, su papel protector in vivo también ha sido demostrado frente 

a la colitis ulcerosa. En un modelo de inducción de colitis por DSS, la administración oral 

del ácido 5-O-cafeoilquínico redujo los cambios morfológicos y el impacto de la 

enfermedad, supuestamente debido al bloqueo de la cascada inflamatoria y de la 

infiltración de neutrófilos gracias a la inhibición de la expresión de la IL-8 o la IL-1β. Estos 

efectos fueron justificados por los autores debido a un posible bloqueo directo o indirecto 

de la vía NF-kB, aunque expresaron la necesidad de estudios a nivel molecular para 

esclarecer el mecanismo de acción exacto143. Zhang y sus colaboradores coincidirían con 

este trabajo en su estudio de 2017144, donde, además de observar la reducción en la 

expresión de marcadores inflamatorios y la infiltración de células defensivas, notificaron 

un efecto prebiótico sobre la microbiota del intestino. La administración oral de este ácido 

cafeoilquínico disminuyó el ratio de firmicutes / bacteriodetes, menor en personas con un 

índice de masa corporal bajo145, y aumentó la presencia de Akkermansia municiphila, la 

cual tiene efectos positivos sobre el metabolismo de lípidos y la sintomatología de la colitis 
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inducidos por DSS146. Finalmente, otra propiedad destacable en los procesos inflamatorios 

intestinales atribuida a los ácidos 5-O-cafeoilquínico, 3,4-di-O-cafeoilquínico y 3,5-di-O-

cafeoilquínico es su capacidad antiulcerogénica, a través del bloqueo del radicales libres, 

como el peroxinitrito, implicados en procesos de daño epitelial 147.   

Respecto al último grupo de compuestos identificados en nuestro extracto, los 

carotenoides, han demostrado tener importantes propiedades antiinflamatorias y 

antioxidantes y su consumo se ha relacionado con la prevención de algunas enfermedades 

del colon, como las EII o el cáncer. Su efecto viene dado principalmente por su capacidad 

antioxidante, bloqueando radicales libres, a la vez que protegen de situaciones altamente 

oxidantes como la penetración de la radiación UV. Se conoce que el estrés oxidativo es 

capaz de activar procesos proinflamatorios como la vía del NF-kB o el Nrf2, lo que confiere 

a los carotenoides una actividad antiinflamatoria indirecta, al ser capaces de inhibir 

radicales libres así como la expresión de marcadores inflamatorios, como la iNOS, la COX-

2, el NO o la PGE2148.   

A pesar de ser unos candidatos idóneos para prevenir estas enfermedades, se ha 

observado que el nivel basal de carotenoides en sangre en pacientes con EII están 

disminuidos, posiblemente por problemas en su digestión y absorción debido a su 

carácter lipídico, lo que podría generar una disminución o retraso de sus efectos cuando 

se administran vía oral149,150. Así, esta reducción en su concentración final en sangre 

puede llegar a afectar a la defensa antioxidante del organismo, favoreciendo un daño 

oxidativo tisular y reduciendo la capacidad para mantener la integridad de la barrera 

epitelial151. 

En nuestro extracto destacan dos carotenoides biológicamente importantes, la 

luteína y el β-caroteno. En 2016, Głąbska y cols.152 estudiaron el efecto de la ingesta diaria 

de altas dosis de luteína junto con zeaxantina en un modelo de colitis ulcerosa en fase de 

remisión, demostrando que la administración de estos carotenoides era capaz de reducir 

la presencia de sangre, moco y pus en heces, aunque sin efecto sobre el dolor visceral. 

Tiempo después, en 2019, publicaron otro estudio complementario, analizando el 

impacto de los mismos retinoides sobre otros síntomas gastrointestinales de la colitis en 

fase de remisión153. En este trabajo destacaron el efecto positivo de la combinación de 

luteína y la zeaxantina sobre la incidencia del estreñimiento. A pesar de estos resultados, 
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Głąbska y su equipo se mostraron cautos a la hora de hacer conclusiones, ya que este tipo 

de compuestos en la dieta están presentes en dosis menores a la suplementación dada y 

se encuentran junto con otras sustancias, como los flavonoides, advirtiendo que harían 

falta más estudios de su efecto conjunto.  

Respecto al β-caroteno, aunque en el primer estudio de Głąbska y cols. no mostró 

efectos positivos aumentando incluso la presencia de moco fecal, otros autores han 

evidenciado su papel protector en un modelo murino de colitis aguda, reduciendo el daño 

local y sistémico a través de distintos mecanismos154. En concreto, la administración de β-

caroteno demostró presentar un papel protector en los ratones, al mejorar la inflamación, 

el estrés oxidativo, la fibrosis y el daño al ADN localizado en el colon. Al estudiar su 

mecanismo de acción quedó demostrada la modulación de varios marcadores 

proinflamatorios, como el NF-kB, la COX-2, el STAT3 o el Nrf2, y la protección del daño 

sobre la mucosa colónica, evitando la disminución en la expresión de proteínas de unión 

como la ocludina. Esto hizo posible que, además de reducir la clínica local al evitar la 

penetración de bacterias a la circulación sistémica e inhibir distintas vías proinflamatorias, 

mejorara la inflamación sistémica y la genotoxicidad154. 

A pesar de que el potencial terapéutico mostrado por estos compuestos ha sido 

observado de manera aislada y la dosis contenida en los 50 mg/kg administrados de 

nuestro extracto (7.4µg y 1ng de luteína y β-caroteno respectivamente) es menor a la 

utilizada en los estudios que evidencian su efecto148,152–154, no se puede ignorar la 

contribución de estos compuestos bioactivos al efecto mostrado por el té de roca. 

Además, hay que tener en cuenta la posible sinergia entre todos los componentes, la cual 

ha demostrado en numerosas ocasiones tener una mayor importancia que los efectos de 

los compuestos aislados. 

Uno de los posibles factores limitantes valorados en esta tesis doctoral ha sido la 

metabolización o degradación de los compuestos vegetales y sus componentes al 

administrarlos vía oral, lo que podría disminuir su efecto. De hecho, algunos autores ya 

han evidenciado cómo determinados polifenoles no eran capaces de llegar al colon debido 

a su absorción o degradación, o algunos carotenoides han mostrado malabsorción o la 

disminución de su efecto en procesos inflamatorios intestinales por la alteración de la 

pared intestinal127,128,150. La respuesta a qué le podría pasar a nuestro extracto una vez en 
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el sistema digestivo se ha encontrado en un trabajo reciente. En este estudio, realizado 

con un extracto acuoso y otro metanólico de Jasonia glutinosa, analizaron las diferencias 

en su composición y su efecto antioxidante antes y después de someterlos a una digestión 

in vitro. Los resultados mostraron que los procesos digestivos modificaron en parte la 

composición de los extractos, reduciendo la concentración de compuestos fenólicos y 

ácidos cafeoilquínicos, aunque conservando una fracción significativa remanente. 

Además, aunque en menor medida, la actividad antioxidante también se mantuvo155. 

Aplicando estos resultados a nuestro estudio y teniendo en cuenta los buenos resultados 

obtenidos, se podría sugerir que el extracto de Jasonia glutinosa ha sido capaz de 

mantener una composición activa suficiente, a pesar de los procesos digestivos, para 

demostrar un efecto protector a nivel del sistema digestivo.  

Sobre los mecanismos por los cuales nuestro extracto de TR ha ejercido una eficacia 

terapéutica en la colitis inducida por DSS, en vista de los resultados mostrados sobre los 

ratones y los efectos descritos de sus componentes sobre modelos similares, es probable 

que sea debida a una combinación de efectos antiinflamatorios, antioxidantes y 

protectores del epitelio.  

Respecto a la actividad antiinflamatoria, nuestro extracto de Jasonia glutinosa ha 

mostrado actuar a través de distintos mecanismos. Al analizar la expresión de distintos 

biomarcadores de inflamación en las muestras de tejido colónico extraídas a los ratones, 

el extracto de TR anuló parte del efecto del DSS, disminuyendo el aumento en la actividad 

de la MPO y la expresión de la IL-6, y las enzimas COX-2 e iNOS. Sin embargo, no mostró 

efectos a nivel de la IL-10. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en algunos 

estudios ya nombrados, realizados con algunos compuestos presentes en el extracto, 

donde los autores relacionaron dicha actividad con la inhibición de la vía del NF-

kB126,128,148.  

El estudio del efecto antiinflamatorio fue completado a través de unos estudios in 

vitro recogidos en la tercera publicación de la tesis doctoral125. Por un lado, el extracto de 

TR inhibió la actividad de la enzima 5-LOX, necesaria para la síntesis de moléculas 

proinflamatorias, concretamente los leucotrienos156, lo que explicaría parte de la 

disminución del grado de inflamación en los ratones. Inhibidores de esta enzima se han 

encontrado en diferentes extractos de plantas con semejanzas en la composición al 
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extracto de té de roca, como el Hypericum perforatum L. o el Citrus reticulata, ricos en 

flavonoides y en ácidos cafeoilquínicos respectivamente. Por otro lado, nuestro extracto 

consiguió disminuir de manera significativa la producción de NO y TFN-α inducida por LPS 

en un modelo de macrófagos J774.2 murinos. La inhibición de estos marcadores no sólo 

produce una acción antiinflamatoria directa 157,158, sino que se ha establecido una relación 

de estas con la regulación de la contractilidad y motilidad intestinal121, la cual discutiremos 

más adelante. El conjunto de estos hallazgos sugiere un potente efecto antiinflamatorio 

del extracto de Jasonia glutinosa, involucrando diferentes vías de señalización. 

Este perfil antiinflamatorio comparte similitudes con otros extractos de plantas con 

composiciones parecidas a Jasonia glutinosa. Así, el extracto metanólico de kudingcha, un 

té tradicional chino extraído de las hojas del Ilex kudingcha CJ. Tseng114, ha demostrado 

efectos beneficiosos sobre el estrés oxidativo, diabetes, obesidad, inflamación o daño 

cardiovascular, hepático o neurológico. En su composición se encuentran numerosos 

polifenoles, donde destacan los ácidos cafeoilquínicos y derivados, presentes en nuestro 

extracto. Respecto a su mecanismo de acción, este extracto ha demostrado ser 

antioxidante, aumentando los niveles colónicos de glutatión y reduciendo la generación 

de malondialdehído, inmunomodulador, disminuyendo la infiltración de neutrófilos y 

macrófagos y los niveles de MPO, y antiinflamatorio, reduciendo la actividad del TNF-α, y 

las IL-1β e IL-6, así como la disminución en la expresión de ARNm de la iNOS y la COX-2 en 

el tejido colónico, vitales en el proceso de inflamación de la CU. El extracto metanólico de 

la corteza de Cyrtocarpa procera, una planta endémica de México utilizada de manera 

tradicional para el tratamiento de desórdenes digestivos y con una composición similar al 

extracto de TR, demostró un papel protector parecido frente a la colitis, al reducir la 

sintomatología y el daño en el tejido colónico. Este efecto se asoció a su capacidad 

antiinflamatoria, evidenciado por la menor expresión de citoquinas proinflamatorias en 

el colon como el TNF-α y una disminución de la actividad de la MPO159. Además de este 

efecto antiinflamatorio, los autores destacaron el efecto antioxidante del extracto, 

relacionando ambas propiedades con su composición. 

Aunque esta tesis se ha centrado más en el papel antiinflamatorio del té de roca, su 

actividad antioxidante también ha sido estudiada. El extracto de TR mostró un efecto 

antioxidante al inhibir, de manera dosis dependiente, la producción de radicales de 
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oxígeno generados en el paso de xantina a xantina oxidasa, en la inhibición de la propia 

xantina oxidasa y en la eliminación de radicales superóxidos generados por el sistema 

NADH/PMS (la oxidación de nicotin adenin dinucleótido reducida (NADH) por metosulfato 

de fenazina (PMS)). Aunque en estos ensayos las CI50 no fueron especialmente 

significativas en comparación con las observadas en otros compuestos ricos en 

polifenoles, se debe tener en cuenta la posible contribución a su efecto global160. 

Además de los efectos antiinflamatorios y antioxidantes, nuestro extracto ha 

demostrado un efecto protector sobre el epitelio intestinal, al conservar la expresión de 

ZO-1 en los enterocitos y mantener una barrera intestinal íntegra. Las proteínas de unión 

estrecha son esenciales para que el epitelio intestinal mantenga su función de barrera y 

su pérdida es uno de los síntomas más graves en las patologías inflamatorias intestinales. 

Además de permitir la penetración de antígenos luminales, la inflamación indirecta que 

provocan, ya explicada en la fisiopatología de la colitis ulcerosa, puede provocar una 

pérdida de la homeostasis del epitelio intestinal, alterando los procesos de absorción y 

secreción intestinal133,161. 

La capacidad del extracto para proteger la estructura de la barrera intestinal podría 

estar relacionada con su papel antiinflamatorio. Se ha observado que algunas citoquinas 

proinflamatorias aumentan la permeabilidad paracelular, posiblemente debido a cambios 

en la expresión, localización y/o composición de las proteínas de unión estrecha118. Un 

estudio demostró cómo la IL-6 produjo alteraciones en la permeabilidad funcional en un 

modelo de células endoteliales, posiblemente causadas por los cambios observados como 

la contracción celular, una distribución irregular de la ZO-1 y una desorganización de la 

actina intracelular116. Del mismo modo, se ha demostrado cómo el TNF-α es capaz de 

aumentar la permeabilidad de las TJ en células Caco-2 a través de la activación del NF-kB, 

asociando estos resultados con una alteración en la expresión y localización de la ZO-1134.  

Algunos autores han encontrado esta relación entre el efecto antiinflamatorio y la 

protección de las TJ en otros extractos vegetales, relacionándolo con su efecto protector 

sobre la colitis. El extracto de hojas de Acer palmatum thumb. previno el daño causado 

por la IL-6 en las proteínas de unión estrecha ZO-1 y ocludina y la disfunción de la barrera 

intestinal de las células epiteliales Caco-2. Además, en un modelo de colitis, de manera 

similar a nuestros resultados, el extracto previno la sintomatología y los cambios 



Estudios de terapias alternativas y nuevas dianas farmacológicas para el tratamiento de patologías digestivas 

168 

morfológicos típicos del DSS, como la pérdida de peso o el acortamiento del colon. 

También conservó la expresión de la ZO-1 y la ocludina en el tejido colónico a niveles 

incluso superiores a los basales, redujo la expresión de las citoquinas proinflamatorias IL-

6 y TNF-α y la infiltración de macrófagos en las criptas, seguramente debido a la reducción 

de la actividad de la MPO162. Resultados similares fueron observados en el extracto de 

corteza de Alnus japonica, cuya composición cuenta con la presencia de triterpenos y 

flavonoides. Los autores destacaron su efecto protector frente al efecto del DSS sobre la 

expresión de ZO-1 y ocludina y la reducción en la expresión de citoquinas 

proinflamatorias163. En base a la bibliografía, cabe pensar que la reducción de dichas 

citoquinas por parte del extracto de TR podría ser clave para proteger las proteínas de 

unión de estrecha del epitelio intestinal.  

En cuanto a la mejora en la sintomatología clínica observada en los animales durante 

el desarrollo de la colitis, el extracto de TR fue eficaz durante los primeros 3 días del 

tratamiento con DSS, pero no durante los siguientes 4 días. Además, el extracto de TR 

mejoró esta sintomatología significativamente durante el periodo de recuperación, es 

decir, después del cese del estímulo inflamatorio. Al comparar el efecto del extracto con 

la sulfasalazina, un antiinflamatorio estándar en el tratamiento de la colitis ulcerosa, 

nuestro extracto mostró una eficacia similar o incluso mejor, teniendo en cuenta que la 

SSZ no fue capaz de mejorar la sintomatología clínica de los animales durante el periodo 

de recuperación. Al valorar el daño en el tejido, tanto a nivel macroscópico como 

microscópico, el extracto de TR evitó en gran medida, de manera dosis dependiente, la 

reducción de la longitud del colon y el engrosamiento de su pared. Estos efectos fueron 

similares a los producidos por la SSZ.  

Es bastante habitual encontrar la SSZ, medicamento referente en modelos de colitis, 

como fármaco control para comparar el efecto terapéutico producido por los compuestos 

naturales en modelos de enfermedad inflamatoria intestinal. Al igual que en este trabajo, 

la administración de un concentrado de polifenoles del té verde redujo, de manera similar 

a la SSZ, la pérdida de peso y la expresión de citoquinas proinflamatorias, mostrando 

incluso mejores resultados respecto a la pérdida de peso que este fármaco de 

referencia164. Resultados similares se han encontrado también al estudiar algunos 

alimentos, como la granada (Punica granatum)165, o extractos de plantas, como el de las 
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hojas de Sasa quelpaertensis124, ambos ricos en polifenoles, los cuales mostraron una 

eficacia terapéutica similar a la  SSZ. 

Para finalizar, el extracto de TR demostró, de manera dosis dependiente, ser capaz 

de regular la función motora del íleon, alterada por el DSS. El extracto de TR coordinó las 

contracciones espontáneas del íleon y mantuvo la amplitud de las ondas lentas y su 

capacidad contráctil ante agentes externos. Estos resultados están en línea con el trabajo 

del TR anteriormente nombrado, donde se demostró que el extracto de Jasonia glutinosa, 

a una dosis de 50 mg/kg, normalizó el tránsito gastrointestinal total alterado por el DSS166. 

La alteración de la motilidad gastrointestinal es un síntoma característico de la colitis 

ulcerosa, reproducido en los modelos de inflamación por DSS. El daño epitelial provoca 

un aumento en la permeabilidad de la barrera intestinal, generando una infiltración de 

sustancias exógenas irritantes que desencadena una fuerte respuesta inmune con 

liberación de citoquinas y células inmunológicas en la zona. Esta reacción, ya comentada, 

produce alteraciones directas e indirectas sobre la contractibilidad intestinal123,167. Es por 

ello por lo que el efecto protector mostrado por el té de roca sobre la función motora 

podría deberse a la disminución de los mediadores inflamatorios locales producida por el 

extracto, tal y como se ha demostrado con otros extractos vegetales. Un ejemplo lo 

encontramos en un extracto de Curcuma longa, rico en compuestos fenólicos donde 

destaca la curcumina. El estudio del efecto de dicho extracto sobre la contractibilidad 

intestinal en segmentos aislados de íleon y colon mediante baño de órganos tras un 

modelo experimental de colitis inducida por DSS reveló cómo, al igual que el TR, la 

administración oral del extracto de cúrcuma normalizó la contractibilidad de los 

segmentos intestinales a un patrón casi fisiológico en aquellos animales que habían 

experimentado la colitis. Este efecto beneficioso sobre la contractibilidad fue atribuido al 

efecto antiinflamatorio conocido de la cúrcuma, a través de la inhibición de la vía de 

activación del NF-kB168. En un modelo de estreñimiento, la administración oral de un 

extracto acuoso de Ficus carica demostró tener un efecto beneficioso sobre la 

conservación de la función motora intestinal 169. Este extracto, rico en flavonoides y ácidos 

fenólicos, mejoró la velocidad del tránsito intestinal y de vaciado gástrico frente a un 

estreñimiento forzado por loperamida, gracias a un efecto protector del epitelio y 

acciones antiinflamatorias y antioxidantes. Aunque este último modelo no es tan parecido 
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al nuestro como los anteriores, igualmente evidencia la capacidad de los compuestos 

bioactivos presentes en el TR para modular la contractibilidad y la motilidad intestinal, 

relacionándola de nuevo con los efectos demostrados en nuestros experimentos. 

En conclusión, la administración oral de un extracto de Jasonia glutinosa ha 

demostrado tener un efecto protector en un modelo murino de colitis inducido por DSS. 

La actividad antiinflamatoria y el efecto antioxidante mostrados por el extracto de TR 

serían los responsables de retrasar y mejorar la sintomatología característica de la colitis, 

reducir el daño en el colon, preservar la integridad de la barrera intestinal y normalizar las 

alteraciones sobre la contractilidad de la musculatura lisa del íleon. Este potencial 

farmacológico, que podría estar relacionado con la composición fitoquímica del extracto, 

hacen del TR una potencial terapia alternativa o coadyuvante en la prevención y/o 

tratamiento de la colitis ulcerosa u otros procesos inflamatorias intestinales.  
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15.  Köhler R, Wulff H, Eichler I, et al. Blockade of the Intermediate-Conductance 

Calcium-Activated Potassium Channel as a New Therapeutic Strategy for 

Restenosis. Circulation. 2003;108(9):1119-1125. 

doi:10.1161/01.CIR.0000086464.04719.DD 

16.  Ghanshani S, Wulff H, Miller MJ, et al. Up-regulation of the IKCa1 potassium 

channel during T-cell activation: Molecular mechanism and functional 

consequences. J Biol Chem. 2000;275(47):37137-37149. 

doi:10.1074/jbc.M003941200 

17.  Cruse G, Duffy SM, Brightling CE, Bradding P. Functional KCa3.1 K+ channels are 

required for human lung mast cell migration. Thorax. 2006;61(10):880-885. 

doi:10.1136/thx.2006.060319 

18.  Peña TL, Chen SH, Konieczny SF, Rane SG. Ras/MEK/ERK up-regulation of the 



V. Discusión 

173 

fibroblast K(Ca) channel FIK is a common mechanism for basic fibroblast growth 

factor and transforming growth factor-β suppression of myogenesis. J Biol Chem. 

2000;275(18):13677-13682. doi:10.1074/jbc.275.18.13677 

19.  Wulff H, Knaus H-G, Pennington M, Chandy KG.  K + Channel Expression during B 

Cell Differentiation: Implications for Immunomodulation and Autoimmunity . J 

Immunol. 2004;173(2):776-786. doi:10.4049/jimmunol.173.2.776 

20.  Eichler I, Wibawa J, Grgic I, et al. Selective blockade of endothelial Ca 2+ -activated 

small- and intermediate-conductance K + -channels suppresses EDHF-mediated 

vasodilation. Br J Pharmacol. 2003;138(4):594-601. doi:10.1038/sj.bjp.0705075 

21.  Busse R, Edwards G, Félétou M, Fleming I, Vanhoutte PM, Weston AH. EDHF: 

bringing the concepts together. Trends Pharmacol Sci. 2002;23(8):374-380. 

doi:10.1016/s0165-6147(02)02050-3 

22.  Grgic I, Kaistha BP, Hoyer J, Köhler R. Endothelial Ca 2+-activated K + channels in 

normal and impaired EDHF-dilator responses - relevance to cardiovascular 

pathologies and drug discovery. Br J Pharmacol. 2009;157(4):509-526. 

doi:10.1111/j.1476-5381.2009.00132.x 

23.  Dalsgaard T, Kroigaard C, Simonsen U. Calcium-activated potassium channels a 

therapeutic target for modulating nitric oxide in cardiovascular disease? Expert 

Opin Ther Targets. 2010;14(8):825-837. doi:10.1517/14728222.2010.500616 

24.  Coleman N, Brown BM, Oliván-Viguera A, et al. New Positive Ca2+ -Activated K+ 

Channel Gating Modulators with Selectivity for KCa3.1. Mol Pharmacol. 

2014;86:342-357. doi:10.1165/rcmb.2006-0358OC 

25.  Oliván-Viguera A, Valero MS, Murillo MD, et al. Novel Phenolic Inhibitors of 

Small/Intermediate-Conductance Ca2+-Activated K+ Channels, KCa3.1 and KCa2.3. 

PLoS One. 2013;8(3):1-12. doi:10.1371/journal.pone.0058614 

26.  Valero MS, Ramón-Gimenez M, Lozano-Gerona J, et al. KCa3.1 Transgene Induction 

in Murine Intestinal Epithelium Causes Duodenal Chyme Accumulation and Impairs 

Duodenal Contractility. Int J Mol Sci. 2019;20(5):1193. doi:10.3390/ijms20051193 



Estudios de terapias alternativas y nuevas dianas farmacológicas para el tratamiento de patologías digestivas 

174 

27.  Mohr CJ, Steudel FA, Gross D, et al. Cancer-Associated Intermediate Conductance 

Ca2+-Activated K+ Channel KCa3.1. Cancers (Basel). 2019;11(1). 

doi:10.3390/cancers11010109 

28.  Lozano-Gerona J, Oliván-Viguera A, Delgado-Wicke P, et al. Conditional KCa3.1-

transgene induction in murine skin produces pruritic eczematous dermatitis with 

severe epidermal hyperplasia and hyperkeratosis. PLoS One. 2020;15(3). 

doi:10.1371/journal.pone.0222619 

29.  Hojman P, Eriksen J, Gehl J. Tet-on induction with doxycycline after gene transfer 

in mice: Sweetening of drinking water is not a good idea. Anim Biotechnol. 

2007;18(3):183-188. doi:10.1080/10495390601105055 

30.  Halm ST, Liao T, Halm DR. Distinct K + conductive pathways are required for Cl − and 

K + secretion across distal colonic epithelium. Am J Physiol Physiol. 

2006;291(4):C636-C648. doi:10.1152/ajpcell.00557.2005 

31.  He J, Yang X, Guo Y, et al. Ca2+ signaling in HCO3- secretion and protection of upper 

GI tract. Oncotarget. 2017;8(60):102681-102689. doi:10.18632/oncotarget.21840 

32.  Kunzelmann K, Mall M. Electrolyte transport in the mammalian colon: Mechanisms 

and implications for disease. Physiol Rev. 2002;82(1):245-289. 

doi:10.1152/physrev.00026.2001 

33.  Begenisich T, Nakamoto T, Ovitt CE, et al. Physiological roles of the intermediate 

conductance, Ca2+-activated potassium channel Kcnn4. J Biol Chem. 

2004;279(46):47681-47687. doi:10.1074/jbc.M409627200 

34.  Matos JE, Sausbier M, Beranek G, Sausbier U, Ruth P, Leipziger J. Role of cholinergic-

activated K Ca 1.1 (BK), K Ca 3.1 (SK4) and K V 7.1 (KCNQ1) channels in mouse 

colonic Cl - secretion. Acta Physiol. 2007;189(3):251-258. doi:10.1111/j.1748-

1716.2006.01646.x 

35.  Flores CA, Melvin JE, Figueroa CD, Sepúlveda F V. Abolition of Ca2+-mediated 

intestinal anion secretion and increased stool dehydration in mice lacking the 

intermediate conductance Ca2+-dependent K+ channel Kcnn4. J Physiol. 

2007;583(2):705-717. doi:10.1113/jphysiol.2007.134387 



V. Discusión 

175 

36.  Snell GD. Biology of the Laboratory Mouse. (Snell GD, ed.). Oxford, England: 

Blakiston; 1941. 

37.  Oliván-Viguera A, Valero MS, Coleman N, et al. A novel pan-negative-gating 

modulator of KCa2/3 channels, fluoro-di-benzoate, RA-2, inhibits endothelium-

derived hyperpolarization-type relaxation in coronary artery and produces 

bradycardia in vivo. Mol Pharmacol. 2015;87(2):338-348. 

doi:10.1124/mol.114.095745 

38.  Laría C. Estudio de las moléculas SKA-111 , TRAM-34 y arterias coronarias porcinas. 

Proyecto de Fin de Grado. 2013. 

39.  Ratz PH, Berg KM, Urban NH, Miner AS. Regulation of smooth muscle calcium 

sensitivity: KCl as a calcium-sensitizing stimulus. Am J Physiol Cell Physiol. 

2005;288(4):C769-83. doi:10.1152/ajpcell.00529.2004 

40.  Bayliss WM, Starling EH. The movements and innervation of the small intestine. J 

Physiol. 1899;24(2):99-143. doi:10.1113/jphysiol.1899.sp000752 

41.  Lynn P, Zagorodnyuk V, Hennig G, Costa M, Brookes S. Mechanical activation of 

rectal intraganglionic laminar endings in the guinea pig distal gut. J Physiol. 

2005;564(2):589-601. doi:10.1113/jphysiol.2004.080879 

42.  Larsson M, Arvidsson S, Ekman C, Bayati A. A model for chronic quantitative studies 

of colorectal sensitivity using balloon distension in conscious mice - Effects of opioid 

receptor agonists. Neurogastroenterol Motil. 2003;15(4):371-381. 

doi:10.1046/j.1365-2982.2003.00418.x 

43.  Brierley SM, Jones RCW, Gebhart GF, Blackshaw LA. Splanchnic and pelvic 

mechanosensory afferents signal different qualities of colonic stimuli in mice. 

Gastroenterology. 2004;127(1):166-178. doi:10.1053/j.gastro.2004.04.008 

44.  Booth CE, Shaw J, Hicks GA, Kirkup AJ, Winchester W, Grundy D. Influence of the 

pattern of jejunal distension on mesenteric afferent sensitivity in the anaesthetized 

rat. Neurogastroenterol Motil. 2008;20(2):149-158. doi:10.1111/j.1365-

2982.2007.01003.x 



Estudios de terapias alternativas y nuevas dianas farmacológicas para el tratamiento de patologías digestivas 

176 

45.  Lu X, Zhang Z, Choy JS, Kassab GS. Role of distension on duodenal and colonic 

contractility in mice: a novel myograph for intestines. Neurogastroenterol Motil. 

2012;24(5):487-493. doi:10.1111/j.1365-2982.2012.01883.x 

46.  Sanders KM, Koh SD, Ward SM. Interstitial cells of Cajal as pacemakers in the 

gastrointestinal tract. Annu Rev Physiol. 2006;68(1):307-343. 

doi:10.1146/annurev.physiol.68.040504.094718 

47.  Hirst GDS, Edwards FR. Role of interstitial cells of Cajal in the control of gastric 

motility. J Pharmacol Sci. 2004;96(1):1-10. doi:10.1254/jphs.crj04002x 

48.  Al-Shboul O. The importance of interstitial cells of cajal in the gastrointestinal tract. 

Saudi J Gastroenterol. 2013;19(1):3-15. doi:10.4103/1319-3767.105909 

49.  Lyford GL, Farrugia G. Ion channels in gastrointestinal smooth muscle and 

interstitial cells of Cajal. Curr Opin Pharmacol. 2003;3(6):583-587. 

doi:10.1016/J.COPH.2003.06.010 

50.  Okada T, Sasaki F, Honda S, et al. Disorders of interstitial cells of Cajal in a neonate 

with segmental dilatation of the intestine. J Pediatr Surg. 2010;45(6). 

doi:10.1016/j.jpedsurg.2010.03.024 

51.  Jabari S, da Silveira ABM, de Oliveira EC, et al. Interstitial cells of Cajal: crucial for 

the development of megacolon in human Chagas’ disease? Color Dis. 

2013;15(10):e592-e598. doi:10.1111/codi.12331 

52.  Adachi Y, Ishii Y, Yoshimoto M, et al. Phenotypic alteration of interstitial cells of 

Cajal in idiopathic sigmoid megacolon. J Gastroenterol. 2008;43:626-631. 

doi:10.1007/s00535-008-2207-4 

53.  He CL, Burgart L, Wang L, et al. Decreased interstitial cell of Cajal volume in patients 

with slow- transit constipation. Gastroenterology. 2000;118(1):14-21. 

doi:10.1016/S0016-5085(00)70409-4 

54.  Chang IY, Glasgow NJ, Takayama I, Horiguchi K, Sanders KM, Ward SM. Loss of 

interstitial cells of Cajal and development of electrical dysfunction in murine small 

bowel obstruction. J Physiol. 2001;536(2):555-568. doi:10.1111/j.1469-



V. Discusión 

177 

7793.2001.0555c.xd 

55.  Won K-J, Suzuki T, Hori M, Ozaki H. Motility disorder in experimentally obstructed 

intestine: relationship between muscularis inflammation and disruption of the ICC 

network. Neurogastroenterol Motil. 2006;18(1):53-61. doi:10.1111/j.1365-

2982.2005.00718.x 

56.  Haldar S, Dru C, Choudhury D, et al. Inflammation and pyroptosis mediate muscle 

expansion in an interleukin-1β (IL-1β)-dependent manner. J Biol Chem. 

2015;290(10):6574-6583. doi:10.1074/jbc.M114.617886 

57.  Grgic I, Kaistha BP, Paschen S, et al. Disruption of the Gardos channel (KCa3.1) in 

mice causes subtle erythrocyte macrocytosis and progressive splenomegaly. 

Pflügers Arch - Eur J Physiol. 2009;458(2):291-302. doi:10.1007/s00424-008-0619-

x 
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CONCLUSIONES 

 

Tras el análisis y discusión de los resultados obtenidos, las conclusiones de esta tesis 

doctoral son: 

1. El canal de potasio activado por calcio de conductancia intermedia 3.1 localizado 

en el epitelio intestinal tiene una función directa sobre el mantenimiento de la 

homeostasis del intestino. Su sobreexpresión genera alteraciones morfológicas y 

funcionales en el aparato digestivo, como un incremento de quimo, una reducción 

en las contracciones espontáneas y apoptosis epitelial, mientras que su bloqueo 

farmacológico es capaz de revertir estos cambios. Este canal podría ser una 

posible diana terapéutica para el tratamiento de patologías intestinales que 

cursen con sintomatologías semejantes. 
 

2. El extracto etanólico de Jasonia glutinosa (L.) DC. produce un efecto espasmolítico 

ex vivo sobre la musculatura lisa longitudinal de duodeno de rata mediante el 

bloqueo de los canales de calcio activados por voltaje tipo L. Este mecanismo de 

acción justifica su uso como terapia alternativa en la prevención y/o tratamiento 

de patologías intestinales que cursen con alteraciones en la motilidad digestiva.  
 

3. La administración oral de un extracto etanólico de Jasonia glutinosa (L.) DC. tiene 

un efecto beneficioso sobre un modelo de colitis ulcerosa inducida por DSS. Sus 

propiedades terapéuticas, además de mejorar la sintomatología clínica y el daño 

tisular, también producen una mejora sobre la alteración de la función motora del 

intestino. Estos efectos posiblemente sean debidos a su capacidad 

antiinflamatoria y protectora de la barrera intestinal. En vista de estos resultados, 

el té de roca podría tener potencial terapéutico en la prevención y/o tratamiento 

de la colitis ulcerosa y otras enfermedades inflamatorias intestinales. 
 

4. Esta tesis doctoral proporciona evidencia científica al uso tradicional de Jasonia 

glutinosa (L.) DC. como tratamiento de trastornos digestivos. El efecto 

terapéutico mostrado por Jasonia glutinosa (L.) DC. seguramente sea debido al 

efecto sinérgico de su composición fitoquímica, donde destaca la presencia de 

flavonoides, ácidos fenólicos y carotenoides.



 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. ANEXOS 

  



 

 

  



VII. Anexos 

197 

7.1 PUBLICACIONES APORTADAS 

 

- Valero MS, Ramón-Gimenez M, Lozano-Gerona J, et al. KCa3.1 Transgene 

Induction in Murine Intestinal Epithelium Causes Duodenal Chyme Accumulation 

and Impairs Duodenal Contractility. Int J Mol Sci. 2019;20(5):1193. 

doi:10.3390/ijms20051193 

 

- Castro M, Ramón-Giménez M, Les Pereda F, et al. Spasmolytic effect of Jasonia 

glutinosa on rodent intestine. Rev Española Enfermedades Dig. 2016;108. 

doi:10.17235/reed.2016.4327/2016 

 

- Valero MS, González M, Ramón-Gimenez M, et al. Jasonia glutinosa (L.) DC., a 

traditional herbal medicine, reduces inflammation, oxidative stress and protects 

the intestinal barrier in a murine model of colitis. Inflammopharmacology. 2019. 

doi:10.1007/s10787-019-00626-0 



 

 

 

 

 



 International Journal of 

Molecular Sciences

Article

KCa3.1 Transgene Induction in Murine Intestinal
Epithelium Causes Duodenal Chyme Accumulation
and Impairs Duodenal Contractility

Marta Sofía Valero 1,2,* , Mariano Ramón-Gimenez 3 , Javier Lozano-Gerona 4,5 ,
Pablo Delgado-Wicke 6, Pilar Calmarza 7, Aida Oliván-Viguera 8,9, Víctor López 2,3 ,
Ángel-Luis Garcia-Otín 4,5, Salvador Valero 10, Esther Pueyo 8,9, Kirk L. Hamilton 11 ,
Hiroto Miura 12 and Ralf Köhler 4,5,13,*

1 Department of Pharmacology and Physiology, Universidad de Zaragoza, 22002 Huesca, Spain
2 Instituto Agroalimentario de Aragón-IA2 (Universidad de Zaragoza-CITA), 50013 Zaragoza, Spain;

ilopez@usj.es
3 Universidad San Jorge, 50830 Villanueva de Gállego, Spain; m.monxo@gmail.com
4 Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (IACS), 50009 Zaragoza, Spain; jlozanog.iacs@aragon.es (J.L.-G.);

algarcia.iacs@aragon.es (A.-L.G.-O.)
5 Unidad de Investigación Traslacional, Hospital Universitario Miguel Servet, Instituto de Investigación

Sanitaria (IIS) Aragón, 50009 Zaragoza, Spain;
6 Department of Biology, Universidad Autónoma de Madrid (UAM), 28049 Madrid, Spain;

pablo.delgado@uam.es
7 Clinical Biochemistry Service, Hospital Universitario Miguel Servet, 50009 Zaragoza, Spain;

mpcalmarza@salud.aragon.es
8 BSICoS, Aragón Institute of Engineering Research (IA3), IIS-Aragón, University of Zaragoza,

50009 Zaragoza, Spain; aidaolivanviguera@gmail.com (A.O.-V.); epueyo@unizar.es (E.P.)
9 Biomedical Research Networking Center in Bioengineering, Biomaterials and Nanomedicina (CIBER-BBN),

50018 Zaragoza, Spain
10 Valero Analítica, S.L. 50011, Zaragoza, Spain; salvador.valero@valeroanalitica.com
11 Department of Physiology, School of Biomedical Sciences, University of Otago, 9054 Dunedin, New Zealand;

kirk.hamilton@otago.ac.nz
12 Department of Physiology and Cell Biology, University of Nevada School of Medicine, Reno, NV 89557,

USA; renomiura@gmail.com
13 Aragón Agency for Research and Development (ARAID), 50009 Zaragoza, Spain
* Correspondence: msvalero@unizar.es (M.S.V.); kohler@araid.es (R.K.)

Received: 30 January 2019; Accepted: 4 March 2019; Published: 8 March 2019
����������
�������

Abstract: The epithelial intermediate-conductance calcium/calmodulin-regulated KCa3.1 channel is
considered to be a regulator of intestine function by controlling chloride secretion and water/salt
balance. Yet, little is known about the functional importance of KCa3.1 in the intestinal epithelium
in vivo. Our objective was to determine the impact of epithelial-specific inducible overexpression of
a KCa3.1 transgene (KCa3.1+) and of inducible suppression (KCa3.1−) on intestinal homeostasis and
function in mice. KCa3.1 overexpression in the duodenal epithelium of doxycycline (DOX)-treated
KCa3.1+ mice was 40-fold above the control levels. Overexpression caused an inflated duodenum and
doubling of the chyme content. Histology showed conserved architecture of crypts, villi, and smooth
muscle. Unaltered proliferating cell nuclear antigen (PCNA) immune reactivity and reduced amounts
of terminal deoxynucleotide transferase mediated X-dUTP nick end labeling (TUNEL)-positive
apoptotic cells in villi indicated lower epithelial turnover. Myography showed a reduction in the
frequency of spontaneous propulsive muscle contractions with no change in amplitude. The amount
of stool in the colon was increased and the frequency of colonic contractions was reduced in KCa3.1+
animals. Senicapoc treatment prevented the phenotype. Suppression of KCa3.1 in DOX-treated
KCa3.1− mice caused no overt intestinal phenotype. In conclusion, inducible KCa3.1 overexpression
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alters intestinal functions by increasing the chyme content and reducing spontaneous contractions
and epithelial apoptosis. Induction of epithelial KCa3.1 can play a mechanistic role in the process of
adaptation of the intestine.

Keywords: intermediate-conductance calcium-activated potassium channel; KCa3.1; epithelium;
duodenum; contractility; transgenic mice

1. Introduction

The intermediate-conductance calcium-activated potassium channel (KCa3.1, encoded by the
KCNN4 gene) is constitutively expressed in the intestinal epithelium [1–3]. Concerning its physiological
role, it is well established that KCa3.1 activation produces membrane hyperpolarization that is
needed for the secretion of chloride anions and concomitantly of water into the lumen [3]. From
the pharmacological perspective, blockers of KCa3.1 have been proposed to have anti-diarrheic
properties, because the classical, molecule blocker of KCa3.1, clotrimazole, mitigated experimental
cholera-toxin-induced diarrhea in mice [4]. There is also early evidence that KCa3.1 may be
mechanistically important in inflammatory bowel disease, because a lower epithelial KCa3.1 expression
has been found in patients with ulcerative colitis (UC) [5], pointing to a disturbed regulation of chloride
secretion/absorption in this disease state. Yet, causality remains elusive. KCa3.1 is also upregulated in
activated T cells, where its drives T cell proliferation and synthesis of cytokines during the immune
response. Alterations of KCa3.1 have been found in experimental acute and chronic inflammatory
processes and autoimmune ulcerative colitis [6–8].

However, besides the abovementioned classical physiological functions and pathomechanistic
roles in inflammation, there is growing evidence that KCa3.1 promotes excessive cell proliferation,
contributing to pathological organ remodeling, such as organ fibrosis of the kidney, transplants,
lung, trachea, heart, and liver [9–14]. Moreover, KCa3.1 is upregulated in several cancers, such as
glioblastoma [15], lung cancer [16], and renal cancer [17], suggesting an oncogenic potential of this
channel. Therefore, KCa3.1 can be considered to be a regulator of tissue homeostasis and a driver of
pathological cell proliferation.

To elucidate physiological or potential pathological roles of KCa3.1 in the intestinal epithelium,
we developed two transgenic mouse models, in which channel expression can be manipulated
by a doxycycline (DOX)-sensitive genetic switch, which, when turned on by dietary DOX, causes
either epithelial-specific transgene KCa3.1 overexpression (KCa3.1+) or gene deletion (KCa3.1−). We
hypothesized that the corresponding genetic manipulations of KCa3.1 alter epithelial homeostasis and
proliferation and intestine function.

2. Results

2.1. Murine Model of KCa3.1-Trangene Induction in the Intestinal Epithelium

The DOX treatment of KCa3.1+ mice (for details, see Section 4) for 2 weeks produced a 22-fold
overexpression of KCa3.1 above basal expression levels in the duodenum (Figure 1A). In isolated
duodenal epithelium, this overexpression was 40-fold above the levels in the untreated controls
(Figure 1B). Epithelial overexpression was fourfold higher than the overexpression found at the
duodenal level, demonstrating the strong induction of the KCa3.1-transgene in, particularly, the
intestinal epithelium of KCa3.1+ mice (Figure 1C,D).
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Figure 1. KCa3.1 overexpression in inducible KCa3.1+ mice. Induction of KCa3.1 transgene expression
by 2-weeks in doxycycline (DOX)-treated KCa3.1+ mice (+DOX) and untreated KCa3.1+ (−DOX) in
(A) the duodenum and (B) duodenal epithelium measured by qRT-PCR. Expression was normalized
to GAPDH expression (% GAPDH). (C) The ratio (epithelium/duodenum) of induction of transgene
expression. (D) Gel electrophoresis showing qRT-PCR. Note the more intense bands in the DOX-treated
mice. GAPDH, Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase; − DOX, untreated KCa3.1+ mice; + DOX,
DOX-treated KCa3.1+ mice. The data are means ± SEM, n = 2–14 (mice).

2.1.1. Phenotype of KCa3.1 Overexpression Mice

DOX-treated KCa3.1+ mice showed a 60% higher water intake during the second week of the
DOX treatment when compared with the untreated KCa3.1+ mice (Table 1). The food intake was not
significantly different between the groups.
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Table 1. Changes in water and food consumption and amounts and water content of stools. − DOX,
untreated KCa3.1+ mice. + DOX, doxycycline-treated KCa3.1+ mice.

−DOX +DOX p vs. − DOX
Mean + SEM n (mice) Mean + SEM n (mice)

Water intake 1st week (mL/day) 4.7 ± 0.3 33 4.1 ± 0.4 34 ns
Water intake 2nd week (mL/day) 4.2 ± 0.3 33 6.8 ± 0.6 34 0.0005

Food intake (g) 1.4 ± 0.2 11 1.7 ± 0.2 9 ns
Stool pellets:

Wet weight (mg) 97 ± 10 11 140 ± 11 14 0.009
Dry weight (mg) 27 ± 3 11 40 ± 3 14 0.009

Water content (%) 72 ± 1 11 71 ± 1 14 ns

ns: not significant.

Necropsy and histology at sacrifice did not reveal overt alterations of the abdominal organs,
with the exception of a visible inflation and higher weight of the small intestine and caecum (Table 2)
(Figure 2A). Histology on the DOX-treated and untreated KCa3.1+ mice did not reveal any overt
alterations of the epithelium or smooth muscle in the duodenum, such as ulcers, necrosis, rupture of
the musclaris, malignancies, villi overgrowth, or loss. Yet, we found a significantly larger duodenal
lumen area in the DOX-treated KCa3.1+ mice than in the controls (Figure 2C). There was no difference
in the thickness of the muscle layers between the groups (Figure 2C).

Table 2. Effects of overexpression of KCa3.1 on the weight of the gastrointestinal package, small
intestine, stomach, caecum, and colon. Organ weights were normalized to body weight and expressed
as a percentage of body weight ((g organ/g BW)×100). − DOX, untreated KCa3.1+ mice. + DOX,
doxycycline-treated KCa3.1+ mice.

− DOX + DOX p vs. − DOX

Mean ± SEM
(g organ/g BW) × 100 n (mice) Mean ± SEM n (mice)

Organography
GI package 12.7 ± 0.6 12 17.5 ± 1.8 8 0.0328

Small intestine 6.5 ± 0.4 12 10.4 ± 1.2 8 0.0120
Stomach 1.7 ± 0.2 10 2.1 ± 0.3 8 ns
Caecum 1.6 ± 0.1 12 4.9 ± 0.6 8 <0.0001
Colon 1.6 ± 0.2 12 1.5 ± 0.1 8 ns

GI: gastrointestinal, BW: body weight.

Figure 2. Cont.
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Figure 2. Intestinal content and morphology of the duodenum in DOX-treated (+ DOX) and untreated
KCa3.1+ mice (− DOX). (A) Small intestine weight. (B) Chyme content. (C) Hematoxylin–eosin-stained
cross-section of the duodenum of the untreated and DOX-treated KCa3.1+ mice, duodenal lumen area
and thickness of the longitudinal and circular smooth muscle layers. The data are means ± SEM.;
n = 6–15 (mice). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

The total duodenal chyme content at sacrifice was twice as much as in the controls (Figure 2B), thus
explaining the difference in diameter and weight. The stool pellets present in the colon of DOX-treated
KCa3.1+ mice were of normal shape and had water content similar to those in the controls. Yet, the
number of pellets was higher in the DOX-treated KCa3.1+ mice (Table 1). We did not find blood in the
chyme and stool samples. The electrolyte composition of chyme, stool, and blood was similar to that
in the controls (Figure 3).

Figure 3. Electrolytic content of stool, chyme, and plasma. Na+, K+, and Cl− concentrations in (A) dried
stools, (B) chyme, and (C) serum of untreated (− DOX) and DOX-treated KCa3.1+ mice (+ DOX). The
data are mean ± SEM, n = 3–8 (mice).

2.1.2. Epithelial Homeostasis of the Duodenum

The intestinal epithelium is constantly renewed—a process that involves the proliferation of the
basal epithelium forming the villi and a loss of the epithelial cells of the more distal villi segments and
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a process that involves apoptosis [18]. Our immune histological examination revealed a similar protein
expression of the proliferating cell nuclear antigen (PCNA), a DNA-clamp essential for replication and
thus an indicator of mitotic activity in the basal epithelial layer (Figure 4A).

Figure 4. Immune histological examination of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) protein
expression and terminal deoxynucleotide transferase mediated X-dUTP nick end labeling (TUNEL)
in KCa3.1+ mice. (A) PCNA-stained and hematoxylin–eosin-counterstained epithelium of untreated
(− DOX) and DOX-treated (+ DOX) mice and qualitative scores of intensity. (B) Apoptosis in treated
and untreated KCa3.1+ mice determined by TUNEL, qualitative scores (panel on right), and quantitative
evaluation (lower panels) of signal intensity (% TUNEL-positive; on left) normalized to epithelial area
and total 4′,6-Diamidine-2′-phenylindole dihydrochloride (DAPI)-positive area (pixel (px); on right).
The data are means ± SEM., n = 5 (mice). * p < 0.05.
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Concerning the rates of apoptosis as measured by TUNEL, we found that the distal epithelial
cells of villi of the DOX-treated KCa3.1+ showed a significantly lower degree (−40%) of apoptosis
(Figure 4B, left panel). The total epithelial area was not different between the groups (Figure 4B, right
panel). Together, these results suggest normal duodenal architecture with the exception of a larger
lumen area, normal epithelial proliferation rate, and a lower apoptotic activity in the DOX-treated
KCa3.1+, suggesting a decreased epithelial turnover.

2.1.3. Alterations of Intestinal Contractility in KCa3.1+ Mice

The larger duodenal diameter and the larger amount of chyme and stool found in DOX-treated
KCa3.1+ mice suggested alterations of intestinal contractility. We, therefore, performed isometric force
measurements and determined spontaneous contractions from the longitudinal smooth muscle of
the duodenum, as well as acetylcholine (ACh)-induced contractions. As shown in Figure 5A, the
spontaneous contractions of the duodenal segments were significantly reduced in the DOX-treated
KCa3.1+ mice as compared with the untreated controls. This reduction was due to a lower frequency
of contractions (Figure 5B) but not to a reduction of the amplitude of the contractions (Figure 5C).

Figure 5. Impact of KCa3.1 transgene induction on duodenal contractility. (A) Recording of
spontaneous contractions from the longitudinal smooth muscle of untreated (− DOX) and DOX-treated
KCa3.1+ mice (+ DOX). (B) Frequency and (C) amplitude of spontaneous contractions. (D) Contractile
response to acetylcholine (ACh, at 100 µM). The data are means (% of − DOX) ± SEM. (E) There was
no impact of TRAM-34 (1 µM) on the frequency and amplitude of the contractions. The data are means
(% of – TRAM-34 (before addition TRAM-34) ± SEM.; n = 12–16 (mice). ** p < 0.01.

The magnitude of ACh-induced contractions was similar in the DOX-treated and untreated
KCa3.1+ mice (Figure 5D). The KCa3.1 blocker [19] TRAM-34 at 1 µM had no effect on the frequency
and amplitude in either group (Figure 5E), suggesting that the transgene function has no direct effect
on contractibility.
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We also tested spontaneous and ACh-induced contractions in colon segments (Figure 6). Overall,
the contractions were less synchronized than in the duodenum (Figure 6A). Similar to that observed
in the duodenal segments, the frequency of the contractions was significantly lower in DOX-treated
KCa3.1+ mice than in the untreated controls, although the difference was less pronounced (Figure 6B).
Unlike in the duodenum, we found a slightly but significantly larger amplitude of contractions in the
colon of the DOX-treated KCa3.1+ mice (Figure 6C). ACh-induced contractions were alike in both
groups (Figure 6D). TRAM-34 had no effect on the spontaneous frequency and magnitude of the
contractions in either group (Figure 6E).

Figure 6. Impact of KCa3.1 induction on colon contractility. (A) Recordings of spontaneous contractions
in the colonic longitudinal smooth muscle segments of the untreated (−DOX) and DOX-treated KCa3.1+
mice (+ DOX). (B) Frequency and (C) amplitude of the spontaneous contractions. (D) Contractions to
acetylcholine (ACh, at 100 µM). The data are given as % of untreated KCa3.1+ mice (− DOX) ± SEM.
(E) There was no impact of TRAM-34 (1 µM) on the frequency and amplitude of the contractions. The
data are means (% of – TRAM-34 (before addition TRAM-34) ± SEM.; n = 12–16 (mice). * p < 0.05.

2.1.4. Senicapoc Treatment

To test whether this intestinal phenotype can be prevented by in vivo KCa3.1 blockade and thus by
blocking KCa3.1 transgene function, we treated the mice with DOX and the KCa3.1-blocker, Senicapoc
(30 mg/day in chow) because of the proven bioavailability in mice when administered in chow [20].
The treatment prevented changes in water intake and all the morpho-histological and functional
alterations in duodenal contractility seen in the DOX-treated KCa3.1+ mice (Table 3), suggesting that
the alterations observed in the KCa3.1-overexpressing mice were indeed caused by transgene function.
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Table 3. In vivo Senicapoc treatment prevents the intestinal phenotype in DOX-treated KCa3.1+ mice.
The data are expressed as % of untreated KCa3.1+ mice (− DOX) ± SEM.

+ DOX
+ Senicapoc n (mice) p vs. − DOX

(% of –DOX)

Water intake 1st week 79 ± 27 4 ns
Water intake 2nd week 98 ± 17 5 ns

Food intake 147 ± 22 5 ns
Organography

GI package 121 ± 9 6 ns
Small intestine 123 ± 17 6 ns

Stomach 120 ± 17 6 ns
Caecum 125 ± 12 6 ns
Colon 100 ± 20 6 ns

Chyme 74 ± 9 6 ns
ILA 105 ± 30 6 ns

Duodenum contractility
Frequency 102 ± 23 6 ns
Amplitude 90 ± 13 6 ns

Colon contractility
Frequency 96 ± 4 6 ns
Amplitude 105 ± 3 6 ns

GI: gastrointestinal, ILA: small intestine lumen area, ns: not significant.

2.1.5. KCa3.1 Suppression in Intestinal Epithelium

We also tested the impact of the loss of epithelial KCa3.1 in conditional KCa3.1−. The treatment
of conditional KCa3.1− (for details, see Section 4.1) with DOX for 2 weeks caused CRE-mediated
excision of the channel pore-encoding exon 4 of the Kcnn4 gene and the appearance of a shorter mRNA
lacking exon 4 as determined by qRT-PCR on the duodenum and isolated epithelium (Figure 7).

Figure 7. Gene targeting strategy and generation of epithelium-specific inducible KCa3.1−mice.

In contrast to the DOX-treated conditional KCa3.1+, loss of the channel did not produce any
overt phenotype whatsoever. Moreover, all the morphological and histological parameters, chyme and
feces amounts, and duodenal and colonic contractility were alike in the DOX-treated and untreated
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groups (Table 4). Also, the immune histological examination of PCNA expression (Figure 8A) and the
TUNEL assay did not reveal differences in the proliferative activity or rates of apoptosis or size of the
epithelial tissue (Figure 8B). These data show that, in contrast to KCa3.1 overexpression, genetically
encoded short-term loss of expression of a functional epithelial KCa3.1 in this model has no impact on
intestinal function.

Table 4. Suppression of KCa3.1 in KCa3.1− mice causes no overt intestinal phenotype. Organ weights
were normalized to body weight (BW) and expressed as a percentage of BW ((g organ/g BW) × 100).
The intestinal contractility data are given as % of control (untreated KCa3.1−mice (− DOX)).

− DOX + DOX p vs. − DOX

Mean ± SEM n (mice) Mean ± SEM n (mice)

Water intake 1st week (mL/d)
Water intake 2nd week (mL/d)

Food intake (g/d)
Stool pellets:

1.8 ± 0.1
0.9 ± 0.1
1.4 ± 0.2

9
9
9

1.9 ± 1.0
0.9 ± 0.1
1.7 ± 0.2

12
12
12

ns
ns
ns

Wet weight (mg) 236 ± 31 9 213 ± 29 15 ns
Dry weight (mg) 40.7 ± 6.3 9 36.0 ± 5.2 15 ns

Water content (%) 81.3 ± 0.5 9 81.5 ± 1.3 15 ns
Organography

GI package 19.8 ± 1.0 9 21.8 ± 0.3 15 ns
Small intestine 6.3 ± 0.3 9 7.2 ± 0.4 15 ns

Stomach 1.8 ± 0.1 9 2.1 ± 0.1 15 ns
Caecum 2.6 ± 0.1 9 3.1 ± 0.2 15 ns
Colon 1.9 ± 0.1 9 2.0 ± 0.1 15 ns

Chyme (mL) 0.3 ± 0.0 9 0.4 ± 0.0 15 ns
ILA (mm2) 0.1 ± 0.0 9 0.2 ± 0.0 15 ns

Duodenum contractility
Frequency (% of − DOX) 100 ± 2 8 99 ± 2 8 ns
Amplitude (% of − DOX) 100 ± 16 8 99 ± 13 8 ns

Frequency (% change-TRAM-34) 103 ± 1 8 100 ± 3 8 ns
Amplitude (% change-TRAM-34) 99 ± 18 8 98 ± 24 8 ns

Colon contractility
Frequency (% of − DOX) 100 ± 6 8 116 ± 7 8 ns
Amplitude (% of − DOX) 100 ± 17 8 96 ± 19 8 ns

Frequency (% change-TRAM-34) 99 ± 4 8 98 ± 4 8 ns
Amplitude (% change-TRAM-34) 105 ± 20 8 96 ± 12 8 ns

d: day. GI, gastrointestinal. ILA: Small intestine lumen area. ns: not significant.

Figure 8. Cont.
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Figure 8. Immune histological examination of PCNA protein expression and TUNEL in KCa3.1−mice.
(A) PCNA-stained and hematoxylin–eosin-counterstained epithelium of the untreated (− DOX) and
DOX-treated KCa3.1− (+ DOX) mice and qualitative scores of intensity. (B) Apoptosis in the treated and
untreated KCa3.1−mice determined by TUNEL, qualitative scores (panel on right), and quantitative
evaluation (lower panels of signal intensity (% TUNEL-positive; on left) normalized to epithelial area
and total DAPI-positive area (pixel (px); on right)). The data are means ± SEM., n = 4 (mice).

3. Discussion

Epithelial KCa3.1 channels are thought to play physiological roles in water and chloride
transport in the intestine [3] and pathological roles in organ remodeling, inflammation, and cancer
as a pro-proliferative and potentially oncogenic channel [15,21,22]. Concerning physiological and
pathophysiological roles in the intestinal epithelium in vivo, insight is still limited, perhaps with the
exception of an efficacy of KCa3.1 inhibition to treat cholera-toxin-induced diarrhea in mice [4]. We,
therefore, developed a novel in vivo approach of genetically encoded and inducible overexpression or
suppression of KCa3.1 in the intestinal epithelium. Our main findings are that sub-chronic two-week
overexpression of KCa3.1 in the intestinal epithelium caused duodenal chyme accumulation and
reduced spontaneous contractions of duodenum. This can be suppressed by pharmacological channel
blockade in vivo. Concerning KCa3.1 as a potential pro-proliferative mediator, KCa3.1 overexpression
did not change epithelial proliferation but lowered the rates of apoptosis, suggesting decreased
turnover, and thereby, an impact of sub-chronic KCa3.1 overexpression on intestinal tissue homeostasis.
In contrast to overexpression, sub-chronic suppression of functional KCa3.1 expression had no impact
on duodenal and colonic functions. Together, by testing two new genetic models of experimental
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manipulation of KCa3.1 expression levels, we suggest that sub-chronic KCa3.1-overexpression is
capable of altering intestinal homeostasis and transport functions.

Until now, a genetic model of inducible and epithelium-specific KCa3.1 overexpression did
not exist. Our genetic KCa3.1+ model consisting of a murine Kcnn4 transgene under the control of
the epithelium-specific DOX-sensitive transactivator (TET-on system) proved to be functional, as
we found a solid 22-fold overexpression at the duodenal level and a 40-fold overexpression in the
isolated epithelium, fostering tissue specificity of transgene expression in the epithelium (Figure 1B).
Overexpression in non-epithelial tissues, such as smooth muscle, skeletal muscle, or nerve and
endocrine systems, does not occur in this inducer strain [23].

The first major finding of the present study was that overexpression of epithelium-specific KCa3.1
caused an overt intestinal phenotype with a visibly inflated and heavier duodenum, caused by a
substantial accumulation of chyme (Figure 2C). The caecum was also heavier, and the amount of stool
pellets present in the colon was increased, suggesting alterations, either of absorption, water/salt
imbalance, tissue homeostasis, or intestinal contractility.

In relation to water/salt balance, we did not observe alterations of the electrolyte concentrations
in the chyme, stool, or blood, and the water content of the stool was normal (Figure 3), suggesting
no overt electrolyte imbalance and dehydration as a result of higher K channel functions, related
chloride secretion, and corresponding water movements. However, alterations of chyme electrolytes
may have been masked by higher water consumption and the larger chyme content. Still, future cell
biological studies focusing on electrolyte transport in vitro may provide deeper insight into the cellular
consequences of KCa3.1 overexpression that are beyond the scope of the present in vivo study.

Concerning KCa3.1 as a channel with tissue homeostasis regulating pro-proliferative function,
our histological and immune histological studies excluded tissue hyperplasia, villi overgrowth, or
other alterations in the tissue architecture that could explain the visible morpho-anatomical phenotype.
Yet, we revealed a decreased rate of apoptotic cells in the distal villi that may represent a trend
towards a slower cell turnover and thus points to the role of KCa3.1 in the regulation of intestinal
tissue homeostasis.

The second major finding of our study was the reduced frequency of spontaneous duodenal
and colonic contractions in KCa3.1-overexpressing mice (Figure 5) that may be the likely cause of
chyme and stool accumulation. Yet, when thinking on the underlying cellular mechanisms, this
was at first glance surprising, because epithelial KCa3.1 has not been related to control of muscle
contractility so far. However, this may still be possible if one speculates that higher K secretion
from strongly and perhaps non-polarized KCa3.1-overexpressing epithelium increases the local
interstitial K concentrations. One would, thus, expect larger or smaller contractions or contractions
with increased frequency, because elevations of extracellular K concentration can have, at first sight, a
paradoxical relaxing effect (via stimulation of hyperpolarizing inward-rectifying K channels) or if large,
a depolarizing and pro-contractile effect on the duodenal smooth muscle layer. One may also speculate
that the higher interstitial K concentration may also affect the activity of enteric neurons and thus the
frequency of the contraction. To determine which possibility was more likely, we tested the effects of a
KCa3.1-blocker and found that the inhibition of KCa3.1 did not alter the frequency or amplitude of a
spontaneous contraction in either KCa3.1-overexpressing mice or untreated mice. This suggests that
the lower frequency is not a result of a direct impact of epithelial KCa3.1 transgene function on smooth
muscle contractility. Instead, it may reflect a secondary, adaptive phenomenon, perhaps similar to
epithelial disturbance, because the lower frequency would slow down propulsion and transit (leading
to the observed chyme and stool accumulation) and, thereby, increase absorption time. This possible
scenario is further supported by the results of the Senicapoc trial, which demonstrate that channel
inhibition in vivo prevents the complete intestinal phenotype, i.e., the lower frequency of spontaneous
contractions, the duodenal lumen enlargement, chyme accumulation, and increased stool amounts and
water intake. Again, future cell biological studies will help to characterize the nature of the epithelial
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disturbance causing these alterations. Yet, we can exclude epithelial cell destruction, depletion or
rupture, inflammation, and major electrolyte imbalances as primary causes.

Concerning the inducible epithelium-specific deletion model, we indeed found that the model
was functional as DOX-induced CRE-mediated excision of the pore-encoding exon 4 occurred at
the epithelial levels. However, the DOX-treated mice did not develop any intestinal or other overt
phenotype. This was perhaps also to be expected, because life-long loss of KCa3.1 in complete
KCa3.1-KO [24] does not show an overt phenotype at the intestinal level or epithelial level but
shows endothelial dysfunction [25], defects in erythrocyte volume regulation and adaptive and slowly
progressing splenomegaly [24], behavioral alterations [26] and the development of less experimental
fibrosis [9], brain damage post experimental mean cerebral artery occlusion [27], and tracheal transplant
obstruction [13].

In conclusion, our in vivo study on novel genetic models of inducible KCa3.1 overexpression
or suppression identifies epithelial KCa3.1 overexpression as a trigger for chyme accumulation and
the reduction of spontaneous contractility. Our findings can benefit the understanding of the cellular
mechanisms of small intestine adaptation [28] to surgery and mechanisms to increase nutrient and
water absorption in general.

4. Materials and Methods

4.1. Epithelium-Specific Inducible KCa3.1+ and Inducible KCa3.1−Mice

Overexpressors: Our TRE-Tg Kcnn4 mice were generated at Unitech Co., Ltd. (Chiba,
Japan). Briefly, we constructed a tetracycline-regulated Kcnn4 expression construct by subcloning
PCR-amplified cDNA encoding the open reading frame of Kcnn4 (gene ID16534) into the pTRE-Tight
expression vector (Clontech, Mountain View, CA, USA). The construct was then injected into
the pronuclei of fertilized mouse oocytes of the C57BL/6J strain. The putative TRE-TgKcnn4
founders obtained were genotyped by PCR with primers specific for the murine kcnn4 sequence
(Kcnn4: F-CAAGCACACTCGAAGGAAGGACTC; R-GGAGATGTCCACCATGGAATTCAC). Then,
2 founders were crossed with wild-type C57BL/6J mice to generate the F1 generation.
Furthermore 1 line was inbred over 2–3 generations and subsequently crossed with B6.
Cg-Gt(ROSA)26Sortm1(rtTA*M2)Jae/J+. Routine genotyping was performed by using DNA from tail
tips, PCR primers (for Kcnn4: see above; for ROSA as provided by the supplier (Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME USA), and SuperHotTaq Master mix (BIORON GMBH, Ludwigshafen, Germany). The
cycle program was as follows: 94 ◦C for 2 min, followed by 35 cycles at 94 ◦C for 20 s, 56 ◦C for 30 s,
72 ◦C for 30 s and cooling to 10 ◦C. PCR products for wt (330 bp) and kcnn4 (139 bp) were analyzed by
gel electrophoresis (1.5% agarose, not shown).

For transgene induction, double hemizygous male and female offspring (8–20 weeks old) received
doxycycline (DOX, 1 mg/mL water) for 2 weeks. Duodenum segments were fixated in neutral-buffered
formaldehyde (4%) or stored at −80 ◦C for later quantitative PCR analysis. A group of mice received
DOX together with Senicapoc-containing chow, giving a dose of 30 mg/kg/day, which is known to
produce pharmacologically relevant plasma levels above 100 nM at sacrifice. The expression levels
were determined by quantitative RT-PCR. Total RNA was isolated with TriReagent (MCR, Cincinnati,
OH, USA) and purified using a RNA Clean-up and Concentration-Micro-Elute kit (Norgen Biotek,
Thorold, ON, Canada). Digestion of genomic DNA was done by using the Ambion DNA-free kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The quality and quantity of extracted RNA were determined using
the NanoDrop1000 spectrometer (Thermofisher, Waltham, MA, USA). A total of 600 ng of total RNA
were reverse-transcribed with Super Script III reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
and random hexamers. Then, 10 ng cDNA was amplified using SYBR Select Master Mix and a
StepOnePlus Real-Time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) and the following
primers for Kcnn4: F-GTCTGCTGCACAGCTCTCCT; R-TCCTTCCTTCGAGTGTGCTT; expected
product size 176 bp). The cycle protocol was as follows: 95 ◦C for 15 s and 60 ◦C for 60 s repeated
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for 40 cycles. The expression levels were normalized to the expression of Gapdh as the reference
gene (primer: F-AGGGAGATGCTCAGTGTTGG; R-CAATGAATACGGCTACAGCAAC) using the
following formula: % of Gapdh = Efficiency(Gapdh)Cq(Gapdh)/Efficiency(Kcnn4)Cq(Kcnn4) × 100.

Conditional knockout: Kcnn4-floxed mice were generated by Biocytogen, LCC (Worcester, MA
USA). Briefly, the Kcnn4 gene was modified by the insertion of two synthetic loxP sites placed in
such a way as to leave the Kcnn4 gene fully functional (Figure 7). To achieve this, loxP and FRT
sites were introduced into the targeting vector: two FRT sites flanking the neo selection cassette were
placed 239 bp downstream of exon 4. The SspI-tagged loxP site was inserted into the third intron
and the HindIII-tagged loxP site downstream of the second FRT site. The 7.4 kb 5′ homologous arm
and the 4.3 kb 3′ homologous arm were introduced into the targeting vector by bacterial artificial
chromosomes (BAC) recombination. The Asc I linearized targeting vector was electroporated into
C57BL/6J ES cells. Homologous recombinant clones were identified by the hybridization of Ssp
I-digested genomic DNA with probe 1 and HindIII0digested genomic DNA with probe 2. The
wild-type SspI fragment was 11.2 kb, and the mutant fragment was expected to be 9.5 kb. The wild-type
HindIII fragment was 6.6 kb, and the mutant fragment was expected to be 5.5 kb. The mice were
produced by standard blastocyst injection procedure. The mice were genotyped by standard PCR on tail
tips using the primers Kcnn4-A1 LoxP-F TCATCCTCCATAATGCTGCGATCT and Kcnn4-A2 LoxP-R
CAAGTTTAGGTCTGGTCAAGCCTG, giving products for the wt allele (247 bp (wt) and Kcnn4-flox
allele (311 bp). Homogenous Kcnn4-floxed mice were then crossed with conditional cre-recombinase
expressing B6. Cg-Tg(tetO-cre)1Jaw/J (Jackson Laboratory) or Cg-Gt(ROSA)26Sortm1(rtTA*M2)Jae/J+
(Jackson Laboratory). Cre and ROSA strains were genotyped according to the supplier’s protocol.
Offspring homogenous for both gene modifications were inbred until mice homogenous for all three
modifications (in the following referred to as conditional KCa3.1−) were obtained.

For epithelial specific suppression, KCa3.1− mice received DOX (1 mg/mL) for 2 weeks.
To demonstrate successful deletion of exon 4, mRNA was extracted and reverse-transcribed using
the protocols described above. Successful deletion of exon 4 in the duodenum was verified by
RT-PCR using the forward primers GTGGCCAAGCTGTACATGA (exon 3) and the reverse primer
TCCTTCCTTCGAGTGTGCTT (exon 6). The reaction amplified a truncated fragment (280 bp; lacking
exon 4 (136 bp) in the DOX-treated conditional KCa3.1− and the larger wt fragment (416 bp, un-cut by
CRE) indicating expression of the wt KCa3.1 or un-cut conditional KCa3.1− in other duodenal cells
than the epithelium (Figure 7). The intensity of the small and large fragments per lane was analyzed on
black/white-inverted images of electrophoresis gel (1.5% agarose supplemented with Gelred®), and
the pixel number per fragment was quantified using the histogram function of the ImageJ program.
The ratio of the pixel number (large fragment/small fragment) was calculated and represented in the
graph of Figure 7.

All the procedures were approved by the Universidad de Zaragoza Animal Ethics Committee
(PI27/13; PI28/12; PI37/13/16; PI32/15 (09 October 2015) and in accordance with the
ARRIVE guidelines.

4.2. Tissue Preparation

After the mice were sacrificed, the gastrointestinal package was removed and placed in ice-cold
phosphate-buffered saline (PBS) solution. All the organs (stomach, small intestine, caecum, and large
intestine) were weighed. The content of the small intestine was measured and kept for electrolytic
studies. The duodenum and colon were cut in segments for different studies. The initial portion was
prepared for histopathology. The middle portion was used for myography studies, and the more distal
portion was used for qPCR-studies.

4.3. Histology

Segments of proximal duodenum were fixed in 4% neutral-buffered formaldehyde, embedded
in paraffin blocks and cut into 4-µm-thick sections. They were stained with hematoxylin–eosin and
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examined. The thickness of the longitudinal and circular smooth muscle layers and the cross-sectional
area of the duodenal wall were determined. The thickness was measured at 3 different points using
a Nikon Eclipse Ci microscope, a Nikon DS-Ri 1 digital still camera, and the Nikon NIS calibrated
digital image analysis system (Nikon, Badhoevedorp, The Netherlands). The cross-sectional area was
determined using ImageJ (downloaded from https://imagej.nih.gov/ij/index.html).

Immunohistochemistry of proliferating cell nuclear antigen (PCNA): 5-µm-thick tissue sections
were placed on silanized slides. After de-paraffinization, endogenous peroxidase was quenched by
immersing the samples in methanol containing 0.03% hydrogen peroxide. Heat antigen retrieval
was performed in pH6.5 10 µM citrate-based buffered solution (Dako, Santa Clara, CA, US). In
order to prevent non-specific binding, the samples were incubated with Protein Block (Dako). The
samples were incubated overnight at 4 ◦C with mouse monoclonal antibody against PCNA (Cell
Signaling, Leiden, The Netherlands, 1:500), followed by incubation with an anti-mouse polymer-based
Ig coupled to peroxidase (Cell Signaling) for 30 min at RT. Then, the sections were incubated with
3,3′-diaminobenzidine (DAB) and counterstained with hematoxylin.

Apoptosis was determined by using TUNEL (terminal deoxynucleotide transferase mediated
X-dUTP nick end labeling) assay. Briefly, tissue sections (5 µm) were placed on silanized slides. The
sections were de-paraffinized and rehydrated and then treated with Proteinase K (20 µg mL−1, 15 min,
room temperature) following by washing 2 times with PBS. Afterwards, the sections were incubated for
1 h at 37 ◦C with the in situ Cell Death Detection Kit (Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science,
Mannheim, Germany), according to the manufacturer’s instructions. For nuclear counterstaining, the
samples were incubated with Höechst-33258 (Sigma, Darmstadt, Germany) at a final concentration of
1µg/mL and mounted with Vectashield mounting medium (Vector, Burlingame, CA, USA).

The sections were examined with an Olympus BX-61 epifluorescence microscope equipped
with filter sets for fluorescence microscopy: ultraviolet (UV, 365 nm, exciting filter UG-1 (ultraviolet
glas-1) and blue (450–490 nm, exciting filter BP 490). Photographs were taken with an Olympus CCD
DP70 digital camera and processed with the Adobe PhotoShop 7.0 software (Adobe Systems, San
Jose, CA, USA). For quantifying and comparing PCNA expression and apoptosis, the duodenal
sections were scored by three investigators (R.K., A.-L.G.-O., and A.O.-V.), independently and
in a blinded fashion, using an in-house scoring system. The individual scores were averaged.
For the quantification of signal intensity, we measured DAPI-positive and TUNEL-positive areas
using the Fiji software for image analysis and calculated the percentage of TUNEL-positive areas
((pixels(TUNELpositive)/pixels(DAPI-positive)×100)).

4.4. Intestinal Contractility Studies

The middle of the duodenum and colon were immediately washed with cold Ringer Krebs
solutions (NaCl 120 mM, KCl 4.7 mM, CaCl2 2.4 mM, MgSO4 1.2 mM, NaHCO3 24.5 mM, KH2PO4

1 mM, and glucose 5.6 mM, pH 7.4), cleaned from mesenteric attachment, and cut into segments.
Whole segments (10 mm long) were suspended in the direction of longitudinal smooth muscle fibers
in an organ bath containing 5 mL of Ringer Krebs, maintained at 37 ◦C and were continuously gassed
with carbogen (95% O2 and 5% CO2). Muscle tension of each segment were measured isometrically
with an initial tension of 9.8 mN, and changes in mechanical activity were amplified, recorded on a
computer for analysis (AD Instruments Inc, Milford, MA, USA), and digitized at a sample per second
per channel.

After an adaptation period (60 min), we recorded spontaneous contractions and tested the effect of
TRAM-34 (1 µM, 15 min exposure time), a KCa3.1 blocker, and of acetylcholine (ACh, 100 µM, exposure
time 3 min), a cholinergic agonist, on intestinal contractility. To analyze spontaneous contractions, we
measured the mean frequency (contractions per minute) and amplitude of force (in gram) over 5 min.
The ACh-induced motor responses were measured as integrated mechanical activity per second during
the first 3 min of ACh response, minus the integrated area per second of spontaneous contractions.
The data are given as g/s and normalized to weight (g) of wet tissue. The responses were normalized
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to responses in the control mice (% of − DOX). The amplitude and frequency of the spontaneous
contractions in the presence of TRAM-34 were expressed as a percentage of the control (− TRAM-34,
before addition of TRAM-34).

4.5. Hydroelectrolytic Determination in Serum, Chyme, and Stools

Stools pellets found in the colon were weighed (Wet Stools), dried for 48 h at room temperature,
and then weighed again (Dry Stools). Thereafter, they were re-suspended on 1 mL of deionized water
and heated to 65 ◦C for 60 min. The suspensions were centrifuged at 12,000 g for 5 min. The supernatant
was filtered through Millex 0.22 µm filter units, and Na+, K+, and Cl− assays were performed using a
standard electrolyte analyzer equipped with ion selective electrodes. The calculation of water content
was performed using the following formula: % water = (wet stool (mg) − dry stool (mg)) ×100/wet
stool (mg). The blood and chyme samples were also centrifuged at 3500 g for 10 min at 4 ◦C to separate
the serum or supernatant, and the concentration of Na+, K+ and Cl− were determined.

4.6. Statistical Analyses

The data are expressed as mean ± SEM. Normal distribution of the sample was assessed by
Shapiro–Wilk test. Student’s T test or Mann–Whitney test were performed to compare between 2
groups (− DOX vs + DOX, in the different conditions). p-values of <0.05 were considered statistically
significant. The statistical analysis of the data was performed using GraphPad Prism version 6.0
software (San Diego, CA, US).
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