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ACCIÓN DE CLORPROMAZINA SOBRE EPITELIO

DE PIEL DE SAPO*

Chlorpromazine action on toad skin epithelium

Jertrudis Albornoz F., Juan Concha B. y Graciela Contreras M.**

ABSTRACT

Chlorpromazine (CPZ) lO'^M in the Ringer solution

of the serosal or the mucosal sidas of the isolated toad skin

producedan increase ofthe transepithehal electric potential

difference (PD) and of the short circuit current (SCC). The

effect it greater when the drug is apphed in the serosal side.

CPZ inhibits the stimulating effect ofnoradrenalin ( 1 0'^M)

and of angiotensin II (lO'^M) on the PD and SCC. Possi-

bly, this effect is due to inhibition of calmodulin by CPZ.

The stimulating effect of CPZ on PD and SCC is not

relatad to a possible noradrenalin releasing effect from the

sympathetic nerve endings, since Propranolol ( 10'M) and

dibenamine ( 10'M) do not inhibit the stimulating effect of

CPZ. The effect ofCPZ serosal is decreadby Ba Cl, (2mM)
serosal. Amiloride (lO'^M) mucosal inhibits the action of

CPZ apphed in the mucosal solution. The action ofCPZ in

the mucosal side, possibly id due to an increase of the

sodium ion permeability and the effect of CPZ in the

serosal side could be due to an increase of the potassium

ion permeability.

Keywords: Nervous physiology . Chlorpromazine action.

Epithelium.

RESUMEN

Clorpromazina (CPZ) 10"^M al ser agregada en la

solución Ringer que baña la piel aislada del sapo

Pleurodema thaul produce aumento de la diferencia de

potencial eléctrico transepitelial (DP) y de la corriente de

corto circuito (CCC). El efecto es mayor cuando CPZ es

aplicada en la solución Ringer que baña el lado serosal de

la piel. CPZ hace disminuir el efecto estimulante de

noradrenalina (10"''M) y de angiotensina II (IC^M) sobre

DP y CCC. Dicho efecto se debe posiblemente a inhibi-

ción de calmodulina, sustancia que participa en una etapa

del mecanismo de acción de ambos compuestos. El efecto

estimulante de CPZ no se debería a la acción de

noradrenalina liberada de las terminaciones nerviosas

simpáticas provocada por CPZ, puesto que propranolol

( 1 ""M) y dibenamina ( 1 0'^M) en el lado serosal no inhiben

el efecto de CPZ (IQ-'M). El efecto de CPZ serosal es

disminuido cuando se aplica BaCl, (2 mM) serosal.

Amilorida (10"^M) mucosal inhibe el efecto de CPZ
mucosal. CPZ actuaría aumentando la permeabilidad al

ion sodio mucosal e incrementando la permeabilidad al

ion potasio serosal.

* Proyecto 20.33.30 de la Dirección de Investigación,

U. de Concepción.

** Departamento de Ciencias Fisiológicas, Facultad

de Ciencias Biológicas y de Recursos Naturales, Univer-

sidad de Concepción.

INTRODUCCIÓN

Las psicosis son las enfermedades más seve-

ras donde no sólo existe un marcado deterioro de

la conducta, sino también una seria incapacidad

para pensar en forma coherente, para apreciar la
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realidad y para tomar conciencia de la propia

anormalidad. (Byck, R. 1975).

Varias estructuras químicas han sido asocia-

das con propiedades antipsicólicas, las que son

bastante selectivas en cuanto a su capacidad de

modificar los síntomas de estas enfermedades. Un
grupo de estas drogas está constituido por las

fenotiacinas que, con su prototipo la clorpromazina

(CPZ), figuran como las más usadas en la práctica

médica.

En 1953, Courvoisier y col. describieron un

sinnúmero de acciones producidas porCPZ como
propiedades gangliolíticas, adrenolíticas,

antifibrilatorias, antiedematosas y antipiréticas.

Se comprobó además que CPZ aumenta la activi-

dad de muchas drogas analgésicas depresivas

centrales.

Muchos beneficios ha traído el conocimiento

adquirido hasta hoy en relación a la acción de

drogas y hormonas, sustancias que se utilizan para

mejorar o sustituir funciones que se encuentran

ausentes o no se manifiestan con toda su eficien-

cia en el organismo. Dicho conocimiento se ha

obtenido mediante la experimentación en estruc-

turas vivas como los glóbulos rojos y los epitelios

de piel y vejiga urinaria de sapos y ranas. Dicha

experimentación hajugado un rol fundamental en

el estudio de los posibles mecanismos de acción.

(González y col. 1967; Concha y col. 1970;

Acevedo y col. 1981; Concha y col. 1988).

Los trabajos experimentales realizados con

CPZ en estructuras biológicas como las señaladas

son muy reducidos. Algunos como el realizado en

1970 por Mamelack y col. demuestran que CPZ
aumenta lapermeabiUdad de la membrana epiteUal

de la piel del Bufo marinus. En 1977, Smith en-

cuentra que CPZ en concentración de 50 |iM

provoca un aumento de 1 mV en la diferencia de

potencial eléctrico transepitelial en piel aislada de

rana, efecto obtenido sólo cuando la droga se hace

actuar por el lado extemo de la piel.

La acción o efecto de sustancias como hormo-

nas y drogas sobre epitelios se ha estudiado en

base a la variación que experimentan algunos

parámetros bioeléctricos como diferencia de po-

tencial transepitelial (DP), corriente de corto cir-

cuito (CCC), conductancia activa (G^), conduc-

tancia pasiva (G ), potencial de la bomba de Na*-

K* (E^^) y el flujo bidireccional de radio isótopos.

En el presente trabajo se plantea como objeti-

vo el análisis de la acción de CPZ sobre la activi-

dad bioeléctrica de un epitelio transportador de

iones sodio y cloro como es el de la piel del sapo

Pleurodema thaul, incluyendo el efecto que pro-

voca dicha droga sobre la actividad de otras sus-

tancias sobre la piel de sapo. A la luz de los

resultados que se obtengan se podría adquirir un

mayor conocimiento sobre el mecanismo de ac-

ción de CPZ.

MATERIAL Y MÉTODO

El trabajo se realizó con 25 sapos de la especie

Pleurodema thaul (sapito de cuatro ojos).

Las experiencias fueron realizadas en piel

abdominal del sapo, extraídaprevia descerebración

y demedulación del anfibio. La piel se montó en

una cámara de lucita (Ussing, 195 1 ) con 3 mi de

solución Ringer en cadauno de los compartimentos

que bañan el lado interno y extemo de la piel. La

composición del Ringer fue (mM): NaCl 112;

KCl 1 .9; CaClj 2; Na HCI3 2.3 and glucose 1 1 . La

solución Ringer fue constantemente oxigenada

con un aereador NS-SUN mediante cánulas co-

municadas con ambos lados de la piel y su pH se

ajustó a 7.5 con buffer fosfato.

La diferencia de potencial transepitelial (DP)

se registró con electrodos de calomelano en con-

tacto con ambos lados de la piel y conectados a un

canal de un registrador Cole-Parmer de dos cana-

les, a través de puentes Agar-Ringer. La corriente

de corto circuito (CCC) se registró con electrodos

de Ag-AgCl sumergidos en el Ringer de ambos

lados de la piel y conectados, a través de un fijador

de voltaje "Metraux Electromaue", al segundo

canal del registrador. LaCCC se registro en forma

continua y cada 2 minutos el fijador registró

automáticamente la DP durante 4 segundos en el

primer canal del registrador.

Una vez montada la piel con todos los electro-

dos en posición y abundante burbujeo del Ringer

de ambos lados, se esperó a que se estabilizara la

DP y CCC, hecho que ocurrió después de 60

minutos. Al cabo de dicho tiempo se aplicó CPZ
en concentración final de 10 'M en el lado interno
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O serosal. Después de registrar la acción de CPZ,

se lavó la piel cambiando la solución Ringer de

ambos lados. Enseguida se efectuó la misma ope-

ración aplicando la droga en el lado mucosal de la

piel.

En otro tipo de experiencia y una vez

estabilizados los valores de DP y CCC, se agregó

en el lado serosal noradrenalina en concentración

final de 10"*M. Después de registrar el efecto

máximo, se lavó el compartimento serosal con

solución Ringer y se esperó que se estabilizaran la

DP y CCC en su nivel basal. Enseguida se aplicó

CPZ en concentración final lO'M, como en las

experiencias anteriores. Después de esperar 20

minutos, nuevamente se hizo actuar noradrenalina

10"^M en el lado serosal.

El mismo procedimiento se usó aplicando

angiotensina II lO'^M en lugar de noradrenalina.

En un tercer grupo de experiencias se estudió

el efecto que tienen sustancias bloqueadoras so-

bre la acción de CPZ, tales como propranolol 10"

'M, dibenamina 10 *M, BaCl^ 2 mM, aplicados en

el lado serosal y amilorida 10"''M en el lado

mucosal. Todas las drogas fueron de Sigma

Chemical Co.

La capacidad eléctrica transepitelial antes y

después de CPZ se midió utilizando un Digitor

Multímeter model HC-5010C.

Los cálculos estadísticos fueron realizados

mediante el "student's t test" para datos pareados

(Gray, 1961).

RESULTADOS

Tabla I. Acción de CPZ sobre DP y CCC en piel abdomi-

nal aislada de Pleurodema thaul.

DP
mV

CCC
jiA/cm^ mS/cm^

Control 35.5+4

CPZ mucosal 37.215

CPZ serosal 40.6±4

45.4±5

48.8±3

56.1±4

1.28

1.31

1.38

2. Efectos CPZ sobre la acción de noradrenalina

y angiotensina II.

a) Efecto de CPZ lO'^M sobre la acción de

noradrenalina (N.A) en piel de Pleurodema

thaul.

La Tabla II, Figura 3 y Figura 4 muestran

la acción inhibidora de CPZ sobre la acción

de N.A. 10-^M.

Tabla II. Efecto de CPZ sobre la acción de noradrenalina

en piel abdominal de Pleurodema thaul.
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Las Figuras 8 y 9 demuestran la acción

inhibidora de BaCl, 2mM sobre el efecto

producido por CPZ" lO'^M.

d) Acción de amilorida 10"''M mucosal sobre

el efecto de CPZ lO'M mucosal.

La Figura 10 muestra el efecto inhibitorio

de amilorida mucosal sobre el efecto

mucosal de CPZ.

4. Efecto de CPZ sobre la capacidad eléctrica

transepitehal.

Antes de CPZ la capacidad fue de 0.045 ±

0.009^iF/cm2 y después de CPZ fue de 0.050

±0.008[xF/cm^, variación que no fue signifi-

cativa.

DISCUSIÓN

La piel aislada de anfibios ha sido ampUamen-

te utihzada en la investigación biológica, ya que

constituye un buen modelo que permite estudiar

los mecanismos de acción y efectos de mensaje-

ros químicos, neurotransmisores, drogas y hor-

monas; efectos que se traducen en cambios de la

actividad bioeléctrica, representada por los

parámetros del circuito eléctrico equivalentecomo
la diferencia de potencial transepitehal (DP), la

corriente de corto circuito (CCC), la conductancia

eléctrica transepitehal (G^) y la capacidad eléc-

trica transepitehal (C^).

Mucho se conoce acerca del funcionamiento

de la piel de sapo y rana en cuanto se refiere al

transporte pasivo y activo de iones. Sus caracte-

rísticas la enmarcan como un epitelio de alta

resistencia, semejante al epitelio de los túbulos

renales, distales y colectores, en los cuales los

mecanismos de transporte son muy similares a los

de la piel. El epitelio de la piel de Pleurodemathaul

tiene además semejanzas conelepiteliode lara-ma

gruesa ascendente del asa de Henle ya que, ade-

más del transporte de sodio, existe un transporte

de cloruro desde el lado serosal hacia el mu- cosal.

Como se mostró en resultados, CPZ produce

aumento de DP, CCC y G^, efecto que es mayor

cuando se aplica en el lado serosal. Mamelack en

1973 y Smith en 1977 observaron una acción

semejante solamente cuando la droga se aplicaba

en el lado mucosal de la piel. La explicación de las

diferencias puede deberse a la especie diferente de

anfibio utihzada.

Fuera de las citas anteriores, no hay otras que

presenten estudios sobre la influencia de CPZ
sobre parámetros bioeléctricos.

En forma general el incremento de DP, CCC y
G^ generado por un agente estimulante, como es

el caso de CPZ, involucra un aumento del trans-

porte de iones positivos desde el lado mucosal

hacia el serosal o un aumento de iones negativos

desde el lado serosal hacia el mucosal. En el caso

de la piel de Pleurodema se trataría de un aumento

del transporte activo de sodio desde el lado mucosal

hacia el serosal, un aumento del flujo de potasio

desde la célula transportadora hacia el lado serosal

y un posible aumento del transporte de cloruro

desde el lado serosal hacia el mucosal. Estos

aumentos de los movimientos iónicos podrían ser

explicados por aumento de la permeabilidad de

las membranas apical y basolateral de las células

transportadoras.

El aumento de permeabilidad sería el resulta-

do de la acción directa de CPZ sobre las membra-

nas. Como no hubo una variación significativa de

la capacidad eléctrica transepitehal se piensa que

la acción de CPZ, de ser efectiva, no fue tan violenta

como para alterar gravemente las membranas y
producir gran incremento de la permeabilidad.

Otra posibilidad que podría explicar la acción

de CPZ sería ser la liberación de noradrenalina

desde las terminaciones simpáticas adrenérgicas

de la piel.

Noradrenalina produce notable aumento de

DP,CCC y G^. En este caso se descarta esta acción

ya que el efecto de CPZ se produjo igual antes y
después de bloqueadores de efectos adrenérgicos

como propranolol y dibenamina. Como se demos-

tró en resultados la CPZ misma es un inhibidor de

la acción de noradrenalina y sustancias como la

angiotensina II que actúan por vía de AMPdclico

con participación de calmoduhna, sustancia que

sería inhibida por CPZ. (Berman, D. 1985; Berman,

D. ycol. 1986).

Descartada la posible participación de

noradrenalina en el aumento de permeabilidad de

las membranas, principalmente de la apical, solo
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quedaría considerar la acción directa de CPZ
sobre las membranas apical y basolateral. El he-

cho que un bloqueador de la permeabilidad de la

membrana basolateral al ion potasio, como es el

BaClj, inhibe el efecto de CPZ y que la acción

bloqueadora de la permeabilidad de la membrana

apical al ion sodio producida por amilorida tam-

bién inhibe la respuesta a la CPZ, estaría indican-

do que la última hipótesis sobre la acción de CPZ
lO'M, en piel del sapo Pleurodema thaul, podría

ser lo más ajustado a la realidad.

Los resultados obtenidos son importantes en

el sentido que ayudan a interpretar la acción de

CPZ sobre otras células transportadoras como las

de los túbulos renales, las células secretoras y

células nerviosas. En la acción sobre estas últimas

se basan los efectos antipsicóticos producidos por

CPZ y otras drogas de la famihade las fenotiazinas

.

En resumen, el aumento de la permeabilidad

de las membranas y el efecto anticalmodulina

demostrados en este trabajo puede ayudar bastan-

te en el estudio del mecanismo de acción de CPZ
sobre células animales en general.
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Acción de clorpromazina mucosal ( * ) y serosal ( o

)

PD
mV

50-

40-

33,5

30-

20-

10-

< < <

Figura 1 . Acción de ClorpromEizina (CPZ) lO'^M al actuar por el lado mucosal y serosal de la piel del sapo Pleurodema

thaul.

EFECTO DE CLORPROMAZINA ( C.P ) SEROSAL

60- C.P.

\V

Figura 2. Acción de Clorpromazina (CPZ) 10"^M en el lado serosal de la piel del sapo Pleurodema thaul. Marcado efecto

sobre la CCC y la DP.
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EFECTO DE NORADRENALINA (N.A.) ANTES Y DESPUÉS DE
CLORPROMAZINA (C.P)

uA/cm2

40

Á

mV

40

uA/cm2

40H

C.P. N.A.

I 1

1>-

10 min
I 1

mV

40

C.P NA.

I 1

Figura 3. Acción de noradrenalina (N.A.) IQ-^M antes y después de Clorpromazina (CPZ) IQ-^M. Se aprecia el notable

efecto inhibitorio de CPZ sobre la acción de N.A.
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2 Influencia de clorpromazina sobre la acción de noradrenallna

PD

SCC

LO-- LO

30-

juA/cnn^

30

20— 20

10

^

^4-

I

+

I
Control Noradrenallna Control Noradrenaliria

después de

clorpronnazina

Figura 4. Efecto inhibitorio que ejerce CPZ 10"^M sobre la acción de N.A. 10"''M serosa] en piel aislada del sapo

Pleurodema thaul *** P<0.01.

EFECTO DE ANGIOTENSINA II ANTES Y DESPUÉS

DE CLORPROMAZINA

jA/cm2

uA/cm2 mV

40H

Figura 5. Efecto inhibitorio que ejerce CPZ 10"'M serosal sobre la acción de Angiotensina II (Ajj) serosal en piel aislada

del sapo Pleurodema thaul.
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EFECTO DE CLORPROMAZINA (C.P) ANTES Y

DESPUÉS DE PROPRANOLOL

}<A/ci

60-

¡,0-

20-

C.R

J

*>

mV

60-

AO-

20-

0-

C.P

^A/cm2

30-

20-

10-

C.P.

mV

30-

20-

10-

' 0-1

C.R

Figura 6. Acción de Cloqjromazina (CPZ) 10"'M serosal y después de agregar propranolol lO^M en el lado serosal en

piel aislada de Pleurodema thaul.
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EFECTO DE CLORPROMAZINA (C.P) DESPUÉS DE

DIBENAMINA (D)

C.F,

30-

20-

10-

I I

>-!-«-

10 min
I 1

-«'jl

ffli

I

C.R

V

mV

30-

20-

10-

0-"

I 1

Figura 7. Acción de Clorpromazina (CPZ) IQ-^M serosal antes y después de agregar dibenamina 10''M serosal en piel

aislada del sapo Pleurodema thaul.

EFECTO DE CLORPROMAZINA (C.P) DESPUÉS
DE BaCl2

iA/cm2

30-

20-

10-

0-"

BaCl2 C.P

I I

V

10 min
I 1

10-

O-*

1 i

mV BaCl2 C.P

1
30-

20-

FiGURA 8. Acción de Clorpromazina (C.P.) IQ-^M serosal después de agregarBaCl^ 2 mMen el lado serosal en piel aislada

del sapo Pleurodema thaul.
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mV

30 --30

20-

Acción de BaCl2 sobre el efecto de clorpromazina

¿O

20

10--10

I I
PD

NS NS

RP^

Control Clorpromazina Control Clorpronnazina

despue's de BaCl2

Figura 9. Acción del BaCl, 2 mM serosal sobre el efecto de Clorpromazina lO'M serosal en piel aislada del sapo

Pleurodema thaul. Se observa la notable inhibición de la SCC y de la PD. *** P<0.01.

Acción de clorpromazina antes y después deanniloridc

mV


