PREVENCION DE LA PANCREATITIS EXPERIMENTAL
CON ACIDO L-AMINOCICLOPENTANO CARBOXILICO'

Mario ALVIZOURI®

Este estudio se basa en la hipotesis de que cuande se inhibe
la formacién de grinulos zimogénicos, el pancreas no puede
producir enzimas y por lo tanto no se pueden desarrollar los
fendmenos liticos de la pancreatitis. E1 ACPC con una sola
dosis es capaz de inducir degranulacién y atrofia de la célula
acinar pancreatica en la rata, cambios que aparecen en el curso
del 19 al 6% dia y se prolongan durante mis o menos 30 dias
segin la dosis administrada,

El ACPC en la prevencién de la pancreatitis de la rata, a
desis de 400 mg/kg, aplicados 24 y 48 horas antes de instituir
pancreatitis dio resultadoes satisfactorios. El mejor resultado se
chtuvo con la desis de 200 mg/ke aplicada seis dias antes de
inducir pancreatitis. E1 ACPC fracasd como tratamiento cura-
tivo en la pancreatitis de la rata. En el perro no indujo cambios
anatémicos ni dio proteccién alguna en la pancreatitis. Esta
substancia no produjo lesiones de los islates de Langerhans.

(Gac. Mip. Mix, 100: 184, 1970).

E N VARIOS trabajos previosl: 2: 2 he-

mos  expuesto nuestra  hipbtesis
acerca de la posibilidad de interferir
en el proceso pancreatitico, la cual se
puede resumir en los siguientes concep-
tos:

Considerando que el proceso pan-
crealitico tiene como substrato fisiopa-
toligico la actividad de las enzimas
pancreéticas, principalmente el grupo

1 Trabajo presentado en la sesién ordi-
naria del 30 de julio de 1969,

2 Académico correspondiente.
Civil, Morelia.

Hospital

de las protecliticas y la lipasa, tedrica-
mente, si el pancreas no tuviera estas
enzimas, la hemorragia y la inflama-
cién de este 6rgano no pasarian de te-
ner simplemente un efecto local, como
ocurre en los demds tejidos. En conse-
cuencia, el proceso pancreatitico no se
acompaiaria de esteatonecrosis ni de
necrosis acinar.

Partiendo de este punto de vista, se
podria prevenir o inhibir el proceso
pancreatitico en varias de las etapas de
la produccion enziméitica del pancreas.
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La primera ctapa consistiria en im-
pedir la produccién de las hormonas
estimulantes de la secrecién pancreiti-
ca (secretina, pancreozimina) o bien en
inhibir su accion. Hasta ¢l momento,
salvo las medidas dietéticas que se re-
comiendan, como el ayuno, la succién
géstrica y otras, no hay ninguna otra
forma que sea eficiente para inducir
este efecto.

El segundo punto de ataque al pro-
ceso pancreatitico impedir la
produccién de enzimas pancreatiticas y
el tercero seria
enzimas.

seria
la inhibicién de estas

Clon respecto al tercer sitio de ataque
al proceso pancreatitico, gran cantidad
de autores han utilizado un inhibi-
dor de tripsina y calicreina (Trasylol®)
en el tratamiento de la pancreatitis
clinica y experimental con resultados
altamente contradictorios. En nuestra
experiencia,® después de utilizar esta
substancia a dosis masivas en la pre-
vencién y tratamiento de la pancreati-
tis experimental del perro y de la rata
los resultados han sido negativos.

El punto miés interesante y objeto
de este informe es el segundo punto de
ataque o sea tratar de evitar la pro-
duccién enzimitica de la célula acinar
pancreética.

Es conocido que los granulos zimo-
génicos juegan papel primordial en la
elaboracién de las enzimas, por lo que es
de esperarse que aquellas drogas que
provoquen disminucion o desaparicion
de dichos granulos sean capaces de dis-
minuir en forma importante la secre-
cién enzimdtica. Esta hipdtesis fue pro-
bada por nosotros en un trabajo previo?
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publicado en 1967 en el cual mediante
la utilizacién de la d-1 etionina fue po-
sible evitar los fenémenos liticos de la
pancreatitis induciendo previamente
diversos grados de atrofia acinar pan-
creatica. Esta substancia tiene el incon-
veniente de ser muy téxica.

La substancia denominada &cide-1-
aminociclopentano carboxilico (ACPC)
es un aminoécido aliciclico simple que
fue sintetizado desde 1912 por Zelinskii
y Stadnikou5 En 1964 Dunnigan y
cols.,% reportaron por primera vez la
accion del ACPC sobre el pincreas de
la rata, consistente en degranulacién,
disminucién del RNA, atrofia acinar y
pérdida de la actividad proteolitica.

En 1968, Chenard y Auger,” en es-
tudios de microscopia electrénica de-
mostraron en ratas que 24, 36 y 72
Loras después de recibir una dosis de
ACPC de 375 mg/Kg de peso corporal
presentaban cambios en el reticulo en-
deplasmico, en el aparato de Golgi y
en los grinulos citoplismicos, quedan-
do las células acinares cast sin grdnulos,
fenémenos que fueron interpretados
por dichos autores como un “defecto
en la primera parte de los cventos de
la sintesis proteica del citoplasma®.
Otros autores han informado resultados
similares,6: 12, 13, 14

Ante esta serie de hechos, se penséd
que consecuentemente, esta substancia
deberfa inhibir la produccién de enzi-
mas pancreaticas y por lo tanto ser
capaz de inhibir el proceso pancrea-
titico.

MATERIAL ¥ METODOS

Para estos experimentos se utilizaron
ratas y perros.
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Ratas.  Se utilizé un total de 190
ratas adultas, de ambos sexos, con peso
variable de 210 a 320 g las que fueron
divididas en tres grupos, en los que se
hicieron los siguientes estudios:

Grupo 1. Efecto del ACPC en el
parénquima pancredtico, sin induccién
de pancreatitis.

Se subdividid en tres partes: I-A.
Censtituida por 28 ratas que recibieron
ACPC en dosis unica intraperitoneal
de 400 mg/Kg. [-B. Diez ratas con do-
sis de 300 mg/Kg. I-C. Diecisiete ratas
que recibieron dosis intraperitoneal de
200 mg/Kg. Las ratas de I-A y 1-B fue-
ron sacrificadas a diversos intervalos
hasta el 60* dia, mientras que las I-C
fueron sacrificadas en los mismos inter-
valos hasta el 307 dia.

Grupo II. Tratamiento preventivo
de la pancreatitis con ACPC (48 ratas).

Se subdividié en tres grupos: II-A,
con dosis de 400 mg/Kg (18 ratas).
II-B, 8 ratas con dosis de 300 mg/Kg
y II-C con dosis de 200 mg/Kg (22
ratas). El ACPC fue aplicado en dosis
tinica intraperitoneal 12, 24 y 48 horas
antes de la induccién de pancreati-
tis, con excepcién del grupo de 200
meg en el cual la droga se administrd
6 dias antes de dicha inducei6n.

Grupo III. El ACPC en el trata-
miento curative de la pancreatitis, 8
ratas. El ACPC fue inyectado por via
periteneal inmediatamente después de
la induccién de pancreatitis a dosis Gni-
ca de 400 mg/Kg.

En todos los experimentos el ACPC
se diluyd en agua destilada, contenien-
do 20 mg/ml.

srupo IV, Testigo.

Los animales

Gacera Mépica peE MEXIco

Vor. 100, N° 2

en nimero de 75 no recibieron ACPC,
solo se les indujo pancreatitis.

La pancreatitis en la rata se indujo
laparotomia, puncién del
duodeno, canalizacién del conducto co-
lédoco, en el cual desembocan los con-
ductillos pancredticos. El colédoco se
pinzé temporalmente para evitar que
la substancia utilizada pasara al higado

mediante

y a continuacién se instilé solucién
de taurocclato de sodio al 29 y azul de
metilo al 0.5% en agua destilada, en
volumen de 0.1 ml/100 g de peso cor-
poral. El azul de metlo sirve para
observar la distribucién de la solucién
instilada, pero por si mismo, en nuestra
experiencia, no induce pancreatitis.

Peyros.  Se utilizaron 7 perros de
ambos sexos con peso de 8 a 15 Kg, a
los que se administré ACPC por via
endovencsa a dosis tnica de 400 mg/
Kg en 250 ml de suero fisioldgico y 72
heras después se les indujo pancreatitis.
Durante el proceso quirtirgico, antes
de inducir pancreatitis, se tomé una
biopsia del proceso uncinado del pén-
creas. Los perros que no murieron fue-
ron sacrificados al quinto dia de indu-
cida la pancreatitis.

La pancreatitis en el perro fue in-
ducida mediante laparotomia, duode-
notomia, canalizacién del conducto pan-
creftico e instilacién de taurocolato de
sedio al 3% y azul de metilo al 0.5%
en agua destilada. El volumen instilado
fue de 1 ml/Kg a presion constante de
100 ml de agua.

Para juzgar el efecto del ACPC sobre
la pancreatitis tanto en la rata como
en el perro se utilizaron como pardme-
tres la supervivencia, el grado de estea-
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tonecrosis, el grado de necrosis acinar  de Mallory, medificado con Churg y
y la ascitis, A la defuncién se hizo  Prado.
autopsia y estudio histolégico del pan-

i) o ResurTabos
creas, tifiendolo con hematoxilina y
eosina y para observar granulos zimo- Ratas. Segin se puede ver en la

oénicos se utilizé el método tricrémico  tabla 1, correspondiente al grupo I, con

Tanra 1

GRUPO 1. EFECTO DEL ACPC EN EL PANCREAS DE LA RATA

Tiempo Dosis mg/Kg Degranulacion Retrac, celular
24 hs. 400 +d 4 s
300 _ S S
200 + +
48 hs, 400 +4++ a++++ + a ++
300 - il
200 ++ ++
72 hs. 400 +4+++ T
300 - -
200 Oa +++4 0a +++
40 dia 400 +++4 e+
300 —_— -
200 +4+ a ++++ 4+
69 dia 400 BT P +4+
300 e .
200 -+ M i
8o dia 400 + 44+ ——
300 - S
200 S e e S [
100 dia 400 ot i
300 44+
200 ==
159 dia 00 e o=,
300 o S
200 PR
200 dia 400 PSS e =
300 +4++
200 =
30v dia 400 N e o
300 ++++
200 Normal
60 dia 400 Normal

300 Normal
200 —
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las tres dosis utilizadas se alcanzé, a
partir del cuarto dia el mismo grado
de degranulacién acinar (+-+-+),
variando en la velocidad de aparicién
y de recuperacién de acuerdo con la
dosis, Mientras més alta fue la dosis,
la degranulacién acinar aparecié mis
ripido, ya que con 400 mg/Kg, la de-
granulacién era intensa (+-+4+) a
las 48 horas, mientras que con la dosis
de 200 mg/Kg la degranulacién intensa
(+-++-+) se hizo manifiesta hasta
el cuarto dia.

La duracién de la lesién fue también
variable, de acuerdo con la dosis, pues-
to que con 400 y 300 mg/Kg se man-
tuvo con intensidad de +-+-+-4 en
animales observados al 30¢ dia, los que
mostraron recuperacién hasta el 60¢
dia. Con la dosis de 200 mg la recupe-
racién del pdncreas se observd en ani-
males sacrificados en el 30° dia.

40 %
35
30
25
proMeDi 20
DE PERDIDA

DE PESO 15

Gacera Mépica pe Mixico

Vor. 100, Nv 2

A juzgar por el estado general de
los animales el ACPC tiene una accién
bastante toxica en relacién directa a la
dosis utilizada. Con dosis de 400 mg/
Kg las ratas a partir de las 24 hs mos-
traron depresién intensa, pérdida del
apetito y gran pérdida de peso, segiin
se puede observar en la figura tnica,
pérdida que alcanzé en promedio 129
a los 7 dias, 24% a los 17 y hasta de
40% a los 30 dias. Con dosis de 300
mg la pérdida de peso fue prictica-
mente la misma, sélo que el estado ge-
neral y el apetito se mantuvieron en
mucho mejor condicién. Con la dosis
de 200 mg el estado general mostré
poca alteracién aunque el peso se re-
gistré sélo durante la primera semana,
durante la cual la pérdida media fue
de 6.6%.

La mortalidad no se pudo estudiar
con cstos experimentos, ya que los ani-

10

5

o}
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DIAS

PERDIDA DE PESC DESPUES DE

LA ADMINISTRACION DE ACRC.
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males fueron sacrificados a intervalos
cortos. Sin embargo, en el grupo de
400 mg formado por 28 animales, hubo
9 que murieron por posible efecto de
la droga entre el 6° y 30° dia, mientras
que con las otras dosis no hubo muer-
te, aparte de los animales que fueron
sacrificados.

En el grupo de las ratas que recibie-
ron ACPC ninguna presentd lesiones
de los islotes de Langerhans.

Grupo II.  Tratamiento preventivo
de la pancreatitis.

Como se puede observar en la tabla
2, la diferencia entre los animales de!
grupo 1I y los testigos sin tratamien-
to con ACPC fue muy notable, tanto
en mortalidad como en esteatonecrosis,
necrosis acinar, y presencia de ascitis.
En los controles la mortalidad en las
primeras 48 horas después de inducida
la pancreatitis fue de 22 en 75 anima-
les (309 ) mientras que en los experi-
mentales fue nula en los grupos de 400
mg/Kg v de 300 mg/Kg.

En el grupe de 200 mg/Kg, en las
ratas en que el periodo de prevencién
fue de 12 y 48 horas, de 13 ratas mu-
rieron tres en el curso de las primeras
24 horas después de
pancreatitis mostrando esteatonecrosis
4+ lo cual indica que esta dosis
aplicada seis dias antes de inducir pan-
creatitis, la proteccién fue practica-
mente completa, ya que de nueve ra-
tas en que se indujo pancreatitis seis no
tuvieron absolutamente ningiin  sig-
no de esteatonecrosis y tres mostraron
apenas huellas que consistian en la pre-
sencia de 2 a 4 puntillos de esteatone-
crosis peritoneal, tan pequefios que se

inducida la
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prestaban a duda. Por otra parte el es-
tado general de estos animales fue muy
bueno, practicamente normal.

El grupo de ratas que recibié 200
mg/Kg con anticipacién de seis dias a
la induccién de pancreatitis fue el que
tuvo en forma definitiva mayor protec-
cién que ningan otro en contra de los
fenémenos liticos de la pancreatitis.

Estos grupos de animales permiticron
establecer una buena correlacién entre
el grado de degranulacién acinar y el
desarrollo de esteatonecrosis como ma-
nifestacién de pancreatitis, a mayor
degranulacion menor grado de estea-
tonecrosis, En los testigos sin ACPC
en los cuales no hubo degranulacién
acinar la esteatonecrosis fue de + -+ -+
a ++4-+4, mientras que en los ani-
males con degranulacién acinar intensa
la esteatonecrosis fue nula o si acaso
hubo huellas (+ ).

El edema vy el infiltrade inflamatorio
fueron comparativamente iguales en los
animales experimentales y en los con-
troles.

La ascitis en los testigos sin ACPC
(Grupo IV) aparecié en todos los casos
en volumen variable de 3 a 9 ml, en
tanto que en el grupo II, de tratamien-
to preventivo, no habia ascitis méds que
en aquellos animales que murieron en
las primeras 24 horas y que presentaron
signos histolégicos y macroscépicos de
pancreatitis, pertenecientes a la dosis
de 200 mg aplicada a 12 y 48 horas
antes de la induccién.

Grupo III. Tratamiento curativo.

De ocho ratas utilizadas, tres murie-
ron en el curso de las primeras 24 hs y
las restantes, que se encontraban en
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mal estado general, fueron sacrificadas
a las 48 horas, de acuerdo con el pro-
grama inicial. En dos no se encontrd
ascitis pero en las demds se encon-
tré ascitis desde 1 ml hasta 17 ml coin-
cidiendo con esteatonecrosis peritoneal
muy extensa. Las dos que no tenian
ascilis presentaron grado minimo de
esteatoneerosis,

La necrosis acinar y la esteatonecro-
sis fueren muy extensas, tanto como en
los testigos.

Perros. De los sicte perros sujetos
al experimento cinco murieron dentro
de los primeros cinco dias y dos que se
encontraban en aparente buen estado,
fueron sacrificados al 5 dia. En los siete
perros, se encontraron lesiones de pan-
creatitis intensa, con esteatonecrosis
extensa, hemorragias abundantes del
péncreas y zonas extensas de necrosis
localizadas al cuerpo y cola, que es
donde se distribuye la solucién insti-
lada. En ninguno se observdé accién
protectera del AGPC en contra de la
pancreatitis. En la biopsia tomada an-
tes de inducir pancreatitis, o sea a las
72 horas de administrado el ACPC no
se ohservé efecto alguno sobre el tejido
pancreatico, el cual era normal,

Discusion

Dunnigan y cols.% 8 al hacer estudio
histolégico del pancreas en ratas some-
tidas al efecta del ACPC, ademas de
lesiones descritas por
otros autores, hicieron ensayos sobre
la actividad triptica del pancreas y pu-
dieron establecer una correlacién entre
la lesion histolégica y la disminucién

confirmar las
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de la actividad triptica. En ratas sacri-
ficadas cuatro dias después de adminis-
trar el AGPC a dosis de 375 mg/Kg,
pudieron demostrar ausencia de la ac-
tividad proteolitica a la vez que el
pancreas mostraba reduccién intensa de
peso y volumen, una gran disminucién
del tamafio de la célula acinar y des-
aparicién casi completa de los granulos
zimogénicos.

Nuestro estudio comprueba, por se-
gunda vez, la hipétesis objeto de nues-
tro trabajo, ya que la mayoria de las
ratas con tratamiento preventivo mos-
tré ausencia o grado minimo de estea-
tonecrosis y de necrosis acinar, lo que
indica que hay una buena proteccién,
aunque no completa, en contra del pro-
ceso pancreatitico. Los otros parame-
tros usados también hablan en favor
de la accién protectora del AGPC, ya
que la mortalidad en 48 horas después
de inducida la pancreatitis fue pricti-
camente nula con las dosis de 400 a
300 mg/Kg y con la de 200 mg cuan-
do se aplicé con 6 dias de anticipacién
a la pancreatitis, mientras que en los
animales testigo fue de 309%. La dosis
de 20 mg aplicada con seis dias de
anticipacién fue la més eficiente ya que
dio proteccién practicamente completa
y ademds los signos de toxicidad fueron
minimos, bien soportados por los ani-
males y la recuperacién ocurrid en cl
curso de un mes.

En referencia al otro pardmetro usa-
do, la ascitis, en trabajo reciente, ain
no publicado,” pudimos demostrar que
en la rata existe bastante correlacion
entre el desarrollo de ascitis y la seve-
ridad de la pancreatitis, ya que a las
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48 horas de inducida la pancreatitis,
la ascitis alcanza vollimenes de 3 a 8
ml. En el grupo experimental sélo hu-
bo ascitis en tres ratas, mismas que
desarrollaron més signos de pancrea-
titis que el resto, mientras que las de-
mas, con signos nulos o minimos de
pancreatitis, no presentaron asci

La reaccién inflamatoria no fue in-
fluenciada por el ACPC. Al juzgar esta
circunstancia habria que revisar el con-
cepto de pancreatitis. Si para designar
una lesion como pancreatitis es sufi-
ciente la presencia de edema e inflama-
cién entonces habria que admitir que el
ACPC no tiene ningin efecto protector.
Perc si ademds se requiere el desarrollo

de necrosis acinar y de esteatonecrosis
entonces si podemos asegurar que el
ACPC en dosis adecuadas es capaz de
proteger en contra del proceso litico
de la pancreatitis.

Por otra parte, el ACPC como trata-
miente curativo en la rata fue una fra-
caso. La explicacién ante este resul-
tado es que la accién del ACPC sobre
la célula pancreatica no es inmediata,
sino que se establece después de algu-
nas horas o dias, como pudo observarse
en las ratas del Grupo T en las que
la degranulacién y la atrofia empeza-
ron a aparecer a las 24 horas, fueron
mds intensas a las 48 horas y definitivas
a partir del 4o. dia con las tres dosis
utilizadas.

Llama la atencién la falta de pro-
teccién en el perro, lo cual indica una
variacién de los sistemas enziméticos
en las diferentes especies.

Al respecto Sherman y cols.?® demos.
traron diferencias entre el ratén y el

Vor. 100, Nv 2

perro, consistentes en que en los pan-
creas del ratén se almacena ACPC en
proporcién mayor que en ningln otro
tejido, mientras que en el perro la con-
centracién del ACPC en el pdncreas
es igual a la de los otros tejidos.

La biopsia de pancreas en el perro
efectuada a las 72 horas ya permitié
predecir que no habria proteccién en
contra de la pancreatitis, puesto que
las células acinares no mostraron atro-
fia ni disminucién de los gréanulos zi-
mogénicos.

Berlinguet y cols.!* han aportado da-
tos muy interesantes referentes al me-
canismo de accién del ACPC, a su
toxicidad, distribucién  tisular'® 13y
sus efectos sobre la respiracién tisular
y metabolismo de los aminodcidos.14

Los datos mdas importantes en rela-
cién al presente estudio' son que la
accién del ACPC inhibe la incorpora-
cion de wvalina-Cy; en las proteinas
plasmdticas en una proporcién de 40
y 509, suprimiendo la sintesis proteica,
a pesar de que no se han demostrade
cantidades significativas del ACPC in-
corporadas a las proteinas. La respira-
cién tisular bajo la accién del ACPC
se ha encontrado normal a la vez que
este aminodcido no es descarboxilado,
ni transaminado, ni oxidado y su mo-
lécula permancce intacta dentro de la
célula, sin que se hayan demostrado
productos metabdlices.M La toxicidad
del ACPC es mayor cuando se da en
dosis fraccionadas que cuando se da
una sola dosis equivalente a la suma
de las fracciones.® 12

Usando ACPC radiactivo se ha en-
contrade que su concentracién en los
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tejidos es muy amplia pero su concen-
tracién mayor se ha observado en el
pancreas, en la medula ésea del ra-
ton.% 13 y en las células malignas del
tumor de Ehilich en el ratén.?

Finalmente, hay que hacer naotar que
el efecto del ACPC en la rata, a dosis
de 400 mg/Kg es muy prolongado, ya
que los animales sacrificados a los 30
dias atin presentaban la lesién pancred-
tica, desapareciendo en los que sobrevi-
vieron 60 dias. La duracion de la
lesién estd en relacién con la dosis uti-
lizada a juzgar por el grupo de 200
mg/Kg en el cual hubo recuperacién
completa del pincreas en menos de 30
dias.

En vista de que no hay suficientes
estudios en la especie humana, cabe
preguntarse i el péncreas humano
reaccionaria como el de la rata, el del
perro, o en forma diferente a ambos.
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