CONTRIBUCION AL ESTUDIO EXPERIMENTAL DEIL CANCER

Hi. ALTERACIONES DE LA CORTEZA SUPRARRENAL EN LA
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Segan una hipétesis experimental sobre el mecanismo etiopatogéni-
co del cancer en el organismo animal planteada en 1943 (10}, se hacia
Ia sugerencia que la corteza de la glandula supsarrenal juega un rol
preponderante en la etipatogenia cancerosa.

Dicha hipétesis de trabajo sometida a un disefio experimental ade-
ceado, recibié confirmacién parcial para el raton {pericote), al demos-
trarse, en forma preliminar, que diferentes grades de actividad corti-
cal ejercen una influencia manifiesta sobre el periodo de latencia de Ia
cancerizacién quimica en el ratén de raza C;H {Strong) {11).

Prosiguiendo dichas investigaciones, el objeto de la presente comu-
nicacién es presentar los resultados obtenidos en el estudio histe-quimico
funcional de la corteza suprarremal del ratén durante el proceso de la
carcinogenesis quimica.

# Frabajo realizade halo los auspicios del Instituto Nacional de Higiene v 8. P.
de Lima en los Iaboratories ¥ eon la meneoresa ayuda del Departamenio de Anato-
mia, Seccidn de Gendtler, ¥ Departavienla de Quimien Fisiologica de la Esenela da
Medicing de la Universidad de Yale, New Haven, Conn, .84, 1043,
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Aprovechando parte de la poblacion experimental que se hallaba
sometida a un experimento final confirmatorio sobre la correlacién exis-
tente entre el grado de funcionalismo cértico-suprarrenal y el pericdo
de latencia de la carcinogenesis quimica (ver estudio preliminar (11), se
seleccionaron al azar 120 ratones de la raza homozigote cancer-sensible
C;H (Strong) de 71 semanas de edad, integrados por 60 machos y
6 hembras. Todos los animales fueron mantenidos bajo condiciones
controladas de temperatura (22+2°C.), humedad (40-50%) y dieta
{"Nurishmix" y agua de cafio ad libitum) durante el tiempo que durd
el experimento, viviendo en cajas de madera con virutas en el fondo.

A fin de restringir aun mas el error experimental por muestreo, se
adopté un disefio experimental del tipo de ''Bloque Randomizado” (Ran-
domized Block Experiment), sorteando alternativamente la poblacion
esperimental con respecto a sexo v a tratamiento, obteniéndose en esta
forma una serie de 60 ratones “‘tratados’ y otra serie de 60 “controles”,
agrupados en 60 grupos de sexos alternos.

La totalidad de los animales de cada serie fué adrenalectomizada
unilateralmente bajo anestesia al éter, extirpandose la glandula supra-
rrenal izquierda, por convenir dicho tratamiento a los fines del expe-
rimento confirmatorio de cuya poblacién experimental se seleccionaron
los 120 animales objeto del presente estudio.

En diferentes periodos del post-operatorio los 60 ratones de la se-
rie “‘tratados”, fueron inyectados por via subcutinea en la region axi-
lar derecha con 0.05 cc. de una sohicién de 20-Metilcolantreno q.p.*%
en aceite de Sésamo al 1 %, o sean 0.5 mg. de M-C como dosis can-
cerigena wnica por animal tratado. El periodo de observacién total de
la poblacion experimental duré 177 dias, durante los cuales la aparicién
de tumores malignos fué confirmada siguiendo la técnica descrita por
Shimkin (17). A las dos semanas de diagnosticada la aparicién de tu-
moracion local en un individuo de la serie “tratados”, se le sacrifico
conjuntamente con un animal de la serie “controles” por dislocacién cez-
vical, previa pesada de los ratones en balanza sensible al 0.1 gm.

* EDCAN LABORATORIES, 12 Pine Slreel. South Norwalk, Conn., U.S.A,
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Estudio de las Glandulas Suprarrenales ~ La glandula suprarrenal
derecha de cada animal sacrificado fué extirpada, rapidamente liberada
de telido conjuntivo v adiposo sobre papel de Hltro Whatman No 4 v
pesada en una balanza de torsién sensible al 0.1 mg. Luego las glan~
Gulas fueron cclocadas individualmente en pequefios tubos con solucion
de Formol al 10 9%, rotuladas v conservadas para su estudio histo-gqui~
mico,

Ll examen histo-quimico de las glandulas suprarrenales asi obteni-
das se llevé a cabo empleando la técnica de cojoracion de Romeis mo-
dificada, usando el Sudan IV {Scharlach Rot} v Hematoxilina de con~
traste en secciones por congelacion, previa inclusién en gelatina segin
Mallory (8). La razon de seleccionarse este métode de coloracion histo-
guimica se debe al reciente descubrimiento hecho por Long, White y
col. {7). {15). {16) del valor de dicha técnica en la demostracion his~
to-quimica del colesterol total de la corteza suprarrenal; trabajo que
confirma el concepto sostenido por Gatenby y Cowdry {5} con respecto
a la selectividad del Sudan IV en la tincién histo-quimica de los esteres
de colesterol y acidos grasos.

RESTLTADOR

Los pesog en miligramos de la glandula suprarrenal derecha fresca
de cada ratén en ambas series, referidos al peso corpéreo de cada ani-
mal {en la serie “tratados’ el peso corporeo incluye el peso del tejido tu~
moral) y expresados en términos de peso fresco de glandula por 100 gm.
de peso corporec {peso fresco glandula / 100 gm. peso corpdreo} fueron
sometidos a un analisis matemético-estadistico, empleando la funcion lo-
garitmica de los datos experimentales en el Analisis de Variante segiin
Bliss {2}.

Debe mencionarse que durante el curse del experimento murieron

6 animales de la serie “tratades” v 4 de la serie “controles”, motivo
por el cual fué necesario eliminar por sortee 2 individuos mas de la serie
“controles” a fin de balancear adecuadamente ¢} disefio experimental en
“Bloque Randomizado”. Por lo tanto, el total efectivo de la poblacion al
finalizar e] experimento quedé reducido a 108 individuos divididos en
dos series de 54 animales cada una (“tratados” y “controles”} y agru~
pados en 54 grupos de sexos alternos,
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Los resultados del Analisis de Variante en “Blogue Randomizado”,
con respecto a Sexo v a Tratamiento. pueden apreciarse debidamente
zn el Cuadro It

- Adquiere especial interss el hecho, que el Puntoe de Probabilidad
"P" entre Sexos para ambas series es mayor que 0.20 mientras que la
wisma medida de Probabilidad Estadistica es menor que 0.00f en la
comparacién matematica entre Tratamientes para las dos series. Es de-
cir, que la diferencia de sexos en la poblacidn experimental no ha in~
fluenciado en absoluto las zlteraciones del peso observadas en la glan-
dula suprarrenal de las dos series; pudiendo afirmarse categdricamente,
que la diferencia observada entre el peso de las glandulas de la serie
“tratadas” y la serie “controles” se debe sélo y exclusivamente al pro-
ceso de carcinogenesis quimica en Ja primera, ya que dicha diferencia
zeusa un alto grado de significado estadistico (P~ 0,001},

El valor ponderal encontrado del promedio de distribucion de pe-
zos de la glandula suprarrenal fresca de cada serie, expresado en mg.
qiandula fresca / 100 gm. peso corpdreo, mas el correspondiente Error
Srandard, es come sigue:

CUATRO It
Serie “Tratadoas” Serie “Controles” AN
%196 2= 1,338 my 11.296 == 1.397 mg. 3103 = 0.059 my.

La distribucién de pesos de las glandulas suprarenales se ilustra en
tos Histogramas comparativos de la Fig. 1, los que expresan en forma
ardfica la normalidad de la distribucidn en ambas series experimentales.

Por otro lado el estudio histe-quimico de las glandulas suprarzena-
les de los animales de ambas series, mostré una disminucion muy marc-
cada (en la mayoria de los casos completa} del material sudanofilico de
la corteza suprarrenal en los individuos de la serie "tratados”, contras-
tando en forma notable con el contenido normal en material sudanofilico
del tejido cortical de los ratones de la serie “controles™: lo que puede
apreciarse en las microfotografias de la Fig. 2.
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Como se observa claramente en dichas laminas, el material sudano-
filico y por ende el colesterol total en la glandula normal (Microfotogra-
fia 1) se halla preferentemente acumulado en los espongiocitos de la zo-
ra'fascicular de la corteza. En la glandula correspondiente al animal can-
cerizado quimicamente (Microfotografia 2), los espongiocitos fascicula-
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Peso fresco Suprarrenal en mg/ 100 gm. peso crorporeo

Fig. + — Histogramas comparatives de la frecuencia de distribuclin de tus pesos e

las gldndulas suprarrenales en It sevie de rulones “lratados” con 20-Metileolentrens

¥ la serle “controles”. La difevencia de pesos entre Ios dos sevies debida al trafamicn-

to, acusn wi allo grodc de sigaificado estadistico, como lo indiea of punto de Proba-

bitidad “P”. Los promedios del valor ponderal de codn serie erpresados en mg. glin-

dula fresca / 100 gm. pese corperco mds su correspondiente Error Standard, se¢ hn-
Han cousignueos en la parle superior de rada fislograma.
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res se tncuentran tan s6lo coloveados por la Hematoxilina de contraste,

no observandose ningdn rastro tintorial correspondiente a o acumela-
cién del colesterol total en la glandula,

Thaousiow

Es de interés hacer notar el hecho, que durante el proceso de car~
cinogesis quimica en el ratdn se ha podido observar una atrofia relativa
de la glandula suprarrenal, expresada en reduccién ponderal de Ia ma-
sa glandular, contrastando con un estado funcional de hiperactividad
cortical, como Jo atestigua el estudio histo-quimico de la glandula,

Segiin lo han demostrado Long, White y col. {7}, {15). (16} ka
acumulacién de material sudanolilico en la corteza suprarrenal paralels
exactamente a la acumclacion de colesterol total en la glandsla; fendnie-
no histo-quimico funcional, que ¢ hallz en funcién directs del estado hi-
poactive o de reposo fisiolégico de Ja corteza, En cambio, Ia disminu-
ciém de material sudanofilica ¥y por Jo tanto de colesterol total, es indis
cacién inequivoca de hiperatividad funcional de la glandula. De donde
so puede inferir que durante la carcinogénesis gquimics en el ratom se
produce un desequilibrio funcional de la corteza suprarrensl, traducido
por un estado de “atrofia-hiperactiva’ de la glandula. Es evidente que
el vocablo constituye una contradiccién de términos, pero por los resul-
tados obtenidos ¢n ¢l presente trabajo es imposible catalogar el cuadro
cortical observado dentro de los cinco tipos de reaccién funcional de Ja
glandula suprarrenal descritos por Long v col (7); ya que Jos cuatro
primeros tipos reaccionales incluyen “hiperactividad” funcional {dismi-
nucién de colesterol) con “hipertrofia glandular” {aumento ponderal de
masa glandular), v el quinto, “hipoactividad” {acumulacion de coleste~
vol} con “atrofia” de la corteza {reduccién ponderal de masa glandular}).
Las alteraciones observadas en la glandula suprarrenal durante la can-
cerizacidn quimica materia de esta comunicavidn, constituyen pues un
nueve tipo de reaccién funcional de dicha glandula,

En un hecho va clasico en cancerologia que Ia induccidén de neoplas-
mas por medio de sustancias cancerigenas (Hidrocarburos policiclicos
de anillos bencenoides condensados) constituye el fenémeno bicldgice
experimental que més se aproxima al cuadro de la oncogénesis esponta-
nea, puesto gue Jas técnicas de trasplante o injerto tumoral no reprodu-
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cen el hecho fisinpatoldogicn de la tumorigénesis, sino meramente cons-
tituyen Jz prolongacién del desarrollo tureoral en un nueve huésped.

Adguieren pues gran valor comparativo con log resultados obteni-
dos en el presente trabajo los estudios realizados por Vicari (21) . Este
investigador empleando la técnica de coloracién histo-quimica de Romeis
con Sudan Il v la reaccién positiva de Schultz para colesterol tisular,
estudio el contenido de material sudanoflilicc v colestero! de las glandu-
las supramrenales de ratones homozigotes con alta y baja incidencia de
adeno-carcinomas espontaneos de la gidndula mamaria. El resultado de
dichas investigaciones revela que existe un paralelisme manifiesto entre
la alta mcidencia de canceres mamarios espontancos y la disminucion del
material sudancfilico v colesterol en la corteza suprarrenal, mientras que
los ratones con baja incidencia de este tipo de neoplasmas espontaneos
presentan concentracidn normal o hiperconcentracién de dichos lipidos
en la corteza de la glandula. En otras palabras, en el cincer esponta-
nen del ratdn también se observa hiperactividad funcional en contraste
con los animales normales o cAncer-resistentes.

Al haber omitide Vicari en su trabajo el estudio ponderal de la ma-
sa glandular, es imposible saber si la hiperactividad funcional cértico~
suprarrenal en el cancer esponténec del ratdn se halla también asociada
a una atrofia parcial de la gléndula, ya que la literatura no registra es-
tidio semejante hasta la fecha,

Dalton y Peters {3} en una investigacién histo-quimica de los ligi-
dos totales osméfilos de la corteza suprarrenal en ratones con cénceres
injerfados, llegan a la conclusion que la disminucion de lipidos totales de
l2 corteza se debe al estado caguéctico inducido por el cancer de grade
avanzado en dichos animales. Estos rescliados carecen de valor com-
parative con los obtenidos en el presente trabajo, va que no se trata de
neoniasmag espontaneos ni de coloracién selectiva de estercides corfi-
celes,

Sin embargo, los trabajos de Sokoloff (18), Sure vy cal. (20), Oike
(13}, Bali y Samuels {1), McEuen y Selve {9} v Murphy v Sturm {12},
coinciden en describir hipertrofia de la glandula suprarcenal en canceres
animales. Dichas observaciones carecen también de valor comparativo
por tratarse de tumores injertados y no esponténeos en la mavoria de
los casos y por haberse realizado, por lo general, en poblaciones expe-
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rimentales restringidas. A pesar de ello es importante recalcar los resul.
tados 2 que llega Sokoloff en un trabajo més reciente, del cual se des-
prende que el proceso canceroso se halla asociado a un desequilibrio
cdriico-suprarrenal {19},

En conexién con los trabajos arriba mencionados adquiere especial
interss el reciente estudio hecho por Savard {14) de las alteraciones
bioquimico-funcionales de la glandula suprarrenal en ratones injertados
con Sarcoma 180, Dicho autor encuentra, en un estudio bien balancea-
do desde el punto de vista estadistico, empleando 46 ratones injertados
v 46 controles, que la hipertrofia glandular e hiperactividad funcional
de 1a cortera supracrenal {expresada en nivel de Acido Ascérbico glan-
dular {16} paralelan extrictamente al desarrollo del injerto neoplasico.
Es decir, segin la clasificacién de reaccién funcional de la corteza su-
prarrenal de Long v col., corresponderia al tipo I de dicha clasifica-
cidn {7},

Para terminar debe mencionarse el trabajo de Larionow {6} como
e} primero en emplear un hidrocarburo cancerigent quimicamente puro
en el estudio de las alteraciones de las glandulas endocrinas resultantes
del proceso de cancerizacidn gradual en el raton. Desgraciadamente, fos
resultados especulativos a que llega este investigador de la escuela de
Leningrade no se apoyan en t8cnicas experimentales de buen disefio es-
radistico, ya que el escaso ndmero de animales tratados v deliciente can-
tidad de controles (12 ratones) no proporcionan bases experimentales
que justifiquen conclusiones con significado estadistico,

SUManio Y CONCLUSIONES

1 — Se hace un estudio critico histo-quimico funcional de la cor-
teza suprarrenal en ratones homozigotes C:H {Strong) sometidos a la
cancerizacion quimica con 20-Metilcolantreno.

2 ~— Se describe un nuevo tipo de reaccién funcional de dicha glan-
dula bajo las condiciones experimentales cmpleadas, sugiriéndose la de-
nominacién de “atrofia-hiperaciiva”, en contraste con las alteraciones
histe-quimico funcionales de la corteza suprarrenal descritas por varios
autores en animales portadores de imjerfos neoplasicos. las que corres-
ponden al tipo de reaccién funcional de la glandula caracterizado por
“hipertrofia~hiperactiva”.
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3 — Los resultados obtenidos sugieren la intervencién del sistema
endocrine, viz la corteza suprarrenal, durante el proceso de carcinoge~
nesis quimica en el raton homozigote de raza C;H {Strong).

Stmmary anp Coxcrusions

1 -~ A critical study is made of the functional-histochemical altera-
tions in the adrenal cortex of strain C,;H (Strong) mice under chemical
carcinogenesis with 20-Methylcholanthrene. »

. 2 — A new type of functional response of the gland is described
under such experimental conditions, suggesting a state of “hyperactive-
atrophy” in the cortex, contrasting with the functional-histochemical
changes described in the literature for trasplanted-tumor-bearing mice:
alterations that fit rather closely the type response of Long et al.
characterized by a state of “hyperactive-hypertrophy” of the gland.

3 w The experimental results suggest the participation of the endo-
crine system via the adrenal cortex in the mechanism of chemical carci~
nogenesis in the mouse of the C,H {Strong) strain,
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