CONTRIBUCION AL ESTUDIO EXPERIMENTAL
DEL CANCER

ETiopaTocENIA. HirdTESIS EXPERIMENTAL

Por Oscan Mmd QuEesapa. CANTUARIAS

Departamento de Inmunologia del Instituto Nacional de
Higiene y Salud Pubiica

INTRODUCCION

Cifiéndonos al criterio esencialmente experimental de la Cancero-
logia contemporanea, podemos dividir el estudio del cancer hasta la fe-
cha en nueve periodos de importancia trascendental, a saber :

ler. Periodo. Trasmisién experimental del cancer animal por me-
dio del injerto tumoral (Trasmisién celular). Hanau, Suiza 1889 (Fe-
cha en que nace la Cancerclogia moderna) (169},

2® Periodo. Produccién experimental del cancer por medio de es-
timulos irritativos crémicos. A. BoRReL, Francia 1901. (Fecha en que
nace el estudio inflamatorio del cancer) (26). _

3er. Periodo. Cultive de tejidos “in vitro”, que facilita el estudio
citefisiopatoldgico de las células neoplasicas. Avrexis CARREL (38) y
M. T. Burrows (31), Estados Unidos de Norteamérica, 1910. (Nace
el estudio metacelular del cancer}. '

4° Periodo. Trasmisién experimental no-celular del cancer en las
aves. PEyron Rous (133). Estados Unidos de Norteamérica, 1910.
(Fecha en que nace el estudio bacteriolégico del cancer).

5' Periodo. Comprobacién experimental del factor hereditario de
predisposicion cancerosa. E. E. Tvzzer (163) y Maup Sive (148).
Estados Unidos de Norteamérica, 1907 y 1914, respectivamente. ({Nace
el estudio genético del cancer).

6" Periodo. Produccion experimental del cancer con alquitran de
hulla. Yamaciwa £ Ycuikawa (177). Japén, 1915, (Fecha en que
nace el estudio quimico del cancer},
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7¢ Periodo. Profilaxis del cancer mamario en los ratones hembra
por Ia castracién. Leo Loes (103). Estados Unidos de Norteamérica,
1916. (Fecha en que nace el estudio endocrinolégico del cancer).

8* Periodo. Estudio experimental del metabolismo de los tejidos neo-
plasicos. OrT0 WARBURG (166). Alemania, 1926. (Nace el estudio
metabélico del cancer).

9¢ Pericdo. Estudio quimico experimental del cancer con los no-
tables trabajos de las escuelas de JaAMES WILFRED Cook (43) en Ingla-
terra en 1932, de A. WINTERSTEIN, H. VETTER v K. SCH6N (172), v de
GeErbarp Domack (53) en Alemania, en 1935 y 1936, respectivamente;
y de Louis F. Fieser (57) en los Estados Unidos de Norteamérica en
1935. {Epoca actual de los estudios sobre etiologia bioquimica del
cancer).

Como es facil observar en la literatura cancerolégica, es de estas
nueve firmes columnas que arranca el prolifero estudio cientifico del
cancer. En la actualidad, el incalculable nimero de trabajos experimen-
tales que atacan aparentemente el problema desde muy diversos angu-
los, en el fondo traslucen el nexo directo que los une con sus 9 bases his-
taricas de origen. Podemos pues considerar los datos positivos que nos
ofrecen los tribajos experimentales en cancer hasta la fecha, como nueve
direcciones de trabajo que convergen hacia un mismo centro : el Meca-~
nismo Etiopatogénico del Cancer.

HIPOTESIS DE TRABAJC

“El hecho, pues, de que una teoria cientifica afirme cosas opuestas
a -nuestras creencias habituales y a lo que percibimos, no significa que su
afirmacién no sea verdadera y no exprese lo que hay de mas profundo v
cierto en la realidad” (119). Es basandonos exclusivamente sobre esta
observacion y sobre el acopio de hechos experimentales que nos ofrece
la Cancerologia contemporanea, que eclaboramos la presente hipétesis
de trabajo scbre la etiopatogenia del cancer, la cual pensamos, nos ser-
vira de cauce [lirme en la orientacion del trabajo experimental.

De las 9 direcciones fundamentzles que ha tomado la investigacion
cancerolégica moderna se desprenden ciertos hechcs gque Haman pode-
rosamente la atencién, sobre todo en el campo de la produccion de tu-
mores malignos en animales. Se destacan entre muchos ensayos experi-
mentales pcr su indiscutible respaldo estadistico tres técnicas, a saber :

1¢ La obtencién espontinea de tumcres cancerosos por medio de la
seleccibn genética. 2* La obtencidn experimental de neoplasmas por me-
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dio de la inyeccién prolongada de hormonas sexuales. 3¢ La produccién
experimental de blastomas malignos por medio de substancias quimicas
puras. '

Las cifras de morbilidad cancerosa obtenidas por diversos autores
en la produccion de canceres experimentales por medio de estas tres
técnicas, sobrepasa por amplio margen a las cifras estadisticas que arro-
jan otros métodos empleados con igual objeto.  Asi : :

I Los notables trabajos que vienen realizando por mas de 20 afics
las escuelas de E. E. Tvzzer, M. SLye, A. E. C. Lataror y LEo Loks
(163. 149, 94, 104, 105). en los Estados Unidos y de N. DosrovoLs-
KAIA-ZAVADSKAIA (50) en Francia, han demostrado terminantemente que
en los ratones la aparicién del cancer espontineo se halla ligada a un
gene mendeliano. Asi Maup Siye (150, pags. 83-84), hasandose en
los resultados de seleccién genética obtenides con cerca de 65.000 rato-
nes de razas cancer-sensibles y cancer-resistentes puras, opina que las
irritaciones o lesiones itanto microscopicas como macroscopicas, parecen
desempefiar un papel preponderante en la génesis del cancer animal
cuando tienen lugar en un terreno hereditariamente predispusto a dicha
enfermedad por los factores genéticos antes mencionadcs. Estos hechos
han quedado consagrados en los ultimos afins por los originales traba-
ros de J. ]J. Brrraer (21, 22, 23, 24), K. B. DEOmME (49) y H. B. An-
DERVONT (5. 6, 7), sobre el interesante fenémeno de la influencia que
ejerce la lactacién materna er la aparicién del cancer mamario en los
ratones de sepas cancer-sensibles. Es decir, pues, hechos qu2 ccrrobo-
ran el papel fundamental que juegan los mecanismos hereditarios en Ia
trasmision de la predisposicién o susceptibilidad cancerosa. DPor otro
lado, aunque a prioti parezca que el trabajo de los mencionados autores
complica el cuadro del estudio genético del cancer. al poner en juego el
Factor Lécteo Cancerigeno de Bittner ¢ MTI de WocLLEY, Law v LITTLE
(176), creemos sin embargo, que por el contrario estos nuevos hechos
que aporta la Cancerologia moderna sirven de magnifico anillo de en-
lace entre la investigacién genética y endocrinolégica del cancer. Basta
para ello recordar los trabajos de actualidad sobre el control endocrino
de la lactacién realizado por las hormonas esteroides aisladas de la cor-
teza suprarrenal. llevados a cabo por la escuela de E. C. KENDALL (66).

De este camulo de datos positivos gue nos ofrece el estudio genético
del cancer, podemos generalizar sin temor cientifico, que en la etiopato-
genia del cancer del raton intervienen dos factores fundamentales :

1° Susceptibilidad al cancer condicionuda por un factor hereditario
de caracter mendeliano, y 2* Un estimulo irritativo tisular, tisioldgico u
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accidental en alguna épcca de la vida del animal, que representaria el
“dispare’ que inicia la proliferacién celular atipica en el animal predis-
puesto por el factor hereditario.

I1. En cuanto al hecho trascendenta] que registra la Cancerologia
moderna de la induccién de tumores malignos en los animales per me-
dio de inyecciones prolongadas de hormonas sexuales, ya no es posible
dudar de su veracidad cientifica dado el enforme acopio de resultados
experimentales que lo respaldan, Son las escuelas de A. LACASSAGNE
en Prancia (84, 85, 86, 87, 88, 89, 90), de Leo Loes y A, E. C. Latarop
en Norte América (106, 107, 108, 109, 110) y de ALEFANDRO LipscHliTZ
en Chile (97, 98, 99, 100, 104, 102}, asi ccmo numerosos autores con-
temporaneos (2, 30, 64, 123, 145), las que han demostrado concluyente-
mente que la administracién prolongada de hormonas de la serie de los
estrogenos induce la aparicién de canceres en los animales de experi-
mentacién. Es altamente significativo el hecho que los neoplasmas ob-
tenidos con esta técnica se desarrollan en mayor porcentaje en aquellos
tejidos que fisiologicamente presentan especificidad reaccional frente a
esta clase de compuestos quimicos : gléndula mamaria, Gtero y vagina.
Es aun mas llamativo el hecho comprobado dltimamente por la escuela
we Micuiaer B. Smimxin y Howazp B. ANDERVONT, que el tejido inters-
ticial del testiculo también reacciona en forma atipica a la estimulacién
prolongada con estrégenos (145). En este sentido los resultados ex-
perimentales de muchos otros autores (25, 71, 92, 124), corroboran am-
pliamente el conceptn emitida por LEo L.OEB y su escuela, quien atribuye
rol preponderante como factor estimulante de la proliferacién tisular en
el origen del cancer mamario de los ratones, a las hormonas sexuales es-
trogenas; principalmente Estrona v alfa-Estradiol (111). La confirma-
cidén experimental de esta interpretacién la da el resultado obtenido por
el mismo Loeb con diferentes razas homozigotes de ratones (sepas nor-
teamericanas A, D, C57, CBA y C3H), en las que consiguié hacer in-
pertos positivos de lébulos anteriores de hipofisis en ratones hembras
normales y castradas. Las primeras desarrollaron un 24.7 ¢ de adeno-
carcinomas de la mama, mientras que las segundas acusaron 0 % de
aquel proceso neoplasico (112). Estos hechos no dejan lugar a duda
del papel que desempeifian los Estrogenos en la etiologia del cancer ani-
mal, sabiendo el estrecho sinergismo endocrino existente entre el 1sbulo
antehipofisiario y las gonadas (1,40).

Loeb sintetiza en forma brillante el resultado de 24 afios de investi-
gaciones experimentales en su ecuacién de la etiologia del cancer (111) :
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S5xH-~C

en la que S significa factores estimulantes de la proliferacion tisular,
H, representa al factor hereditario de la predisposicién cancerosa y C el
cancer resultante, haciendo la salvedad en el trabajo que comentamos,
que dicha ecuacién probablemente no sea exacta desde un punto de vista
cuantitativo. Es decir, que para la escuela de Leo Loeb el cancer es el
resultado de la accion de un factor hereditario {H) que prepara el te-
rreno sobre el cual actuaran los factores estimulantes (5); mecanismos
hormonales que incitan la proliferacién celular en los tejidos ya pre-
parados.

Todo lo anteriormente expuesto tiende a indicar que los factores es-
timulantes que condicicnan e! inicio de la proliferacion celular activa pa-
ra ciertos tipos de céncer animal {Glandula mamaria y Organos genita-
les), han sido loczlizados dentro del complejo arménico de las secrecia-
nes internas: hecho este, que vienen a reforzar los trabajos antes citados
de las escuelas de J. ]. Birrner y H. B. ANDERVONT sobre la existencia
de un factor lacteo cancerigeno (MTI) en relacién con un gene mende-
liano en las razas de ratones cancer-suceptibles, En otras palabras, el
factor Geneético y el factor Endocrino se hallan estrechamente vincula-
dos el uno al otro en el mecanismo intimo de la etiopatogenia cance-
rosa.  Este concepto encuentra selido apoyo en la autorizada opinion
del profesor Epcar ALLEN (2).

De esta serie de importantes trabajos experimentales eri ¢l estudio
endocrinolégico del cancer, podemos infericr lo siguiente:

Que las hormonas esteroideas, en especial las hormonas sexuales es-
trégenas y ciertos productos exécrinos atin desconocidos quimicamente
{factor lactec cancerigeno de Brrrnver o MTI (28), desempefian un pa-
pel preponderante como estimulantes tisulares especificos de la prolife-
racién celular activa en un organismo predispuesto al cancer por el fac-
tor Hereditario.

III. Al lado de estas dos importantes direcciones del estudio ex-
perimental del cancer, se halla hoy dia en pleno desarrollo otra linea no
menos importante de la investigacién cancerolégica, la cual se ha consa-
grado a dilucidar, desde un punto de vista quimico, la posible estructura
de los ain imprecisos “'factores estimulantes”, Son principalmente las es-
cuelas de J. W. Coox en Inglaterra; de H. WigLanp, A. Winpaus, G.
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DoMack, A. BureEnanot, E. Ciar v E. LaquEur en Alemania; y de-
Louis F. Fieser y M. J. SHEAR en los Estados Unidos de Norteamérica,
las que en magistral forma han contribuido a la investigacién etioldgica
del cancer empleando la herramienta quimica en su estudio.

Desde que Yamaciwa e YCHIKAWA en el Japdn, en 1915, hicieron ei
trascendental descubrimiento que con pincelaciones repetidas de aiqui-
tran de hulla aplicadas durante un periodo de tiempo suficientemente lar-
go en la cara interna de las orejas de conejos. se desarrollaban neoplas-
mas de tipo papilomatose (177), el nimero de investigadores que “asal-
taron'’ al alquitran para tratar de descubrir la causa del cancer, fué in-
contable. Solo después de innumerables y pacientes trabajos se pudo
arrancar el secreto maligno que escondia el negro alquitran de hulla.
Ccrresponde este mérito al esfuerzo en conjunte de un grupo de investi-
gadores notables. L. KEnnaway, L Hiecer, W. V. MayNzoru v E. M.
F. Rok en Inglaterra; v MiescHER, ALMAasy vy KLAw en Alemania. Es-
tos investigadores aplicarcn al analisis quimico del alguitran de hulla el
control fisico-6ptico de la Espectrografia fluorescente y ultravioleta (82,
74, 75, 4}, descubriendo que el alquitran de hulla en determinadas con-
diciones experimentales, poseia pandas de emisién Fluorescente defini-
das, cuyas maximas constantes se encontraban entre las 4,000 y 4,400 A
de 1a region del espectro visible. Estas caracteristicas espectrograficas
fueron observadas posteriormente con mayor nitidez, en las fracciones de
alquitran de hulla de méximo poder cancerigeno, o sea aquellas que des-
tilaban entre los 300° y los 400°C. Ya BrocH y WiDMER en 1920 en
Alemania, habian atribuido la accién cancerigena de estas fracciones del
alquitran de hulla a la posible presencia de Hidrocarburos aromaticos de
gran peso molecular.

Fueron James WiLrren Cook y colaboradores en Inglaterra, quie-
nes aplicando el control espectrografico de Mayneorn, Higcer v KEN-
NAWAY. tuvieron el honor de llegar a aislar por primera vez en el mundo
en 1932, v en forma quimicamente pura, la sustancia de potencia can-
cerigena inusitada que encerraba el alquitran de hulla, pudiéndola pre-
parar ademas por via sintética (43). Esta misteriosa sustancia que tan-
tos desvelos habia causado a los hombres de ciencia del mundo entero,
fué bautizada con el nombre de 3 : 4-Benzopireno de acuerdo con la no-
menclatura quimica moderna. Su estructura, como bien lo habia previs-
to muchos afics antes el genio de BLocir y WIDMER, correspondia al gru-
po de los Hidrocarburos aromaticos policiclicos y sus caracteres espec-
trogralticos fluorescentes mostraban bandas netas con maximas de emi-
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sion en las 4,040 y 4,270 A, es decir, comprendidas en la region espec-
tral de las 4,000 a las 4,400 A,

Por otro lado, en el afic 1929, E. CLAR en Alemania, habia conse-
guido preparar por un nueve método de sintesis, una sustancia quimica
derivada del tan conocido v comin Antracena: el 1:2:5:6-Dibenzantra-
ceno (39). Esta sustancia como todas las de la serie del Antraceno,
posee propiedades fluorescentes. Valiéndose de les resultados del ana-
lisis espectrografico, la escuela inglesa de KENNAwAY y HIEGER emitieron
la hipétesis. que esta sustancia deberia posecr propiedades cancerigenas.
El ensavo biolégico subsiguiente comprobé ampliamente tal suposicion.

Dentro de este enorme bagaje de datos experimentales con que
cuenta hoy dia la quimica del cancer, descuelia por sus trascendentales
proyecciones, el descubrimiento de la sustancia cancerigena mas potente
que se halla registrado hasta la fecha: nos referimos al 20-Metilcolan-
treno. 7

Tan lejos como el afio 1925, la escuela alemana de H. WiELAND em-
pefiada en su brillante estudio de la serie de los Acidos Biliares, obtuvo
por procesos de degradacion catalitica partiendo del Zcido Desoxicolico,
una nueva sustancia guimica que catalogé como el Dehidronorcoleno
(i70). Posteriormente H. WIELAND vy E. DaNE continuaron el estudio
de degradacion oxidativa de este producto. obteniendo en 1933, como
producto final de degradacién del acido Desoxicélico, el 20-Metilcolan-
trenc (171}, La escuela inglesa de J. W. Cook. E. L. Kennaway v co-
laboradores, concluyeron el trabajo de la escuela alemana al descubrir
en las pruebas biolégicas que el 20-Metilcolantreno poseia una potencia
cancerigena inigualada hasta la fecha, y un espectro fluorescente en con-
cordancia con sus propiedades cancerigenas. Cen posterioridad Jja es-
cuela norteamericana de Louts F. Fiesgr obtuvo el terrible 20-Metiico-
lantreno por una degradacién oxidativa del mas abundante de los aci-
dos biliares de la Bilis normal: del zcido Calico (57).

Es desde esta memorable fecha que’ se inicia con impetu cada vez
mayor la investigacion quimica de compuestos cancerigenos, cclaborando
en esta ardua y proficua tarea hombre a hombre el quimico, el fisico y
el bislogo. En la actualidad existen mas de doscientos cuerpos quimi-
cos diferentes, preparados por via sintética, que han sido ensayados bio-
I6gicamente para determinar su poder cancerigeno (142, 143). Y si
consideramos que el enseyo biolégico para investigar la potencia cance-
rigena de una sola sustancia quimica exige de 3 meses a 2 anos de tra-
bajo, segiin sea el poder del producto, podemos comprender cuan iaborio-
sa ha sido la investigacién quimica del cancer.
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De este admirable conjunto de trakajos del estudio quimico del can-
cer se desprenden dos hechos fundamentales:

1 Las sustancias quimicamente putas de estructura perfeclamente
establecida, que se han logrado preparar por via sintética y que poseen el
grado mas alto de poder cancerigeno conocido hasta la fecha. son:

e

Ve

(9]

‘ Ha
SO

2* Ambas sustancias pertenecen al grupo quimico de los Hidrocar-

buros policiclicos de anillos bencencides condensados, es decir poseen
caracter aromatico en su molécula.
' 3¢ El Hidrocarburo policiclico aromatico de maxima potencia can-
verigena conocido, posee dentro de su estructura quimica intima el esque-
leto del ciclopentanoperhidrofenantreno aromatizado; esqueleto estructu-
ral que caracteriza al grupo quimico de los esteroides al que pertene-
cen sustancias quimicas de importancia biolégica fundamental.

Analizando las conculsiones que se desprenden de estas tres direc-
ciones que sigue el trabajo experimental en cancerologia moderna, pode-
mcs llegar a formular ciertos conceptos que por el respaldo que poseen
en hechos positivos, ofrecen suficiente consistencia para apoyar en ellos
una hipétesis de trabajo expérimental. Las conclusiones generales a que
podemos llegar son:

I. Que en la Etiopatogenia del cancer intervienen dos factores fun-
damentales: a) Predisposicién al cancer condicionada por un factor he-
reditario de tipo mendeliano. y b) Un estimulo irritativo tisular, fisiolo-
gico u accidental en alguna época de la vida del animal. que inicia una
forma activa de proliferacién celular. (Conclusiones que se desprenden
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del analisis de los resultados experimentales en el estudio genético del
cancer).

II. Que en la Eticlogia del cancer las hormonas pertenecientes al
grupo quimico de los Esteroides, en especial lags hormonas sexuales es-
trégenas vy ciertas sustancias quimicamente desconocidas de origen exé-
crino, desempefian un papel preponderante como estimulantes especifi-
cos de ciertos tejidos, desencadenando en ellos fenémenos de activa pro-
liferacién celular. Si dichos estimulos coinciden con un terreno predis-
puesto al cancer por el factor hereditario, el cancer desarrollara en aquel
de dichos tejidos mayormente expuesto a la accién de los estimulos es-
pecificos arriba mencionados. (Conclusién que se desprende del anali-
sis del estudio endocrinolégico experimental del cancer).

I1I. a) Que para la producciéon experimental de tumores malignos
con sustancias quimicas puras, parece ser atributo indispensabie de ia
cualidad cancerigena el caracter aromatico de dichas sustancias; y b)
Entre todas las sustancias quimicas cancerigenas conocidas hasta la fe-
cha, destaca por su extraordinario poder cancerigeno el 20-Metilcolan-
treno: sustancia que posee dentro de su estructura molecular el esqueleto
del Ciclopentanoperhidrofenantreno aromatizado. Siendo esta dltima es-
tructura molecular saturada, el esqueleto estructural que caracteriza al
grupo quimico de los esteroides, al que pertenecen sustancias de impor-
tancia bicldégica Fundamental. (Conclusiones que se infieren del estu-
dio quimico experimental del cancer).

Hemos visto que en el mecanismo de la cancerizacién animal inter-
vienen aparentemente dos factores: Un factor de predisposicién cancero-
sa trasmitido por un mecanismo hereditario y diversos factores estimulan-~
tes de la proliferacién celular activa que parecen guardar intima relacién
con los caracteres hereditarios y que se hallan en estrecha vinculacion con
el funcionamiento patolégico del sistema endocrino. La entrada al esce-
nario fisiol6gico de estos dos factores en un mismo individuo, tendria por
epilogo forzoso la tragedia del cancer.

Este concepto se halla condensado en la ecuacién de Loeb (IiI), que
va hemos ilustrado al discutir el estudio endocrinologico del cancer. Pe-
ro si es cierto que la ecuacion de LoER sintetiza en forma magistral los
conceptos fundamentales que se desprenden por analisis lagico de los re-
sultados obtenidos por la Cancerologia moderna, sin embargo existen
una serie de datos experimentales gue aparentemente invalidan dicha
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ecuacién, Nos referimos a la produccién experimental de tumores malig-
nos por estimulo inespecificos. Asi por ejemplo, L .I. Foun y K. E.
GroMzEwA {60, 61) han llegado a inducir la aparicién de Teratomas tes-
ticulares en las aves inyectando soluciones de Sulfato de Zinc dentro del
tejido testicular. Dichos tumores no aparecen sino durante los meses de
primavera, cuando comienza la espermatcgénesis en dichos animales, sien-
do posible que en su mecanismo determinante entren en juego factores
estimulantes hormonales; como piensa el mismc FoLIN quien atribuye di-
cho fenémeno a las hormonas Gonadotropas.

Por otro lado Lo LoEB y colaboradores, tratando de demostrar co-
mo las neoformaciones sarcomatosas se desarrollan bajo condiciones mu-
cho menos especificas que las carcinomatosas, obtuvieror sarcomas en
ratones inyectados ccn una solucién de acido clorhidrico tamponeada con
ftaleina, después de aplicaciones repetidas y prolongadas (154},

Ademas, debemos considerar aqui los variados factores estimulantes
gue intervienen en los conocidos canceres profesionales; como son: el
cancer de los destiladores de carbén de hulla (58), el cancer de los
radidlogos, el cancer de los deshollinadores (62) y el cancer del pul-
mén de los policias de trafico y mecanicos de vehiculos motorizados de
ias ciudades modernas (131). Del mismo modo debemos considerar lcs
resultados experimentales del jefe de la escuela cancerolégica argentina,
profesor Anger H. Rorro, quien ha logrado inducir carcinomas en la
cara interna de las orejas de una seric de 110 conejos con pincelaciones
repetidas del producto de la destilacion seca de 9 variedades de tabaccs,
obteniendo un promedio de cancerizacién de 45.17 % en los animales asi
tratados (132).

Por ltimo, debemos afiadir a nuestro analisis de los factores inespe-
cificos, el resultado de las experiencias llevadas a cabo con cierta clase
de tumores trasmisibles de las aves, de mamiferos y de batracics, los cua-
les segan las apariencias indican, parecen originados por virus filtrables
(133, 134, 135, 115). En la actualidad, sin embargo, para el distingui-
do fundador de la dcctrina bacteriolégica del cancer, profesor PEYTON
Rous, el mecanismo de la induccion del cancer por madio de virus filtra-
bles seria debido a una invasién por el ivrus de un ‘tejido previamente
preparade por el estimulo hormonal, siendo el virus eF estimulo directa-
mente responsable de la transformacién maligna del tejido (134).

Para terminar este suscinto analisis de la diversidad de factores es-
timulantes que son capaces de inducir la proliferacién maligna en deter-
minados tejidos, debemos recordar que los estimulos cancerigenos que
destacan en primer plano por la regularidad con que inducen la apari-
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cion del céancer experimental y por el alto porcentaje de tumores malig-
nos obtenidos en los animales de experimentzciéon sometidos a su accion
(100 %z de tumores malignos en ratones homozigotes cancer-sensibles y
85 7 en ratones homozigotes cancer-resistentes, con una sola inyeccidn
subcutanea) (56,144), son les Hidrocarburos cancerigenos. Hecho es-
te que destaca claramente la autoridad del profesor GERHARD DoMAGK
(53, pag. 274}. Por tode lo expuesto, de esta gran variedad de estimu-
los cancerigenos aparentemente contradictorios, se desprende que el fac-
tor “predisposicién cancerosa” .es el que domina el panorama de la induc:
cién experimental de tumores, como dltimamente ha quedado sancionado
por los trabajos de E. Lorenz y M. B. Smimxin (114); mientras que
dentro de la gran diversidad de estimulos cancerigenos artificiales, sal-
tan a primer plano los compuestos quimicos de la serie de los hidrocar-
buros policiclicos aromaticos por su gran pctencia cancerigena iniguala-
da hasta la fecha por todos los demas estimulos cancerigencs ensaya-
dos (42, 56, 142, 143, 144). Es dable preguntarse: ;y estos hechds qué
relacién guardan el uno con el otro? ;Qué vinculacién puede tener un
hecho biolégico como es la predisposicién con un dato artificial como es
la induccién experimental de canceres animales por medio de hidrocar-
buros policiclicos aromaticos? Creemos que ambos hechos seleccionados
de la gran cantidad de datos experimentales que nos ofrece la cance-
rologia contemporanea, no se excluyen sino se complementan. Y tan se
complementan, que pensamos rebabilitan en forma perfectzmente logica
la ccuacién de Loes: § x H = C. En que H podria ser reemplazada
por P, que representaria la “predisposicién cancerosa’ trasmitida por un
mecanismo hereditario ¢ adquirida durante la vida del animal por su re-
lacion con el medio ambiente {intoxicaciones crénicas especificas? Es-
timulos del tipo del factor lacteo cancerigeno de BiTTNER?); y S repre-
sentaria al estimulo especifico que inicia la proliferacion celular atipica
en el organismo predispuesto (probablemente de tipo Hidrocarburo po-
liciclico con caracter aromatico fabricado por el mismo organismo ani-
mal con predisposicién cancerosa: es decir, que seria una sustancia ‘'En-
dooncégena”).  C. seria el cancer resultante de la interaccién comple-
mentaria de los dos factores antes sefialados. En altimo analisis, el
céncer (C) seria la funcién de dos variables estrechamente unidas en-
tre si: Predisposicién Cancerosa {P) y Factor Estimulante (S). Con-
ceptos que pueden condensarse en la siguiente expresion:

C=f(P.5)
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en que C = cancer resultante; P = predisposicién cancerosa hereditaria
o adquirida; S = factor estimulante de la preliferacién celular atipica; y
[ = ley de relacién funcional en que se hallan los argumentos con la va-
riable dependiente, y que es precisamente la relacién que debe ser deter-
minada por la experimentacion cancerolégica.

No pretendemos afirmar a priori que esta expresién corresponda a
una funcidén estrictamente matematica, pero si tenemos el derecho de in-
terpretarla como una 'Funcién Proposicional” de acuerdo con las leyes
de la légica (96); es decir, como una expresidén cuya verdad o falsedad
depende de los valores atribuibles a las variables independientes, en cuan-
to dicha verdad estd determinada de una manera u otra por éstas. Ra-
ciocinio que se halla en perfecto acuerdo con las premisas de la Episte-
mologia (120). Y no cabe duda que ¢l numero de hechos experimen-
tales que ofrece la cancerologia moderna, permite sin mayores interpre-
taciones llegar a esta expresién explicativa del mecanismo de la canceri~
zacion,

FACTOR ESTIMULANTE “8”

;Cual seria la naturaleza del factor estimulante “S”? ;Qué razén
nos induce a suponer que el estimulo especifico “5"” pertenece al grupo
de los Hidrocarburos policiclicos con caracter aromatico en su molécula?
Simplemente uno de los tantos ejemplos demostrativos que nos cfrece la
quimica endocrinologica moderna en el campo de los Esteroides Estro-
genaos.

Es hoy dia bien conocido de todos que mientras siete de los Estro-
genos aislados de fuentes naturales inducen la reaccion fisiologica del ce-
lo en los animales en mayor o menor grado, un Estrégeno preparado ar-
tificialmente, el 4,4’-Dihidroxi-alfa, beta-Dietilestilbeno, lo hace en gra-
do mucho mayor. Sin embargo, ninguno de estos ocho compuestos de
accion fisiologica intensa es el Estrogeno natural especifico del tejido
folicular; o sea, el alfa-Estradiol. ;Porqué no seria este el caso de los
compuestos cancerigenos! En la actualidad conocemeos muchos y muy
potentes compuestos quimicos gue ocupan el primer puesto entre todos
los estimulos cancerigenos ensayados experimentalmente; porqué no co-
mo en el caso de los estrégenos, en el erganismo predispuesto al Cancer
se elaboraria una sustancia quimica cancerigena similar en su estructu-
ra a la de los Hidrocarburos cancerigenos artificiales, sin ser necesaria-
mente la misma?
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En este sentido existen dos hechos muy significatives que hace al-
gun tiempo llamaron poderosamente nuestra atencion: 1° Ciertos resul-
tados experimentales en relacion con el funcionamiento de la Corteza
Suprarrenal y el céncer de los animales. Y, 2* La lejana pere ‘indiscu-
tible semejanza quimica estructural entre el 20-Metilcolantreno y los Es-
teroides de importancia biolégica fundamental, a saber: los Estrégenos
y los Androgenos; las Hormonas Corticales; los Acidos Biliares; v el
grupo de la serie del Colestano (Colestercl, Stigmasterol, Ergostercl, Lu-
misterol, la Vitamina D,. las Agluconas de los Venenas Cardiacos, cier-
tas Saponinas v los Venenos de los Sapos).

En primer lugar sabemos hoy dia que la Corteza Suprarrenal es
un érgano de importancia trascendental para el organismo animal (1, 16,
165, 158, 159, 160. 153, 17, 68, 162. 8. 535, 125, 122, 127, 138, 139, 141,
161) la que se halla unida por estrecho sinergismo endécrine con las
Gonadas v con la Hipéfisis (1, 41, 48, 73, 139, 91, 92); pudiéndose de-
cir si cabe la expresion que esta glandula endocrina constituye la encru-
cijada del tripode del dinamismo metabélico animal: Hipéfisis-Corteza
Suprarrenal-Gonadas.

Ahora bien, Max Aron en Francia (9, 10, 11, 12, 13, 14, 15) tra-
tando de investigar una reaccion especifica para el diagnéstico del can-
cer con la orina de cancerosos, descubrié que las invecciones subcuta-
neas de extractos de orina de cancerosos aplicadas a conejos sanos pro-
ducian una alteracién notable de la Corteza Suprarrenal. Afirma el
autor haber obtenido un 90 % de positividad en la reaccién de la Corte-
za Suprarrenal de conejos y cuyes para el diagnéstico del cancer (12).

Los trabajos de Max ARron tienen el mérito de ser los primeros que
experimentalmente han lamado la atencién sobre la posible relacién exis-
tente entre el funcionamiento de Ja Corteza Suprarrenal v el cancer.
Posteriormente W. CraMeR y E. 5. HORNING en Inglaterra (44, 45, 46)
v A. LacassagNE {92) y N. DoerovoLskaia-Zavapskaia (51, 32) en
Francia, han demostrado que en ei cancer de ratones existe un porcen-
taje enorme de alteraciones degenerativas en la Corteza Suprarrenal de
dichos animales. Este porcentaje estudiado en un numero apreciable de
ratones pertenecientes a la sepa francesa R-III (cancer-susceptible} por
DosrovoLsKAIA-ZAVADSKAIA, arroja del 72 al 74 ¢ de degeneracién de
la Corteza Suprarrenal en los animales investigados (52). Lo interesan-
te de estas constataciones es que en las razas de ratones muy suscepti-
bles al cancer espontaneo (razas de Homozigotes cancer sensibles) la
degeneracion-de la Corteza Suprarrenal se inicia mucho tiempo antes de
la aparicién de log tumores malignos, como lo han demostrado W. Kra-
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MER y E. 5. HorNING (44) quienes denominan a dicha lesion de la Cor-
teza “Brown degeneration” (degeneracién bruna). Pcr otro lado, A.
LacassagNE ha demostrado que las inyecciones prolongadas de sustan-
cias estréogenas en razas de ratones cancer-resistentes, condiciona la apa-
ricién de la degeneracién cértico-suprarrenal descrita por KrAwmER v
HorNing (92); habiendo comprobado ademés que la misma inyeccion
prolongada de estrégenos, en la misma raza de ratones cancer-resisten-
tes, induce la aparicién de tumores malignos. Hechos éstos que han que-
dado confirmados recientemente por los trabajos de la escuela Norte-
americana de M. B. Smimxix y H. B. AnpervoNT (145).

Como vemos de lo que antecede todas las apariencias tienden a in-
dicar que la Corteza Suprarrenal desempeiia un rol de primer orden en
el complejo mecanismo endécrino de la Etiopatcgenia cancerosa, estan-
do ademas dicha glandula aparentemente ligada a la impresion heredita-
ria que dejan los genes en el somatoplasma de la descendencia de pa-
dres cancercsos.

En segundo lugar, respecto ai hecho de la semejanza guimica estruc-
tural entre el 20-Metilcolantreno vy ciertas sustancias quimicas de impor-
tancia bioldgica fundamental para el organismo, deseamos Hamar la aten-
cién sobre el-siguiente raciocinio: Los hechos hasta ahora expuestos in-
ducen a pensar que la Corteza Suprarrenal sea probablemente la glandu-
lz endécrina que inicia el desequilibrio metabélico caracteristico del pro-
ceso neoplasico.  ;Por qué mecanismo seria posible este fenémeno? Pen-
semos sencillamente en términos fisiopatologicos. Sabemos que la Cor-
teza Suprarrenal es el “érgano llave” del metabolismo organico general
(1, 165, 158, 159, 160, 153, 17, 8, 66, 69, 78, 81, 121, 113, 129, 154).
Controla por medio de sus miltiples hormonas el metabolismo de los
Glicidos, Lipidos, Prétidos, de las sales minerales v por lo tanto el equi-
librio acido-basico y el metabolismo del Agua. vy la absorcién intestinal
de ciertas Vitaminas, Lipoides y sales minerales. Por medic de este
complejo centrol metabélico regula la circulacion general {Hemodinamia,
Presion Arterial, Eritropoyesis y Leucopoyesis), el Metabolismo Basal y
la temperatura del organismo, el Metabolismo muscular y pigmentario, y
por altimo la Desmolisis. Y si un orgaro de importancia tan vital gue
controla el dinamismo crganico “in toto’ es alterado en alguna parte de
su funcionalismo o de su estructura metacelular, que pasa? Es conclu-
sion légica que si la causa es alterada el efecto de ¢lla forzosamente debe
modificarse también. Muy probablemente es estc lo que pasa con la
corteza suprarrenal y los miltiples mecanismos metabolicos que contre-
la, cuando un individuo se canceriza. Sabemos que et el cancer practi-
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camente todos los mecanismos metabélicos se hallan comprometidos, co-
mo lo expone ampliamente el profesor AMERICcO GARIBALDI en su magni-
fica obra (65). ;Cual seria la base de esta perturbacién general del meta-
bolismo organico que lleva al canceroso en astenia, hipotensién, hipotermia,
deshidratacion y acidosis irremediablemente a la muerte? Creemos que
la respuesta se impone por el peso de lo expuesto hasta este momento:
La base del trastorno metabélico general que caracteriza al proceso can-
ceroso, creemos, reside en una disfuncién especifica de la Corteza Su-
prarrenal. .

El mecanismo intimo de esta disfuncion cortical es imposible expl-
carlo en el estado actual del conodimiento metacelular de la corteza su-
prarrenal, pero pensamos que con la base experimental expuesta se pue-
de plantear una Hipétesis de Trabajo en términos generales.

,Conccemos en la actualidad bastante bien la estructura histolégi-
ca de la corteza suprarrenal asi como sus alteraciones anatomo-patolégi-
cas (16) y sus reacciones histo-quimicas (18, 137). También conoce-
mos mucho de su fisiologia vy [isiopatologia (178. 55. 48. 125, 73. 127,
138, 139, 141, 32, 69, 66, 81, 121, 113, 129, 155) y en la actualidad se
esta vislumbrando ccn admirable precisién su quimiofisiologia y quimio-
fisiopatologia (80, 128, 173, 174, 33, 37, 78, 81, 129, 155, 140). Con
todos estos hechos positivos afiadidos a los resultados experimentales que
hemos discutido con respecto a la “Brown degeneration” de CRAMER y
HorNinG, v apoyandonos en opiniones de autoridades mundiales en la
materia, como son el profesor GErRHARD Domack (53, pag. 292), Sir Ja-
MEs WILFRED CoOK y su escuela (42, pag. 242) y el profesor Lous F.
FIESER v su escuela {174, pag. 589}, asi como en los hechos perfectamen~
‘te establecidos en el campo de la quimica de los Esteroides de importan-
cia fisiolégica (58, 93, 117, 34, 35, 36, 151, 76, 81, 140) vy en el admira-
ble desarrollo de correlaciones guimicas que hace el profesor Fieser de
los estercides de la serie de los estrégenos, androgenos y colestano (58):
elaboramos el esquema hipotético de la génesis de los esteroides de im-
portancia fisiolégica para el organismo animal y del prcbable origen de
la sustancia “Endooncégena” factor S de la ecvaciéon de LoEs modifi-
cada}, que ilustramos a continuacién.

Si recordamos la fisiologia de la Corteza Suprarrenal, su fisiopato-
logia y su quimismo, podemos entonces explicarnos en forma légica el
obligatorio cuadro sintomatico del cancer aplicando el esquema que an-
tecede. Sabemos que en el cancer se halla profundamente alterado el
Metabolismo General asi como la respiracion tisular (166, 70, 72, 146,
59). También es‘un hecho indiscutible que los mecanismos de elabo-

-
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Esquema genético de los Esteroides Organicos
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Esquema genético de los Esteroides Organicos
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racion y secrecién normal de hormonas esteroideas se encuentran pro-
{undamente desequilibrados en el organisme canceroso; como lo tragu-
ce el hecho comprobado per E. Laqueur, G. F. MARRIAN y C. Crau-
BERG, que en un organismo canceroso (sea masculine o femenino) el te
nor de sus humores en sustancias estrégenas es exhorbitante {40, 93).
Y todos estos hechos no son calcados sobre un trastorno profundo de la
Corteza Suprarrenal! Por lo menos, tanto los hechos experimentales co-
mo la observacion clinica parecen confirmarle,

En sintesis pues, nos explicamos el mecanismo etiopatogénico del
cancer en la siguiente forma provisional: Alguna zona celular de la
Corteza Suprarrenal que normalmente segrega varias hormonas de es-
tructura esteroidea, entra en disfuncién metabdlica; o por herencia, o por
lesién toxica cito-especilica en alguna época de la vida del individuo, que
altera su estructura metacelular y por consiguiente su funcionalismo en
forma fisiolégicamente irreparable en la mayoria de los casos. Desde el
momento en que dicha disfuncién se instala en determinado grupo celu-
lar de la corteza, ésta perderia el poder de metabolismo esteroideo que
le es propio incrementando, ya no sus hormonas normales, sino precur-
sores insuficientemente saturados. Fstos estercides insuficientemente sa-
turados y por lo tanto con caracter arcmatico dentro de su molécula, ten-
/drian la propiedad (cuando en concentracién suficiente en el organismo)
de desviar los procesos mitéticos normales de los tejidos en activa repro-
duccién celular (post-inflamatoria, cicatricial, fisiolégica). hacia la proli-
feracién atipica. El tumor asi desarrollado, por la increciéon de catabcli-
tos derivados de su metabolismo anormal, crearia condiciones incompati-
bles con los mecanismos biogquimicos vitales, acarreando mas o menos ra-
pidamente la muerte del individuo por agotamiento téxico de la Corteza
Suprarrenal.

.

PARTE EXPERIMENTAL

Segiin nuestra hipotesis, esta génesis ininterrumpida de correlacio-
nes quimicas que acabamos de exponer, se hallaria pues alterada al ni-
vel de cierto grupo de celulas corticales, las que al liberar gran cantidad
del esteroide hipotético 10 : 20-Dimetilcolantrenona-3" romperian el
equilibrio catalitico del metabclismo hormonal esteroideo. Por consi-
guiente junto a una gran cantidad de la sustancia (Endooncégena) apa-
recerian en los humores animales gran variedad de productos esteroideos
derivados de su metabolismo incontrolado; entre ellos principalmente es-
teroides, algo mas saturados que la sustancia “endocncogena’’, pero con-
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servando aim caracter aroméatico en su molécula. Tal como es el caso
de la seric de los estrégenos en que el anillo A es de tipo bencenoide.
Este raciocinio estaria de acuerdo con la autorizada opinién del profesor
Louis F. Fieser (174, pag. 589} v por otro lado el esquema que antece-
de de la génesis de los compuestos esteroideos de importancia fisiologi-
ca, también solucionaria la objecién que hace el mencicnado profesor Fig-
sER desde el punto de vista bioquimico, al opinar que es practicamente
imposible que cualquiera de los estrégenos conocidos pueda ser transfor-
mado por el organismo en hidreearburo cancerigeno, ya que el mecanis-
mo esencial de esta transformacion implicaria la eliminacion del atomo
de oxigeno, de la posicién C-3 del estrégeno; puesto que si este oxigeno
permaneciera en aquella posiciéon en la forma de grupo hidroxilico (ca-
racter especifico de la funcién estrégena). al aromatizarse la molécula
es muy probable que el producto resultante no tendria propiedades can-
cerigenas. Esto se debe a que, desde el punto de vista quimico, una vez
que el anillo terminal A de la molécula se ha aromatizado (como es el
caso de todas las hormonas estrogenas), existen muy pocas probabilida-
des que el grupo hidroxilico desactivadar, de tipo fenélico, pueda ser eli-
minado de la molécula. Efectivamente, persamos que nuestro esquema
soluciona esta acertada objecién sobre el origen de una sustancia cance-
rigena endégena, puesto que como hemos visto la probzble sustancia “'En-
dooncégena’ no tendria caracter fendlico ni aromético en el anillo A ni
tampoco se derivaria de un estrdégeno, sino que por el contrario seria el
precursor de estas hormonas esteroideas y en lugar de grupo hidroxélico
poseeria un grupo carbonilico en la posicion C-3, el cual posiblemente
exaltaria la actividad normal de dicha posiciéon reforzando las propieda-
des cancerigenas de la molécula.

Pero.cémo comprobar la existencia de esta hipotética sustancia “En-
dooncogena'’?

Por dos medios totalmente diferentes: el ensayo biolégico v la in-
vestigacion quimica.

1. ENSAYQ BICLOGICO

En ensayo biolégico es sencillo pero largo, sobre todo no sespechan-
do la poesible potencia cancerigena de la sustancia a investigar. Basan-
donos en las reglas impecables acansejadas par el Dr. MicuaeL B, Suim-
xiN del "National Cancer Institute” {Dependencia del Departamento de
Salud Publica del Gobierno de los Estados Unidos} {144) -y en los tra-
bajos experimentales de L. Scrasap (136), Joun EF. MEnkE (118) y
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Paur E. STEINER (152), iniciamos el trabajo experimental en Agosto de
1940. Aunque SHIMKIN recomienda al ratén blanco de raza cancer-
sensible, como animal de experimentacién ideal para la prueba de po-
tencia cancerigena, nosotros cuando iniciamos los ensayos biclégicos pen-
samos que la rata blanca convendria méas a las exigencias de nuestro tra-
bajo por ser animal mas grande y que puede soportar mayor nimero de
inyecciones, motivo por el cual la elegimos como animal de prueba,

Enseguida necesitabamos estudiar la forma mas apreprada para ex-
traer del organismo canceroso la sustancia hipotética cuya presencia tra-
tamos de comprobar si es efectivamente real o no. Perteneciendo esta
sustancia hipotética por su estructura quimica teérica al grupo de los
estercides por un lado y al de los hidrocarburos policiclicos parcialmente
aromatizados, por otro, era légico suponer que seria soluble en los sol-
ventes de los lipidos. Por este motivo elegimos como solventes extrac-
tores a: el alcohol etilico, el éter dietilico, la acetona y el benzol. Ade-
méas como ultimo solvente extractor residual, empleamos el agua destila-
da, con el objeto de arrastrar las fracciones hidrosolubles que restaran,

{En qué parte u érgano se encontrara la sustancia “Endooncége-
na''?

Otra pregunta de suma importancia practica para el proceso de ex-
traccion. De la hipétesis planteada se desprende que siendo una sus-
tancia producida por el parénquima de un érgano de secrecién interna,
légicamente debe encontrarse repartida en todos los tejidos y humores
del organismo canceroso. Sin embargo cabe la suposicién que el parén-
quima tumoral posiblemente contenga dicha sustancia en mayor concen-
tracién que el resto de los tejidos no neoplasicos, como puede juzgarse
a primera vista por los resultados experimentales del Dr. Joun F. Men-
KE (118) de la Universidad de Stanford, California, quien afirma haber
logrado la induccién de tumores cancerosos en un reducido nimero de
ratones hembra de la sepa “Little C57" (2 ratones de 9) con extractos
hechos de un carcinoma humano. Este dato experimental creemos, ca-
rece de valor trascendente desde el punto de vista que nos interesa, fren-
te a los excelentes trabajos de 1. BerensLum y L. P. KenpaLL {20) y de
J. G. CunaLmeErs con P. R. Peacock (47), quienes aplicando el analisis
espectrografico fluorescente pudieron trazar el metabolismo de hidrocar-
buros cancerigenos inyectados en los tejidos de diferentes animales. En
este sentido nos parecen concluyentes ambos trabajos, pudiéndose ase-
gurar en términos generales que cuando se inicia la transformacion ma-
ligna de un tejido la sustancia quimica cancerigena responsable de dicha
transformacion, ya ha desaparecido totalmente del tejido. Por lo tanto
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pensamos como los autores antes citados, que una vez desencadenada la
proliferacion maligna por una sustancia quimica especifica, ésta es me-
tabolizada por las células neoplasicas a quienes sirve probablemente de
catalizador energético para su exaltado metabolismo, siendo la sustancia
cancerigena modificada en su constitucién quimica intima y transformada
en producto catabélico del metabolismo tumoral, desapareciendo por es-
te mecanismo la estructura cancerigena inicial de la molécula.

Es por este motivo, que seguramente la sustancia “Endooncégena”
que buscamos debe encontrarse {si es que se encuentra) en concentra-
cién infima en el parénquima tumoral, teniendo su concentracién maxima
a nivel del resto de los tejidos aparentemente normales del individuo can-
ceroso, ya que siendo un producto elaborado por una glandula endécri-
na deberd comportarse como lo hacen las sustancias hormonales. De

alli que para nuestros ensayos optaramos por buscar dicha sustancia en-
dooncogena en los tejidos no-necplasicos de cancercsos.

METODO

El material escogide para nuestros ensayos fué material humano, ya que en él
las cantidades de tejidos obtenidos son mucho mds abundantes que en cualquiera de
los pequefios animales de experimentacién y por ser mas facil encontrar individuos
cancerosos en el hospital que entre nuestras crias de animales, debido a que entre
nosotros aun no tenemes razas de animales sefeccionados genéticamente que ofrezcan
ur. porcentaje reqular de neoplasmas espontinecs en sus crias.

El métode de extraccion fué elaborade por nosotros para satisfacer las necesida-
a5 del caso basandonos en la técnica descrita por MENKE parz la preparacion de
sus extractos v en los datos consignados por W. N. ALLEN (3) para la extraccion
de hormonas esteroideas de tejidos animales. .

Los tejidos humanos empleados en nuestro trabajo los obtuvimos, en los hospita-
les "Dos de Mayo” y "Arzobispo Loayza”, de tres sujetos cancerosos (casos I, IV vy
V) dentro de las 6 primeras horas del fallecimiento. En todos los casos el diagnos-
tico de Neoplasia fué hecho por examen anatomo-patoldgico de la tumoracién. va sea
por biopsia o durante la necropsia. Empleamos también tejido sanguineo (sangre to-
tzl) de dos cancerosos diagnosticados por biopsia {casos II y III}. Como control usa-
mos s tejidos de un sujeto adulto normal fallecido por precipitacién (suicidic), segin
censta en el protacolo de autopsias N 7934 de 1la Morgue de Policia de Lima del 30
de Setiembre de 1941 y sangre total de nosotros mismes.

Basandonos en los trabajos realizados por las escuelas de A, BUTENANDT (34,
35, 36), E. LAQUEUR (93}, H. WIELAND y E. DANE (171) sobre la quimica de
los esteroides, ast como en los recientes trabajos de las escuelas de J. W, COOK (33),
N. H. CALLOW (37}, y de LOUIS F. FIESER (58, 174), pensamos que se aumen-
taria la probabilidad de extraccién de la sustancia buscada si empledbamos pzra ex-
traerla, 10 uno sino wvarios de los solventes especiales de los estercides. Por esta
razén es que usamos el éter dietilico, la acetona, ¢l benzol y el alcohol etilico de 95 %.
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Todos los solventes empleacdos fueron de maxima pureza quimica, para evitar la in-
troduccion de impurezas desconocidas que pudieran lalsear los resunitados. Por ello
sclamente usamos productes de la casa “Merck” de Darmstadt, gerantizados. Ei orden
de los solventes en las extracciones seriadas de los tejidos de los casos IV y V, asi
cemo del control humanc, normal, ha variado, del primero a los dos altimos citados,
en que en el caso IV empleamos el orden acetona-éter dietitico-benzol-alcchal etilico
¥ agua destilada; mientras que en el casa V ¥ en el control usames el orden alcohal
etilico-éter dietilico-acetona-benzol v agua destilada. Este cambio en el primer sol-
vente empleados al iniciar la extraccidn en serie de log tejidos humanos, se debe a
que la acetona se hidrata demasiado al entrar en contacto con los tejidos frescos,
perdiendo la oportunidad de extraer mayor cantidad de esteroides.

Los tejidos extraidos (previa desinfeccion de la superficie del cuerpo del cadaver
con alcohal etilico) consistieron en una larga franju de tejides no-neoplasicos, com-
puesta por piel. tejido celular subcutineo, paniculo adiposo, tejido muscular Y peri-
téneo. Dicha franja media unos 5 centimetros de anche por 80 centimetros de largo
y 8 centimetros de espesor aproximadamente, disecandola con instrumental estéril des-
de el mango del esternén hasta el pibis. En seguida los tejidos asi obtenidos eran
cortados en trozos convenientes para ser acomodados en un frasco de boca ancha,
cubriéndolos luego con 150 cc. de alcohol etilico de 95 %. Dichos frascos, cerrados
herméticamente eran almacenados en la nevera de Q°C, Luego los tejidos fueron mo-
licos en una magquina de moler carne, cuyo embudo, tornillo sin fin v sedazo fueron
previamente lavados, secados v esterilizados en seco. Empleamos para la molienda
de tejidos humanos una maquina moledora eléctrica marca “"Dayton” de 220 volts, 60
cicles, 2.45 amp..y 1750 rp.m. con secazo de 5 mm.

La papilla de tejidos humanos asi obtenida fué acomadada en el tubo extractor
de un aparato Soxhlet de 300 cc. de capacidad. A falta de recipiente de bizcocho
de porcelana empleamos un cucurucho de papel de filtro doble. de 4 cm de diame-
tro por 25 cm. de alto, dentro del cual se pueden colocar de 250 a 270 gramos de
papiita tisular, Empleamos un bafio maria de aceite de pepita de algodén con el
fin de mantener constante la temperatura del barfio ¥y evitar grandes oscilaciones de
la temperatura de extraccion. Usamos como fuente de calefaccion copstante un ba-
fio maria eléctrico antomdtico marca “Kiister” de 220 volts, 1.2 amps. y 0.25 kilowa-
tics. Con este material hicimos los siguientes extractos:

A. Extracto etéreo de tejidos neoplasicos del caso 1 (490 cc| de extracto obteni-
din por extraccién continua durante 24 horas de 272 gramos de papilla tisular con 400
cc. de éter dietilico).

: L]

B. Extraccién continua durante 24 horas de 270 grs. de papilla de tejidos no-
neoplisicos del caso IV, con 5 salventes (5 dias de extraccién continna). Obtuvi-
mos 430 cc. de extracto aceténico (con 400 ce. de acetona). 480 cc. de extracto eté-
rea (con 400 cc. de éter dietilico). 360 cc. de extracto benzélico (con 350 cc. de
benzol). 355 cc. de extracto alcohélico {con 350 cc. de alcohol etilico de 95 %). 455
cc. de extracto acuoso {con 400 cc. de agua destilada). Reduccién ponderal de la
papilla tisular después de las 5 extraciones: 130 grs.

C. Extraccion continua de 24 horas de 275 grs. de papilla tisular no-neoplasica
del caso V, con 5 solventes (5 dias de extraccién continua}l, OQbtuvimos 435 cc, de
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extracto alcohélico {con 400 cc. de alcohol etilico de 95 %). 460 cc. de extracto
etéreo {con 400 cc. de éter dietilico). 412 cc. de extracto aceténico {con 400 cc. de
actona). 437 cc. de extracto benzélico {(con 400 cc. de benzol). 487 cc. de extrac-
to acuoso (con 450 cc. de agua destilada).  Reduccién ponderal de la papilla tisular
después de las 5 extracciones: 184.5 grs.

4. Extraccién continua de 24 horas de 273.4 grs. de papilla de tejidos normales
del control humano L con 5 solventes (5 dias de extraccién continua). Obtuvimos
460 cc. de extracto alcohdlico (con 400 cc. de alcohol etilico de 95 % ). 480 cc. de
extracto etéreo (con 400 cc. de éter dietilico). 435 ¢c. de extracto aceténico (con
400 cc. de acetona). 450 cc. de extracto benzélico (com 430 cc. de benzol). 475 ec.
de extracto scuoso (cod 450 cc. de agua destilada), Reduccién ponderal de la papi-
lla tisular después de las 5 extracciones: 227.5 grs.

Todos estos exfractos fueron debidamente ervasados, previa filtracion y almace-
nzdos en la nevera a O°C,

Con el objeto de investigar la posibilidad de encontrar la sustancia buscada et
la sangre humana de individue canceroso extrajimos 50 cc. de sangre total de los ca-
sos II v IIl. Inmediatamente después de extraida dicha sangre fué almacenada en el
cajon central de la nevera a -10°C. Luego las muestras de sangre asi conservadas
fueron desecadas durante 90 minutos a 45°C y bajo un vacie de 15 mm, de Hg. En
estas condiciones la sangre total sufrié una reduccién ponderal del 75 % de su peso

- original. Esta sangre asi deshidratada y en polvo fué ‘sometida luego a una extrac-
cién por éter dietilico en aparato Soxhlet, en la forma ya descrita anteriormente para
les tejidos solidos. Aplicamos esta forma de extraccién aparentemente complicada,
por que la extraccién de estercides de la sangre por el método corriente de agitacién
con el solvente extractor, como lo describen los profesores A. Peralta Ramos (126) y
J. Slosse con N. I. Joukowsky (147} en sus importantes trabajos sobre determinacion
de hormonas sexuales en la sangre humana, nos parece ser insuficiente dado el alto
poder absorbente de los elementos figurados de Ia sangre v la gran actividad de super~
ficie que presentan estos estercides lkisiolégicos (29}. Con la técnica empleada por
nosotros destruimos las particulas que manifiestan poder de absorcién (elementos fi-
gurados) al mismo tiempo que concentramos al maximo el tenor de esteroides sangui-
neos, al reducir-el volumen de la masa de sangre por evaporacién del agua, ofrecien-
de asi condiciones méas ventajosas para una extraccién continua en aparato Soxhlet,

En esta forma obtuvimos los siguientes extractos:

A. 82 cc. de extracto etéreo de 10.3310 grs. de sangre total ea poivo del caso I
Reduceién ponderal de la sangre en polvo extractada durante 24 horas con éter die-

‘tilico: 0.0264 grs. -

B. 80 cc. de extracto etérec de 10.1590 grs. de sangre total en polvo del caso

HI. Reduccién ponderal de la sangre extractada duarnte 24 horas con éter dietilico:
£.0200 qrs. |

C. 85 cc de extracto etéreo de 11.0000 grs. de sangre total en polvo del con-
trol humano II. Reduccién ponderal de la sangre en polvo extractada durante 24
boras con éter dietilico: 0.0270 grs.
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Todas las extracciones arriba mencionadas fueron practicadas con 100 cc. de éter
dietilico. Las pérdidas registradas en ¢l sclvente cxtractor se han debido a las ma-
nipulacionzs durante la extraccion, con lo cual parte del solvente se evapora debido
a la temperatura del bafio de muaria y paredes del recipiente que lo contienen.

INOCULACIONES

Siendo el ensayo biolégico la prueba concluyente para determinar la
propiedad cancerigena de una sustancia quimica, empleamos este méto-
do para analizar los extractos preparados. Hasta la fecha solo hemos
ensayado el extracto etéreo de tejido neoplasico del caso I, cifiéndonos a
las normas descritas por M. B, SHiMkIN (144), L. F. Figser (58) y M.
]J. SHeAR (142), ligeramente modificadas para adaptarlas a nuestras po- -
sibilidades materiales de trabajo.

Iniciamos las inyecciones de extracto etérec de tejido neoplasico del caso I o 6
de Febrero de 1941. Empleamos 10 ratas blancas de! stock mixte Instituto Nacional
de Higiene. de 4 a 5 meses de edad. Seis de las 10 ratas, recibieron 0.5 cc. en nyec-
cion subcutinea en la regidn interescapular, de una solucion al 60 % en aceite de
alivo puro "A.B.F.", del residuo oleoso obtenido por evaporacién del solvente de 35
cc. de extracto etéreo de carcinoma humano {Caso I). Las inyecciones en los seis
animales se practicaron cada 10 dias, habiéndoles aplicado un total de 12 inyecciones
o sean 6 cc. de solucién oleosa de extracto etéreo de tejido necplisico humane. Los
cuatro animales restantes, recibieron una tnica inyeccion de 0.5 cc. de solucidén oleosa
de extracto por via intraperitoneal,

Como control empleamos otro grupo de 10 ratas blancas; 6 recibieron la misma
dosis de 0.5 cc. que las del primer grupo, pero sélo de aceite puro de olivo "A.B.FE.",
ea las mismas fechas que las primeras y por la misma via de inoculacién. Las 4 res-
tentes recibieron 0.5 cc. de aceite de oliva puro "A.B.E." por via intraperitoneal.

Durante la duracién de este experimento {20 meses de ohservacién) murieron dos
avimales por causas ignoradas {no practicamos la investigacién anatomo-patolégica
microscépica completa como acomseja SLYE (149, 150). FEl primer animal que mu-
ri6 fué la rata R-5, el 3 de Junio de 1941, después de haber recibido 11 inyecciones sub-
cutaneas de solucién oleosa de extracto de tejido neoplasico humano del caso I. En
la necropsia no se encontré lesién macroscépica digna de mencién. En la regién cér-
vico-escapular, zona correspondiente al lugar de las inyecciones, se observé una masa
oleosa guistica, la que al ser punzada en varios sitios dej6 escapar aceite liguido. Di-
cha masa oleosa se encontraba bastante circunscrita en la regién cérvico-escapular,
censtatdndose trabéculas de tejido conpuntivo neoformado, que saliende de las masas
musculares- subyacentes se insinuaban entre los tabiques del quiste fijandolo fuerte-
mente al plano muscular. Hacia la axila izquierda se insinuaban las trabéculas de con-
juntivo neoformado, impregnadas en grasa. (Ldmina I}, El examen histologico de
los tejidos constitutivos de la tumoracién ocleosd no reveld nada anormal.

El segundo animal que murié durante e! curso de estas chservaciones fué la rata
control R-3, inoculada por via intraperitoneal con aceite puro de olivo A.B.F. Cau-
sas de [a muerte ignorada. Hallazgos necrépsicos: ninguno de importancia, salvo Ia
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existencia de 3 quistes oleosos limpiacs dentro de la cavidad abdominal adosados al
oeritoneo parietal para-vertebral. El de mayor volumen se hallaba adusado al polo
inferior del rifion izquierdo vy los otros dos, uno a Ja altura de capsula suprarrenal y
;i otro mas pequefio inmediatamente por encima de élla. (Lamina ).

RESULTADOS

Negativos hasta los 20 meses de observacion. En ningon animal de
los inoculados con la solucién oleosa de extracto etéreo de tejido neopla-
sico humano, se cbservo la aparicidn de neoformaciones malignas; ni en
2l lugar de la inyeccién ni en ningitn otro tejido u érgano distante. Tan-
to las inyecciones de extracto ast como las de aceite control fueron tole-
radas perfectamente por los amimales. Por regla general en los animales
mmvectados poi via subcutanea se formaron quistes oleosos subcutaneos de
diferente volamen y forma lo que podian ser facilmente 1otos por pre-
sion bidigital. Con el tiempo dichos guistes desapareciercn paulatina-—"
mente, persistiendo solamente en un animal control, la rata R-2, inyecta-
do con aceite pure de olive "A.B.E.”

Il. INVESTIGACION QUIMICA

Desde el punto de vista quimico, la investigacién de una sustancia
hipotética dentro del pavorose complejo bioquimico del organismo, parece
practicamente imposible, si no imposible del tedo.  Indudabiemente, para
poder extraer y purificar una sustancia quimica conocida tan solo por
ciertas propiedades deflinidas, pero cuya concentracién en el crganismo
rs del orden de gammas, la serie de manipulaciones quimicas y la canti-
dad de material organico requerido es pavorcsa. Recordemos simplemen-
te la genial serie de investigaciones de A. BUTENANDT en Alemania, quien
rara llegar a aislar 15 miligramos de la hormona masculina Androstero-
na en forma quimicamente pura, tuvo que trabajar con 15,000 litros de
orina de caballo (34).

;Céma atacar entonces el problema de identificar una sustancia qui-
mica hipotética de ccncentracién inflima en el organismo humano? Para
comenzar esta ardua tarea solo podemos pensar en términos cualitativos,
pues antes tenemos que conocer la sustancia para poder luego pesarla.

Los métodos de analisis micro-quimicos cualitativos que tenemos hoy
a nuestra disposicion, son indiscutiblemente muy precisos, siempre y cuan-
do se trabaje con cantidades ponderales. Pero esto presupone que para
emprender un trabajo de analisis micro-quimico cualitativo, se dispcnga
de suficiente cantidad de materia prima con el fin de poder aislar can-
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tidades suficientes de la sustancia por investigar, que permitan su mani-
pulacién. Pero en el caso que nos hemos planteado la cosa es muy di-
ferente. Primero, tenemos que trabajar con material organico humane,
lo cual automaticamente reduce las posibilidades de reunir suficiente can-
tidad de material fresco en poco tiempo; y segundo, que la cantidad de
sustancia investigada en los tejidos probablemente es parecida a la con-
centracién que tienen las hormonas conocidas en esos mismos tejidos,
que como sabemos es del orden de milésimos de miligramos. Es decir,
cantidades impalpables. El problema es dificil pero no insoluble. Por
suerte hoy dia contamos con un método de analisis fisico-quimico que
respaldan miles de experiencias en el mundo entero, las que han probado
no solo su bondad cientifica, sino su superioridad a los métodos micro-
quimicos de analisis cuando las condiciones experimentales no permiten
disponer sino de cantidades infinitesimales de sustancias. Nos referimos
al analisis espectrografico. La sensibilidad del método, desde el punto
de vista del analisis cualitativo y cuantitativo de sustancias organicas de
estructura molecular compieja, es tal, que I. BERENBLUM y L. P, KENDALL
es una brillante investigacion sobre el metabolismo de sustancias quimi-
cas cancerigenas por el organismo animal, han podido detectar la presen-
cia de 0.01 de miligramo de 1:2:5:6-Dibenzantracenc en todo el orga-
nismo de un ratén; lo que equivale a detectar una parte de sustarcia en
5 millones de muestra {20]. :

Por todas estas razones pensamos que el método de analisis espec-
trografico era el unico que podia resolver el problema que nos habiamos
planteado. Desgraciadamente entre nosotros este importante método de
analisis micro-quimico se halla aiin poco desarrollado, motivo por el cual
hemos tropezado con infinidad de dificultades de crden técnico para po-
der llevar a la prictica la investigacion expectrografica de nuestros ex-
tractos. De las diferentes formas del analisis expectrografico, creemos
gue la que mejor se adapta a las condiciones experimentales de nuestro
trabajo es la expectrografia de emisién y de absorcién para sustancias
en solucion (67, 156, 27, 79, 83). Por este mctivo elegimos para nues-
tros andlisis de extractos de tejidos humanos de cancerosos, el método de
la espectrografia fluorescente y de la espectrografia de absorcién. Em-
pleamos ambos métcdos analiticos con el fin de determinar si en lcs ex-
tractos preparados con tejidos humanos de sujetos cancerosos es posi-
ble evidenciar la presencia de bandas de emisién o de absorcién, que con-
tirmen la hipétesis de la existencia en dichos tejidos de una sustancia
del grupo de los estercides, parcialmente aromatizada. (Ver nuestro es-
quema de la posible génesis quimica de dicha sustancia en el organismo).
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Segin han demostrado los interesantes trabajos de la escuela pola-
ca de la Universidad de Varsovia, la relacién que existe entre la estruc-
tura quimica intima de una sustancia y su espectro fluorescente o de ab-
sorcién, es funcioén de la clase de enlaces quimicos que mantienen unidos
a los atomos dentro de la molécula (167, 77, 164, 168, 116, 54). Ade-
maés, los trabajos de la escuela inglesa de |. W. Coox, H. Burrows, E.
M. F. Rog, E. L. Kennaway, W. V. Mavneorp y 1. Hiecer (82, 33)
y de la escuela alemana de F. ALmasy (4), aplicando el analisis espec-
trografico a los esteroides orgénicos, confirman los resultados experimen-
tales de la escuela polaca al comprobar que los grupos quimicos respon-
sables de los fendmenos de fluorescencia o de absorcién en una sustan-
cia organica son aquellos, en los que la unién entre sus atomos, constitu-

ye un centro de inestabilidad eléctrica por la interferencia de pares elec-
trénicos. Tal sucede por ejemplo con los compuesto quimicos que pre-
sentan dentro de su molécula dos o mas de los siguientes grupos quinti-
cos: C=C, C=0, N=N, N=0O, S=8S yv § = O. De estos
grupos quimicos que presentan caracteres de insaturacién y por consi-
guiente son focos de interferencia de pares electrénicos. parece que los
més potentes en inducir fenémenos éptico-electrénicos de fluorescencia
y absorcién son los grupos C = C y N = N. Y precisamente, entre
log campuestes del grupo de los esteroides tenemos sustancias de suma
importancia biolégica y cuya molécula se halla parcialmente aromatiza-
da, debido a la existencia de grupos C = C conjugados en forma de ani-
llos becencides. Estas sustancias presentan fenémenos de absorcién en
el espectro ultravioleta, como lo han demostrado J. Srosse y N. I Jou-
KOWSKY (147} y dltimamente los geniales trabajos de la escuela ameri-
cana de R. B. WoobwaRrD sobre la relacion existente entre la estructu-
ra quimica intima de los esteroides y su espectro de absorcién ultravio-
leta (175). Ademas, los recientes trabajos de S. R. M. REynoLps y N.
GinsBURG (130) han coronado estas investigaciones al demostrar termi-
nantemente que por medio de la espectrofotometria ultravioleta es posi-
ble dosar en la sangre las hormonas de tipo delta, 4-3-Ketosteroide, tales
como las de la serie de la Progesterona y afines, (No sparece oportuno
llamar la atencién sobre la curiosa coincidencia que nuestra hipotética
sustancia endooncégena, desde ¢l punto de vista quimico teérico, perte-
nece al grupo de los delta, 4-3-Ketesteroides).
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TECNICA

A, Especfrografia flucrescenfe,

Debido a la falta de material adecuade fos limitamos a realizar el examen de
riuestros extractos por medic de la espectroscopia fluorescente, ya que la fuente de
rayos ultravioletas empleada no poseia la itnensidad suficiente como para permitir
el registro espectrografico. Empleamos como fuente de excitacién una lampara de
vapor de mercuric “Winzil Quarzlicht” W. Albrick, Jena, de 50 ciclos, 220 volts, 3
amperes v 300 watios. Esta lampara se hallaba provista de un filtre Wood colocado
entre la caseta del tubo v la ¢amara de observacion., Para la observacién de la fluo-
rescencia excitada en las soluciones investigadas, empleamos un espectroscopio “Gaert-
ne:” con optica de quarzo, el cual lo adaptamos a la camara de observacién del apa-
rato generador de luz de Wood. Usamos cubetas de quarze pulida cuadrangulares
dz 100 cc. de capacidad pers contener las soluciones investigadas durante las deter-
minzciones. El espectroscapic fué colocado con la hendidura del colimador a 1 mm.
de una de las caras planas de la cubeta, orientando el tubo del coliunader en angulo
de 90° con respecto a la direccién de incidencia de los rayos excitadores de luz de
Wecod. Las observaciones se realizaron en completa oscuridad {Léamina T1).

RESULTADOS

Por falta del equipo necesario ya anotada, no nos [ué posible deter-
minar la lcngitud de onda de las bandas de emision que observamos ni
su coeficiente de extincién. Sélo nos cabe expresar que en los diferen-
tes extractos de tejidos neoplasicos y no-neoplasicos de hombres cance-
roscs investigados hasta la fecha, hemos podido comprobar lcs siguientes
fenémenos de emisién espectral:

1 Cuatro de lns extractos preparados de tejidos no-neoplasicos de
sujetos cancerosos (extracto alcoh6lico, etéreo, acetonico y acuoso) fluo-
rescen con regular intensidad y emisién de una ancha banda espectral
que abarca desde la region del amarillo hasta la del azul inclusive.

2* Los extractos benzélicos no mostraron fenémenos de fluorescen-
cia a la excitacién con luz de Wood.

3 De los extractos controles de sujetcs normales solo presentaron
fendmenos de fluorescencia los extractos alcohélicos y etéreo del caso
Control humano I (extractos tisulares). El control humane II fué prac-
ticamente negativo debido a lo tenue e impreciso de la fluorescencia {ex-
tracto etéreo de sangre total).

49 La excitacion con luz de Wood de los solventes empleados co-
mo extractores (alcohol etilico de 95 <, éter dietilico, acetona, benzol y
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agua destilada), no determiné la aparicién de fenémencs de [luorescen-
cia en ningunc de ellos.

B. Espectrografia de absorcion.

Pzra nuestros ensayos empleamos un espectrografo tipe Litirow. medelo pequeiio,
con éptico de quarzo y una amplitud de banda de 2,100 A a 7,000 A, con una dispen-
¢lén apreximada de 80 A. Por ne contar con una fuente de iluminacién ultravioleta
adecuada, tuvimos que limitar nuestras observacicnes a la region visible del espectro.
La fuente luminosa més adecuada que encontramos para nuestros ensayos fué ka lam-
para Foto-Enlarger A 21 (Special) "Mazda” conr filamento de tungsteno y con un
poder de iluminacion equivalente a una lampara de 730 watts. Esta fuente Jumino-
sa produce una impresion suficientemente contrastada en la plancha fotografica. la que
abarca la totalidad del espectro visible. Como material fotografico empleamos plan-
chas de doble ancho 5 X 18 cm., Eastman-Kodak, pancrematicas, antihalo, supersen-
sitivas. Los bafios fotograficos empleados para el desarrollo de los negativos han
sido los bafios standard para pelicula pancromatica. salvo en lo que respecta al bafio
fijador, al que agregamos XX gotas de acido acético por mil.

El dispositivo empleado para el trabajo espectrografice ha sido el siguiente: cu-
beta de quarzo de caras plana-parzlelas y seccidn cilindrica, pegadas al colimador del
espectrégrafo colocando la fuente luminesa en el eje del tubo del volimador y a 13
cm. de distancia de la hendidura de éste. Los tiempos de exposicidn para los diferen-
23 espectrogramas han variade de 5 a 30 minutos, de acuerdo con el espesor de capa
de absorcion empleado (Lamina II).

RESULTADOS

1" Los extractos alcohélico, etéreo, acetonico, benzélico v acuoso
de tejidos no-neoplasicos de sujetos cancerosos evidenciaron fuertes ban-
das de absorcién en el espectro visible, pudiéndose observar cuatro ban-
das definidas en los extractos etéreos y una banda definida en los ex-
tractos alcohélicos. (Lamina II, Figs. 1 v 2).

20 El extracto etérec de tejido neoplasico (Caso 1) no acusé nin-
gin fenémeno de absorcién, salvo un ligero esbozo de absorcion al em-
plear un espesor de capa de 30 mm. (Lamina I, Fig. 5}.

3° Los extractos alcohélico, etéreo, aceténico y benzélico del con-
trol humano normal I {extractos tisulares) mostrarcn fenomenos de ab-
sorcién de discreta intensidad, solamente en el primero y segundo de los
extractos mencionados, pudiéndose observarse el eshezo de cuatro bandas
ténues en el extracto etéreo y una banda aislada en el extracto alcoho-

lico. (Lamina 11, Fig. 3).
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ESTUDIO HISTOQUIMICO DE LA CORTEZA SUPRARRENAL

Al lado del ensayo biolégico y de la investigacion quimica de los
extractos de tejidos de sujetos cancerosos, hemos iniciado también el es-
tudio histoquimico de la corteza suprarrenal de hombres cancerosos. Fs-
te estudio lo hemos iniciado con el objeto de constatar si es que en los
individuos con cancer se presenta alguna lesién anatémica o quimica de
dicha glandula, que represente para el hombre, lo que CraMer y Hor-
NING (44) han descrito ccmo la “Brown degeneration” para el ratén can-
Ceroso.

Por este motivo, con el fin de confrontar las lesiones descritas por
los autores ingleses en el ratén canceroso, con las glandulas suprarre-
nales de hombres muertos por céncer, comenzamcs nuestro estudio por el
examen histo-quimico de una glandula suprarrenal de ratén canceroso.
El diagnostico de cancer en el animal fué hecho por examen anatomo-
patolégico de la tumoracion. Las glandulas suprarrenales se extranje-
ron y prepararon segin la técnica descrita por los autores antes citados
(44). (Lamina III}). Para las glandulas suprarrenales humanas segui-
mos la misma técnica, salvo que solo pudimos obtener dichas glandulas
de cadaveres (las glandulas se extranjeron antes de las 6 horas del fa-
llecimiento). Estudiamos las glandulas suprarrenales de los casos IV
y V y del control humano normal I.

RESULTADOS

1" El estudic de un ratén con cancer espontanec aparecido entre
las crias del Instituto, di6 como resultado la confirmacién del diagnésti-
€0 macroscopico: Adenocarcinoma de la mama. Las glandulas suprarre-
nales extraidas después de sacrificar al animal por dislocacién cervical,
evidenciaron el comienzo de la “Brown degeneration” de Cramenr y
HorniNG a nivel de la zona reticular de la corteza. (Lamina 1V).

20 El estullio histoquimico de la corteza suprarrenal del caso hu-
mano IV, muestra enorme impregnacién lipoidica de las células cortica-
les de la zona fascicular, las cuales comienzan a perder sus contornos
citolégicos nermales. (Lamina IV), -

3¢ El examen histoquimico de la gléndula suprarrenal del caso hu-
mano V, evidencié una degeneracion lipoidica neta de la corteza, la cual
no solo compromete la reticular y fascicular sino gue adn abarca la zona
glomerular en toda su extension. Las células de la reticular se hallan
repletas de lipoides lo que ha hecho que pierdan sus relaciones citolégi-
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cas normales, haciendo imposible identificar el aspecto [ascicular de las
trabéculas. (Lamina IV).

4* El estudio histoquimico de la corteza suprarrenal del caso con-
trol humane I, mostré una neta diferencia al confrontar la preparacién
con las descritas anteriormente. En ésta se pudo apreciar el®aspecto
normal de la zona glomerular, fascicular y reticular, observandose per-
fectamente las clasicas trabéculas fasciculares y las formaciones de as-
pecto adencideo de la glomerular. La impregnacion lipoidica mas inten-
sa se halla a nivel de la reticular, como es lo normal. Pueden apreciar-
se los clasicos aspectos citolégicos de “espongiocitos corticales™ en casi to-
da la fascicular. (Lamina IV).

CONCLUSIONES ‘

El presente trabajo plantea una nueva direccién en el estudio ex-
perimental del cancer.

SUMMARY

This report presents a new point of view in the experimental re-
search of carcinoma.
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LAMINA I

Fig. 1 Rata R-B, pertenceients al primer grups d: animales inoculados con
extracto de tejido neoplisico numano y muerta espontanesments. Vis-
ta de la vegidn cérvico-escapular mostrando la zona inoculatoria v el
gran quiste oleogo multitabicado.

Fig. 2 Vista de la cavidad peritoneal de la vata control B-2 muerta espontd-
neanente. Notese la presencia de los tres quistes oleozos limpidos ocu-
rande la vegion supra ¢ infra-renal.
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LAMINA I7

Vista de los espectrogramas ohtenidos en nuestras determinacionis por
examen espectrografico de los extracto: de tejidos humancs de cancernzos ¥
de sujeto normal.

Fig. 1 Espectrogramas de los extractos del Caso IV. En orden descendente,
espectro de la fuente luminosa empleada, espectro de absoreién del ex-
tracto alcohdlico, espectro de absorcion del extracto atérec (notar 4
bandas de ahbsorciéon definidas) y especire dei extracte aceténico.

Fig. 2 Idem. Fig. 1 correspondiente a los extractos del Caso IV.

Fig. 2 Espectros correspondientes a los extractos del Caso Control Humanc
I. Ademss de los espectrogramns descritos en la Fig. 1, al pie apare-
reee el espectrograma del extracto benzélico. Nétese en el extracto
gtéreo (tercero de arriba) el esbozo de 4 tenues bandas de absorcién.

-Fig. 4 Espectrogramas controles. De arriba abajo: Fuente luminocsa, aleohol,
: éter, acetona, benzol y agua destilada.

Fig. 5 Espectrogramas de 1 extractc etéreo de tejido neoplasico humano del
Caso 1, tomados con diferentes espesores de capa.

Fig. 6 Espectrogramas de los extractos acuosos de tejidos noncepidsicos de
’ los Casos IV ¥ V. El primer espectrograma corresponde a la fuente
lumingsa. Noétese 1a fuerte abzorcién presentada por los extractos.
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LAMINA I

Figs. 1 y 2 Ratdn con tumor espontines, Notese el voldmen de la tumora-

Fig. 3

Fig. 4

Fig. 5

Fig. 6

cion.

El mismo animal después de sacrificado por dislocacién cerviecal., N6-
tese aspecto, volimen y adherencias de la tumoracién.

Microfotografia del corte histoidgico del tumor. Nétense los nidos car-
cinomatosos de tipo adenoide. Diagnéstico histo-patolégico: Adenocar-
cinoma de la mama.

Microfotografia de la glandula suprarrenal izquierda del mismo ani-
mal. Coloracidon segtin el método de W. Cramer y E. 5. Horning x B0
aumentos, Nétese area incipiente de “brown degeneration” an la
reticular.

.

Idem. Detalle a » 800 del foco de “brown degeneration”,
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LAMINA IV

Microfotogratias a peguefio y gran aumento de las glandulas SEprarrena-
les de hombres cancerozos ¥ de sujelo normal. :

. .\.

Figs. 1 v 2 Corteza suprarrenal del Caso IV. Coloracién de Cramer v Hor-
ning. Auwmentos X 80 y X 800 vespectivamente. Nétese la casi
desaparicién de la estructura normal de la fascicular debide a la
enorme impregnacion lipdidica.

Figs. 3 y 4 Corteza suprarrenal del Caso V. Técnica idem,. Fg:. 1 v 2. Niteze
la degeneracidn por impregnacién Ipdidiea de la ¢ito-arguitec-
tura de la corteza suprarrenal.

Figs. 5 y 6 Microfotografias de corteza suprarrenzl humana normazl. Téeni-
ca histolégica idem. Figs. 1 v 2. Nétese la disposieién normal de
las trabéeulas fasciculares, las célnlas claras de la glomerular ¥
el aspecto clisico de los espongioeitos fascieulares.
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