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A la gent li fa estrany que la Medicina, un xic avancada en alguns
aspectes, no hagi aconseguit res pel que es refereix al cancer, malgrat l'es-
for¢ esmercat arreu del mén. Aquesta critica, certa és clar, ignora les difi-
cultats amb qué topen les investigacions canceroldgiques. Quan una
malaltia pot reproduir-se experimentalment, és més facil que hom pugui
saber-ne la causa, els mecanismes que [a servir, i és més planer que
pugui cercar-se la manera de contrarestar-los. Certament, el cincer pot
provocar-se als animals i a les plantes, i també sén coneguts molts agents
fisics, quimics, hormonals i també bactéries o virus que poden originar-lo,
pero no se sap encara res del nexe comi —si tant és que sigui Gnic—
a través del qual s'actualitzen tots aquells agents cancerigens de tan di-
ferents menes.

El principal motiu d’aquest desconeixement prové del fet que els dits
agents no el fan manifestar de seguida d’ésser aplicats, siné després d’un
periode de laténcia muda, de vegades molt llarg, quan la c¢Hula que sofri
directament aquell impacte ja fa temps que no existeix. Aquest fet bio-
logic fa que a I'experimentador li calgui emprar un gran nombre d’animals
que siguin homolegs i tenir-los durant tot aquell llarg temps sota unes
condicions peristatiques i de nutricié molt uniformes i constants, si és que
vol fer una feina veritablement cientifica. Li cal també disposar de
ceHules normals del mateix organ o teixit cancerés per tal de tenir un
terme de comparacié. No cal remarcar que no poden tenirse per compa-
rables, com si fossin ben normals, les célules del mateix animal cancerit-
zat ni, molt menys encara, les c¢Hules d’un altre animal sa de la mateixa
especie, ja que cada individu té les seves propies proteines i acids nucleics
especifics. De fet, mai no poden aconseguir-se aquestes condicions, i és per
aixo que l'experimentaci6 actual s’ha decantat cap a un altre camp total-
ment empiric. Ara s'estan assajant tota mena de substancies, siguin qui-
nes siguin i vinguin d’on vinguin, tot esperant de trobar-ne alguna que
destrueixi les ceHules canceroses sense que perjudiqui gaire els teixits de
I'hoste. Es el mateix empirisme organitzat que s'empra per als antibiotics,
dels quals coneixem ben poc de llur mecanisme d’acci6 perd amb efica-
cia comprensible perque actuen sobre gérmens sempre aliens a les céHu-
les organiques. Per contra, la ceHula cancerosa és com les altres i, per tant,
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totes les substancies que poden atacar-la destrueixen ensems —i potser
abans— les altres ceHules normals de I'organisme.

Esdevé, doncs, indispensable de cercar un model experimental adient
per a copsar quin és, no pas l'agent inductor, siné més aviat per quin me-
canisme comenca la canceritzacié, la qual, primordialment, no és altra
cosa que l'esgarriament de l'organitzacié del teixit en l'drgan afectat. El
veritable misteri biologic no rau pas en el fet que les ceHules canceroses
siguin invasores i viatgeres, sin6 en per qué s'aguanten quietes i perfec-
tament arrenglerades les c¢Hules dels teixits normals.

La utilitzacié de bactéries com un bon model experimental ens per-
met d’esquivar aqueixes dificultats, car reuneixen les segiients condicions
favorables:

Producci6 a gratcient de ceHules genéticament homologues, en nombre
infinit i en temps molt breu.

Possibilitat de governar rigorosament totes les condicions quimiques i
fisiques ambientals i de nutricio durant tot el temps que convingui.

Facilitat per a les analisis quimiques i enzimatiques, tant dels cossos mi-
crobians com del medi de cultiu.

Morfologia individual i de les colonies ben caracteristica i clarament
observable.

Possibilitat de provocar canvis visibles i mesurables.

Existéncia d'una organitzacio social perfectament regulada.

Aquesta darrera propietat, fonamental per als estudis de carcinogénesi,
ha restat ignorada fins ara perque els tractats de Bacteriologia es mantenen
fidels a dos conceptes sortosament ja depassats: la multiplicacié exclusiva
per particié binaria equitativa i el fet que les colonies només son pilots
informes de ceHules exactament iguals. Ara sabem que cap d’ambdés con-
ceptes no pot ¢ésser mantingut seriosament. Tant les bacteries aerobiques
com les anaerobiques comencen a multiplicar-se per conjugacié extracor-
poria de llurs acids nucleics; amb el microscopi electronic es veu bé la dife-
rent morfologia de cada una de les substancies coparentals. Com que
aquests aparellaments tenen lloc en el medi de cultiu, és molt més probable
que hi hagi anomalies de recombinacié que després es manifesten en els
caracters de llur progénie i que poden ¢sser confosos amb auténtiques
mutacions. Dit d'una altra manera: les bactéries tenen un sistema genetic
obert. La simple particid, que gaireb¢ sempre ¢és miltiple i no pas binaria,
és un fenomen més tarda i de segon ordre.

En sessions anteriors us vaig mostrar amb proves fotografiques que la
biolcgia de les bacteries segueix amb tot detall els conceptes fonamentals
de la sociologia humana, fins al punt que cada colonia inclou tots els
caracters d'un individu multiceHular autonom i, en certa manera, inde-
pendent de les altres colonies germanes d'un mateix cultiu, perque esta

96



MODEL BACTERIA PER A L’ESTUDI DE LA CARCINOGENESI 5

recoberta d'una mena de cuticula protectora. Per dins, esta també organit-
zada en districtes o sectors amb llur comportament, els quals sén governats
des del mig de la colonia, on, gairebé segur, és on es formen les noves
bacteries, segons que demostren les ones de creixement sincronic, els nos-
tres experiments de microcirurgia i els fallits intents d’empelts interco-
lonials que us vaig presentar fa dos anys.

La formaci6 de colonies visibles no és obligatoria per a totes les bac-
téries viables, perd quan ho fan, adquireixen propietats noves que no
tenen les que viuen lliurement en els medis liquids. L’associacié colonial
els reporta avantatges: millor homeostasi, la qual ajuda a la diferenciacié
enzimatica que déna lloc a més produccié de toxines o d’antigens i, pot-
ser també¢, a caracteritzar i potenciar llur poder patogen. L’exemple més
tipic i complet de tot el que he dit, el tenim en I'espécie Tyrothrix scaber,
que compleix tots els requisits basics necessaris per a constituir una veri-
table societat: aillament fisic, sistema de comunicacié i distribucio, ordena-
ci6 de poder i ritual extern, tal com podeu veure en les segiients imatges.

Si després d'aquesta demostracié iconogrifica podia haver-hi algun
dubte pel que fa a lexistencia d'una perfecta ordenacié social de
les colonies bacterianes, sera prou per a esvair-lo de saber que podem anor-
rear-la voluntariament i, quan aixo s'esdevé, no tan sols es modifica forca
la morfologia de les colonies, sind que sofreixen canvis tan importants la
bioquimica i la biologia de les bacteries, que podem dir amb tota raé
que els hem provocat un veritable cancer.

¢Com I'hem feta, aquesta transformacio maligna, i per que diem que ¢s
un cancer? Treballant preferentment amb I'espécie T'yrothrix, la morfo-
logia colonial de la qual ¢és ben caracteristica, observarem que afegint
petites quantitats de blau de metil¢ (Bm) —i altres colorants també— en el
mateix moment de fer una nova sembra, I'aspecte de les colonies esdevé
monstruds i perden la finor i la regularitat estructural que mostren en estat
normal. Convé de fer notar que el dit canvi visible no té lloc fins després
d’un cert periode durant el qual la colonia aparentava ésser immodificada;
¢s a dir, existeix un perfode de laténcia muda la significacié del qual comen-
taré més endavant. El fet més important, perd, és que també perden els li-
mits definits de llur periféria, de la qual surten filaments (no s6n altra cosa
que corrues de bacteéries) que s'infiltren per I'agar del voltant.

Aquests canvis morfologics son heretables i progressius. En les ressem-
brades ulteriors, sense tornar a posar-hi colorant, I'aspecte extern de les
colonies cada vegada és més impressionant i de vegades té la mateixa
fesomia del cancer humd maligne que Broders qualifica de «gelatindsy.

En els medis liquids, on no podem veure colonies prou grosses, també
s'observen canvis notables; el medi esdevé llepissés i més fort de color, el
creixement és més abundant i el sediment bacteria costa d’escampar-se
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finament en remenar-lo, tot quedant en forma de petites laminetes més
denses.

En el Tyrothrix normal, els elements bacilars son de mida mitjana,
moderadament mobils i prenen bé els colorants basics: amb el metode
de Gram es veuen alguns elements negatius, perd la majoria es tenyeixen
fortament; son cepats i de superficie ben llisa i regular. Quan els hem
canceritzats, son molt més llargs, esprimatxats, mig buits i amb unes estruc-
tures internes semblants a beines de pésol, facilment apreciables amb el
microscopi electronic. Acostumen a bellugarse més de pressa, perd aixo
no ho fan pas sempre. La majoria son Gram negatius i no prenen gens
bé¢ els colorants basics.

Una troballa prou sovintejada per haver-nos cridat 'atencié ¢és 1'exis-
téncia de conjugacions extracorpories entre tres o més bacteries, en lloc
d’ésser entre dues com d’habitud en el Tyrothrix normal. Tan sovint
es veuen, que sospitarem que aquesta anomalia génica potser era la causa
Gnica de la transformacié cancerosa. Per tal d’aclarir-ho, férem cultius
de Tyrothrix normal en medi liquid, sense Bm pero amb agitaci6 vibra-
toria continuada. L’aspecte de les colonies sobre agar també fou un xic
monstruds, perd no tingué cap dels altres caracters que veurem de
seguida. Malgrat aixo, és evident que la barreja génica desmanegada
fa algun paper en la transformacié maligna de les bacteries.

Entre els colorants que hem assajat només han resultat cancerigens els
de caracter basic; el acids no ho han estat mai, amb la sola excepcié del
blau tripan. Es curids que, llevat del verd Janus i del groc Labopa, només
son actius els de color blau, malgrat pertanyer a grups quimics diferents.
Aquesta coincidéncia ens porta a realitzar alguns experiments encaminats
a saber si tot plegat no era un afer de longitud d’ona transmesa; resulta
que no és pas aixd, tal com era d’esperar, car no sén cancerigens tots els
colorants d’aquest to. Un detall molt important perque¢ confirma el con-
cepte de cancer en les bactéries, és que no son actives totes les marques
de Bm ni adhuc tots els lots d’'una mateixa fabrica, perque la composicio
dels colorants gairebé mai no és ideéntica, i el mateix Bm és una barreja de
violeta de metile i d’atzur; cadascun d'aquests fa alteracions diferents
i especifiques a la mateixa espécie bacteriana. Aixo vol dir, doncs, que
també en la canceritzacié de les bactéries hi ha d’haver una intima i precisa
interrelacié entre 'agent inductor i la célula receptora, pel qual motiu
no resulten afectades totes les colonies d’'una mateixa placa; sempre en
resta un petit nombre amb fesomia normal. Aquesta especificitat es ma-
nifesta tamb¢ en el fet que els colorants que canceritzen el Tyrothrix tam-
poc no ho fan a totes les altres especies, sind tan sols a unes de determina-
des. Quan tindrem un xic de lleure intentarem d’investigar si la receptivi-
tat a l'agent cancerigen és un afer d’especie, considerada individualment, o
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bé si és un caracter comu a tot un génere o classe de bactéries que pogués
tenir algun resso taxonomic. Una tercera dada que confirma l'esmentat
caracter especific de la canceritzacié: cadascun dels colorants inductors per-
torba I'estructura de les colonies d’una manera diferent i caracteristica, per
bé que els trastorns bioquimics acostumen a ésser els mateixos.

Aquestes pertorbacions arquitecturals sén ben sorprenents, perd ho sén
molt més encara els canvis bioquimics i biologics que experimenta el
Tyrothrix després d’un tnic i breu contacte amb Bm. De bon comen-
¢ament ja observarem que li conferia més halofilia i menys resisténcia
a la calor; perd alguns enzims (amilasa, gelatinasa) i en sintetitza de
nous (ureasa, alanina decarboxilasa, proteinasa); adquireix poder litic
sobre els eritrocits del conill d’'Indies; el seu sistema deshidrogenasic, de
bon tros esllanguit, esdevé sensible al cianur i refractari a I'estimul extern
amb glucosa o acid formic. Després hem anat comprovant que la pertorbacié
biologica és molt més profunda, ja que toca als mateixos acids nucleics,
segons que demostren les segiients dades experimentals:

a) Canvis en la sensibilitat als antibiotics, ates que aquests actuen
a diferents nivells moleculars.

b) Indiferéncia enfront de la tripaflavina; aixo indica que els seus
acids nucleics no sén iguals que en el Tyrothrix normal.

¢) Conseqiiencia d’aixo, sintetitzen proteines diferents, apreciables en
els cromatogrames de llurs hidrolitzats (fig. 4).

d) Sintetitzen nous antigens, capac¢os d’induir la formacié d’anticos-
$0s especifics.

e) Aixi com el Tyrothrix normal injectat al conill d’'indies el mata
rapidament, quan esta canceritzat viu i es multiplica dins I'animal, pot
refer-se de la sang i de tots els organs, als quals ocasiona algunes lesions
histologiques, poc importants, pero.

/) La modificacié soferta pels acids nucleics es posa de manifest a les
corbes de titulaci6 amb retorn dels ADN respectius. El mateix meétode
aplicat a llurs ARN no mostra cap diferéncia mesurable.

g Tots aquests canvis sén heretables i progressius i també es trans-
meten per mitja d'ultrafiltrats acellulars. En aquest darrer cas, pero, només
ho transmeten a la seva mateixa especie i no a les altres especies, per bé
que aquestes siguin a la vegada canceritzables pel blau de metile. Aixo
forneix un ferm argument per a creure que el dit trastorn resideix en
els acids nucleics que, ja se sap, sén estrictament especifics de cada espécie,
aixi com tamb¢ sabem que no s'aparellen mai les ramificacions genétiques
d’especies diferents.

No pot, doncs, quedar cap dubte del perjudici causat als acids nucleics.
Per al cas que manquessin més proves, hem pogut registrar fotograficament
I'accié pertorbadora del Bm sobre els nucleoproteids de les bactéries sensi-
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bles en el moment que sén més facilment accessibles per estar situats
al defora del cos bacteria, és a dir, quan formen part de les ramificacions
genetiques. Aquest ¢s I'inic moment que pot tenir efecte cancerigen el Bm;
en la fase M o de saturacio del cultiu la seva accié és nula. Vegeu en
aquestes imatges com la morfologia ben definida i caracteristica del T'yro-
thrix queda com esbandida, esborrada dins un magma confus. Els apa-
rellaments ja no soén biparentals com d’ordinari, siné que s'apilen sense
ordre ni concert els elements nucleals de tres o de més bacteries. Un fet
curiés és que al cap de poc tornen a tenir la fisonomia habitual, perd
la confusié genica ja s’havia efectuat, i ¢s ben clar que el resultat de tot
aixd no pot pas ésser igual que en circumstancies normals. Ara ¢s el mo-
ment millor per a afegir que l'altra condicié fonamental perque tingui
lloc la canceritzacié és la preséencia d’oxigen molecular; en condicions
totalment anaerobiques no hem pogut provocarla mai, almenys en el
Tyrothrix, perd no ho hem provat encara amb especies anaerobiques
estrictes. Ja veurem més endavant per que assenyalo aquests fets condi-
cionants.

Els canvis bioquimics i biologics que he descrit, per ells sols no signi-
fiquen altra cosa siné que les bacteries s’han tornat diferents i res més.
Quan hom parla del cancer en general vol dir que la seva diferencia
amb les ceHules normals consisteix a haver adquirit una evident malig-
nitat i a fer-se invasores i toxiques pel mateix teixit d'on procedeixen i fu-
gen a distancia en forma de les anomenades metastasis. Si puc parlar de
cancer en les bactéries ¢s perqué també tenen aquests senyals de malig-
nitat; sén invasores i toOxiques envers llur mateixa especie, com ho de-
mostra llur conducta en els cultius simultanis, on les colonies cancerit
zades anorreen les colonies normals i ocupen el lloc d’aquestes després
d’haver-los ocasionat una degeneracié vitria a distancia, per mitja d’algun
enzim del tot comparable a la toxohormona que tenen les ccHules can-
ceroses. Es facil de comprovar l'existéncia d’aquest enzim: quan la co-
lonia atacada ha sofert ja la seva transformacio vitria, encara conté bac-
téries viables que, en ressembra sobre agar, donen colonies d'aspecte
normal, perd que al cap de 24 hores desapareixen del tot per lisi.

Aquesta agressivitat envers la mateixa espécie ancestora duu aparellat un
altre fet ben curiés. En sessions anteriors vaig mostrar-vos els fenomens
de canibalisme entre les colonies de T'yrothrix normal i d’E. coli F.
Doncs bé: el Tyrothrix canceritzat és inofensiu pel dit E. coli F. i les seves
colonies conviuen estretament en la mateixa placa sense donar senyals
d’enemistat, la qual cosa indica una vegada més que el canvi enzimatic ha
estat transcendent.

Malgrat que de bell antuvi mogui a incredulitat, el cert és que el
Tyrothrix canceritzat fa també metastasi. Es clar que no poden estar a
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gaire distancia perque en els medis de cultiu semisolids no hi ha possibi-
litats de circulaci6 llunyana, pero es veuen bé en aquestes imatges que us
presento. Les petites colonies surten quan la colonia principal ja no creix
més, estan escampades pel seu voltant i no arriben mai a fer-se de la mida
d'aquesta. En algunes fotografies semblen procedir de l'esfondrament
secundari d'una colonia grossa, pero és molt més probable que préviament
s’hagués disgregat el grup de bactéries que després formen la colonia,
a causa precisament de la manca de la inhibici6 de contacte —tan ben
estudiada per Abercrombie, Moscona i Eagle— causa primaria de la
canceritzacié com us he dit al comencament. Tots vosaltres coneixeu bé
el que hom ha dit de la biologia de la ceHula cancerosa perqueé em calgui
repetir-ho ara i establir comparacions amb la biologia del Tyrothrix modi-
ficat pels colorants. Acabeu de veure que son iguals, adhuc en 'existéncia
d'un perfode de laténcia muda abans de segregar-se el caracter patologic.
Per tant, no és incorrecte ni aventurat tenirlo per un veritable cancer
de les bacteries.

Tot plegat seria només curids, si no ens hagués servit per a estudiar
quin ¢és el mecanisme d’accié dels cancerigens. Aixo ha estat possible
perqué aquest model bacteria ajuda forca la investigacié en diferents aspec-
tes d’aquest primordial problema. Anem a veure per quins raonaments
i amb quins experiments hem arribat als remarcables resultats que us
mostraré després.

Efecte oxigen: Ja he dit que cal perqué¢ el Bm tingui accié canceri-
gena, i aixd fa pensar tot seguit en un procés semblant al de les radia-
cions ionitzants, a les quals son més sensibles les c¢Hules ben oxige-
nades, potser perqué la conductancia de les purines i pirimidines creix per
absorcié d’oxigen (Basu, 1963). Les dites radiacions poden arrencar un sol
electr6 d’una molécula i convertir-la en un radical lliure, i tots sabeu que
tant aquests com els peroxids tenen una reactivitat exagerada i progressiva
que va des d'una fase estimulativa fins a la fase toxica i destructora. Aixo
s'esdevé igualment amb el Bm: concentracions baixes canceritzen les bacte-
ries, perd quantitats fortes les maten. Era temptador, doncs, de creure en
una possible acci6 dels peroxids, atesa llur afinitat pels fosfats, els grups
amino de les bases nucleiques, els carboxils de la histidina (Bergel, 1955)
i perqué s’havia assenyalat llur caracter mutagénic per a les bactéries
(Wyss, 1947). Com sigui que les diferents técniques per a detectar peroxids
en els cultius bacterians no ens donaren resultat segur, hem afegit quantitas
variables de H,O, a cultius de Tyrothrix normal, sense blau metilé.
Les colonies formades després d’aixo tenien fesomies quelcom diferents,
pero recobraren l'aspecte normal en els recultius. Es cert que afegint
catalasa poden evitar-se les dites alteracions —que també es produeixen
amb altres oxidants com sén els ferrocianurs o el permanganat— perd
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només el Bm ha ocasionat canvis permanents i heretables a certes espeécies
bacterianes.

Metilacié: Essent tetrametilat el Bm, podia també pensar-se en un
mecanisme de transmetilacié la importancia biologica del qual no cal re-
marcar ara. Hem fet molts assaigs amb substancies polimetilades sense haver
reeixit mai a canceritzar bactéries. Tan sols una oxicetona —capsorru-
bina— ocasiond un curiés fenomen, independent de la canceritzaci6, que
pot ésser el tema d’'una altra comunicacié.

Efecte de tenyit: La ben coneguda selectivitat entre colorants basics
i acids nucleics tampoc no ens diu res sobre el poder cancerigen, puix
que no sén pas tots, només uns quants, els que resulten actius per a unes
determinades espécies i no per a les restants. Altrament, el verd metil
es fixa especificament als acids nucleics, perd no fa ni el més petit trastorn
al Tyrothrix.

Estructures i transferéncies electroniques: Schmidt (1938) fou el pri-
mer a suggerir que el poder cancerigen depén de la concentracié d’elec-
trons en una regi6 ben precisa de la molecula. Es fonamentava en el fet que
la hidrogenaci6 dels hidrocarburs, en transformar els electrons « en elec-
trons g, anorrea completament aquella acci6. Segons ell, el cancer seria
una malaltia electronica. El desenvolupament teoric i experimental d'a-
questa idea ha donat lloc a interessantissims treballs que no ens poden
entretenir ara. M’atinc només a dir que, segons Pullman i colaboradors,
com més acostats siguin els valors K —densitat d’electrons— de I'orbital
superior ocupada i de lorbital inferior buida, millor transbordadora
d’electrons sera la molecula. I els valors K del blau metile séon 0.398 i
0.354 respectivament, la qual cosa li confereix grans avantatges en aquell
sentit.

Malgrat tot, les propietats electroniques no sén prou per a justificar
llur accié cancerigena. La tionina té uns valors K identics perd no can-
ceritza pas el Tyrothrix. Per tant, només el Bm li ha fet canvis hereta-
bles de caracter génic, que no poden comparar-se amb els que ocasionen
els antimitotics (colquicina, acetonafté) que haviem estudiat fa temps.
Aquests darrers desorganitzen tan fortament les ramificacions genetiques
que priven del tot la multiplicacié de les bacteries. El Bm ho fa al nivell
molecular i només es fa visible durant un breu perfode al comengament
del cultiu. A jutjar per les corbes d’absorci6 en el proxim infraroig
sembla que en lloc de transferir-se un sol electr6 s’hagi fet la transferencia
de dos electrons amb reestructuracié molecular més profunda; és tant
com dir una veritable oxireduccid.

Es segur, doncs, que I'acci6 del Bm ha d’estar implicada en un procés
biologic tan refinat com és la respiracié cellular, o sigui el transport d’e-
lectrons travessant un rengle de graons substrat-enzim, per tal de reduir
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I'oxigen molecular i de formar compostos fosforilats rics d’energia. Com
a resultat d'un gran nombre d’estudis sobre la respiracié bacteriana, hom
sap que segueix la seqii¢ncia: DNPH— flavoproteina —> citocrom b —>
—> citocrom ¢ —> citocrom a—>a, —>O,, perd quan manquen oxidases
0 manca oxigen, 'acceptor final d’hidrogen poden ésser els nitrats o els
sulfats inorganics. Es una propietat de les bactéries el fet que puguin adap-
tar-se amb relativa facilitat a qualsevol de les cadenes respiratories, i el
Tyrothrix scaber n’és un magnific exemple.

Aquesta serie de fenomens escalonats de la respiracié aerdbica trontollen
forca per culpa del blau metile, segons que veiem amb les dades experi-
mentals obtingudes a redds d'alguns conceptes generalment acceptats:
a) el citocrom a; no ¢és sensible als cianurs (Keilin); per tant, atés que
aquests darrers inhibeixen la respiraci¢ del T'yrothrix canceritzat, vol dir
que li manca I'oxidasa terminal; b) les sals de tetrazolium reaccionen al ni-
vell de la citocromoxidasa; justament perqué el Tyrothrix canceritzat és
deficient d’aquest enzim, resta totalment inhibit amb quantitat de tetra-
zolium inferiors de molt a les que tolera indiferent el Tyrothrix normal;
¢) quan el desenvolupament d'un microorganisme és rapid en preséncia
de glicerol o d’etanol com a tunica font de carboni, el seu sistema ener-
getic ha de passar pel sistema citocromic (Slominski, 1953); el Tyrothrix
canceritzat no creix de pressa en semblants condicions; per tant, la seva
cadena citocromica esti afectada, almenys a l'oxidasa terminal, la qual
cosa esta d’'acord amb els resultats espectrals que Gause i coHaboradors
efectuaren amb llevats de respiracié deficient. Igual que aquestes dar-
reres, el T'yrothrix canceritzat fixa selectivament l'eosina en els medis
amb eosina-blau metil¢ (Gause) o eosina-blau tripan (Nagai).

Sembla, doncs, que I'accié del blau metile té lloc segons l'esquema que
dona Slater amb proposit ben diferent. S'estableix un curt circuit que lliga
directament I'hidrogen de les flavoproteines amb I'oxigen, sense utilitzar la
serie progressiva dels citocroms, sigui perqué aquesta s’hagi desconnectat o
perque aleshores no li calgui. El resultat immediat és que per aquell cami es-
biaixat o drecera no poden formar-se prou enllagos pirofosforics (Newton,
1963) amb la consegiient minva energética funcional. Ho confirma 1'accié
del dinitrofenol i el diclorofenol-indofenol, els quals també desacoblen les
fosforilitzacions oxidatives i canvien molt la fisonomia de les colonies, pero
tampoc no ¢s heretable la dita alteracié. Per tals dificultats respiratories,
el metabolisme del Tyrothrix canceritzat es decanta cap a la glicolisi.
Ho confirma aixi 1’accié del fluorur sodic, el qual deté el seu creixement,
1 no, en canvi, el del Tyrothrix normal, justament perqué inhibeix els
enzims glicolitics.

Tot aixo ens pot fer entendre els greus trastorns morfologics i enzima-
tics produits pels colorants que canceritzen Tyrothrix, perd no expliquen
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gens per qué sén heretables indefinidament. Hem reunit algunes dades refe-
rents a les modificacions que també ocasionen als acids nucleics, provinents
de la dificultat respiratoria anomenada abans o bé —molt més probable—
per interaccié directa entre ells. Ja és sabut que el grup amino dels colo-
rants basics s'uneix amb el fosforic dels acids nucleics que tenen carrega
negativa per damunt del pHz. Aquesta unio salina queda inhibida gairebé
del tot quan hi ha un excés del NaCl (Parker, 1949). Hem comprovat que en
brou salat (NaCl 5 %) el blau metile no canceritza el Tyrothrix, malgrat
que quan aquest estava ja canceritzat abans, tolera concentracions salines
que poden arribar al 10 9.

Els acids nucleics canceritzats no s6n iguals que en estat normal. Ja
he citat abans la diferent resposta enfront de la tripaflavina, inhibidora
de llur sintesi. A la dilucié de 1'1/50.000 priva totalment la multiplicacié
del Tyrothrix normal, perd ens ha calgut rebaixar-la fins a 1I'1/1.000 per-
qué inhibeixi el creixement quan esta canceritzat. Hem estudiat bastant
detingudament I'accié «in vitron del blau metile sobre els acids nucleics
del Tyrothrix. La maxima absorcié a 255 my de 'ADN (30 pg/ml) en
sol. salina 0,15 M, es desvia fins a 270 my, i també perd 25 9, de viscositat
relativa després d’'estar en contacte 24 hores a o°. Ja he remarcat abans
que la histeresi de les corbes de titulacié «d’anada i tornada» i la diferent
afinitat pels colorants basics son molt significatives «in vivo» en la variant
canceritzada.

La mateixa interaccié es tradueix també a les corbes d’absorcié del
blau metil¢ a la regi6 visible de I'espectre. Si hom hi afegeix ADN, el seu
pic de maxim s’escorre cap a 670 my, i en surt un altre a 625 my. No he
tiobat res d’aixd amb I'’ARN. Es molt probable, doncs, que s’hagi format
un complex de transferéncia de carrega (Bullock, 1967), atés que els co-
lorants poden intercalar-se entre les parelles de bases dels acids nucleics
(Lehrman, 1964), en el qual cas hi ha una fortissima interaccié amb llurs
electroncs r, per la raé que aleshores la distancia interanular no passa de
3.5 A (Duchesne, 1963) (figs. 1-3).

Cal remarcar que, tal com passa amb els efectes cancerigens, no totes
les mostres d'un mateix colorant fan els mateixos efectes sobre cada un dels
ADN estudiats. Aixo és un greu destorb per als experiments, pero, ensems,
és la prova evident que cal un estat de competéncia mutua entre la
molécula del colorant i cada ADN particular. Observeu que ¢és el mateix
que hom ha comprovat en la carcinogeénesi dels organismes superiors. No
sé pas dir si aquestes alteracions de ’ADN s’esdevenen abans o després dels
trastorns observats a la cadena respiratoria. Sigui com sigui, donen rad
que es faci heretable i progressiu el canvi sofert per les bactéries, una
de les principals caracteristiques del cancer.

Tot just som al comencament de l'estudi de la carcinogeénesi experi-
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mental, perd, pel que fa a les bactéries, hem aprés que podem evitar el
cercle viciés metabolic que porta a la canceritzacid, i també hem vist que
aquesta pot fer marxa enrera, adhuc després d’haver-se manifestat perma-
nent. Bé que encara molt incomplet, el coneixement del seu mecanisme
patogénic ens ha guiat pel cami d’aconseguir-ho, fonamentant-nos en les
consideracions que segueixen: No essent un sol efecte peroxidatiu, era poc
probable que pogués contrarestar-se amb compostos només reductors perd
sense altres propietats acompanyants. Els assaigs fets amb vitamina C no
aconsegueixen d’evitar clarament l'accié cancerigena del blau metile. Tam-
bé fallaren altres compostos antiradiaccions (cisteina, serotonina, metil-etil-
guanidina, etc.). Ates que la cadena citocromica esta desllorigada i man-
quen fosforilitzacions oxidatives, les bacteries poden adoptar un altre cami
respiratori els acceptors finals del qual son els sulfats inorganics, sempre i
quan puguin disposar-ne en quantitat i qualitat avinents, cosa poc probable
en els medis de cultiu ordinaris. Hem esmercat molta activitat en l'estudi de
compostos sulfurats, ja que el sofre és un element essencial en molts feno-
mens biologics, sobretot en el metabolisme del fosfor, el qual pot ésser
estimulat o frenat manipulant el sofre (Harold, 1963). Hom sap també
que els grups —SH anullen els radicals lliures provinents de radiacions ionit-
zants, que inhibeixen els lipoperoxids, que estabilitzen l’estructura pro-
tefnica mitjancant enllacos H (Fraenkel-Conrat, 1956) i que poden en-
grandir llur corona de valéncies fins a 10 electrons, utilitzant 1’orbital d,
amb la qual cosa estabilitzem un carbani6é vei (Pryor, 1962). I hom sap
també que I'accié inhibidora dels cianurs sobre les deshidrogenases pot
ésser compensada pels ditionits (Arvy, 1957).

L’interes cap aquest element, de qualitats tan favorables per al nostre
intent, puja més de to perque temps enrera jo I'havia estudiat ampliament
per a d’altres problemes i havia sintetitzat un complex sulfurat apte per a
introduir sofre a la molécula de 'ADN i d’estabilitzar les proteines. Aquest
complex, afegit als cultius de T'yrothrix, priva l'efecte cancerigen del blau
metilé i també pot retornar al Tyrothrix canceritzat tots els seus carac-
ters morfologics i enzimatics normals, adhuc la composicié en aminoacids
de les seves proteines.

Ja ha estat prou llarga aquesta exposici6 de fets, i no féra prudent d’en-
tretenir-vos amb altres detalls experimentals. Us diré només que 1'accié del
dit complex no consisteix pas a neutralitzar alguna substancia toxica difu-
sible. Semblaria versemblant que fos aixi, car ja he dit abans que la
canceritzacié pot ésser transmesa per mitja d'ultrafiltrats aceHulars. En
realitat, només és efectiu quan hi ha bacteries viables amb capacitat de
formar ramificacions genétiques extracorpories, perd tenim indicis per a
creure que també actua a d’altres nivells, especialment la cadena respirato-
ria; per ra6 de les seves notables propietats: cedeix electrons al blau me-
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tile i el decolora, adhuc en preséncia d’oxigen molecular, més selectiva-
ment i de pressa que els flavoproteids; també pot cedir-los directament al
citocrom ¢ 1 a tota la cadena fins a 'oxigen i d’acoblar ensems la, sintesi
de compostos rics d’energia (Aleem, 1966).

No cal dir que no hem deixat de comprovar si el Tyrothrix cance-
ritzat pot retornar a la normalitat d’'una manera espontania. No ha succeit
mai durant els quatre anys que fa que treballem en aquest problema.

Finalment, hi afegiré un altre fet que pot tenir forca significacié biold-
gica. Els cultius de Tyrothrix canceritzats i tornats a la normalitat amb
aquell compost no poden recanceritzar-se altre cop, ni amb concentra-
cions de blau metilé tres vegades més fortes que les que foren efectives
la primera vegada. Aquesta mena de vacunacié o immunitat s’ha mantingut
en els recultius, i 'hem poguda transmetre —parcialment, és cert— amb
ultrafiltrats aceHulars. Es, doncs, una propietat adquirida per les bacteries
i que traspua cap al medi de cultiu d’'una manera o altra. Ates que les
membranes emprades en les ultrafiltracions tenen uns foradets de 100 my,
i poden deixar pas a les unitats elementals de les ramificacions genétiques,
la mida de les quals ¢s de 25-30 my, la resisténcia a la canceritzacié transmesa
passivament podria ésser deguda a una nova codificacié genética. Aixd
féra possible, pero en manca la demostracié.

Tot el que he dit fins ara es refereix, només, a les bactéries i amb prefe-
réncia a l'espécie Tyrothrix scaber. Si les coses apreses i els resultats acon-
seguits podran aplicar-se o no a la cancerologia dels organismes superiors,
no ho sé pas. Es evident, pero, que els models bacterians han provat ésser
una eina molt valuosa per a aquesta mena d’estudis i ens han permes de
veure que la malaltia cancerosa no és fatalment irreversible, siné que pot
fer marxa enrera. No pot negar-se que aixd és bastant esperancador.

DISCUSSIO
Dr. ALEMANY

Felicita el doctor Xalabarder pel seu treball. Puix que l'estudi ha estat
realitzat sobre aspectes d’anormalitat morfologica de les colonies bacteria-
nes, no creu apropiada la denominacié de carcinogenesi: en els casos de
cancer hi ha influéncia de l'organisme sobre les céHules canceroses, les
quals, d’altra banda, sén diferents, segons sembla, de les no afectades.
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Sr. FOLCH

Pregunta al doctor Xalabarder fins a quin punt és comparable la hipo-
tetica organitzacié de les colonies bacterianes amb I'estructura tissular
dels pluricel-lulars i, en consequéncia, fins a quin punt son traslladables
els estudis d'un terreny a l'altre.

Dr. VALLMITJANA

Diu que cal que ens congratulem de l'aportacié del doctor Xalabarder.
Potser caldria definir el concepte de colonia, arreu poc precis, perd és indis-
cutible que s’ha produit una modificacié o canvi encara que no sigui pos-
sible de precisarne la natura exacta. Les bactéries aporten dades fona-
mentals per al coneixement basic de la Genetica, funcié clorofilica, etc.
Es possible que també puguin ésser un model adient per a 'estudi de la
carcinogeénesi.

Dr. J. BABOT

Vol saber si tots els treballs han estat fets amb microscopi electronic.

Dr. XALABARDER

Diu al doctor Alemany que el cancer comporta la desorganitzaci de
les ceHules d'un teixit i la transmissié d’aquesta alterabilitat a les celu-
les veines. Aixd mateix és el que passa a les colonies considerades. Si el
nom de cancer no plau, pot ésser canviat, pero el fenomen és el mateix.
Creu, a la vista dels estudis realitzats, que destruir les ceHules canceroses
no treu cap a res; més aviat cal mirar d’esbrinar les motivacions que oca-
sionen la desorganitzaci6, i aleshores mirar d’eliminar-les.

Participa al senyor Folch i al doctor Vallmitjana que ell esta convengut
de l'organitzacié de les colonies bacterianes. No sap fins a quin punt els
estudis que ha fet amb bacteries son traslladables als pluricelulars, pero
en linies generals els creu valids per a qualsevol organitzacié tissular.

Fa saber al doctor ]ordi Babot que, efectivament, tots els estudis han
estat fets amb microscopi electronic.
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Dr. DOMINGO

Creu que l'estudi exposat pel doctor Xalabarder hauria d’anar inclos
dins un capitol de lisi bacteriana. Mentre no coneixerem bé els mecanismes
d’autolisi sera una mica agosarat, potser, de parlar d'una malaltia con-
creta. Manifesta que ell hauria enfocat el problema des d’aquest punt de
vista de l'autolisi, per bé que reconeix que no ha treballat tant en aquests
assumptes com el doctor Xalabarder.
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