
Methode histo-chimique en bloc pour la demons­
tration des diaphorases et etude sur la presence de 
r activite enzymatique et oxydo reductrice dans les 
tissus normaux, pretumoraux et tumoraux de Ia 
peaut et son rapport avec Ie metabolisme de la 

cellule cancerouse 

JUAN VALENZUELA Y CHACON 

Professeur Adjoint de Ia Chaire d'Histologie de Madrid. 
Section d'Histochimie de l'lnstitut Cajal. Madrid. 

RESUMEN 

Se estudian en cinco tipos tumorales de piel, asi como en tejidos normales y adyacentes, las 
actividades de un grupo de enzimas 6xido-reducci6n y se hace un estudio comparative entre tejidos 
normales, adyacentes y tumorales, observandose Ia disminucion en los tumores de Ia actividad diafo­
rasas TPN y DPN y del citocromo b como consecuencia logica del aumento de los procesos anaerobios 
en los tumores. 

Se preve una enorme formaci6n de acidos grasos en los tumores y preponderancia en los mismos 
de Ia via oxidativa de Ia glucosa del acido fosfogluconico, con Ia consiguiente formacion de pentosas 
y acidos nucleicos. 

En este mismo trabajo se describe un nuevo metodo para diaforasas en bloque, de gran sencillez 
y buenlsimos resultados. 

RESUME 

L'auteur etudie dans 5 types tumoraux de Ia peau, ainsi que dans les tissus adjacents et normaux, 
les activites d'un groupe d'enzymes oxydo-reduction, et met en evidence une etude comparative entre 
les tissus nonnaux, adjacents et tumoraux, qui permet d'observer Ia diminution dans les tumeurs 
de l'activite diaphorase TPN et DPN et du cytochrome b comme consequence logique de !'augmenta­
tion des processus anaerobiens dans les tumeurs. II prt!voit une enorme formation d'acides gras dans 
les tumeurs et une preponderance dans ces dernieres de Ia voie oxydative de Ia glucose de l'acide 
phosphogluconique avec Ia formation consequente de pentosases et d'acides nucleiques. 

Dans ce meme travail, !'auteur decrit une nouvelle methode pour les dfaphorases en bloc, d'une 
grande simplicite et dont les resultats ont ete excellents. 

SUMMARY 
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The activity of a group of oxide-reducing enzimes are studied in five types of skin tumors and 
a comparative study is made between normal, adjacent and tumor affected tissues, observing the 
decrease of the TPN and DPN diaphoretic activity in the tumors as well as that of the b citochrome 
as the logical consequence of the in crease of the anaerobian processes in the tumors. 

A great formation of grease acids is foreseen in the tumors and a preponderance of the oxidating 
passage of the glucose of the phosphogluconic acid in the same with the subsequent formation of 
pentoses and nucleus acids. 

This report also describes a new method characterized by its great simplicity and excellent 
results for mass diaphoretics. 
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KPATKKR OB30P 

]CCJie,I~yeTCii B 5-Tll Tlffia.Jt KOl't!!liX onyxoJien, a TaJtll(e B .!!OpMaJibHI:IX J!: npl{JI&ra­

JlllliH TKaHJIX, aKT:tBHOCTb rpynnH OKKCm~TA.qbHO-BOCCTaHOBI{~iJI!rui:IX 3H<IKM K npOBO,lii{TCII 

CpaBHJITeJlbHHa aHaJill3 Mi~Y HOpMaJibHHWi, npi{JieraJJ~KMi K OllYAOJl9BHM~ TK&HIIMKj HaCl­

Jl!O,ll&eTCJi npll 3 TOM yMiiHblllEIHlle &KTKBHOCTK ,[IK&~03 "TRI .'!- I{ "DPN " I{ ~TIITOXpOMR "B" B 

OllYAOJIIIX, K&K JIOrK'IHOC CJI9,IICTBI!8 ysem~'leHJ~II aHa3p00HWC npOL\iCCOB B onyxo.q~~x. 

fip6,!1YCM&Tp148&9TCJi OCl0&30BRl!KB 8 C)Q,ibiDi!X KOJIJ('I9CTBaX llilpHi:iA KI{CJIOT il ony­

XOJliiX I( npeOOJIAAaHKe B HKX npOL\EICCa OKitCJI6Hl'!'l r.WK03!i q:oc¢1JpHO-rJIIDK03HOro OK:tCJia. 

co CJie,[IOBaTeJibHHM OClpa308aHI!9M ll9HT03 K Hy~IEIKHOBOn KI!CJIOTH. 

d 3Toll lite paCloTe onacuaaeTCII !!OaHa npocToa M&TO,[I ,[IJIII rpynnoaHx ,[ll{a•.[Ja3, 

.,D,BJOillllll xopo!Oiaa peayJihTa:.o. 

Dans un travail precedent, nous avons 
etudie toute une serie d'enzymes hydrolyti­
ques dans les tumeurs de Ia peau ainsi que 
dans les tissus normaux et adjacents. Les 
enzymes etudiees etaient les suivantes: les 
phosphatases, tant acides qu'alcalines, les 
lipases, esterases non specifiques, ~ gluco­
ronidases, amylopeptidases, cholinesterases 
et phosphorilases. 

Dans le present travail, nous etudions, 
comme suite a !'etude precedente, les enzy­
mes oxydo reductrices dans les memes tis­
sus normaux adjacents et tumoraux de Ia 
peau. 

En vue de leur etude, nous avons grou­
pe ces enzymes de Ia fac;on suivante: 

A) Oxydases.-En catalysant le passage 
de l'hydrogime d'une maniere specifique 
sur !'oxygene moleculaire. 

I) Cytocromes oxydases, indophenolo­
xydases. 

B) Deshydrog{mases anaerobies. - En 
catalysant le passage de l'hydrogene sur 
un accepteur dans des conditions anaero­
bies. 

I) Systeme du succin deshydrogenase. 

II) Systeme DPN deshydrogenase. 

Ill) Systeme TNP deshydrogenase. 
IV) Diaphorases DPN et TPN. 
A Ia suite des resultats obtenus et de ceux 

qui ant ete mis en lumiiHe au cours du tra­
vail sur !'etude des enzymes hydrolytiques, 
nous pouvons etablir toute une serie de 
conclusions qui, a notre sens, presentent un 
interet special pour l'eclaircissement des 
metabolismes tumoraux. 

Nous avons utilise du materiel humain 
recent en provenance de biopsies et d'au­
topsies. Le nombre total de tumeurs utili­
sees a ete de 22 dont 5 etaient de simples 
basaliomes, 4 epinocellulaires, 4 papillomes 
malins, 4 melanomes et 5 nevus. 

Methodes 

Nous avons employe les methodes de 
Nachlas - Tsou - Souza - Cheng et Seligman 
pour le succin deshydrogenase. Methode de 
Hess - Scarpelli - Pearse pour Ia lacticodes­
hydrogenase glucose-6-phosphato deshydro-
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g{mase, isocytricadeshydrigenase. Methode 
de Nachlas pour Ia cytochrome oxydase et 
Ia methode en bloc de Valenzuela y Cha­
con 1966 pour Ia diphosphopiridin diapho­
rase et Ia triphosphopiridindiaphorase. 

DPN et TPN DIAPHORASES 

Methode: 

1 o Pieces de 3 mm d'epaisseur, recem­
ment extraites. Les submerger dans le me­
lange suivant et laisser incuber durant 1-2 
heures. 

DPNH ou TPNH .................................. .. 
Solution de tironine a 1/500 ................. . 
Tampon "tris" 0,2 M pH 10,4 ................. . 
Chlorure de Cobalt 0,5 M .................... . 
NT a 1% ......................................... . 
Chlorure de magnesium 0,05 M ........... . 
Solution 0,003 M de phenylurethane ........ . 

7 mgr. 
2 c. c. 
3 c. c. 
2 c. c. 

10 c. c. 
0,5 c. c. 
2 c. c. 

2° Laver dans de l'eau destillee avec 
2 gouttes d'acide clorydrique normal pen­
dant 5 minutes. 

3° Fixer dans du formol, pendant 15 
minutes, dans une etuve a 37°. 

4° Laver dans de l'eau distillee pen­
dant 3 minutes. 

5° Coller le bloc avec de Ia gomme ara­
bique sur une piece de bois et effectuer des 

coupes de 1 0 fl· 
6° Deshydratation dans de l'alcool sui­

vant Ia regie detaillee ci-dessous: 

Minutes 

Alcool 30% .................... . 
Alcool 40% .................... . 
Alcool 60% ................... .. 
Alcool 95% .................... . 
Alcool absolu ................... . 
Xylol et Baume 

CONSIDERATIONS SUR LA METHODE EN 
BLOC DPN ET TPN DIAPHORASES 

Les pieces-blocs ne doivent pas voir une 
epaisseur superieure a 3-4 mm. Par centre, 
Ia surface de Ia piece-bloc peut avoir celle 
que l'on desire. L'avantage est que l'on peut 
obtenir, de cette fa~on, de grandes coupes 
de tissus, ce qui facilite !'interpretation to­
pographique de l'activite enzymatique. 

FIG. !.-Reaction fortement active de DPN diaphorase. 
Naevus Oc: 10 X Ob 45 X 6L. Agrandissement echelle num. 9. 
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L'incubation peut etre realisee entre 60 
minutes et deux heures. Neanmoins, chaque 
tissu a, naturellement, des temps differents 
d'incubation. Pour cette raison, il convient 
done d'introduire dans le meme flacon deux 
pieces du meme tissu. A partir de Ia pre­
miere heure d'incubation, on retire une des 
deux pieces et, tout en lavant legerement, 
on effectue deux ou trois coupes par con­
gelation. On met ensuite l'une des coupes 
sur un couvre-objet avec une goutte d'eau 
et l'on regarde au microscope pour contrO­
Ier Ia reaction. En cas de reaction positive, 
on retire les deux pieces et l'on continue 
les stades suivants de Ia methode. Par cen­
tre, si elle est negative et si !'incubation est 
insuffisante, on introduit Ia piece conge­
lee, a nouveau, dans le flacon et l'on con­
tinue toutes les demi-heures en faisant des 
controles jusqu'a !'obtention de Ia reaction 
desiree. Si apres trois heures environ d'in­
cubation Ia reaction n'apparait pas, nous 
pouvons tranquillement Ia denommer "reac­
tion negative". 

Une fois les coupes realisees et apres 
avoir monte le tout avec de Ia gomme ara-

FIG. 2.-Reaction de forte activite enzymatique DPN 
diaphorase dans un tissu normal de Ia peau. Oc: 
10 X Ob 45 X 6l. Agrandissement echelle num. 9. 

bique, on peut continuer a controler Ia reac­
tion au microscope. On peut egalement in­
troduire, a nouveau, les coupes pendant 2' 
a 50° dans Ia meme sOlution incubatric afln 
de renforcer Ia reaction. 

La fixation dans du formal du stade 3 
de Ia methode dans se faire dans une etuve 
et avec du formal a 1 0 % neutralise et 

FIG. 3.-Reaction de forte activite enzymatique isocytri­
co-deshydrogenase. Basaliome. Oc: 10 X Ob 45 X 6L. 

Agrandissement echelle num. 9. 

concret que l'on emploiera apres avoir ete 
filtre. 

On peut egalement mettre le bloc dans 
une solution de 2 % d'agar. Apres l'avoir 
laisse refroidi, on le coupe parfaitement en 
coupes atteignant jusqu'a 2 mm, d'une pro­
prete et d'une precisions extraordinaires. 
L'avantage est que l'on peut garder le bloc 
dans un refrigerateur pendant plus d'un 
mois sans que l'on observe un changement 
quelconque. Nous preferons !'introduction 
dans de l'agar au montage avec de Ia gam­
me arabique car les coupes sont aussi ex­
traordinaires que celles quel 'on obtient avec 
Ia celo"idine dans les techniques classiques 
histologiques. Et l'avantage est que !'opera­

tion avec l'agar s'effectue en deux ou trois 
minutes. 

En ce qui concerne le pH parfait du mi-
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lieu d'incubation, apres plusieurs essais a 
differentes echelles de pH, nous sommes 
arrives a Ia conclusion que, pour appliquer 
cette methode, il se situait en 9 et l 0 appro­
ximativement. 

l'emploi de cette technique en bloc per­
met d'obtenir des precipites d'une grande 

SUCCIN-DESHYDROGENASE 

Methode: 

1° Coupes au cryostat de l 0-15. 
2° Incubation pendant 10'-2 h. dans le 

substrat suivant: 

FIG. 4.-Reaction de forte activite enzymatique isocytrico-deshydrogenase. 
Naevus. Oc: 10 X Ob 45 X 6l. Agrandissement okhelle num. 9. 

finesse des localisations specifiques qui evi­
tent les diffusions. 

CYTOCHROME-OXYDASE 

Methode: 

l ° Coupes au cryostat de l 0 ~L d'epais­
seur. 

2° Incubation dans le melange suivant 
pendant une demiheure: 

Tampon de phosphate 0,1 M, pH 7,4 ......... 3 c. c. 
Naphtol 0,1 % .... .. .. .. .... .. .. .. .. . .. .. .. .. .. .. .. .. 4 c. c. 
4-amyno-1-N, N-dimethyl naphtylamine a 0,2 %. 4 c. c. 
Catalase a 30 1-' g/c. c. ........................... 1 c. c. 

3° lntroduire rapidement dans du chlo­
rure de sodium a 0,9 %. 

4° Montage en glycerine. 
localisations en couleur pourpre. 
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Solution a 0,1 % de nitre B-T .................. 10 c. c. 
Solution de succin tamponne .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. . 10 c. c. 

3° laver pendant l minute dans une 
solution de NaCI a l %. 

4° Deshydrater dans de l'alcool suivant 

Ia regie suivante: 

A !cool a 30 % .................. .. 
A !cool a 40 % .................. .. 
A !cool 8 60 % ................... . 
AI cool 8 80 % ................... . 
A !cool absolu .................... . 
Xylol .............................. . 

Minutes 

5 
5 
3 
2 
2 

20 a 3o 

5° Montage en baume du Canada. 
On obtient de bans resultats avec l'acide 

malique comme inhibiteur de l'activite et 
du controle enzymatique. II detruit en effect 
l'activite enzymatique en"bloquant les grou-
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FIG. 5.-Reaction positive d'activite lactico-deshydroge­
nase. Naevus. Oc: 10 X Ob 45 X 6L. Agrandissement 

echelle, num. 9. 

pes -SH. On obtient egalemente !'inhibitions 
avec l'acide oxalate-acetique. 

REMARQUES CONCERNANT 
LA METHODE 

II faut rejeter tout type de fixateur car 
il detruit l'activite enzymatique. 

Les coupes doivent etre de 1 0 a 20 p. 
Les resultats sont meilleurs avec Ia plus 

grande epaisseur qu'avec Ia petite. 
Etant donne que cette enzyme est inso­

luble et qu'il ne se produit pas de diffu­
sions, il n'y a aucune crainte a prolonger 
le temps des incubations. 

D'accord avec Farher et Louviere ( 1956) 
on obtient d'une fa~on franchement osten­
sible !'acceleration de Ia reduction de te­
trazolium si l'on ajoute au melange incu­
bateur de petites quantites d'un colorant 
d'oxyde-reduction car il augmente sa sensi­
bilite. Nous y avons ajoute 1 c.c. d'une 
solution de bleu de methylene a 1 p. 500 
et nous avons pu reduire le temps de !'in­
cubation de 8-12 minutes. Nous avons vu 
le cas que dans des incubations presentant 
des resultats negatifs au bout de 10 mi-

FIG. 6.-Reaction de forte activite lactico-deshydrogenase. Melanome. 
Oc: 10 X Ob 45 X 6L. Agrandissement echelle num. 9. 
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nutes, ceux-ci devenaient fortement posi­

tifs au bout de 15 minutes apres avoir 

ajoute le colorant transporteur d'oxyde re­
duction. Ces resultats ant une plus grande 
fermete d'image et de localisation que dans 

FIG. 7.-Reaction positive de forte activite lactico-deshy­
drogenase. Basaliome. Oc: 10 X Ob 45 X 6L. Agrandis­

sement echelle, num. 9. 

les incubations normales avec du succin 

mais sans le bleu de methylene. Nous avons 
obtenu des resultats positifs dans 1 00 % 

des cas. 

Dans les methodes de centrale nous 

avons employe au bien !'inactivation par 

l'acide malique dans de petites quantites 

1 c.c. a 1 % au bien le nkhauffement prea­

lable a 80 % pendant 1 heure. Une me­

thode effective de centrale est de traiter Ia 

preparation pendant une demi-heure avec 

une lipase et en employant du succinate 

dans !'incubation posterieure. On ne reduit 
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pas le tetrazolium si nous ajoutons du bleu 
de methylene a l'oxyde reducteur. 

Pour preparer Ia solution tamponnee de 

succinate, on melange a parties egales une 
solution de succinate de sodium 0,2 M et 

un tampon de phosphate 0,2 M a pH 7,6. 

Mais on obtient un meilleur resultat avec 

un pH plus acide. Nous avons ajuste le pH 

dans toute son echelle et nous avons ob­

tenu les meilleurs resultats avec un pH 

de 5,6. 

Pour ces deshydrogenases, nous avons 

employe parfois les techniques par coupes 

FIG. a.-Reaction de forte activite isocytrico-deshydro­
genase. Basaliome. Oc: 10 X Ob 45 X 6L. Agrandis­

sement echelle, num. 9. 

et d'autres fois les techniques en bloc. les 

resultats sont identiques dans l'une ou l'au­

tre variete technique. Cette derniere a ete 

effectuee de Ia fac;on de 9 c.c. a 1 % de NT; 
0,1 M de phosphate buffer a pH 7,4 + 1 c.c. 

de 0,3 M de succinate de sodium. Incuba­

tion a 37° pendant 1-2 h. Fixation poste­

rieure dans du formal neutralise. Coupes 

de 10 ~L - 15 J.l. a pres avoir monte le bloc 

avec de Ia gomme arabique. 

Methode de Hess - Scarpelli - Pearse pour 

le lactique deshydrogenase, deshydrogena­

se isocytrique. 
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FIG. 9.-Reaction positive forte d'activite lactico-deshy­
drogenase dans les papillomes malins. Oc: 10 X Ob 

45 X 6l. Agrandissement echelle, num. 9. 

1° Coupes au cryostat a pres une immer­
sion dans un melange d'acetone + Co2 
sol ide. Epaisseur de 6-10. Les coupes sont 
montees sur un couvre-objet. 

2° Deposer sur le coupe le milieu d'in­
cubation que nous donnons ci-apres. 

3° lncuber 15' a 37°. Parfois si l'acti­
vite est faible on peut augmenter ce temps 
jusqu'a 1 h. 

Milieu d'incubation: 

Solution du substrat M/1 ..... .. ....... .... 0,1 c. c. 
+ DPN ou TPN selon les cas M/10 ...... 0,1 c. c. 
+ Solution de chlorure de magnesium 

0,05 M ....................................... 0,1 c. c. 

FIG. 1 C.-Reaction de forte activite lactivo-deshydro­
genase. Melanome. Oc: 10 X Ob 45 X 6L. Agrandis­

sement echelle num. 9. 

+ Tampon, different solon les cas 
+ Solution nitre BT a 0,1 % .............. . 
+ De l'eau distil lee afin de completer .... .. 
+ Polyvinylpirrolidone ....................... . 

0,25 c. c. 
0,25 c. c. 
1 c. c. 

75 mgr. 

Pour Ia deshydrogenase isocytrique, on 
emploi l'acide isocytrique comme substrat 
en ajustant le pH a 7 par le "tris". Comme 
tampon, on peut employer le tampon de 
phosphate 0,06 M a pH 7. 

Pour le lactique on emploi: al-lactate de 
sodium et un tampon de phosphate 0,06 M 

a pH 7. 
4° Apres !'incubation on lave les coupes 

dans du CIH 0,1 M et, ensuite, dans de 

l'eau distillee. 

FIG. 11.-Reaction de forte activite isocytrico-deshydro­
genase. Basaliome. Oc: 10 X Ob 45 X 6l. Agrandis­

sement echelle num. 9. 

5° Fixation pendant 1 0' dans du for­

mol a 10 %. 
6° Laver dans de l'alcool a 10 %. 

FIG. 12.-Reaction de forte activite isocytrico-deshydro· 
genase. Papillome malin·.· Oc: 10 X Ob 45 X 6l. 

Agrandissement echelle, num. 9. 
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7° Lavage dans de l'eau distillee. 
8° Montage en glycerine-gelatine. 

REMARQUES SUR LA METHODE 

La TPN doit etre employe avec les des­
hydrogenases suivantes: glucose 6 phospha­
te, isocytrique et le DPN avec le lactique. 

Dans l'etude de ces enzymes, il est tres 
important que le pH du substrat se trouve 
en 7. Nous avons realise des etudes avec 
differents pH et les meilleurs resultats ont 
ete obtenus avec le pH 7. 

Veronal buffer a pH 7,6 + 1 c.c. de 
0,1 MgCI• et un autre de 0,5 M MnCI• en 
solution + 7 c.c. de TPN. Incubation pen­
dant 1 h. 

RESULTATS 

Apres avoir realise ces methodes, nous 
avons obtenu les resultats suivantes: 

Disphophopyridine nucleotide di~phorase. 
Dans un tissu normal de Ia peau cette en­
zyme se presente avec une grande activite. 
Dans l'epiderme et le cytoplasma cellulaire 

fi~. 13.-G6 P D. Reaction positive ( + + +) Naevus. Oc: 10 X Ob 45 X 6l. 
Agrandissement echelle num. 9. 

Methode pour Ia Glucose-6-phosphate 
deshydrogenase. La methode employee pour 
cette etude a ete Ia suivante. Coupes en 
cryostat. Incubation dans: 4 c.c. de 0,02 M 
disodium glucose-6-phosphate 3 c.c. de Ni­
tre BT solution (5 mg/3 c") + 11 c.c. 0,1 M 
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elle nous donne une reaction fortement po­
sitive, surtout dans Ia couche granuleuse et 
dans les rangees de cellules basales, avec 
des cercles bleutes auteur du noyau. Dans 
les follicules pileux, les memes halos appa­
raissent et presentent une forte reaction po-
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sitive. lis se trouvent avec Ia meme inten­
site et Ia meme forme dans les glandes se­
bacees. La keratine present une tres faible 
reaction ainsi que le reste du derme. 

Dans les tumeurs et· les zones adjacentes 
normales on observe une diminution de 
l'activite enzymatique. Nous trouvons une 

nieres par rapport a leur tissu normal. 
Nous n'avons pas obtenu non plus d'indices 
reactifs dans les nevus, dans les tissus nor­
maux ou dans les tissus pathologiques. 

Gl ucose-6-phosphate deshydrogenase .­
Dans les tissus de peau normale, cette en­
zyme se presente avec une forte reaction 

FIG. 14.-G6 P D. Reaction positive ( + + + Y Basaliome. Oc: 10 X Ob 45 X 6l. 
Agrandissement echelle num. 9. 

reaction moderee dans les basaliomes et les 
papillomas malins ainsi que dans les mela­
nomas que nous avons etudies. Dans les ne­
vus-tant dans le tissu normal adjacent que 
dans le tissu proprement tumoral-les reac­
tions ont ete d'une negativite absolue. 

Triphosphopyridine nucleotide diaphora­
se.-La reaction de cette enzyme par rap­
port a Ia prededente est tres curieuse. En 
effet, les resultats que nous avons observes 
son identiques dans leurs reactions positi­
ves et negatives. En general, i1 existe Ia 
meme diminution enzymatique dans les tu­
meurs et les zones adjacentes de ces der-

positive surtout dans les cellules superficiel­
les de l'epiderme ainsi que dans Ia kera­
tine et les follicules pileux. On n'observe 
aucune activitll-ou alors elle est extreme­
ment faible dans les couches basales, dans 
les glandes sebacees et le reste du derme. 

Dans les tissus adjacents Ia presence d'en­
zymes est moderee dans toutes les locali­
sations mentionnees precedemment. Aucu­
ne activite digne d'etre mentionnee n'a pu 
etre observee. 

Dans les basalipmes, Ia reaction est for­
tement positive dans les cellules de Ia su­
perficie et, nulle ou presque, dans le reste 
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du tissu tumoral. Nous trouvons Ia meme 
forme de localisation et d'intensite reactive 
dans les papillomes malins. 

les epinocellulaires presentent seulement 
une reaction moderee dans les cellules su­
perficielles. les nevus et les melanomes pre­
sentent une tres faible reaction ou aucune 
activite. 

Dans !'ensemble, il n'y a pas de chan­
gements ostensibles de Ia glucose-6-phos­
phate dans les tissus normaux et tumoraux. 

Cytochrome oxydase.-Seule Ia couche 
basale de Ia peau normale a presente une 
forte reaction positive; avec le reste des 
localisations etudiees, nous n'avons obtenu 
qu'une Iegere reaction moderee. 

Dans les tissus adjacents tumoraux, nous 

FIG. 15.-G6 P D. Reaction positive ( + + +) Papillome 
malin. Oc: 10 X Ob 45 X 6l. Agrandissemenl echelle, 

numero 9. 
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n'avons observe qu'une faible reaction dans 
toutes les preparations. Dans les melanomes 
Ia reaction est moderee. Cette enzyme ne 

FIG. 16.--G6 P D. Reaction positive ( + + +) Epithe­
liome epinocellulaire. Oc: 10 X Ob 45 X 6l. Agrandis­

sement echelle, num. 9. 

presente qu'une faible reaction dans le res­
te des tumeurs que nous avons etudiees; 
mais cette reaction n'est pas observee dans 

FIG. 17.-Forte activite enzymatique. Diaphorase TPN. 
Basaliome. Oc: 10 X Ob 45 X 6l. Agrandissement 

~chelle, num. 9. 
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taus les cas qui ant ete etudiees. Dans !'en­
semble on observe peu de reactions enzy­
matique dans les tumeurs par rapport aux 
tissus normaux de Ia peau. 

Succin deshydrogenase.- On remarque 
de fortes reactions positives dans les loca­
lisations etudiees sur Ia peau normale: fol­
licules, derme, couche granuleuse, keratine 
et glandes sebasees. C'est peut-iHre dans 

FIG. lB.-Reaction positive moderee d'activite enzyma· 
tique TPN diaphorase. Papillome. Oc:lO X Ob 45 X 6L. 

Agrandissement echelle, num. 9. 

Ia couche granuleuse que Ia reactivite de 
cette enzyme se presente avec le mains de 
vigueur. Neanmoins, elle se manifeste. 

Dans les memes localisations · des tissus 
adjacents tumoraux on remarque une dimi­
nution enzymatique qui est beaucoup plus 
patente dans les tumeurs etudiees. 

Nous pouvons conclure en indiquant que 
le succin deshydrogenase diminue quanti­
tativement dans les tumeurs de Ia peau tels 
que les l;>asaliomes, papillomes malins, me­
lanomes, nevus et epinocellulaires. 

Lactique deshydrog{mase.-Tant dans les 
follicules que dans le derme, Ia couche gra­
nuleuse, Ia keratine et les glandes sebacees 
de Ia peau normale, Ia reaction histochimi-

que de cette enzyme presente un caraCtere 
positif mais d'une faible intensite. Cette 
intensite demeure dans taus les tissus ad­
jacents des tumeurs etudiees sauf dans les 
papillomes malins o~ l'activite du lactique 
deshydrogenase est extremement faible. Par 
centre, dans les zones de Ia tumeur l'in­
tensite reactive apparait enormement aug­
mentee avec une reaction de quatre croix 
similaires. L'isocytrique deshydrogemase pre­
sente les memes reactions dans les tissus 
normaux, les tissus adjacents de Ia tumeur 
et les tissus tumoraux. 

Dans !'ensemble en observe un accrois­
sement eleve des deux enzymes dans les 
tumeurs de Ia peau que nous avons etu­
diees. Mais, comparativement, les reactions 
du lactique deshydrogenase sont encore 
plus intenses que celles de l'isocytrique des­
hydrogenase. 

CONCLUSIONS 

A Ia suite des resultats obtenus, on peut 
observer une grande diminution des dia-

FIG. 19.-Cytochrome oxydase. Reaction moderee. Ba­
saliome. Temps d'incubation plus long. Oc: 10 X Ob 

45 X 6L. Agrandissement echelle, num. 9. 
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FIG. 20.-Cytochrome oxydase. Reaction moderee. Pa­
pillome malin. Temps d'incubation plus long. Oc: 
10 X Ob 45 X 6l. Agrandissement echelle, num. 9. 

FIG. 21.-Reaction d'activite moderee, succin-deshydro­
genase dans le tissu adjacent d'un epitheliome epino­
cellulaire. Oc: TO X Ob 45 X 6l. Agrandissement 

echelle, num. 9. 

phorases TPN et DPN car, comme dans le 
cancer le metaboljsme anaerobie est aug­
mente, contrairement aux cellules normales, 
il y a une deficience de catalyseurs de l'oxy­
dation: peu de diaphorases et une diminu­
tion du cytochrome C. 

FIG. 22.-Reaction isocytrico-deshydrogenase. Forte activite. Tissu adjacent d'un 
papillome malin. Oc: 10 X Ob 45 X 6l. Agrandissement eche.l,le num. 9. 
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La nicotinamide a une grande importan­
ce dans Ia synthese du DPN et l'on sait 
que les vitamines B font partie du TPN et 
du DPN et que le deficit de celles-ci aug­
mente les processus anaerobies entrant dans 
le cercle vicieux du deficit des catalyseurs 
de l'oxydation et de !'augmentation de Ia 
g lucose-6-phosphate. 

nucleiques, ce qui est une autre des fina­
lites de Ia voie de l'acide phosphogluco­
nique. 

C'est-a-dire qu'une .. augmentation de Ia 
synthese des acides gras est possible ainsi 
qu'une augmentation dans Ia synthese d'aci­
des nucleiques en raison de Ia deviation de 
Ia glucose par Ia voie de l'acide phospho-

FIG. 23.-Cytochrome oxydase dans un tissu adjacent d'une tumeur epinocellulaire. 
Oc: 10 X Ob 45 X 6L. Agrandissement echelle num. 9. 

Dans l'oxydation de Ia glucose-6-phospha­
te, il se produit une reduction enzymatique 

de l'anneau pyridimique de TPN mais ce 
TPNH ne s'oxyde pas dans les mitochondries 
et il semble que l'une des missions du 

TPNH H, forme dans Ia voie du phospho­
gluconique, consiste a servir d'agent reduc­
teur pour Ia synthese des acides gras; l'on 
sait que taus les organes qui oxydent Ia 

glucose par Ia voie du phosphogluconique 
sent d'actifs formateurs d'acides gras et de 
sterols. 

Nous avons dit que dans les tumeurs 
etudiees, il y a une grande quantite de glu­
cose-6-phosphate deshydrogenase et celle­

d peut faire que Ia glucose-6-phosphate 
passe a 6-phosphogluconate lactone et, con­
tinuant Ia reaction, finisse par former des 
pentosanes forts pour Ia synthese d'acides 

FIG. 24.-Reaction de forte activite isocytrico-deshydro­
genase. Basaliome. Oc: .JQ X Ob 45 X 6L. Agrandis­

sement echelle, num. 9. 
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gluconique, et un accroissement de Ia phos­
phogluconate. Cet accroissement peut avoir 
un rapport avec le commencement du pro­
cessus neoplasique puisque cette enzyme 
semble etre !'enzyme de Ia croissance. 

La diminution du cytochromooxydase est 
expliquee par Ia predominance de facteurs 
anaerobiens dans le metabolisme des cel­
lules cancereuses, ce qui explique l'accrois­
sement tres grand des deshydrogenase iso-

TIS S U 

Enzymes Follicules Derme 

Diaphorases DPN +++++ +++ 
Diaphorases TPN +++++ +++ 
Cytochrome oxydase ...... ++ ++ 
Succin deshydrogenase ... +++ +++ 
Lactique deshydrogenase. ++ ++ 
I socytrique deshydrogena-

se ........................... ++ ++ 
Glucose-6-phosphate ...... +++ ++ 

cytrique et lactiques et une diminution du 
succin deshydrogenase. 

En resume, un fait semble patent: !'aug­
mentation de Ia fermentation dans les pro­
cessus cancereux en raison du manque de 
catalyseurs respiratoires, et Ia grande sig­
nification de I' accroissement des acides nu­
cleiques et Ia synthese des acides gras par 
!'intervention de Ia voie oxydative de Ia 
glucose de l'acide phosphogluconique. 

NORMAL 

Couche Couche Glandes 
Granuleuse Keraltine Basale Sebacees 

++++ ++ ++++ +++++ 
++++ ++ ++++ ++++ 

++ ++ +++ ++ 
++ +++ +++ +++ 
++ ++ ++ ++ 

++ ++ ++ ++ 
+++ +++ + 

TIS S U ADJACENT TUMORAL 

Papil/omes 
Enzymes Basa/iomes Malins Metanomes Nevus Epinocellu/a:res 

-------
Diaphorases DPN ++ ++ ++ + 
Diaphorases TPN ++ ++ + -I- + 
Cytochrome oxydase. + + + ' + 'i' 

Succin deshydroge-
nase .................. ++ ++ ++ ++ 

La clique deshydroge· 
nase ·················· ++ + ++ -!-+ -H-

Glucose-6-phosphate .•. ++ + + + + 
lsocytrique deshydro· 

genase ··············· ++ ++ ++ ++ ++ 

T I S S U TUMORAL 

Papillomes 
Enzymes Basa/iomes Ma/ins Melanomes Nevus Epinocellulaire> 

-----
Diaphorases DPN ++ ++ ++ 
Diaphorases TPN ++ ++ + + 
Cytochrome oxydase. + + ++ 
Succin deshydroge- + 

na;e .................. + + + + + 
La clique deshydroge- ++ 

nase .................. ++++ ++++ ++++ +++ + 
Glucose-6-phosphate ... +++ +++ + + ++++ 
lsocytrique deshydro- ++ 

genase ............... ++t+ +++ +++ +++ +++ 
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RESUMEN 

En este trabajo estudiamos, como con­
tinuaci6n de trabajos anteriores, las enzi­
mas 6xido-reductoras en tejidos normales, 
adyacentes al tumor y tumorales de Ia piel. 

Hemos agrupado estas enzimas del modo 
siguiente: 

A) Oxidasas.-Que catalizan el paso 
del hidr6geno de una manera espedflca 
sabre el oxjgeno molecular. 

I) Citocromo-oxidasas, indefenol-oxida­
sas. 

B) Dehidrogenasas anaerobias.-Que ca­
talizan el paso del hidr6geno sabre un acep­
tor en condiciones anaerobias. 

I) Sistema de succino-dehidrogenasa. 
II) Sistema de DPN dehidrogenasa. 

Ill) Sistema TPN dehidrogenasa. 
IV) Diaforasas DPN y TPN. 

MATERIAL 

Para este estudio hemos utilizado mate­
rial humane reciente de biopsias y de autop­
sias. El numero total de tumores estudiados 
ha sido de 22, de los cuales cinco eran ba­
saliomas, cuatro espinocelulares, cuatro pa­
pilomas malignos, cuatro melanomas y cin­
co nevus. 

METODOS 

Hemos empleado los metodos de Nach­
las-Tsou..Souza-Cheng y Seligman para Ia 
succino-dehidrogenasa. Metoda de Hess­
Scarpelli~Pearse para Ia lactico-dehidrogena­
sa, glucosa-6-fosfato-dehidrogenasa, isocitri­
ca-dehidrogenasa. Metoda de Nachlas para 
Ia citocromo-oxidasa y metoda en bloque de 
Valenzuela y Chacon para Ia difosfopiridln­
diaforasa y Ia trifosfopiridin-diaforasa. 

RESULTADOS 

Se obtuvieron los resultados siguientes: 
Difosfopiridln nucleotide diaforasa.- En 

tejidos normales de.piel esta enzima se pre­
senta con una gran actividad. 

En Ia epidermis, en el citoplasma celular, 
observamos una fuerte reacci6n positiva de 
esta enzima, sabre todo en Ia capa granu­
losa y en las celulas basales. En los folfcu­
los pilosos se observa del mismo modo una 
fuerte reacci6n positiva, y de igual manera 
en las glandulas sebaceas. La queratina pre­
senta una debil reacci6n, asl como el dermis. 

En las zonas adyacentes tumorales y en 
los tumores se observ6 una disminuci6n de 
Ia actividad enzimatica. Reacci6n moderada 
en basaliomas, papilomas malignos y mela­
nomas; negatividad absoluta en todos los 
nevus estudiados. 

Trifosfopiridln nucleotido diaforasa.-Las 
resultados observados son identicos, tanto 
en sus reacciones positivas como en las ne­
gativas, a los resultados que se obtuvieron 
con Ia enzima precedente. 

Gl ucosa-6-fosfato-dehidrogenasa .-En te­
jido normal de piel esta enzima se presenta 
con una fuerte reacci6n positiva, sabre todo 
en las celulas superflciales de Ia epidermis, 
asl como en Ia queratina y en los folfculos 
pilosos. En las capas basales, glandulas se­
baceas y el resto del dermis, Ia actividad 
enzimatica o bien es nula o bien es extre­
madamente debil. 

En las zonas adyacent~s al tumor, Ia ac­
tividad enzimatica es moderada en todas las 
localizaciones anteriormente mencionadas. 

En los basaliomas, Ia reacci6n es fuerte­
mente positiva en las celulas de Ia super­
flcie y muy debil en el resto del tejido tu­
moraL Se observ6 Ia misma forma de loca­
lizaci6n y de intensidad reactiva en los pa­
pilomas malignos. 

En los espinoceiulares se observ6 sola-
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mente una reacci6n en las celulas superfr­
ciales. los nevus y melanomas estudiados 
presentaron debil reacci6n positiva en Ia 
mayor parte de las veces, tan debil que pue­
de considerarse como negativa. 

En resumen, no se observaron cambios 
ostensibles de Ia glucosa-6-fosfato en teji­
dos normales y tumorales. 

Citocromo oxidasa.-Solamente Ia capa 
basal de Ia piel normal present6 fuerte reac­
ci6n positiva. En el resto de las localizacio­
nes estudiadas no tuvimos mas que ligeras 
reacciones moderadas. 

En tejidos adyacentes tumorales, las reac­
ciones enzimaticas observadas fueron muy 
debiles. En los melanomas, Ia reacci6n fue 
moderada, y en el resto de los tumores es­
tudiados apareci6 solamente una reacci6n 
debil. En conjunto, esta enzima disminuye 
de intensidad en los tumores con relaci6n 
a los tejidos normales. 

Succino-dehidrogenasa.-Se observ6 fuer~ 
tes reacciones positivas en las localizacio­
nes estudiadas en piel normal: foliculo, der­
mis, capa granulosa, queratina y glandulas 
sebaceas, si bien esta enzima se present6 
ligeramente menos activa en Ia capa gra­
nulosa. 

En los tejidos adyacentes tumorales se 
observ6 una disminuci6n de Ia actividad 
enzimatica, que aun fue mas patente en 
los tumores estudiados. 

Se puede indicar que Ia succino-dehidro­
genasa disminuye cuantitativamente en los 
basaliomas, papilomas malignos, melano­
mas, nevus y espinocelulares. 

Utctico-dehidrogenasa.-Tanto en los fo­
Hculos como en el dermis, capa granulosa, 
queratina y glandulas sebaceas de Ia piel 
normal, Ia reaccion histoquimica de esta 
enzima present6 un caracter positive, si bien 
de debil intensidad. Esta intensidad se ob­
serv6 del mismo modo en los teji~os adya­
centes de los tumores estudiados, salvo en 

214 

los papilomas malignos, donde Ia actividad 
lactico-dehidrogenasa fue extremadamente 
debil. En las zonas propiamente tumorales, 
Ia intensidad reactiva apareci6 fuertemente. 
La isodtrica-deh idrogenasa present6 reaccio­
nes similares, tanto en el tejido normal 
como en el adyaccnte tumoral y tumoral. 

Generalmente, se observ6 un aumento de 
Ia actividad enzimatica de estas des ultimas 
enzimas en todos los tumores de piel estu­
diados. Comparativamente, las reacciones de 
lactico-dehidrogenasa son mas intEmsas que 
las de Ia isocltrica-dehidrogenasa. 

CONCLUSIONES 

A Ia vista de los resultados obtenidos, se 
comprueba una disminuci6n de las diafora­
sas TPN y DPN, pues, como el metabolismo 
anaerobic en el cancer, prevalece sabre eJ 
aerobic contrariamente a las celulas norma­
les, debido a que existe una deficiencia de 
los catalizadores de Ia oxidaci6n: disminu­
ci6n de diaforasas y disminuci6n del cito­
cromo C. 

La nicotinamida tiene un papel importan­
te en Ia sintesis del DPN, y se sabe, per 
otro lade, que las vitaminas del grupo B 
forman parte del TPN y del DPN. El deficit 
de estas aumenta los procesos anaerobios, 
entrando de nuevo en el drculo vicioso del 
deficit de catalizadores de Ia oxidaci6n y 
el aumento de Ia glucosa-6-fosfato, con lo 
que sigue prevaleciendo el metabolismo 
anaerobic sobre el aerobic. 

En Ia oxidaci6n de Ia glucosa-6-fosfato se 
produce una reducci6n enzimatica del anillo 
piridinico del TPN, pero este TPNH no se 
oxida en las mitocondrias, y parece que una 
de las misiones de TPNH, formado en Ia 
via del fosfogluc6nico, consiste en servir de 
agente conductor para Ia sintesis de los aci­
dos grasos. 
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Todos los 6rganos que oxidan Ia glucosa 
por esta via son actives formadores de aci­
dos grasos y esteroles. 

Hemos vista como en los tumores estu­
diados hay una gran cantidad de glucosa-
6-fosfato-dehidrogenasa, y esta puede hacer 
que Ia glucosa-6-fosfato pase a 6-fosfoglu­
conatolactona y, continuando Ia reacci6n, 
acabe por formar pentosanas, fuente para 
Ia slntesis de los acidos nucleicos, lo cual 
es otra de· las flnalidades de Ia oxidacion 
de Ia glucosa por Ia vfa del .:kido fosfogu­
clonico. 

Se ve, por todo ella, como es posible un 
aumento de Ia sfntesis de los acidos grasos, 
asl como tambien un aumento de Ia sfntesis 
de los acidos nucleicos, debido, como he­
mas expuesto, a Ia desviaci6n de Ia oxida­
ci6n de Ia glucosa por Ia via del acido fos­
fogluc6nico, con aumento del fosfoglucona­
to. Este aumento puede estar relacionado 
con el comienzo del proceso neoplasico, ya 
que esta enzima parece ser "Ia enzima del 
crecimiento". 

La disminuci6n de Ia enzima citocromo­
oxidasa puede ser explicada por Ia prepon­
derancia de los factores anaerobios en el 
metabolismo de Ia celula cancerosa, lo que 
explica el aumento tan considerable de las 
dehidrogenasas isodtrica y lactica y Ia dis­
minuci6n de Ia succino-dehidrogenasa. 

En resumen, un hecho parece ser bien 
patente: el aumento de Ia fermentaci6n en 
los procesos cancerosos debido a Ia falta 
de catalizadores respiratorios y Ia gran sig­
nif1caci6n que tiene el aumento en Ia for-

maci6n de acidos nucleicos y en Ia slntesis 
de acidos grasos por Ia intervenci6n de Ia 
vfa del acido fosfogluc6nico como vfa oxi­
dativa de Ia glucosa;· 
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