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INTRODUCCION :

. . ¢ - . .
La investigacion terapéutica ha progresado considerable-
o , ~t '
mente en los ultimos diez anos. Los progresos se han centrado
. . & . . e
esencialmente en la comprensicn del mecanismo de accion de los

medicamentos.

Numerosos receptores de medicamentos han podido ser
identificados ; en varios cascs, se ha logrado reproducir esos
receptorés por técnicas, ya clésicas, de ingenieria genética :
aislamiento del ARN mensajero correspondiente a 1la sintesis de
receptores, paso al ADN complementario ; insercion Y expresién de
este ADN en células de colibacilo o de Levadura ; aislamiento de

la proteina receptora, asi producida.

N ) N
La obtencion al estado puro de estos receptores ha permi-
. * . . . [ 4 .
tido emprender estudios finos sobre mecanismos biogqulimicos
fntimos que dan cuenta de la actividad bioquimica de ciertas
. - . £ . .
substancias : por ejemplo, receptores nicotlnico y muscarfnico de

la acetilcolina ; receptor central de benzodiazepinas, etc.

A partir de estos datos y otros anélogos en sus consecuen-
cias/se ha podido, en casos aun demasiado aislados, confeccionar
"a medida" moléculas activas (por ejemplo inhibidores de la
enzima de conversion de la angiotensina ; inhibidores de la

renina, etc.).
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Tenemos pues la esperanza de que esta estrategia cienti-
fica se acentue en el futuro, reduciendo asi la parte aleatoria

en el descubrimiento de nuevos medicamentos.

En espera de este periodo dorado de la investigacién
cientffica, desgraciadamente aun lejana, debemos (con modestia
perc también con metodologla) aprovechar la suerte, utilizar la
intuicidn (la cual no es, al fin v al cabo, sino una forma
aparentemente ilégica de utilizar nuestros conocimientos) para

gque progresen las investigaciones en este campo y ... en otros.

Es de esta forma como debemos seguir trabajando en el

campo de las substancias naturales. Estas nos son proporcionadas

por plantas, microorganismos, animales terrestres o marinos, (of

4
cerca del 80% de las cabezas de serie farmacologicas. Pero en

4
este campo, como en los demas, no se puede investigar sin metodo-~

4 : . .
logia y es preciso saber "guiar lo aleatorio.

Entre las investigaciones que se persiguen, desde hace
nuUmMerosos aﬁbs en el Instituto de Quimica de Substancias Natu-
rales del CNRS en Gif-sur-Yvette, escogeremos varios ejemplos
para demostrar hasta qué punto las substancias naturales siguen

representando un objetivo de investigaciones muy fructuoso.
. 4 : 3
Estos ejemplos demostraran, evidentemente, como la inter-

e . . ¢ é . L !
accion entre la quimica y la biologla, los quimicos y los bio-

. . . . ./
logos, es importante en este tipo de investigacion.

199

kit



# /
I. INVESTIGACION DE NUEVAS SUBSTANCIAS ANTITUMORALES : ESTRATEGIA

¥ CONSECUENCIAS.

Las afecciones tumorales representan la segunda causa de
mortalidad humana por enfermedad. En igualdad de circunstancias,
esta estadfstica es vélida para todo el planeta. Las causas de
cénceres son mﬁltiples peroc cada vez mejor conocidas, asi como
los factores de riesgo. En cuantc a los mecanismos de iniciacién
del proceso canceroso propiamente dicho, los recientes descubri-
mientos sobre los oncégenos, protoencégenos, factores de creci-
miento, hormonas, etc., junto a los de la biologia moleculér,
permiten mejor delimitarlos. Estos descubrimientos deberfan
permitir en un plazo razonable, proponer métodos de tratamiento

e ? 4 . 5 5 o e
todavia mas racionales que los actualmente en uso.

sin embargo, en el estado actual de los conocimientos, la
terapfa de las enfermedades tumorales todavia recurre, separa-
damente o en conjunto, a la cirug{a (reductora o erradicadora), a
la radioterapia, a la guimioterapia y, aungue aun timidamente, a
la inmunoterapia la cual se puede considerar, con tode rigor,

como parte de la gquimioterapia en sentido amplio.

En el campo de la quimioterapia de los canceres en sentido
estricto, la mayorfa de los productos esenciales se han
descubierto hace mucho més de diez dﬁos ; ocurre en este campo 1o
que también se observa con los antibidticos v otros agentes
anti-infecciosos : lo que va esta descubierto restringe conside-
rablemente el campo de 16 que queda por descubrir. Es una eviden-

cia.
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rd . . .
Se progresa pues mas, en el campo de la gquimioterapia

s 3
anticancerosa, por una mejor utilizacion de 1los medicamentos

disponibles (mono- o] poli-guimioterapia). Por ejemplo :
adriamicina 3 y derivados ; podofilotoxina 6 y derivados ;
vinblastina 7, vincristina 8 y derivados ; bleomicina ; agentes

. . . /..
algquilantes wariados ; antimetabolitos, etc.

Pero también se progresa por medic del estudic del

. . 2 . ,
mecanisme de accion de dichos medicamentos. Tendremos la oportu-

nidad, posteriormente, de presentar varios ejemplos de estas
investigaciones cuyas consecuencias sobrepasan a menudo los puros

horizontes medicales.

La quimioterapia constituye pues un componente importante
en el tratamiento de la enfermedad tumoral y resulta a veces el
Jnico utilizable : en los casos de canceres difusos, leucemias,
enfermedad de Hodgkin, linfomas, etc. con o sin el uso conjunto

de otro tratamiento, radioterapia por ejemplo.

Todo esto me ha llevado a desarrcllar desde casi veinte
aﬁos, en el Instituto de Qufmica de Substancias Naturales del
CNRS, en Gif-sur-Yvette, un programa de investigacign de nuevas
substancias antitumorales. Asi hemos obtenidc algunos éxitos
dentro de dos clases de agentes antitumorales : la constituida
por "venenos del huso mitotico" ; Yy la generalmente llamada

"agentes intercalantes', del ADN se entiende.

El punto de partida de estas investigaciones ha sido, en

todos los casos, substancias de origen natural, aisladas de
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plantas terrestres pero también, recientemente, de organismos

marinos.
T ; p e . 2
Es util recordar, en este instante, la clasificacion,
generalmente aceptada de las substancias actualmente en uso en la

A : ’
quimioterapila de los canceres.

Los agentes alguilantes cuyas propiedades electrafilas

particulares les permitten crear enlaces covalentes, sobre todo
carbono-carbono, generalmente irreversibles, con ciertas dianas
biolégicas : proteinas, acidos nucléicos, etc. De esta reacti-
vidad resultan desdrdenes metabolicos o funcionales que traen
como consecuencia la muerte de las células atacadas. Un ejemplo

de este tipo de productos es el Endoxan o ciclofogfamida 1.

: I s . 4.
Los antimetabdlitos que funcionan como "cebos" metabolicos

v se insertan en un proceso bioqu{mico particular, fundamental
para la vida celular y as{ causan una disfuncién de la célula vy
su muerte. El1 metotrexato 2 que inhibe el sistema félico
(traslado de unidades monocarbonadas) es un ejemplo de estos

agentes.

Los agentes "intercalantes'", conocidos por incorporarse en

s .. ' ’ ..
las estructuras nucléicas (generalmente estructuras desoxiribo-
nucléicas : ADN) y perturbar el funcionamiento de dichas estric-

o .’ -' .' a . o
turas : replicacion, expresion, degradacion, etc. La adriamicina

3 pertenece a esta categoria.
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4
Los "venenos del huso" se oponen a la constitucion del

huso (o en casos mas rarcs a su desapariciéﬁ) durante las varias
fases de la divisidn celular. La colchicina 4, aislada del
Ccolchico o el taxol 5, aislado del Tejo, representativos de esta
categor{a, son objeto de investigaciones en nuestro laboratorio,
asi como otros productos del mismo grupo : vinblastina 7,

podofilotoxina 6 y derivados ; hablaremos de ellos.

Aun existen otros numerosos productes utilizados en
gquimioterapia de los canceres gue no pertenecen a ninguna de las
tres categorias precedentes, bien porque se conoce mal su meca-
nismo de accién, bien porque este mecanismo de accid% es distinto

de los ya citados.

Pueden, por ejemplo, actuar en distintos sistemas pro-

. Iy 4 il o
teicos cuya funcion es importante para la vida celular : topo-
isomerasas ; girasas ; replicasas y, probablemente, factores de
crecimiento.

Nuestras investigaciones se han referido esencialmente a

los '"venenos del huso” y a los agentes llamados "intercalantes”.
I.1l. Nuevos venenos del huso :

Sabemos que una de las figuras esenciales, que aparece
durante la divisién celular, es el huso. Las diferentes fases de
este importante acontecimiento en la vida de la célula, descritas
desde hace tiempo, se fundamentan sobre observaciones micros-

L4 : * - 4
copicas y se basan, en efecto, en la aparicion, el desarrollo Yy
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. . I . 3 [4 x
la desaparicion del huso. El huso tiene una funcion esencial en
¢ - . .
la reparticion de los cromosomas a lo largo de la mitosis (o de

la meiosis).

2Ahora bien, ciertas substancias de origen natural se
conocen por perturbar la formacién (o la desapariciéﬁ) de este
huso : la colchicina 4 previamente citada : pero también 1la
podofilotoxina 6 y otros "ligandos" : la vinblastina 7, 1la

vincristina 8, el taxol 5, etc.

Uno de los materiales biolégicos esenciales en la consti-
tucién del huso es una proteina : la tubulina. La estructura de
esta molécula ubicua (se encuentra, por lo menos, en todos los
organismos eucariotas) no es aun completamente conocida ; no se
ha conseguido, hasta ahora, obtenerla cristalizada para poder
elucidar su estructura por medio de estudios radio-cristalo-
gréficos. Sin embargo, del estudio de secuencias primarias de
ciertas tubulinas, establecidas por "clonaje" (2) se destaca una
conservacidn importante de estas proteinas a lo largo de la

.l s -J .
Evolucion (lo cual refleja su funcion "universal').

La tubulina constituye el objetivo principal, si no’énico,
de los "venenos del huso" ; inhiben su polimerizaciéﬁ, O menos
frecuentemente, su despolimerizaciéﬁ {como es el caso del taxol
5). Esta propiedad constituye el fundamento de la elaboracién de
un método de seleccién, simple v répido, de los venénos del huso
. consiste en medir, en condiciones bien especificadas, la inhi-
bicidn de la polimerizacién (o de la despolimerizaciéh) de una

¢
preparacion de tubulina (generalmente extraida de cerebro de
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cerdo o de oveja), por cantidades crecientes de un inhibidor
potencial. Hemos desarrollado este método en nuestro laboratorio.
Usar este método acorta considerablemente el tiempe transcurrido
en la espera de los resultados de las evaluaciones de actividad
de los productos estudiados en animales cancerosos. Esta "prueba
de la tubulina™ tal como la practicamos, evidentemente no dis-
pensa de precisar, después, el nivel de actividad de los pro-
ductos que permite seleccionar ; pero esta seleccién temprana se
ha revelado, hasta ahora, fiel. Teniendo en mano un método de
cribado, hemos podido desarrollar nuestras investigaciones
quimicas. La sintesis biomimética de alcaloides del grupo de la
vinblastina 7 ha sido llevada a cabo, por primera vez, en nuestro
laboratorio (3). Recurre a una reaccién quimica igualmente
descubierta por nosotros : la reaccidn de Polonovski-~Potier (4).
Esta reaccién consiste en substituir, en la reaccion original de
Polonovski, el anhfdrido “acético por el anh{drido trifluoro-
acético. Las consecuencias de esta simple modificacién, sobre el
curso de la reaccidn observada, son considerables vy han dado

lugar a numeroscos estudios por nosotros, v luego‘por otros (4).

Los alcaloides "dimeros" del grupo de la vinblastina 7
son, estructuralmente, constituidos ﬁ%r dos subunidades ellas
mismas derivadas de dos precursores biogenéticos de estos alca-
leides complejos : la catarantina 9 vy la vinaolina 10, presentes
en la misma planta : Catharanthus roseus G. Don (vincapervinca de
Madagascar) y otras especies vecinas, pertenecientes todas ellas,

'
a la familia de las Apocinaceas.
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Cuando se trata el amindxido de catarantina 11 con el
anhidrido trifluorocacéticdo, vy se ahade la wvindolina 10, se
obtiene, mayoritariamente, tras reduccién in situ, la anhidro-
vinblastina 12, que posée la configuracid% 16'S indispensable

para la actividad biolégica (Cuadro I).

Es interesante notar gque esta sfntesis, realizada en Gif,
desde 1974 (3), puso fin a una larga serie de esfuerzos infruc-
tuosos desarrollados en los Estados Unidos, en canada v en varios

otros paises con el mismo objetivo.

Estos esfuerzos se motivaban sobre todo por los precios
alcanzados por estos medicamentos que siguen siendo, todavia, los
mas caros del mundo. (Los precios de venta actuales fluctuan
alrededor de 250 millones de Ptas/kg para la vinblastina 7
(VelbéR) o de 1700 millones de Ptas/kg para la vincristina 8
(Oncovin R)).

Por otra parte, el hecho de poder obtener, por hemi-
sfntesis, estos alcaloides complejos, también permitfa proyectaf
la preparacién de nuevos derivados, resultando de una modifi-

e . ./ .
cacion, previa a su "union", de los dos precursores : catarantina

9 y vindolina 10.

La obtencién de estos nuevos productos, inaccessibles a
partir de la misma vinblastina de corigen natural, nos permitia
esperar la ampliacién del arsenal terapéutico y una meijor eva-
luacidn de las relaciones que existen entre la estrictura de

estos productos y su actividad terapéutica.
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CH; COOCH, .
9 : Catharanthine 10:vindoline = v

12 : Anhydrovinblastine (16'S)
- : TABLEAU |

Cuadro I
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La aplicaciéh repetida de 1la reacciéh de Polonovski
modificada a la anhidrovinblastina 12 previamente obtenida por

. 0] [ . .
esta misma reaccion, conduce, con buenos rendimientos, a 1la

nor-anhidrovinblastina, bautizada por nosotros NAVELBINA C) 13

(Cuadro II) (6). La Navelbina inhibe, como la vinblastina pero en
un grado superior, la polimerizacién de la tubulina. Ha llegado,
actualmente, a la fase II de evaluacion clinica Y Se espera que

. 4 P
pronto enriguecera nuestro arsenal terapéutico.

El desarrollo de este producto, en las fases precl{nica v
clinica, ha sido el objeto de una colaboracién con G. MATHé, el
malogrado Dr. MARAL, la Dra. P. RIBAUD y sus colaboradores del
Instituto de Cancerologia e Inmunogenética de Villejuilf, que se
extendidﬁ luego, a varios otros centros franceses y también
extranjeros, con el concurso de los Laboratorios Plerre Fabre,
encargados de comercializar el producto (7). Los estudios de
farmacologia preclfnica han sido, también, realizades en
colaboracidn con el Laboratorio de Farmacolog{a y Toxicologia
Fundamental del CNRS en Tolosa, primero bajo 1la direccién de
Cl. PAOLETTI v después bajo la de J. CROS y sus colaboradores. A

[4 . x .
todos ellos expreso aqul mi agradecimiento.

Las diferencias de actividad terapéutica de la Navelbina,

~parada a la vincristina o la vinblastina, va observada a nivel
I3 s é - . 8 .

su linteraccion con la tubulina, gquizas se explique por la

. . .
ferencia de estructura quimica gue caracteriza estos productos:

- un ciclo de nueve elementos en la parte "superior" de

las moléculas de tipo vinblastina y una secuencia :
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E : Nor - anhydrovinblastine = Nave!bine®

Cuadro II
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‘s

Indol - CH, - CH, - Nb‘~ (de tipo triptamina)

2 2
- un ciclo de ocho elementos, en el caso de la Navelbina
(y sus derivados) y una secuencia :

V4 . .
5~ Nb\~ (de tipo gramina).

Indol - CH

Ahora bien, se conoce que, para todos los derivados de la
vinblastina, el valor del pK de N'b tiene una gran importancia :
este étomo de nitrégeno debe poder protonarse (8). No obstante,
es imposible,en el estadc actual de nuestros conocimientos de la
estructura de la tubulina (véase mas arriba), conocer la natura-
leza precisa de las interacciones entre las moleculas de tipo
vinblastina y la tubulina. Sin embargo, es muy probable que estas
interaccionnes sean principalmente perc no exclusivamente, de
tipo "hidrofobo" por ejemplo, la interaccidén entre la estruc-
tura ‘"pseudo-difenilmetano" formada por el conjunto de dos
sistemas indélicos de las moléculas de tipo vinblastina y una o

varias regiones hidréfobas de la tubulina.

4
Estas interacciones hidrofobas, energéticamente muy
fuertes, se pueden acompéﬁar de otros tipos de interaccion : por
4
ejemplo la del atomo de nitrogeno)N'g gque es protonado por un

aminoacido de la tubulina.

4 . N

En este caso resultaria, con la Navelbina, una reaccion

analoga a la observada con los derivados de la gramina (Esquema
4 . ’ .

1). Podria entonces crearse un sistema electrofilo capaz de

rs s
experimentar la adicion de un grupo nucleofilo presente en la
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Protéine (tubuline)

<
H

CH,

. COOCH,
H'| 13 navelbine

~ Proteine (tubuline) Proteine (tubuline)

s JN'=nucléophile

Esquema I
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N ¢ .
tubulina y engendrando, asi, un enlace covalente reversible. Este

tipo de enlace se conoce por tener un papel considerable en
numerosas reacciones bioqufmicas pues constituye un bloqueo
fundamental transitorio de varios puntos activos. Por otra parte,
se puede ver, en este tipo de enlace, una solucidn general mas
interesante, desde muchos puntos de vista, que el método clasico
de "inhibidores suicidas" que implica enlaces covalentes por

Y A R
definicion irreversibles.

I.2. Nuevos agentes "intercalantes”™ : derivados piridocarba-
[
zolicos : elipticina l4a, olivacina 14b y derivados : estudio de

= . @
su mecanismo de accion (10} :

La elipticina l4a es un alcaloide aislado hace aproxima-
damente treinta aﬁos a partir de varias Apocinéceas pertene-
cientes, en particular, al género Ochrosia y a géneros vecinos.
Muchisimos artficulos han relatado las investigaciones realizadas
en este campo, que han conducido, en Francia, a la utilizacidn
terapéutica del Celiptium®_1§ (10). Los trabajos en nuestro
Instituto, de N. DAT-XUONG, los de C. PAOLETTI, J.B. LE PECQ y
sus colaboradores en Tolosa y en Villejuif, representan un
excelente ejemplo de buena coordinacién de esfuerzos entre varios
laboratorios pﬁblicos de investigacién fundamental con nuestros
colegas industriales (en este caso, la SANOFI) para el desarrocllo

de un nuevo medicamento.
Lo mas interesante, después de determinar las condiciones

de varias sintesis de derivados del tipo de la elipticina ld4a (y

de la elipticina misma, o de la olivacina 14b)} era estudiar el
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mecanismo de accion de estos productos y, después, de cuestionar

¢
eventualmente ciertas deducciones anteriores, casi dogmaticas.

ELl Celiptimndaggg y ciertos otros derivados de los piridof
carbazoles estan clasificados entre los "agentes intercalantes'
(Véase mas arriba). En efecto, numerosos experimentos realizados
in vitro y algunos, mucho mas escasos, realizados in vivo, han
revelado que este tipo de productos presentaban una incontestable
afinidad hacia preparaciones clésicas de 4cidos desoxiribo-
nucléicos (ADN) obtenidos, por ejemplo, a partir de timo de

ternera.

Los trabajos del equipo de Cl. PAOLETTI (Tolosa,
Villejuif) (10) han permitido precisar que el Celiptium CD 15
pod{a, bajo la influencia de varios oxidantes, en particular
"biolégicos” transformarse en una iminoquinona 16 susceptible de
experimentar la adicion nucleéfila de grupos funcionales perte-
necientes, en particular, a las estructuras del ADN. Nos hemos
interesado en resolver un problema conexo, de consecuencias
fundamentales importantes. En efecto, la diferencia eventual
{pero no dhica) entre las estructuras de ADN y las estructuras de
ARN reside en el hecho de que la molécula de D-ribosa, implicada
en los ARN (ribonucleésidos v ribonucleétidos) esté reemplazada,
en las estructuras del ADN (desoxiribonucleésidos, desoxi-2~

. . . .
ribonucleosidos) por la D~desoxi-2-ribosa.
. . . l Iy
Ahora bien, la D-desoxi~Z2-ribosa no es un metabolito

directo de la ribosa : resulta, en efecto, de la degradacién de

rd £
los desoxiribonucleosidos {o desoxiribonucleotidos) formados
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H4a
1b

Ry= CH,; R2= H . ellipticine

R;= H; R,=CHj: olivacine

CH,

15 cé|iptiur®

16 imminoquinone
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ellos mismos, a partir de ribonucleétidos por reduccién del
hidréxilo en 2 de la D-ribosa. Esta reduccion ocurre, in vivo,
gracias a un sistema multienzimético, cuyoc mecanismo de accion (y
estrdétura) no se conoce aun perfectamente : la ribonucleotido-

reductasa.

Esta serie de procesos bioqu{micos representa a nuestro
parecer, dicho sea de paso, una prueba simple pero excelente, en
favor de la tecria de la aparicién de estructuras de ARN previas
a las estructuras de tipo ADN a lo largo de la Evoluci&h. Las
consecuencias de esto son, evidentemente, de primera importancia

. ’ . ?
en biologia y en bioguimica.

En efecto, hemos podido mostrar que el Celiptium 15,

. a - - 4
tratado con varios sistemas oxidantes (peroxidasas de rabano

T . g
negro, oxido de manganesio MnOz, etc.) se convertia en una
iminoguinona 16 que puede, después, reaccionar con
s N s . = Iy s s
ribonucleosidos A (Adenosina), G (Guanosina), C (Citidina), U

(Uridina), con una preferencia muy marcada hacia A vy menos hacia
G (bases pﬁricas) ;: Cy U reaccionan con mucha mas pereza {bases
pirimidfnicas). Se trata pues, aqui, de una selectividad de
reaccisn originada, sin duda, en un reconocimiento molecular
fuerte entre los cicleos C/D del sistema piridocarbazélico y la
adenina (o la guanina), y menos fuerte para las bases

AU
pirimidinicas.
s » . g . 4 Pa
Esta primera interaccion de "presentacion'" de una molécula

hacia otra puede dar lugar, si es posible, a una o varias reac-

. [ . . .
clones dguimicas. En nuestro caso, la primera I1nteraccion de
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presentacién aporta las dos funciones hidréxilos en 2' y 3'" de la
ribosa encima de la posicion 8 de la iminoquinona 16 para formar
el acetal ciclico 17. Se trata, también aqu{, de la formacién de
dos enlaces C-0 reversibles due pueden, en efecto, romperse al

bajar el pH del medio.

La selectividad de reaccién observada entre molééulas de
tipo piridocarbazol como la elipticina l1l4a y los nucledsidos
pﬁricos como la Adenosina A o, en menor grado, la Guanosina G,
podr{a de nuevo encontrarse entre derivados de tipo elipticina y
terminaciones poliadeniladas de ciertos ARN ("madurados") cuya
funcion es tan importante para el cumplimiento de las fases
esenciales de replicacién, traduccién, traslado, si{ntesis pro-
teica, etc. Lo mismo se aplica para los "capping” 5' de los ARN,

etc.

Los estudios de resonancia magnética nuclear que hemos
realizado han permitido, en efecto, confirmar esta hipétesis ;
demuestran un "amontonamiento" de los ciclos C vy D del Celiptium
15 y de la parte adenina A de la adenosina (o guanina G de la

guanosina) .

A partir de estos primeros resultados, se puede, legfti~
mamente, hacer una primera pregunta : No constituirfan los ARN
también (y sobre todo ?) una diana privilegia de los agentes
antitumorales del grupo de la elipticina ? Por otra parte, esta
pregunta se puede ampliar : Estos ARN no constituirfan también
una diana mas frecuente que lo generalmente admitido para otros

. . s Lo
agentes antltumorales o para cilertos antibioticos ?
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¢
Finalmente, tambien hemos mostrado que estructuras como

X B 4
16, o reducidas en los ciclos A, B, C (carbazoles), podian muy
‘. . . ‘.
facilmente reaccilonar con aminocacidos para formar estructuras

oxazolinicas (11).

Actualmente estamos examinando otras substancias suscep-
s 2 . . ¢ 3
tibles, tras conveniente oxidacion, de reaccionar con otras
. & . . L - N
"dianas" celulares : esteroides, variocs aminoacidos o péptidos,

etc.

Los ejemplos que he escogido para exponerles, hasta ahora
demuestran que los objetivos de bﬁsqueda de nuevos medicamentos
antitumorales gque nos habiamos fijado han sido afortunadamente
alcanzados ; pero ademés, nos han llevado a estudiar problemas
conexos que pueden tener cierta importancia en biologia v bio-

¢
gquimica fundamentales.

I¥. DONDE LAS TINVESTIGACIONES SOBRE LOS RECEPTORES DE BENZO-

DIAZEPINAS LLEVAN A TINTERESARSE AL SISTEMA TNMUNE, AL SISTEMA

CARDIOVASCULAR ¥ ... A LA MEMORIA

El ejemplo, ahora bien conocido, del descubrimiento de
receptores de la morfina en el sistema nervioso seguido, algunos
anos después, por la evidencia de "morfinas internas'" encefa-
linas, endorfinas, etc. constituye uno de los mayores éxitos de

la farmacologia moderna (12,13). La morfina es un producto
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natural aislado hace casi dos siglos del opio, usado desde hace

milenios.

Las benzodiazepinas v, en particular, la primera de ellas
en ser utilizada en terapéutica, el diazepam (Valium_?:_l;) se
conocen desde hace treinta ahos por sus propiedades sedativas,
hipnéticas, ansiolfticas o miorelajantes. Son, al opuesto de la
morfina y sus derivados de origen natural, substancias proce-
dentes de la quimica orgénica de sintesis, cuyas propiedades
farmacolégicas se han descubiertoc por azar, como sigue siendo. a
menudo el caso, dicho sea de paso, para muchos nuevos medica-

mentos. Sepamos pues ser modestos |

Una manera de pensar anéloga a la que habla permitido el
descubrimiento de ‘'receptores opiéceos" v de las ‘'"morfinas
internas" fue aplicada por varios investigadores entre ellos
BRAESTRUP, SQUIRES, etc. (14,15). asi fue como se pusieron en
evidencia, en el sistema nervioso central de los Mamiferos, los
receptores de las benzodiazepinas. E1 gran numero de moléculas
sintetizadas en esta serie quimica ha permitido, después, perca-
tarse répidamente que no exist{a un solo tipo de receptores de

. . . 14
benzodiazepinas si no por lo menos, dos grandes categorias

(incluyendo, como a menudo, varias subclases) (Cuadro III) :

- Los receptores llamados 'centrales", presentes en el
cerebro, el cerebelo, etc.

- Los receptores llamados "periféricos", presentes en el

M
bazo, los rinones, etc.
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MOLECULES

’ 0,Et
“centrales” _— N
Ci
, Ro 15-1738 18

Clonazepam 1__9

cH3 (l:H:,
N O
ANy I3
Mixtes \S \%
O,N ’ =N
F
e e ‘
N ] NS
Flunitrazepam 20 Diazépam ( Valium) 21

O
8 +CH,
S u N N‘CH~CH
Peripheriques .
=N CH{CH
Ci
l PK 11195 .%.:.3.,

-
-

Ro 5-4884 22
TABLEAU 1 Specn‘ncnte de certaines molécules pour les differents

types de récepteurs des benzodiazepines

Cuadro III
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[:j:?q@c. [: B:‘(;V N
O\Io : O\rp

- ()
| [

CH, CH,
Zopiclone 24 Suriclone 25
q it
O [ .~ COCH,CH, ! X~ NHCOCH,
N ZN N =N
H : H
B-CCE 26 B-CMC 27

Swol N
s} o :

Hybride benzodiazepine B-CCcM 29

8 -carboline 28

Cuadro III
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Asi, ciertas benzodiazepinas como el clonazepam 17 y el Ro
15-1788, 18, muestran afinidad hacfia los receptores centrales
exclusivamente ; otras, como el Ro 5-4864, 22, no se fijan mas
que en puntos periféricos. Finalmente, otros, como el fluni-
‘trazepam 20, vy el diazepam (Valium(:>g;) se fijan, a la vez, en
puntos de fijacién (o receptores) centrales y periféricos. Asi se
constituyen los tres grupos de ligandos : centrales, mixtos vy

periféricos.

Toda esta clase terapéutica, constituida por las benzo~
diazepinas (o moléculas asimiladas) es actualmente muy rica en
substancias, que son producidas por toneladas en el mundo
entero ; son objeto de millones de prescripciones médicas
contribuyendo a tranquilizar pacientes ; pero también a menudo

médicos

La clase de las benzodiazepinas, en el sentido quimico
estricto, se ha ampliado, mas recientemente, a moléculas que no
pertenecen a esta clase quimica ; sin embargo se fijan, con
afinidades a menudo excelentes, en los puntos de fijacién (o
receptores) de las benzodiazepinas. Es el caso de la Zopliclona

24, o de la Suriclona, 25, sintetizadas por los investigadores de

~ é .
Rhone-Poulenc. Un examen estructural mas detenido de estas
. . ¢ - . .
moléculas y su comparacion con las moléculas benzodiazepinicas,
4 - . . .
ayudandose de las técnicas del grafismo molecular, permiten

s !
destacar analoglas moleculares que no aparecen facilmente a

primera vista.
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Los innumerables trabajos tratando del conjunto de los
"benzodiazep:’.nicos" han sido el objeto de varias revistas (16)
(17).

BRAESTRUP, SQUIRES vy <colaboradores, después de haber
descubierto los receptores de benzodiazepinas, han investigado si
no existian ligandos endc;genos de estos receptores, como se habia
demostrado en el caso de los compuestos morfinicos y de las
endorfinas, encefalinas, etc. As{ han podido aislar, a partir de
grandes cantidades de urina humana, el éster etilico del a'ci\do
B-carbolino—3—carboxf_lico (B~CCE) 26 que se fija (lO—9 M) sobre
los receptores centrales de las benzodiazepinas. EIl origen
artefactual de este compuesto fue répidamente establecido : en
efecto, los autores citados habian usado, para extraer la B-CCE,
acido clorhfdrico vy etanol ! Sin embargo, la B-CCE debe, sin
duda, derivar de un precursor (peptidico ?) cuya naturaleza

4 . .
exacta serila, obviamente, importante de conocer

Una publicacic;n reciente (27) describe el aislamiento, a
partir de materia gris del cerebro de Buey, del R-CCB (ester
butilico del acido B—carbolino—3—carboxa’.lico), potente inhibidor
de la fijacio’n de las benzodiazepinas en sus puntos especificos.
El origen artefactual de este éster es descartado por estos
autores : sin embargo, la duda existe, puesto que el proce-
dimiento de extraccidn comprende una purificacién por contra-

. v, s
corriente, que hace uso de acido acético y ... butanol !

El problema de los ligandos endo’gencs de los receptores

N 4 . : N .
benzodiazepinicos sigue intacto, aungque varios autores han

224



descrito recientemente el aislamiento de péptidos (DBI, nepen-
tina, etc.) ligandose, con buena afinidad, a los receptores
benzodiazep{nicos. De la misma manera, otros varios metabdlitos
internos como las purinas (cafeina) (26), la nicotinamida, la
melatonina, etc., demuestran una afinidad, generalmente baja
hacia los puntos benzodiazepinicos. A pesar de esta baja afi-
nidad, puede ser que participen, sin embargo, en la definicién de
la ”l{nea de base" comportamental de cada individuo. Se conoce, a
este respecto, la sensibilidad individual variable hacia la
cafeina. Por otra parte, no se pueden excluir "efectos de

sinergia"” (entre benzodiazepinas y cafeina, por ejemplo).

En lo que respecta a la B-CCE, 26, se puede considerar
come posible que resulte de la degradacién de un péptido pre-~
cursor interno, en el cual el triptéfano constituirfa el amino
écido N-terminal. Este triptéfano podr{a experimentar, dentro del
péptide del cual forma parte, una modificacion qufmica que
resultaria de 1la accién de un sistema biolégico de traslado de
unidades monocarbonadas (sistema leato—tetrahidrofélato ©, menos
verosimil, S-~adenosilmetionina) (18). De ello resultaria, después
de la ruptura del enlace peptidico, la liberacion de un acido
tetrahidro-1,2,3,4,-8 carbolino 3-carboxilico transformado

durante la extraccion (HCl, etancl) en B-CCE (Esquema II).

Se sabe que este tipo de reaccién también ha sido consi-
derado en el caso de la fenilalanina, de la tirosina o de la
dopamina para dar cuenta de los efectos fisiolégicos que se
observan en caso de consumo excesivo de bebidas alcoholizadas

#
(formacién de acetaldehido, a partir del etanol y reaccion con
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substratos derivados de la fenilalanina, por ejemplo, mas que del

triptofano tal como esta descrito mas arriba).

De todas formas, nuestras investigaciones se han concen-
trado en la sintesis de numercsos derivados de B-~carbolinas y la
medida de su afinidad hacia los puntos de fijaciéh centrales de
las benzodiazepinas. Entre los resultados m&s notables que
hemos obtenido, figura la preparacidh de 27 que se fija (7 x lO_9

M) sobre los receptores centrales (19) y constituye el primer

anticonvulsivante no sedativo de esta serie de productos.

Este simple resultado estaba en contradiccid& con ciertas
deducciones propuestas por otros autores, describiendo relaciones
entre estrdcturas v actividad en esta serie qu{mica : parecia, en
efecto, establecido el hecho de que la presencia de una funcién
carboxilica juxtac{clica en posicién 3 del sistema B-carbolina
fuese necesaria para la fijaci&h sobre los receptores benzodia-
zepinicos. También hemos sintetizado algunas moléculas, hibridos
estructurales de benzodiazepinas y de B-carbolinas, tal como 28.
Este tipo de producto efectivamente presenta una buena afinidad

-3

(10 M) para los receptores centrales de las benzodiazepinas.

V4
Por otra parte, nuestros colegas neurofisiclogos de Gif

han establecido que ciertos derivados B~carbolfnicos demostraban

. , 2
propliedades ansiogenas (20} ; es el caso del B-CCM, 28 ; al
contrario, numerosas benzodiazepinas son conocidas por sus

. . £ . Py
propiedades ansioliticas ; pero también se conocen algunas

capaces de ejercer un efecto amnésico.
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Estos datos nos han conducido a investigar si clertos
. & . N . . P
derivados R-carbolinicos no tendrian propiedades amnésicas (anta-
. . : . r'd .
gonistas o agonistas inversos) favoreciendo, asil, memoria vy

aprendizaje.

En efecto, se conoce bien el hecho de que un estado de
ligera ansiedad puede favorecer la memoria : se recuerda perfec-
tamente un acontecimiento que nos ha marcado ; pero este aconte-
cimiento no debe tampoco acompagarse de una emocidn excesiva que
provoca entonces el efecto contrario : es el fallo de la memoria,
bien conocido. Algunos de nuestros maestros de escuela, de
antdﬁo, utilizaban en realidad, y sin conocer las razones, este
modo emp{rico v generalmente eficaz que consiste en favorecer el
aprendizaje de una leccion, creando un estado de ligera ansiedad

en el alumno recalcitrante |

4 . 4 «
Agul se tocan evidentemente fenomenos muy complejos, pero
cuan importantes y apasionantes, relacionados con la memoria, con

su almacenamiento v con su “"desalmacenamiento®.

Ciertos trabajos han sido realizados por nuestros colegas
del Laboratorio de Fisiologia Nerviosa del CNRS : G. CHAPOUTHIER,

J. ROSSIER v sus colaboradores.

. . . . Lo
Han demostrado que clertas benzodiazepinas inhibian el
: . . 4 .
aprendizaje y los procesos de memorizacion cuando, al contrario,
ciertos derivados de B-carbolinas, tal como el B-CCM, 29, los

¢
favorecian.
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Dejemos, por el momento, estas investigaciones apasio-
nantes gue se realizan en Gif, para emprender otro aspecto de
nuestro trabajo que nos ha llevado a interesarnos a uno de los

R R V'
componentes del sistema inmune : los macrofagos.

Se conoce bien, v desde hace mucho tiempo, que el estado
P . - . . .
psiquico de un individuo repercute en su estado inmunitario : se
s s, .
lucha con tanto mas exito contra ciertas enfermedades cuando se

tiene la moral alta.

Al contrario, el estado de un paciente se deteriora tanto
més répido cuanto lnés deficiente es su estado psiquico. Esto
recubre, por 1lo menos en parte, fenémenos fisiolggicos muy
importantes que plantean, en particular, el amplio problema de la
existencia de relaciones entre el sistema nerviosc y el sistema
inmune. No se ha llegado hasta a escribir : "El sistema inmune,

‘s,
nuestro cerebro movil 2%

Si existen mediadores implicados en las relaciones entre

¢
estos dos sistemas, se puede logicamente pensar primero en
péptidos. De hecho, observaciones bastante numerosas corroboran

esta hipotesis (22, 23, 24b).

En este campo hemos procedido de la manera siguiente : si
un estado de ansiedad es desfavorable al establecimiento de
ciertas de nuestras defensas inmunes, agentes ansiol{ticos
podrfan, quizés, tener propiedades benéficas a este respecto. as?
es como decidimos, inicialmente, comprobar si ciertas benzo-

. . . o ¢ . .
diazepinas ansioliticas podrian interactuar por medio de su
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é
fijacion en uno de los elementos del sistema inmune : el macro-

fago.

Los primeros resultados obtenidos, en nuestro Instituto
por F. ZAVALA y J. HAUMONT en el laboratorioc de M. LENFANT haﬁ
mostrado (24a, 24b), que en efecto, cilertas benzodiazepinas
"periféricas" (o moléculas farmacolégicamente emparentadas), as{
como ciertas moléculas "mixtas" (Cuadro III) se fijan, con buena
afinidad, en los macréfagos peritoneales de Ratén e incrementan
la actividad de estos macréfagos. Al contraric, ninguna molécula

de actividad "central"® demostré actividad.

Estos resultados son importantes pues si se admite que las
moléculas exégenas que se fijan en estos receptores de los
macrgfagos no hacen sino imitar la actividad de hipotéticos
ligandos endégenos, agqui también tenemos sin duda que pensar en

péptidos (o otras moléculas ?) que nos guedan por aislar.

Estudios realizados en otro laboratorio, en relacién con
nogotros, también demostraron {(25) gque ciertos ligandos de los
puntos benzodiazep{nicos periféricos también se fijan al nivel
del mﬁsculo cardiaco. Esta observacién puede dar cuenta, por lo
menos parcialmente, de la actividad benéfica, conocida desde hace
tiempo en medicina clinica, de ciertos productos (benzodiézepinas
"mixtas", por ejemplo el Valimncg)z } sobre las secuelas del

. 0 4 . .
infarto de miocardio, ademas de su efecto "tranguilizante".
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. e . . . 2
Quizas convenga relacionar este tipo de accion con un
. ' , . s
efecto de estas moléculas en ciertos ionoforos cercanos de® sus

4
puntos de fijacion ? - .

El hecho de que las moléculas de tipo benzodiazep{nico (o
farmacolo'gicamente, si no qufmicamente, emparentadas) posean
puntos de fijacioln tan diversos como los gque hemos descrito,
plantea un problema importante que no se puede, evidentemente,
discutir aquf de manera detallada : el problema de la naturaleza

¢ . s . 2
quimica exacta de estos receptores o puntos de fijacion.

Algunas reflexiones, razonablemente especulativas, pueden
. s / 5 .’ 3 .
servir de conclusion a esta exposicion ; tienen por tema ciertas
. . - ¢ . . = L) s /
estructuras bioclogicas de reconocimiento, puntos de fijacion o

receptores (vide infra : conclusiones).

DESCUBRIMIENTO DE UN PRINCIPIO ACTIVO DEL ARNICA :

Para bien demostrar, si fuese necesario, la importancia de

¢ . , .
la busqueda de nuevas substancias naturales de interés tera-
péutico, citaré los trabajos que hemos realizado muy recien-

temente sobre el Arnica : Arnica montana L. (Compuestas). E1

Arnica es una planta de altitud, conocida desde hace muchos

siglos ; sus sumidades floridadas se usan por sus propiedades
® Iy 4 - s ’ . . # .

antiequimoticas y antiasmaticas. Las preparaciones topicas que

contienen Arnica son numerosas en todos los paises de Europa ;
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se utilizan en el tratamiento de los golpes y de las equimosis no

sangrientas.

La tintura de Arnica, obtenida por lixiviacién de las
sumidades floridas del Arnica, es utilizada menos frecuentemente
por via oral, en el tratamiento de las afecciones asmaticas.
Finalmente, el Arnica es una planta comunmente utilizada en
homeopat{a.

La actividad farmacolé@ica del Arnica es innegable ; asf
hemos podido, con J. BENVENISTE y B. BOURDILLAT, evidenciarlas-
usando varios modelos de inflamacién. El uso de estas pruebas
también nos ha permitido seguir los progresos de la purificacién
de la (o las) substancia(s) activa(s) a partir de extractos

/
etanolicos de la planta.

Asi fue como se aislé una flavona, la hispidulina 30, que
reproduce lo esencial de las propiedades farmacolégicas conocidas
de la tintura de Arnica. Estas propiedades se ejercen esencial-
mente por medio de la inhibicién de ciertas enzimas que parti-

. / 3 3 .
cipan en la cascada araguidonica : las lipoxigenasas.

Este descubrimientoc da lugar, en nuestro laboratorio, al
desarrollo de investigaciones originales y prometadoras. Perc no
olvidemos dque, una vez més, nos ha inspirado ampliamente la
Naturaleza. Sepamos de nuevo escucharla para nuevos descubri-

mientos importantes !
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Hispiduline -919

(Arnica montana , Composées)

Anti inflammatoire
Antiasthmatique
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CONCLUSIONES :

La naturaleza qufﬁica de las estructuras membranales,
intracelulares u otras, que reconocen ligandos, endégenos o
exégenos,‘ es a menudo muy compleja {(30). Puede tratarse, por
ejemplo, de una sola entidad molecular constuida per un péptido
(o una proteina) vy conteniendo varios subdominios estructurales
distintos (asegurando una continuidad entre el medio extracular y
la célula misma y atravesando la membrana ; por ejemplo, el
receptor de la insulina). O bien, esta continuidad se realiza por
medio de la asociacién funcional de un péptido (o proteina)
membranal captando las sgﬁales moleculares (ligandos) corres-
pondientes desde el exterior de la célula y relevando este primer
acontecimiento de reconocimiento molecular por medio de numerosos
sistemas vya descritos : ©proteinas "cataliticas", guinasas,

derivados fosforilados del inositol, etc. (28).

Pero, a menudo, las proteinas receptoras, o ligandos,
pueden también formarse de varias subunidades distintas que se
han agregado : es el caso, entre otros, del receptor colinérgico
nicotinico. En este caso, la presencia de dichas subunidades es
necesaria para que se manifieste un efecto fisiolégico deter-

minado.

Los estudios recientes, gque tratan de modificaciones pun-
tuales de aminoécidos de las secuencias protéicas de esos recep-
tores compléjds, o incluso de la supresién de una o varias sub-
unidades que las constituyen, permiten darse cuenta de las
estrdcturas minimasscompatibles con la consérvacién, o la modi-

. s ’ o 2 4 .
ficacion, de los efectos fisiologicos observados.
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Fstas construcciones de tipo '"mecano"” pueden dar lugar a
numercsas posibilidades de receptores (o puntos de fijacidh). EL
mismo tipo de situacién se encuentra en un campo conceptualmente
anélogo : el de las enzimas o de sistemas multienziméticos que
realizan varias reacciones sucesivas sobre el mismo sustrato : la

’
ribonucleotido~reductasa, por ejemplo.

Se debe pues considerar la posibilidad de ver, asf,
constituirse, segun los territorios de un mismo érgano (incluso
muy complejo, como lo es el cerebro) combinaciones de receptores
(o puntos de enlace) confiriendo a dichos territorios caracte-
risticas farmacolégicas muy diferentes. Una de las subunidades
estructurales que falte, y es la respuesta biolégica la que
falla. La causa de tal ausencia puede hallarse en la no-sintesis
del ARN mensajeroc correspondiente, o en su no operatividad por

razones diversas.

En otros casos aﬁn, el receptor estructuralmente d%ico, o
las subunidades estructurales que lo componen, se encuentra(n)
blogqueando(das), totalmente o en parte, por un ligando particular
: un anticuerpo. Las enfermedades "autoinmunes" participan de
este mecanismo. E1 resulfado es que todo o parte del receptor se
ha vuelto inoperante. Los anticuerpos pueden producirse por nume-
rosas causas, incluidas las enfermedades infecciosas (29) debidas
a microorganismos que poseen, ellos mismos, estructuras de enlace
(o receptores) para ligandos endggenos del organismo que infestan

("convergencia molecular”).

, . . { .
Los recientes estudios sobre el receptor nicotlinico de la

7
acetilcolina o el de la insulina permitiran sin duda, progresos
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en el tratamiento de la miastenia grave o de la diabetes, respec-

,
tivamente, para citar solo estos dos ejemplos.

En el caso del estudio de las interacciones entre sistema
nervioso y sistema inmune, hace falta, evidentemente, tener en
cuenta estas reflexiones. Cuando las técnicas, cada dia més
eficaces, del "genio genético" habf%n permitido, como ya lo han
hecho, "clonear™ receptores distintos de los que vya se han
logrado, se podrén probablemente racionalizar observaciones
farmacolégicas gque hoy todavfa parecen heteréclitas.

"Méximos comunes diviscres" estructurales aparecerén sin
duda entre varios receptores y eso, de manera inesperada : estas
observaciones permitirén una investigacién més racional de nuevos
medicamentos. También se podrén sin duda expiicar algunas inter-
acciones medicinales raras que se observan hoy dia, sin poder

explicarlas claramente.

En espera de ello, es preciso saber con modestia seguir
acogiendo lo que la suerte nos traiga como resultados intere-

santes.

Los productos de origen natural constituyen, a este
respeto, y eso, desde hace mucho tiempo y todavia por mucho

tiempo, fuentes inestimables de investigaciones fructuosas.
. £
Espero haberles convencido, asl como espero que ustedes lo

’ . . .2 ¢ .
estaran tambien, de qgque la interaccion entre la quimica y la

. ¢ 4 ¢ . . .
biclogia, asl como entre los quimicos y los biologos compatibles
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entre ellos, vale la pena, no solamente de ser proseguida sino

N 4
también de ser amplificada con tenacidad y determinacion.
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