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RESUMEN: La gama-butirolactona y el 4cido gama-hidroxibutirico son sustancias depresoras del sistema ner-
vioso central que producen sueiio y anestesia e incrementan los niveles de dopamina cerebral, mientras que la
gama-hidroxi-gama-etil-gama-fenil-butiramida y la 5-etil-5-fenil-pirrolidinona poseen propiedades anticonvul-
sionantes. Con estas consideraciones se hizo la sintesis de la 4-etil-4-fenil-butirolactona, como una combinacién
estructural de las sustancias mencionadas, se estudi6 su efecto sobre las convulsiones y mortalidad inducidas
por el metrazol, la tiosemicarbazida y la estricnina en ratones, asi como la duracién de su efecto protector y
la DLsg. Los resultados indican que esta droga presenta propiedades anticonvulsionantes contra el metrazol y
la tiosemicarbazida y la duracién de su efecto en dosis-dependiente. Su DLsp es de 1062 mg/kg de peso.

INTRODUCCION

El conocimiento de la funcién del d4cido gama aminobutirico (GABA) en la regulacién
de la excitabilidad neuronal, como un neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central
de organismos vertebrados, ha sido fundamental en la comprensién del mecanismo de las
convulsiones epilépticas y en el disefio racional de drogas anticonvulsionantes para el tra-
tamiento potencial de la epilepsia.

Killam y Bain,'> en 1957, hicieron la observaci6én sobre la relacién existente entre la
disminucién de los niveles del GABA en el cerebro y la aparicién de convulsiones, sur-
giendo la idea de obtener drogas anticonvulsionantes al aumentar los niveles encefélicos
del GABA. Desafortunadamente el GABA es una molécula polar y en consecuencia no
atraviesa la barrera hematoencefilica si se administra exgenamente, por lo que, para res-

* Becario de la DEDICT-COFAA del IPN y apoyado por el Consejo del Sistema Nacional de
Educacién Tecnoldégica: COSNET.
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tarle polaridad, se cicliz6 obteniéndose la 2-pirrolidinona, pero ain asi se requerfan muy
altas concentraciones de GABA ciclico. 2

Roberts y Frankel,? entre otros, establecieron las rutas metabdélicas de la biosintesis
y degradacién del GABA, %' de modo que este conocimiento permite aumentar los nive-
les cerebrales del GABA, si se impide su degradacién mediante drogas capaces de inhibir
a la transaminasa del GABA (T-GABA), que es la enzima que cataliza su degradacion,
transformdndolo en semialdehido succinico,®el cual se oxida a succinato con la deshi-
drogenasa correspondiente dependiente de NAD, ' o bien podria reducirse a gama hidro-
xibutfrico (AGHB). '°

Este enfoque, de inhibir a la T-GABA para aumentar los niveles de este aminodcido
en el cerebro y evitar las convulsiones, ha sido de gran interés en el disefio de nuevos
fdrmacos anticonvulsionantes, entre los cuales se encuentra la 5-etil-5-fenil-pirrolidinona
(EPP), desarrollado por Carvajal y sintetizado por Alcédntara en 1963,%2y como puede
verse en la figura 1, su estructura corresponde a la del GABA ciclico, con sustituyentes
etilo y fenilo en la posicién 5 de la molécula, los cuales le confieren caracteristicas lipofi-
licas, tal como fue concebida. Sin embargo, recientemente se ha determinado que su es-
tructura real corresponde a la gama-hidroxi-gama-fenil-caproamida (HFC),' o bien,
hidroxi-etil-fenil-butiramida (HEPB).

Independientemente de su estructura, estos compuestos presentan propiedades anticon-
vulsionantes muy considerables, particularmente el HEPB, contra agentes quimicos y elec-
trochoque,® incluyendo a la bicuculina que bloquea el receptor del GABA.° Sorpresiva-
mente, no se ha podido demostrar que estos compuestos inhiban in vivo a la T-GABA
y tampoco que aumenten los niveles del GABA.

Por otra parte, antes que se descubriera el GABA, Rubin y Giarman en 1947, consigna-
ron que la gama butirolactona (GBL) producia un efecto depresor del sistema nervioso
tentral,?lo cual fue confirmado por Benda’en 1960 en varias especies de animales. Un
efecto semejante al de la GBL se report6 para el 4cido gama-hidroxi-butirico (AGHB), '®
que es la misma GBL, pero abierta (Fig. 1) y a la vez es un andlogo estructural del GA-
BA. Varios autores han reportado que en humanos la GBL y el AGHB originan suefio
y anestesia. '>!8:19

El interés por estas sustancias se hizo mayor al encontrarse que el AGHB era un consti-
tuyente normal en el cerebro de varias especies de animales, incluyendo al hombre "%
y que su administracién protegfa de las convulsiones inducidas por electrochoque,? es-
tricnina e isoniacida *'® aunque hay autores que opinan lo contrario y consideran que su
efecto es excitatorio. ' La similitud del efecto depresor de la GBL y el AGHB se atri-
buye a que la GBL se transforma in vivo en AGHB %% pero también se ha encontrado
interconversi6n entre AGHB y GABA. 1921.26

Aunque no se ha podido establecer con certeza el mecanismo del efecto depresor de
la GBL o del AGHB, Gessa y col.!!,en 1968, encontraron que ambas sustancias produ-
cen un aumento selectivo en los niveles de dopamina en cerebro de ratones, rata y conejo
y Rizzoli y col. 2 afirman que la duracién del suefio inducido por el AGHB est4 relacio-
nada con los niveles cerebrales de dopamina. Roth y Suhr?” han propuesto un mecanis-
mo mediante el cual el AGHB aumenta la dopamina.

Debido a la importancia del GABA en el mecanismo de las convulsiones epilépticas
y de la dopamina en el del suefio y en el Parkinson, existe interés por encontrar drogas
capaces de modificar las concentraciones de estos neurotransmisores, no sélo para fines
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FIGURA 1
ALGUNOS ANALOGOS ESTRUCTURALES DEL
ACIDO yAMINOBUTIRICO

CH CH
I 2 2

CHz HO-C = 0

NH
2
CH CH_ yAMINOBUTIRICO CH CH
l 2 I 2 | 2 I 2
CH HO-C = O H C_-C-OH cC=0
\ Ve
H HC, NA,
AC. yHIDROXIBUTIRICO yHIDROXIYETILyYFENIL-BUTIRAMIDA
(HIDROX I-FENIL-CAPROAMIDA)
CH CH CH CH
I 2 2 , 2 2
CH, cC=20 HC,-C C=0
3 o
yBUTIROLACTONA ETIL-FENIL-PIRROLIDINONA
CH CH
I 2 l 2
Hscz—cl\ cC=0
HC 0/
3 o

YETILyFENIL-BUTIROLACTONA

Ficura 1. Algunos andlogos estructurales del 4cido y aminobutirico.

terapéuticos, sino para tratar de establecer la funcién que desempeiian.

Conociendo las propiedades anticonvulsionantes de la 5-etil-5-fenil-pirrolidinona (EPP)
y de la gama-etil-gama-hidroxi-gama-fenil-butiramida (HEPB) o HPC y el efecto depre-
sor consistente en suefio y anestesia de la gama-butirolactona (GBL) y el 4cido gama-hi-
droxibutfrico (AGHB), nos pareci6 que serfa \itil sinterizar la 4-etil-4-fenil-butirolactona
(EFBL), para estudiar cuales serfan sus propiedades: ;Anticonvulsionante o hipnético?
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ya que su estructura corresponde al de la GBL con sustituyentes etilo y fenilo en posici6én
4, de manera similar al EPP y en el caso que se hidrolizara in vivo, darfa el 4dcido ga-
ma-etil-gama-fenil-butirico, semejante al HEPB de Carvajal y col.

En este trabajo se presenta el estudio del efecto de 1a EFBL sobre la mortalidad convul-
siva inducida por el metrazol, la tiosemicarbazida y la estricnina en ratones. Ademis, se
examina la duraci6n del efecto protector con diferentes dosis de 1a EFBL y la dosis letal
en el 50% de los ratones.

MATERIALES Y METODOS

a) Sintesis. Se hizo la sintesis de la 4-etil-4-fenil-butirolactona de acuerdo con el método
descrito por Alcdntara.?

b) Animales. Como animales de experimentacion se emplearon ratones machos de la ce-
pa CF-1 entre 20-25 gramos de peso y 1-2 meses de edad. La alimentacién se suspen-
de 12 horas antes del experimento, excepto el agua.

c) Convulsionantes. Los agentes quimicos que se emplearon para inducir las convulsio-
nes fueron el metrazol a una dosis de 90 mg/kg de peso; la tiosemicarbazida a 20 mg/kg
de peso. Ambas sustancias disueltas en soluci6n salina-al 0.9%; la estricnina a una
dosis de 2.0 mg/kg de peso, disuelta el HCL diluido.

d) Anticonvulsionantes. Como drogas anticonvulsionantes se usaron la 4-etil-4-fenil-buti-
rolactona (EFBL); la gama-butirolactona (GBL), ambas disueltas en aceite de caca-
huate y la gama Hidroxi-gama-etil-gama-fenil-butiramida (HEPB), también conocida
como hidroxi-etil-fenil-caproamida, '* disuelta en salina al 0.9%.

Procedimiento:

Etil-fenil-butirolactona. A grupos de 10 ratones cada uno se les administran por via in-
traperitoneal dosis de 50-100-200 y 300 mg/kg de peso de la HEBL y 15 minutos después
el metrazol. Los grupos control reciben salina al 0.9% en lugar de EFBL y 15 min. des-
pués el metrazol. El efecto anticonvulsionante se juzga comparando la mortalidad convul-
siva entre el grupo cortrol y el de prueba con EFBL.

Para probar el efecto anticonvulsionante de la EFBL con la tiosemicarbazida, se hicie-
ron 3 grupos de 10 ratones cada uno a los cuales se les administraron dosis de 100-200
y 300 mg/kg de peso de la EFBL, y 20 minutos después la tiosemicarbazida. Los grupos
control recibieron salina en lugar de la EFBL y tiosemicarbazida. El efecto anticonvulsio-
nante se juzga igual que con el metrazol.

Para la prueba anticonvulsionante con estricnina, también se hicieron 3 grupos de 10
ratones cada uno y se les administraron dosis de 50-100 y 300 mg/kg de peso de EFBL,
y después de 15 min. se les aplicé la estricnina. Los grupos control recibieron salina en
lugar de EFBL y estricnina.

Butirolactona. Para probar el efecto anticonvulsionante de la butirolactona se procedi6
de la misma manera que con la EFBL; es decir, las mismas dosis y agentes convulsionantes.

Hidroxi-etil-fenil-butiramida. En el caso de esta sustancia, solamente se probaron dosis
de 100 y 120 mg/kg de peso de HEPB contra el metrazol y la tiosemicarbazida.

Duracion del efecto anticonvulsionante. Estos experimentos consistieron en averiguar
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por cudnto tiempo la sustancia EFBL puede mantener su efecto anticonvulsionante a de-
terminada dosis que dé un 100% de proteccion inicial, y a diferentes intervalos de tiempo
se administra el agente convulsionante hasta que se observe que ha dejado de proteger,
continudndose con otra dosis mayor y repitiendo la operacién. Cada dosis que se prueba
requiere de varios grupos de 10 ratones cada uno y la proteccién inicial para cada dosis
debe ser de 100%.

Para la duracién del efecto protector de la EFBL con el metrazol a 90 mg/kg de peso
se usaron dosis de 200-400-600 y 800 mg/kg de peso de EFBL y para la tiosemicarbazida
a 20 mg/kg de peso, dosis de 400-600 y 800 mg/kg de peso de EFBL.

Dosis letal para el 50%. La dosis letal para el 50% de los ratones o Dls, se determiné
para las 3 sustancias, EFBL, GBL y HEPB, y consiste en administrar dosis crecientes
de estas drogas que produzcan entre 0 y 100% de mortalidad, y los datos se ordenan de
acuerdo con el mimero de ratones muertos y vivos, sumandose el total de cada columna.
La Dlsse obtiene graficando el por ciento de ratones muertos para cada una de las dosis
empleadas y se interpola para el 50% de mortalidad.

REsSuLTADOS
Efecto anticonvulsionante

Como se observa claramente en la Fig. 2, la gama-butirolactona (GBL), a ninguna de
las dosis empleadas fue capaz de proteger a los ratones de la mortalidad convulsiva indu-
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Ficura 2. Efecto de diferentes dosis de butirolactona y etil-fenil-butirolactona, sobre-la mortalidad
inducida por el metrazol (90 mg/kg), tiosemicarbazida (20 mg/kg) y estricnina (2 mg/kg). Las dro-
gas se administraron por via intraperitoneal en todos los casos.
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cida por el metrazol, la tiosemicarbazida y la estricnina; en cambio, la etil-fenil-butiro-
lactona (EFBL), a partir de 50 mg/kg de peso, protegié de la mortalidad al 60% de los
ratones tratados con metrazol y con 200 mg/kg de peso la proteccién fue total.

Con la tiosemicarbazida la EFBL a 200 mg/kg de peso protegié al 90% de los ratones
de la mortalidad y un 100% con 300 mg/kg de peso. Contrariamente, la EFBL no presen-
t6 ning\n efecto anticonvulsionante con la estricnina, como se aprecia en las Figs. 2 y 2-a.
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Ficura 2-a. Efecto de diferentes dosis de butirolactona y etil-fenilbutirolactona sobre la mortali-
dad convulsiva inducida por el metrazol (90 mg/kg), tiosemicarbazida (20 mg/kg) y estricnina (2
mg/kg) en ratones. Las drogas se administraron por via intraperitoneal en todos los casos.

En lo que respecta a la etil-fenil-Caproamida (HFC) o gama-Hidroxi-gama-etil-gama-
fenil-butiramida (HEPB), dosis de 100 mg/kg de peso evitaron la mortalidad convulsiva
inducida por el metrazol en el 100% de los animales, aunque un 50% tuvieron cunvulsio-
nes, como se ve en la Fig. 3; sin embargo, a la misma dosis de EFBL, la mortalidad fue
del 20% con S0% de convulsiones inducidas por el metrazol.

Cuando el agente convulsionante es la tiosemicarbazida, dosis de 120 mg/kg de peso
de HFC protegieron de la mortalidad al 80% de los ratones y un 50% presentaron convul-
siones, mientras que con 200 mg/kg de peso de EFBL, hubo una protecci6n hacia la mor-
talidad del 90% y solamente el 25% tuvieron convulsiones.

Duracidn del efecto anticonvulsionante

La duracién del efecto protector de la EFBL sobre la mortalidad convulsiva inducida

por el metrazol es dosis dependiente; es decir, que a medida que se aumenta la dosis de
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Ficura 3. Efecto del +v-hidroxi-y-fenil-caproamida (HFC) butirolactona (BL) y etil-fenil-
butirolactona (EFBL), en las convulsiones y mortalidad inducidas por metrazol y tiosemicarbazida
en ratones. Las drogas se administraron por via intraperitoneal (ver texto).

EFBL desde 200 a 800 mg/kg de peso, la duracién del efecto también se incrementa y,
como se observa en la Fig. 4, 200 mg/kg de EFBL protegen durante 1.5 horas al 100%
de los ratones si en este tiempo se les inyecta metrazol, pero si el metrazol se administra
2.5 horas después de la EFBL, el 90% de los ratones muere.

Con 400 mg/kg de peso de EFBL la duracién del efecto fue de 3.0 horas para el 100%
de los ratones a los cuales se les aplica metrazol, pero transcurridas 6 y 9 horas después
de la EFBL, la protecci6n al poner metrazol se reduce en 40 y 20% respectivamente, Fig.
4. De la misma manera, con 800 mg/kg de peso de EFBL, el efecto anticonvulsionante
se mantiene durante 6 horas para el 100% de los ratones. Como se puede ver, al duplicar
la dosis de EFBL también se duplica el tiempo de proteccién.

Con la tiosemicarbazida la duracién del efecto protector de la EFBL es menor, ya que
con 400 mg/kg de peso de EFBL se logra un 100% de proteccién de la mortalidad convul-
siva durante 15 minutos, pero si después de 1 hora se administra tiosemicarbazida, ya
s6lo hay un 60% del efecto anticonvulsionante de la EFBL. Con 800 mg/kg de peso de
EFBL los ratones estadn protegidos de la mortalidad inducida por la tiosemicarbazida por
90 minutos y 3 horas después de la EFBL solamente queda un 20% de proteccién al apli-
carse a los ratones la tiosemicarbazida. Fig. 4-a.

Dosis letal

La dosis letal para el 50% de los ratones para la GBL fue de 1463 mg/kg de peso y
de 1062 mg/kg de peso para la EFBL. La gama-hidroxi-gama-fenil-gama-butiramida
(HEPB) result6 ser la mds téxica, con una Dls;de 276 mg/kg de peso. En la Fig. S se
muestran los datos obtenidos para la EFBL asi como la grafica correspondiente.
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Ficura 4. Duraci6n del efecto protector de diferentes dosis de la etil-fenil-butirolactona, sobre la
mortalidad inducida por el metrazol a 90 mg/kg peso. Se administra la EFBL y a diferentes interva-
los de tiempo se va poniendo el metrazol (IP).
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Ficura 4-a. Duracién del efecto protector de diferentes dosis de la etil-fenil-butirolactona, sobre

la mortalidad inducida por la tiosemicarbazida a 20 mg/kg peso. Después de administrada la EFBL
se va poniendo la TS a diferentes intervalos de tiempo.
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DETERMINACION DE LA DLg, EN RATONES PARA
LA ETIL FENIL BUTIROLACTONA
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Ficura 5. Determinacién de la DLy, en ratones para la etil-fenil-butirolactona.
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Discusion

Nuestro interés en el estudio de las propiedades neurofarmacolégicas de la gama-etil-ga-
ma-fenil-butirolactona se inicié en 1973, en que Vega y col. comunicamos el efecto anti-
convulsionante de esta sustancia. Sin embargo, serfa presuntuoso de nuestra parte decir
que pretendiamos obtener una droga definitivamente anticonvulsionante, por lo dificil que
esto resulta, ain considerando todos los factores que deben tomarse en cuenta para el di-
sefio racional de una sustancia especifica.

Como ya se mencion6, solamente querfamos conocer qué propiedades neurofarmacol6-
gicas podria presentar la gama-butirolactona al introducir en su estructura los radicales
etilo y fenilo en la posicién gama, para darnos la gama-etil-gama-fenil-butirolactona, to-
mando en cuenta que esta nueva estructura es un congénere de la 5-etil-5-fenil-pirrolidinona,
que a la vez corresponde al GABA ciclico con sustituyentes etilo y fenilo.

De acuerdo con los resultados obtenidos, las propiedades anticonvulsionantes de la ga-
ma-etil-gama-fenil-butirolactona derivan de la influencia que ejercen los radicales etilo
y fenilo en la conformacién de la gama-butirolactona; pues como se pudo constatar, esta
sustancia no es capaz de antagonizar la mortalidad convulsiva inducida por el metrazol
o la tiosemicarbazida. De la misma manera se puede deducir que el efecto anticonvulsio-
nante, tanto de la 5-etil-5-fenil-pirrolidinona, como de la gama-hidroxi-gama-etil-gama-fe-
nil-butiramida, se deben a los radicales etilo y fenilo, ya que ni la 2-pirrolidinona, ni la
butiramida, presentan estas propiedades anticonvulsionantes.

Realmente, en todas las drogas anticonvulsionantes que se usan en el tratamiento clini-
co de la epilepsia, como el fenobarbital (5-etil-5-fenil-barbitirico), las hidantofnas (dife-
nilhidantoinas), succinimidas (metil-etil-succinimidas) etc. se nota la presencia de radicales
hidrofébicos del tipo de los metilos, etilos fenilos, como sustituyentes en las estructuras
respectivas y sin los cuales no tendrfan actividad farmacoldgica, de modo que existe una
relacion entre la estructura y la actividad que debe ser considerada al disefiar una droga.

En el caso de la gama-butirolactona, la molécula penetra la barrera hematoencefilica,
puesto que se observa su efecto hipnético a los 10-15 minutos después de su administra-
ci6n intraperitoneal, de tal suerte que los radicales etilo y fenilo en la EFBL, funcionarfan
como ligandos de algyin sitio receptor relacionado con el GABA, permitiendo el flujo de
los iones cloruro y en consecuencia, la hiperpolarizacién caracteristica de la inhibicién
neuronal.

A este respecto, Klunk y col. ¢!, en 1982, comenzaron a publicar una serie de traba-
jos muy interesantes sobre la gama-butirolactona alquil sustituidas en las posiciones alfa,
beta y gama de la molécula, principalmente las alfa metil-etil-butirolactona y las beta metil-
etil-butirolactonas, de las cuales los derivados alfa son anticonvulsionantes y los betas con-
vulsionantes. Estos autores también probaron el efecto de la gama-metil-gama-etil-buti-
rolactona con muy poca actividad anticonvulsionante comparada con la alfa-gama-dietil-
alfa-gama-dimetil-butirolactona y consideran que la posicién gama es irrelevante con res-
pecto a la beta; pero como se puede apreciar en nuestro trabajo, tan importante es la posi-
cién como el tipo de radical y la combinaci6n de los radicales etilo y fenilo en posicién
gama, que también tienen efectos anticonvulsionantes, como es el caso de la gama-etil-
gama-fenil-butirolactona en estudio. Cabe sefialar que la gama-metil-gama-fenil-butiro-
lactona, auque tiene propiedades anticonvulsionantes, su potencia es menor que la de la
gama-etil-gama-fenil-butirolactona, segiin reportamos en 1974.3%
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Todavia hay varios aspectos que es necesario estudiar sobre la EFBL, los cuales se en-
cuentran en desarrollo experimental, por ejemplo, si bloquea las convulsiones inducidas
por la picrotoxina, la bicuculina y el electrochoque y como la gama-butirolactona aumen-
ta los niveles de dopamina en el cerebro con inducci6n de suefio,??-*’ se cubrird este ren-
glén de la investigaci6n, sin olvidar, desde luego, si el producto hidrolitico de la EFBL
conserva sus propiedades anticonvulsionantes y nuevas gama-butirolactonas.?

En relaci6n con la duracién o decaimiento del efecto protector de la EFBL sobre las
convulsiones inducidas por el metrazol y la tiosemicarbazida, se observé mayor tiempo
con el metrazol que con la tiosemicarbazida, pero en ambos casos es dosis-dependiente
y la diferencia en Ia duracién podria deberse a que la tiosemicarbazida es un convulsio-
nante mucho mds potente que el metrazol en una relacién de 5:1. Sin embargo, se obtiene
informaci6n sobre la velocidad con que se metaboliza la EFBL y en consecuencia, permite
conocer la frecuencia con que debe administrarse la EFBL para mantener su efecto anti-
convulsionante y que sea compatible con su Dls

La toxicidad de una droga es determinante en su futuro clinico y no debe basarse en
una sola especie y extrapolarse al hombre, y mucho menos en experimentos con dosis
agudas de corta duracién, de tal manera que los datos obtenidos para la dosis letal en el
50% de los ratones deben considerarse muy superficiales, aunque se pueda establecer en
esta especie que la gama-butirolactona es menos téxica que la gama-etil-gama-fenil-bu-
tirolactona, siendo la hidroxi-etil-fenil-butiramida la de mayor toxicidad, juzgado sola-
mente por la mortalidad convulsiva, desconociéndose los posibles efectos colaterales a
largo plazo y que es necesario complementar para su empleo terapéutico en el tratamiento
de algunas de las formas de la epilepsia.

SuMMARY

Gamma Butyrolactone and Gamma Hydroxybutiric acid are central nervous system
depressant substances, they also produce sleep, anesthesia and increase of dopamine in
brain, while gamma-hydroxy-gamma-ethyl-gamma-phenyl-butyramide and S-ethyl-5-phe-
nyl-pyrrolidinone possess anticonvulsant properties.

With these considerations we synthesize 4-ethyl-4-phenyl-butyrolactone, as a structural
combination of the mentioned substances, and we study its effects against convulsions and
mortality induced by metrazol, thiosemicarbazide and strichnine and also the duration of
the protector effect were studied in mice. The results show that this drug pressents anti-
convulsant properties against metrazol and thiosemicarbazide and its protective effect du-
ration time is dose-dependent, with a Dls of 1062 mg/kg.
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