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Resumen: Se ha reportado que la gama butirolactona y el 4cido gama hidroxibutirico son depre-
sores del sistema nervioso central produciendo suefio y anestesia, mientras que la 5 etil-5-fenil-
pirrolidinona y la gama-hidroxi-gama-etil gama-fenil-butiramida poseen propiedades anticonvulsio-
nantes. En este trabajo informamos que la 4-etil-4-fenil-butirolactona presenta propiedades hipn6ti-
cas juzgadas por la pérdida del reflejo de enderezamierito con una DS, de 533 mg/kg de ratén y
cuya duracién es 2-3 veces mayor que el de la butirolactona. La reserpina, la fenelcina y la cloro-
promazina potenciaron la duracién del efecto hipnético de la 4-etil-4-fenil-butirolactona, mientras
que la atropina, anfetamina y propranolol no lo modifican, lo cual sugiere que la dopamina y la
serotonina pudieran estar involucradas en el posible modo de accién.

INTRODUCCION

En un trabajo previo se presentd a la 4-etil-4-fenil-butirolactona como un nuevo anti-
convulsionante, capaz de antagonizar las convulsiones y la mortalidad inducidas por el
metrazol y la tiosemicarbazida.3! Sin embargo, es de interés seialar el origen de la es-
tructura de esta sustancia, que condujo a la sintesis y estudio de sus propiedades anticon-
vulsionantes e hipnéticas.

Rubin y Giarman en 1947 2 consignaron que la gama butirolactona (GBL) producia
un efecto depresor del sistema nervioso central (SNC), lo cual fue confirmado por Benda
y Perles en 1960 en varias especies de animales.* Un efecto similar al de la GBL se re-
portd para el dcido gama hidroxibutirico (AGHB) que es el producto hidrolitico de la GBL
y a la vez es un andlogo estructural del 4cido gama aminobutirico (GABA). A partir de
los estudios iniciales de Laborit y col.,?? varios autores informaron que la administra-
cion del AGHB o su lactona (GBL), inducen una condicién de suefio similar al suefio na-

* Becario de la DEDICT-COFAA del IPN y apoyado por el Consejo del Sistema Nacional de Educacién Tec-
nolégica (COSNET).
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tural y también un efecto anestésico, no sélo en animales, sino también en el
hombre, 201721 que se potencia con insulina.

Mientras unos autores encuentran que la GBL y el AGHB protegen de las convulsio-
nes, 292 otros consideran que su efecto es mds bien excitatorio, es decir, como una sus-
tancia epileptogénica.3-33

Desde el punto de vista bioquimico, el precursor metabdlico del AGHB es el GABA,
ya que se ha separado el AGHB3H después de la administracién del GABA3H.?4.27 El
semialdehido succinico que se forma al transaminar el GABA se reduce a AGHB y final-
mente se forma la GBL por medio de una lactosa (esquema 1),'%-!3 pudiendo ocurrir la
reaccion inversa.?> EI AGHB puede convertirse en GABA %49 pero sin que se aumen-
ten sus niveles.

La oxidacién del AGHB a CO, ocurre rdpidamente, 4 minutos después de su adminis-
tracion,?? aunque la ruta metabdlica de esta oxidacion no se conoce, pero se cree que es
a través de la formacion de acetato y glicoaldehido formados por $-oxidacién.32

Resulta interesante que el AGHB ocurre como un metabolito normal en el cerebro de
animales y el hombre .52

No se ha podido establecer con certeza el modo de accién del efecto depresor de la
GBL o del AGHB, sin embargo, Gessa y col. en 1968 reportaron que ambas sustancias
producen un aumento selectivo en los niveles de doamina en cerebro de ratones, rata y
conejo,'! y Rizzoli y col. afirman que la duracién del suefio inducido por el AGHB estd
relacionado con los niveles de dopamina.?? Roth y Suhr han propuesto un mecanismo me-
diante el cual el AGHB aumenta la dopamina en el cerebro.26

Debido a la importancia del GABA como un neurotransmisor inhibidor en €l mecanis-
mo de las convulsiones epilépticas y de la dopamina en el mal de Parkinson y el suefio,
existe gran interés por encontrar nuevas drogas capaces de modificar estos neurotransmi-
sores centrales, no sélo para fines terapéuticos, sino para comprender la funcién que de-
sempeian en las disfunciones cerebrales.

Bajo el conocimiento del efecto depresor consistente en sueio y anestesia de la GBL
y el AGHB y las propiedades anticonvulsionantes de la 5-etil-5-fenil-pirrolidinona (EPP)
y de la gama etil-gama-hidroxi-gama-fenil-butiramida (HEPB) del Dr. Carvajal, se esti-
mo6 que seria de interés sintetizar la 4-etil-4-fenil-butirolactona (EFBL) para saber cudles
serfan sus propiedades, si anticonvulsionantes o hipnéticas, ya que su estructura corres-
ponde al de la GBL pero con sustituyentes etilo y fenilo como en el EPP y en el supuesto
caso que se hidrolizara in vivo, daria el dcido gama-etil-gama-hidroxi-gama-fenil-butiramida.

En este trabajo se informa de las propiedades hipnéticas de la 4-etil-4-fenil-butirolactona
(EFBL), juzgado por la pérdida del reflejo de enderezamiento en ratones machos, deter-
mindndose la dosis hipnética que produce suefio en el 50% de los animales tanto para
la GBL, como para la EFBL (DS%®). Asimismo se estudia el efecto hipndtico con dife-
rentes dosis de GBL y EFBL y la influencia que pueden ejercer la atropina, reserpina,
fenelcina, cloropromazina, propranolol y la anfetamina sobre el efecto hipnético de la
EFBL, con el propdsito de tratar de averiguar su posible modo de accién.

MATERIALES Y METODOS

a) Sintesis. La sintesis de la 4-etil-4-fenil-butirolactona se hizo de acuerdo con el método
descrito por Carvajal y Alcdntara.'?®
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b) Animales. Como animales de experimentacién se emplearon ratones machos de la ce-
pa del I.N.H. entre 20-25 gramos de peso y 1 6 2 meses de edad y sin ninguna restric-
cién alimentaria.

c) Drogas. Las drogas utilizadas fueron las siguientes:

® Gama-butirolactona, de la casa Sigma, Co., diluida en aceite de ajonjoli y se admi-
nistré a dosis variables.

® Sulfato de atropina, de la casa Sigma, Co., se administré en solucién acuosa a dosis
de 5 mg/kg de peso.

¢ Clorhidrato de cloropromazina marca Aldrich, disuelto en agua, administrdndose
a dosis de 20 mg/kg de peso.

¢ Sulfato de fenelcina (Nardil), en este caso se usa una dosis aproximada de 50 mg/kg
de peso, ya que el principio activo se extrajo a partir de la forma farmacéutica.

® Clorhidrato de propranolol, se extrajo el principio activo a partir de las tabletas de
Inderalice y se administré una dosis aproximada de 10 mg/kg de peso.

® Sulfato de dextroanfetamina, de la casa Sigma, Co., se administré en solucién acuosa
a dosis de 10 mg/kg de peso.

® Reserpina, de la casa Sigma, Co., se disolvié en agua acidificada con acético y se
administré a dosis de 1.25 mg/kg de peso.

Todas las drogas se administraron por via intraperitoneal.

d) Determinacion de la DS, Se determiné la dosis que produce la pérdida del reflejo
de enderezamiento (suefo) en el 50% de los ratones por el método de Reed-Muench,
empleando diferentes dosis de GBL (200-600 mg/kg de peso) y Etil-fenil-butirolactona
(400-700 mg/kg de peso). Se considera la pérdida del reflejo de enderezamiento cuan-
do los animales permanecen sobre su lomo un minimo de 30 segundos; para cada dosis
se hicieron grupos formados de 10 ratones.

e) Efecto hipndtico de diferentes dosis de GBL y EFBL. Con el fin de comparar la accién
hipnética de la GBL y la EFBL, se administraron dosis crecientes de cada una de las
drogas a grupos de 10 ratones y se determiné el tiempo que transcurre desde la admi-
nistracion hasta la pérdida (latencia) y recuperacién del reflejo de enderezamiento. Las
dosis para cada droga fueron de 600 a 1,000 mg/kg de peso.

f) Influencia de varias drogas sobre el efecto hipndtico de la EFBL. Con el propdsito
de indagar el posible modo de acci6n hipnética de la EFBL se administraron atropina,
reserpina, fenelcina, cloropromazina, propranolol y anfetamina a las dosis ya men-
cionadas.

Procedimiento

Para cada una de las drogas empleadas se hicieron tres grupos de 10 ratones cada uno.
Al primer grupo se le administraron 600 mg/kg de peso de EFBL (A) y se midi6 la dura-
cién del efecto hipnético. Al segundo grupo se le inyect6 la droga en cuestion y se obser-
v6 su efecto hipnético. El tercer grupo recibi6 una de las drogas y posteriormente la EFBL
de la siguiente manera:

B) Atropina: 5 mg/kg de peso y una hora después EFBL a 600 mg/kg de peso.
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C) Reserpina: 1.25 mg/kg de peso y doce horas después EFBL a 600 mg/kg de peso.
D) Fenelcina: 50 mg/kg de peso y dos horas después EFBL a 600 mg/kg de peso.

E) Cloropromazina: 20 mg/kg de peso y 30 minutos después EFBL a 600 mg/kg de peso.
F) Propranolol: 10 mg/kg de peso y 30 minutos después EFBL a 600 mg/kg de peso.
G) Anfetamina: 10 mg/kg de peso y 30 minutos después EFBL a 600 mg/kg de peso.

Observindose la influencia que ejercen estas drogas en la duracién del efecto hipnético
de la EFBL.

REsuLTADOS

Ds,,

En primer lugar se determind la pérdida del reflejo de enderezamiento en el 50% de
los ratones, o sea, la DS, que es el pardmetro utilizado en este trabajo para juzgar el
efecto hipnético o suefio. Se puede observar en la figura 1 que para el caso de la GBL,
a partir de 200 mg/kg de peso los ratones comienzan a presentar la pérdida del reflejo
de enderezamiento y con 600 mg/kg de peso el 100% de los animales lo pierden. Interpo-
lando en la grifica se obtiene un valor de la DS, de 380 mg/kg de peso de GBL. En
la parte superior de la figura 1 aparecen los datos correspondientes.

El resultado de la DS, para la EFBL fue de 533 mg/kg de peso, comprendida entre
400 y 700 mg/kg de peso, como se ve en la figura 2. Aparentemente la EFBL requirié
de mayor dosis que la GBL; sin embargo, se observa que si es capaz de producir la pérdi-
da del reflejo de enderezamiento y que al final de la curva la diferencia disminuye, siendo
de 600 mg/kg de peso para la GBL y de 700 mg/kg de peso para la EFBL. como se discu-
tird posteriormente.

Efecto hipnético de diferentes dosis de GBL y EFBL

Puesto que la EFBL produjo la pérdida del reflejo de enderezamiento, nos interes6 com-
parar el efecto de dosis crecientes de EFBL sobre la duracién del suefio, con respecto
a dosis similares de GBL. De acuerdo con la figura 3, dosis de 600 mg/kg de peso de
GBL duerme a los animales 1.5 horas, y se incrementa la duracién del efecto conforme
a la dosis, hasta que con 1,000 mg/kg de peso alcanza 3.0 horas.

Con respecto a la EFBL, dosis de 600 mg/kg de peso duermen a los ratones durante
3.0 horas y la duracién se incrementa conforme a la dosis, llegando hasta 8 horas con
1,000 mg/kg de peso de EFBL, como se aprecia en la figura 4.

El tiempo de latencia es ligeramente menor para la EFBL en aproximadamente tres mi-
nutos, excepto a la dosis de 1,000 mg/kg de peso. No obstante, a medida que se aumenta
la dosis de GBL o de EFBL, disminuye la latencia y se prolonga el tiempo de suefio, como
aparece en la figura 5.

Influencia de varias drogas sobre el efecto hipndtico de la EFBL

Como se ve en la figura 6 y en la tabla 1, a excepcion de la anfetamina y el propranolol,
las demds drogas causaron un aumento en el tiempo de suefio. La atropina tuvo un efecto
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muy ligero de potenciacién, mientras que la reserpina y la cloropromazina hicieron dor-
mir a los animales 8 y 9 horas respectivamente, contra tres horas de los testigos, que sélo
recibieron EFBL. Sin embargo, la fenelcina fue la que causé la mayor potenciacién de
todas las drogas, con un tiempo de 11 horas, es decir, cerca de 4 veces mds que los testigos.

Debe sefalarse que ninguna de las drogas utilizadas presentaron efecto hipnético per
se, de modo que en la gréfica de la figura 6, la combinacién de estas drogas con la EFBL
solamente indican el orden de la administracién y no que produzcan efecto hipnético.

DiscusioN

Aparentemente la DS, de la EFBL es mayor que la DS, de GBL, lo cual significaria
que esta tltima es mejor hipnético que la EFBL; sin embargo, esta apreciacion no es muy
vdlida, ya que si los cdlculos se hacen en términos equimolares, resulta que 380 mg/kg
de peso de GBL equivalen a 4.42 milimoles/kg de peso, mientras que la dosis de 533
mg/kg de peso serian 2.80 milimoles/kg de peso de EFBL. Por lo anterior, es obvio que
la EFBL es mejor hipnético que la GBL.

El efecto hipnético de la EFBL es considerablemente mayor que el producido por la
GBL, aun en términos de mg/kg de peso, pues mientras 600 mg/kg de peso de GBL duer-
Raep_a los ratones 1.5 horas, la misma dosis de EFBL lo hace por 3 horas; la diferencia
seria ain mayor en términos equimolares. Si se compara el incremento que sufre por cada
100 mg/kg de peso de ambas drogas, la GBL aumenta 30 minutos, mientras que la EFBL
en 90 minutos hasta 120 minutos. También se puede ver que el tiempo médximo de suefio
de la GBL es de sélo 3 horas, en tanto que para la EFBL es de 8 horas, una diferencia
bastante considerable, lo cual confirma que la EFBL es mejor hipnético que la GBL por
cuanto a la duracién de su efecto. »

La mayor potencia de la EFBL pudiera estar relacionada con los radicales etilo y fenilo
que presenta esta sustancia, a diferencia de la GBL, la cual la haria mds lipofilica que
la GBL y este car4cter hidrof6bico le permitiria mayor penetracién y afinidad sobre las
estructuras cerebrales involucradas, a las que no tendria acceso la GBL.

Pudiera pensarse en la formacién de un complejo mds estable y por lo tanto mds lenta-
mente desplazado de su sitio de accion, o bien que la EFBL se metabolice mds lentamente
que la GBL. Sin embargo, es dificil explicar este mayor efecto hipnético sin antes cono-
-cer cudl seria su posible modo de accién, es decir, el efecto que causaria sobre los niveles
de algunos neurotransmisores quimicos, ya que se ha reportado que la GBL produce un
aumento en los niveles cerebrales de dopamina sin afectar a otros neurotransmisores. !!
Si la EFBL actuara de manera similar a la GBL, se esperaria que mantuviera los niveles
de dopamina elevados por més tiempo.

La influencia que ejercen la atropina, reserpina, fenelcina, cloropromazina, proprano-
lol y D-anfetamina sobre el efecto hipnético de la EFBL, no permite dilucidar el posible
modo de accidn; sin embargo, el hecho que la atropina tenga muy poco efecto, sugiere
que la acetilcolina no se encuentra involucrada, aunque se ha reportado que la GBL aumenta
los niveles de la acetilcolina en el cerebro.!? Asimismo, el propranolol que es un blo-
queador especifico de receptores $-adrenérgicos, practicamente no hizo variar el tiempo
de sueiio, por lo que al igual que la acetilcolina, es improbable, aunque no definitivo,
que participe en el efecto hipnético.

El hecho que la cloropromazina haya aumentado el tiempo de suefio, es una fuerte evi-
dencia a favor de la dopamina como una de las aminas responsables del efecto hipnético
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de la EFBL, ya que la cloropromazina bloquea los receptores dopaminérgicos, creando
un déficit funcional del neurotransmisor en la regién possindptica. Roth y col.28 en sus
investigaciones sobre el efecto depresor de la GBL, han encontrado que la dopamina es
la que determina la duracién del sueiio, sin afectar a otras aminas, lo que concuerda hasta
cierto punto con el resultado de este estudio.

La fenelcina fue la droga que mds potenci6 el efecto hipnético de la EFBL y siendo
esta sustancia un inhibidor de la monoaminooxidasa (MAQ), predispone a pensar que ade-
mds de la dopamina, esté involucrada otra amina, por ejemplo, la serotonina (5-HT), so-
bre todo porque Jouvet!8:!° ha demostrado que la serotonina desempefia un papel
importante en el mecanismo del sueiio, pues una disminucién en sus niveles ocasiona in-
somnio, que se contrarresta administrando su precursor metabdlico, el 5-hidroxitriptofano,
el cual puede restaurar los niveles de serotonina.!® No obstante, esta apreciacién no es
muy vdlida puesto que la MAO es capaz de degradar a todas estas aminas.

El efecto de la D-anfetamina y la reserpina sobre el suefo es impreciso, ya que la D-
anfetamina no afectd el tiempo de suefio, y la reserpina lo increment6 de manera impor-
tante. Esta aparente discrepancia podria deberse a que la D-anfetamina, aunque agota los
niveles de las aminas de sus sitios de almacenamiento,'¢ también bloquea el proceso de
reconsumo, que es importante para que el neurotransmisor deje de actuar sobre su recep-
tor. La reserpina también libera las aminas, pero no bloquea el reconsumo y las aminas
liberadas quedan expuestas a la accién enzimdtica de la MAO y la catecol-O-
metiltransferasa.

Aunque el diferente modo de accién de la D-anfetamina y la reserpina oscurecen los
resultados, hay evidencia de que la D-anfetamina disminuye el tiempo de sueiio produci-
do por la GBL y la reserpina lo prolonga,?® pero el hecho que la reserpina potencie el
efecto de la GBL, indica que alguna o algunas de las aminas estdn involucradas en el mo-
do de accién de la EFBL.

En realidad los mecanismos que gobiernan el funcionamiento del SNC son muy compli-
cados, y prueba de esto son las observaciones contradictorias entre los diferentes investi-
gadores, pues mientras unos encuentran que el efecto de la GBL se debe a que bloquea
el tréfico de los impulsos nerviosos en las terminales dopaminérgicas y en consecuencia
se acumula dopamina al no haber liberaci6n,26 otros consideran que la GBL acelera la
biosintesis del GABA en cerebro de rat6n y rata’ y que este GABA ejerce un control in-
hibitorio sobre las neuronas dopaminérgicas, ' a la vez que la dopamina regula la libera-
cién de acetilcolina. Algunos reportes indican que la dopamina funciona como un
neurotransmisor inhibidor en algunas 4reas del cerebro,3* o que activa a la adenilciclasa.

SuMMARY

It was reported that gamma-butyrolactone and gamma-hydroxybutiric acid are central
nervous system depressant producing sleep and anaesthesia, while S-ethyl-5-phenyl-
pyrrolidinone possess anticonvulsant properties. In this work we inform that
4-cthyl-4-phenyl-butyrolactone shows hypnotic properties judged by lossing of the righ-
ting reflex with a DS, off 533 mg/kg of mouse and whose duration is 2-3 times biger
than the observed for butyrolactone. Reserpine, fenelzine and chlorpromazine increase
the duration of hypnotic effect of 4-ethyl-4-phenyl-butyrolactone while atropine, anpheta-
mine and propranolol do not modify it, this fact suggests that dopamine and serotonine
could be involved on the possible mode of action.
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TasLa 1. Influencia de varias drogas sobre el efecto hipnético de
la etil-fenil-butirolactona

Sustancias Dosis Tiempo de Tiempo de

adminstradas (mg/kg) pretratamiento suefo
EFBL 600 2.8 hrs
Atropina 5 0 hrs
Atropina 5
+
EFBL 600 1 hr 4 hrs
EFBL 600 3 hrs
Reserpina 1.25 0 hrs
Reserpina 1.25 9 hrs
+
EFBL 600 12 hrs 9 hrs
Fenelcina 50 0 hrs
Fenelcina 50
+
EFBL 600 2 hrs 11 hrs
EFBL 600 3.1 hrs
Cloropromazina 20 0 hrs
Cloropromazina 20
+
EFBL 600 30 mins 8 hrs
EFBL 600 2.9 hrs
Propranolol 5 0 hrs
Propranolol 5
+
EFBL 600 1 hrs 2.7 hrs
EFBL 600 3 hrs
Anfetamina 10 0 hrs
Anfetamina 1
+

EFBL 600 30 mins 3 hrs.
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PERD.REF.END. ACUMULATIVOS
DOSTIS
S I N O S I N O TOTAL SI (%)
mg/Kg
200 0 10 0 24 24 0
300 2 8 2 14 16 12.5
400 6 4 8 6 14 57.1
500 8 2 16 2 18 88.8
600 10 0 26 0 26 100
100 1
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FIG. 1. Determinacién de la DS, en ratones para la gama butirolactona.
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PERD.REF.END. ACUMULATIVOS
DOSTIS
S I N O s I N O TOTAL ST (%)
mg/Kg
400 0 10 0 22 22 0
500 4 6 4 12 16 25
550 6 4 10 6 16 62.5
600 8 2 18 2 20 90
700 10 0 28 0 28 100
100 T
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DOSIS : mg/Kg de peso

FIG. 2. Determinacién de la DS, en ratones para la etil-fenil-butirolactona.



Horas

TIEMPO DE SUERO

. LATENCIA EN MINUTOS

SUERO EN HORAS

1.5 L

6 00 700 8 00 1000

DOSIS: mg/ Kg de peso

FIG. 3. Efecto hipnético de diferentes dosis de butirolactona.
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DOSIS: mg / Kg de peso

FiG. 4. Efecto hipnético en ratones de diferentes dosis de etil-fenil-butirolactona.

1

00O

891

L€ TOA 'SVIID07T0I4 SVIONIID 3d TVNOIOVN VT13NOS3 V1 3d STTVNV



TIEMPO DE SUERO: Horas

. BUTIROLACTONA

ETIL FENIL BUTIROLACTONA

6 00 700 8 00 9

DOSIS: mg / Kg de peso

FIG. 5. Efecto hipnético con diferentes dosis de butirolactona y etil-fenil-butirolactona en ratones.
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@ C D-AMFETAMINA: ( 10mg/Kg)
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-
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FIG. 6. Influencia de varias drogas sobre el efecto hipnético de la etil-fenil-butirolactona (600 mg/kg
de peso).
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