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1. RESUMEN

Valeriana officinalis es una especie  europea, utilizada por su efecto
sedante, hipndtico y anti-convulsivante. Las principales farmacopeas del
mundo establecen que éstas actividades farmacoldgicas se atribuyen
principalmente a los valepotriatos y al acido valerénico y sus derivados.
Guatemala cuenta con la Valeriana prionophylla, especie nativa de me-
soamérica, que ha demostrado actividades farmacologicas similares a las
observadas en V. officinalis. Por ello, se evalud la presencia de acido
valerénico o sus derivados, en un extracto obtenido por el método de
percolacion utilizando como Unico disolvente metanol grado reactivo, en
hojas y raiz de V. prionophylla cultivada en el departamento de San Marcos
y otro de procedencia silvestre del Depto. de Totonicapan, utilizando
cromatografia liquida de alta resolucion. Los resultados obtenidos indican
que las hojas de V. prionophylla, del Depto. de San Marcos y Totonicapan,
presentan acido hidroxivalerénico a una concentracion de 0.015 y 0.043 g
/ 100 g en base seca, respectivamente. Las raices de V. prionophylla
provenientes de San Marcos y Totonicapan, poseen acido hidroxivalerénico
y valerénico a una concentracion de 0.019 y 0.052, y 0.023 y 0.015 g/ 100
g en base seca, respectivamente. Ninguna de las muestras presentd Acido
acetoxivalerénico. Por tanto, se concluye que las condiciones
cromatograficas de trabajo establecidas en el presente trabajo de
investigacion, son adecuadas para la evaluacion del acido valerénico,
hidroxivalerénico y acetoxivalerénico en muestras de hojas y raices de V.
prionophylla, utilizando cromatografia liquida de alta resolucion.



2. INTRODUCCION

Valeriana officinalis ha sido utilizada en la medicina tradicional de Europa
y América, principalmente como sedante, hipnotico y anti-convulsivante.
Estas actividades farmacologicas se han atribuidos a diversos compuestos
presentes en ésta, sin embargo los valepotriatos ( valtrato / iso-valtrato y
dihidrovaltrato) y el acido valerénico y sus derivados, se conside-ran los
principales constituyentes con actividad sedante. Los valepotriatos son
productos naturales que desde el punto de vista quimico pertenecen a los
iridoides, y fueron aislados por primera vez en 1,960 de las partes sub-
terraneas de V. wallichii; el acido valerénico fué aislado en 1,957 y es un
derivado sesquiterpénico estable y con actividad sedante.

Las preparaciones farmacéuticas derivadas de valeriana, han sido en los 1l-
timos afios utilizadas como sustitutos naturales de los medicamentos de sin-
tesis inductores del suefio, principalmente por su relativa seguridad,
efectividad y por no inducir adiccion.

En Guatemala se cuenta con Valeriana prionophylla, especie nativa de me-
soamérica, que en estudios clinicos y de laboratorio ha demostrado activi-
dades farmacologicas similares a las observadas en V. officinalis. Por ello,
se hace necesario ampliar el conocimiento quimico de ésta, a través de
identificar y cuantificar el 4cido valerénico 6 sus derivados, presentes en un
extracto metandlico de hojas y raiz de V. prionophylla, de especimenes
cultivados en el departamento de San Marcos y otro de procedencia
silvestre en el Departamento de Totonicapan.

Se utiliz6 la cromatografia liquida de alta resolucion, pues es una de las
técnicas cromatograficas de eleccion descrita en las farmacopeas, para la
evaluacion de estos compuestos quimicos.



3. DEFINICION DEL PROBLEMA

Entre los principales medicamentos de origen vegetal con actividad induc-
tora del suefio y ansiolitica, esta el derivado de la raiz de Valeriana offici-
nalis, sin embargo esta especie no es cultivada en Guatemala, por lo que la
produccidn de éstos fitofarmacos se realiza a partir de material vegetal im-
portado.

Estudios de laboratorio y clinicos han demostrado que los extractos de raiz
de Valeriana prionophylla ( especie nativa de mesoamérica ) presentan ac-
tividades farmacoldgicas similares a las de Valeriana officinalis, donde el
acido valerénico y sus derivados juegan un papel importante ; sin embargo,
la informacidn acerca de éstos compuestos quimicos es escasa e incipiente.

Por tanto, es fundamental determinar la presencia de éstos compuestos,
que son marcadores fitoquimicos de especie, teniendo en cuenta que son
altamente inestables, termolabiles, de rapida descomposicion, y que
ademas se encuentran en poca cantidad. Por esto, se utilizo la
cromatografia liquida de alta resolucidén, técnica empleada para la
identificacién y cuantificacion de éstos compuestos en extractos
metanodlicos de la raiz de Valeriana.

4. JUSTIFICACION

La determinacion del perfil cromatografico del acido valerénico y su deri-
vados en extractos de raiz y hojas de V. prionophylla, proveera la informa-
cion basica para establecer la posible relacion entre €stos compuestos y los
efectos farmacologicos observados.

Desde el punto de vista fitofarmacéutico, se podran elaborar extractos de
V. prionophylla estandarizados en acido valerénico 6 sus derivados, a partir
de los cuales se podra formular y desarrollar un fitofarmaco de origen ve-
getal, los cuales en los Ultimos afios han experimentado una fuerte demanda
en el mercado nacional.



5. MARCO TEORICO
5.1 Botanica
5.1.1 Taxonomia y descripcidén

La Valeriana esun miembro de la familia Valerianaceae Batsch.,
del género Valeriana L., el cual engloba 200 especies alrededor del
mundo.

Valeriana prionophylla Standl. crece preferentemente en regiones
humedas, con arboledas de pino abiertas, o lugares alpinos, o bien en
crestas de acantilados rocosos, secos, algunas veces en piedra caliza,
a alturas de entre 2,100-4,200 m. Se ha reportado en México (Chia-
pas), Costa Rica y en los siguientes departamentos de Guatemala:
Chimaltenango, Guatemala, Huehuetenango, Quetzaltenango, Saca-
tepéquez, San Marcos, Solola, Totonicapan.(1)

Botanicamente se describe como una planta erecta, perenne, con rai-
ces largas, en forma de tenedor, tallo de 10-80 cm de altura, ligera-
mente piloso o casi glabro, con nudos pilosos ( Anexo 1 ); hojas pre-
dominantemente basales, usualmente numerosas y de apariencia ces-
pitosa, lamina foliar no dividida, oblongo-linear a espatulada, de 3-
30 cm de largo, 0.5-3.0 cm de ancho, base obtusa, atenuada a sub-pe-
ciolar, con margenes aserrados, serrado-dentados, ondulado-denta-
dos, crenados, o raramente enteros, usualmente ciliados, glabros a pi-
losos, hojas caulinares en 2-3 pares, de 2-20 cm de largo, sésiles y fi-
jas, con peciolo corto; inflorescencia larga, pedunculada, flores nu-
merosas dispuestas en un agregado dicasio, denso o difuso; bracteas
lineares; limbo del caliz con 9-11 segmentos; corola rotada, 1.5-3.0
mm de largo, de color blanco, rosado o violeta palido, glabra; estam-
bres exertos, las anteras presentan 4 16bulos, la teca surcada; estilo
exerto; aquenios de 2-3 mm de largo, lisos o transversalmente rugo-
sos, glabros o pilosos, los margenes adaxiales son usualmente cons-
picuos. (1)

5.2 Quimica de la familia Valerianaceae

La familia Valerianaceae posee cuatro grupos principales de consti-
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tuyentes quimicos, sesquiterpenos de los aceites volétiles, iridoides,
alcaloides y flavonoides.(2)

5.2.1 Aceite volatil

El contenido de los aceites volatiles varia grandemente tanto dentro
de la misma especie como entre distintas especies. V. officinalis euro-
pea contiene menos del 1 % volumen/peso (v/p), en tanto que V. offi-
cinalis var. latifolia de origen Japonés posee rendimientos de 0.5 a
6.0 % v/p.(2)

Los aceites son mezclas de derivados de monotepenos y sesquiterpe-
nos. El aceite de V. officinalis europea contiene 12 monoterpenos y
17 sesquiterpenos; encontrandose en mayor cantidad el bornil-aceta-
to y el isovalerato . Sin embargo, el sesquiterpeno acido valerénico
es el unico constituyente con actividad sedante.(2)

Tabla 1. Componentes quimicos del aceite esencial de V. officinalis

R
BORNIL ACETATO Ac
BORNIL ISOVALERATO iVal

Los principales sesquiterpenos presentes en €ste grupo de plantas, se
basan en el esqueleto quimico del kesano, valeranano y valerenano .
Las cantidades y composicion quimica de los aceites volatiles son tan
variables, que se deben determinar en cada muestra, para poder asi
establecer la correlacion entre la actividad bioldgica y los constitu-
yentes.(2)

Cabe hacer notar que la presencia simultanea de los tres sesquiterpe
noides ciclopentanicos, acido valerénico, acido acetoxivalerénico y



11

valerenal, tUnicamente se observa en Valeriana officinalis, lo que
permite la diferenciacion entre éstay otras especies del género.(3)

5.2.1.1 Farmacologia

El 4cido valerénico exhibe un efecto modulador alostérico positivo
(no asiel acido acetoxivalerénico ni el hidroxivalerénico ) a con-
centraciones > de 1 uM, evidenciado por la expresion del receptor
GABA, (Igaga). El efecto es dosis-dependiente y la estimulacion
maxima de los receptores a3,y ocurre a 100 uM. (4)

Por otro lado se establece que el sitio de union del acido valerénico
con el receptor GABA es distinto al utilizado por las benzodiazepi-
nas.

El efecto estimulador del acido valerénico sobre el receptor GABA,
depende de la composicion de la sub-unidad B del receptor. La
accion del acido valerénico se ejerce preferentemente en los recep-
tores que contienen las sub-unidades [3; B3s.

La actividad sedante, hipndtica y ansiolitica de Valeriana podria de-
berse a la interaccion del acido valérenico con los canales GABA 4

4)

Tabla 2. Sesquiterpenos presentes en la raiz de V. officinalis

=
i —
EHE
|
M M-
T'H CH, R1 R2
ACIDO VALERENICO T COOH
ACIDO HIDROXIVALERENICO OH COOH
ACIDO ACETOXIVALERENICO OAc COOH
VALERENAL H CHO

5.2.2 Iridoides

Los iridoides (valepotriatos) son monoterpenoides ciclopentan-c-pi-
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ranos, que poseen un esqueleto basico de 10 carbonos, y se encuen-
tran en un gran numero de familias de plantas, a menudo en su forma
glicosidica (5).

Los valepotriatos ( nombre derivado de triésteres epoxicos de Vale-
riana ) son productos naturales, que desde el punto de vista quimico
pertenecen a los iridoides; son principios activos importantes en la
Familia Valerianaceae y constituyen el 0.5-1.6 % (5).

Usualmente las raices contienen la mayor cantidad de valepotriatos,
encontrandose 14.5 % pp en las raices frescas de V. thalicroides, 7 %
p/p en V. mexicana DC y 1.2 % p/p en V. officinalis. En el caso de V.
kilimandascharica Engl., sus hojas contienen un 5 % p/p de valepo-
triatos.(2)

Tabla 3. Estructura quimica de los valepotriatos tipo dieno
VALEPOTRIATOS
TIPO
DIENO
Rl R2 RS3

1 Iv | Iv | Ac Valtraro
2 Iv | Ac | Iv Isovaltrato
3 Alv | Iv | Ac Acevaltraro
4 Iv | Ac | Ac Diavaltrato
5 Iv | Aiv| Ac Homoacevaltraro
6 Miv | Iv | Ac 1-Homovaltrato
7 Iv | Ac | Miv 7-Homovaltrato
8 Iv | Ac | Aiv 11-Acevaltrato
9 Iv |Hiv| Ac Hidrovaltrato
10 Cr | Iv | Ac 1-Seneciovaltrato
11 Iv | H | Iv Deacetilisovaltrato

El valtrato e isovaltrato representan mas del 90 % del total de los
valepo-triatos; ademds se encuentran pequefias cantidades de dihi-
drovaltrato, iso-valeroxi-hidroxidihidrovaltrato, 1-acevaltrato y otros.




5.2.2.1
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Clasificacion y estructura

Basados en su estructura quimica los valepotriatos se pueden dividir
en cuatro tipos: dieno, monoeno, valtratohidrino y el desoxi-monoe-
no. (5)

Los valepotriatos difieren en cuanto a los sustituyentes acidos este-
rificados al grupo OH y nimero de dobles enlaces en el nucleo iri-
doide, presencia de grupos epoxido, azlicares y ésteres.(2)

Tabla 4. Estructura quimica de los valepotriatos tipo monoeno
CHOR3 VALEPOTRIATOS
B TIPO
R, MONOENO
A IR, Rl R2 R3 R4
12 Iv Ac | Iv H Didrovaltrato
13 Iv Iv | Ac H Isodidrovaltrato
14 Iv Ac | liv | OH IVDH valtrato
15 Miv | Ac Iv H Homodidrovaltrato
16 Ac Iv | Aiv | H AHD valtrato

Los valepotriatos son compuestos inestables: son termolabiles y se
descomponen rapidamente bajo condiciones acuosas dcidas o alca-
linas, asi como en soluciones alcoholicas. En metanol anhidro y al-
macenados a 20 °C , los valepotriatos diénicos son relativamente es-
tables; disueltos en metanol o etanol, con una pequefia cantidad de
agua y almacenados a temperatura ambiente, la descomposicion es
del 90 % en pocas semanas.(5)

Los principales productos de la descomposicion de los valepotriatos
son compuestos de color amarillo llamados baldrinales, los cuales
reaccionan quimicamente y pueden formar polimeros. La pérdida
de los grupos sustituyentes en C1 y C7 en el valtrato y acevaltrato,
y la formacion de un grupo aldehido en C10 resulta en la formacién
del baldrinal; el homobaldrinal se origina de la pérdida de un grupo
acetil e isovaleril en C1 y C7 del isovaltrato.(5)




Tabla 5. Estructura quimica de los valepotriatos tipo hidrino
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VALEPOTRIATOS
H GHyOR, HIDRINOS
Iﬂlll-

H
172 Iv Iv Iv | Ac Valtrato hidrino B1
17b Iv Iv Ac | Ac | Valtrato hidrino B2
17¢ Biv Iv Iv | Ac | Valtrato hidrino B3
17d Iv Iv Ac Iv Valtrato hidrino B4
17¢ Iv Iv Miv | Ac | Valtrato hidrino B5a
17f Iv Miv Iv | Ac | Valtrato hidrino B5b
17¢g Iv | Miv | Ac | Ac | Valtrato hidrino B6a
17h Miv Iv Ac | Ac | Valtrato hidrino B6b
171 Cr Iv Iv | Ac | Valtrato hidrino B7
17] Aiv | Iv Iv | Ac | Valtrato hidrino B8

Tabla 6. Otros valepotriatos presentes en la raiz de V. officinalis

H CHaOR,

", R1 R2 R3
18 Iv. | Ac | Iv 8,11-Desoxididrovaltrato
19 Miv | Ac | Iv 8,11-Desoxihomodidrovaltrato
Tabla 7. Productos de degradacion de los valepotriatos

CH:OR;
=T TR
Ny,
R3
O

23 Ac Baldrinal
24 Iv Homobaldrinal
25 H Deacilbaldrinal
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5.2.2.2 Farmacologia

V. officinalis L., V. wallichii DC y V. edulis Nutt. ex Torr son las
especies mas utilizadas en la produccion de medicamentos herba-
rios (5), ya que los valepotriatos presentes en ellas, han presentado
actividad espasmolitica, sedante y anti-convulsiva; asi mismo se
sugiere, que interaccionan con sustancias con esqueleto quimico si-
milar presentes en el aceite esencial y de ésta forma actian sobre el
sistema nervioso.(6)

Tabla 8. Estimacion del contenido de valepotriatos por especie

VALEPOTRIATOS | RAICES | HOJAS | TALLOS | FLORES | BIOTECNOLOGIA
(PS %) Y
RIZOMA
V. officinalis 0.3-1.7 +
V. wallichii 1.8-3.5 0.83
V. edulis 8.0-12.0 +
V. kilimandschari 5.2 5.9 32 3.8
V. alliarilfolia + + + +
V. dioicia 0.2 + +
V. tripteris 0.3 + +

+ valepotriatos presentes, cantidad exacta desconocida

5.2.2.3 Toxicidad de los valepotriatos

Entre los principales efectos adversos reportados por la ingesta de
medicamentos que contienen V. officinalis se encuentran, midriasis,
congestion tordcica, cefalea, dolor abdominal, temblores y nefroto-
xicidad. En estudios hematoldgicos se ha reportado que la Valeriana
incrementa la tendencia a hemorragias y causa desérdenes en la
coagulacion sanguinea.(7)

Los valepotriatos son considerados componentes con actividad tran-
quilizante, sin embargo poseen una fuerte actividad alquilante con-
tra el agente nucleofilico 4-(p-nitrobenzil) piridina.(7)

En ratones macho Albino Swiss, la valeriana incremento significati-
vamente la frecuencia de micro-nucleacion en eritrocitos policroma-
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ticos y redujo la relacion eritrocitos policromaticos / Nnormocro-
maticos; ésto demuestra el efecto genotoxico y mitodepresivo de la
valeriana sobre los precursores eritrociticos en la médula 6sea.(7)

El estudio bioquimico de c€lulas hepaticas en los mismos sujetos ex-
perimentales, indica que la valeriana incrementa el malon-dialdehido
y disminuye el sulfildrilo no-protéico, reduciendo asi la efectividad de
los sistema enzimaticos fisioldgicos anti-oxidantes.(7)

Estos cambios bioquimicos se observan en células hepaticas y testicu-
lares a dosis de 1,000 y 2,000 mg de extracto de valeriana por Kg de
peso corporal, sin presentarse una curva lineal dosis/respuesta. (7)

En cuanto a la citogenética de las células germinales, la valeriana in-
crementa la frecuencia de anormalidades cromosomicas, como los
aneuploides, univalentes sexuales y poliploides. La evaluaciéon mor-
fologica del esperma evidencia un incremento en el porcentaje total
de anormalidades, ademas de observarse un aumento en las anorma-
lidades morfoldgicas en la cabeza del esperma (forma triangular y a-

morfa). (7)

Es dificil establecer la entidad quimica responsable de los efectos ge-
notdxicos, sin embargo se podria relacionar con la presencia de terpe-
noides (valepotriatos) y flavonoides ( 6-metilapigenina y 2S(-)-hespe-
ridina ), los cuales favorecerian la peroxidacion lipidica.(7)

5.2.3 Alcaloides

En 1967 se aislaron por primera vez dos alcaloides de V. officinalis,
l6ay 16b, en cantidades de 0.015 % y 0.001 % p/p, respectivamen-
te. La estructura del anillo se asemeja a la de los iridoides, sin embar-
go las cantidades presentes son tan pequefias que hacen poco probable
que contribuyan con la actividad bioldgica observada en la Valeriana.

(2)
5.2.4 Flavonoides

Al emprender la busqueda de las sustancias activas de la Valeriana,
se encuentra que los epoxiridoides (valepotriatos) y sus productos
de degradacion, los baldrinales, y los terpenos no-volatiles, como el
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acido valerénico y sus derivados, no son necesariamente 1os
responsables de la accion farmacoldgica observada, esto debido a que:

-la accion depresiva central de los valepotriatos, valeranona y del aceite
esencial, no demuestra una reduccion en el recambio de glucosa cerebral
en ratas

-la potencia sedante de éstos compuestos es baja (>30 mg/kg, en ratones);
-los valepotriatos en medio acuoso rapidamente se degradan, produciendo
baldrinales, que son quimicamente reactivos y pueden formar polimeros,
desapareciendo de los extractos; y

-las raices y rizomas de las diferentes especies de Valeriana, poseen gran-
des diferencias en cuanto a su constitucion quimica. (8)

Es por ello que el estudio de los flavonoides en la Valeriana a cobrado im-
portancia, ya que se ha demostrado su actividad sedante e inductora del
sueno. La linarina inicialmente se encontré en V. wallichii en 1,968; estu-
dios recientes la han identificado en V. officinalis, indicando que ésta y su
aglicona, acacetina, poseen actividad sedante e inductora del suefio. Sin
embargo, su mecanismo de accion aun no esta establecido, ya que no son
ligandos para el sitio de union a las benzodiazepinas en el cerebro de rato-
nes.(8)

La 6-metilapigenina es el primer compuesto aislado de la valeriana que po-
see una afinidad media-alta al sitio de unidon a benzodiazepina (BDZ-bs)
(ki = 0.5 uM), posee un efecto ansiolitico en ratones y no presenta
actividad inductora del suefio. Su concentracion en las raices de V.
officinalis y V. wallichii es de aproximadamente 60 pg/g de droga cruda

9).

La 2S(-)hesperidina, flavonoide conocido desde 1,936, es el isomero con
actividad sobre el sistema nervioso central, pero no es un ligando del
BDZ-bs, receptor 5-hidroxi-triptamina tipo 1-A, receptor 5-hidroxitriptami-

H 6-METILAPIGENINA
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na tipo 2, receptores glutamatergicos AMPA y receptores adenosina 1.
De aqui que, aiin no se conozca el mecanismo de su actividad sedante y
promotora del suefo.(9)

En ratas macho Wistar la administracion de 6-metilapigenina y 2-S-(-)
hesperidina, en una relacion en peso 2:1, incrementa dramaticamente el
efecto hipnotico; esto demuestra la relevancia de €stos compuestos en la
actividad tranquilizante e inductora del suefio de las valerianas.(9)

5.3 Cromatografia liquida de alta resolucion

Esta técnica es  utilizada al aislar y posteriormente analizar, de forma
rapiday eficiente, los diversos compuestos presentes en un extracto de
productos naturales. Se puede hacer uso de las siguientes cuatro formas:
fase normal, fase reversa, cromatografia de permeacion en gel y croma-
tografia de intercambio i6nico. El tipo de cromatografia dependera de
los materiales y métodos utilizados en el asilamiento o extraccion del
producto natural y la especie quimica a evaluar.

La cromatografia liquida de alto desempefo de fase reversa consiste en
una fase estacionaria, que es mas apolar que la fase movil y estd forma-
por particulas cuyo tamafioy distribucion son criticos, al momento de

separar distintos compuestos en una mezcla.

Tabla 9. Caracteristicas cromatograficas de los valepotriatos

COMPUESTO TIEMPO DE FACTOR DE UV MAXIMA
RETENCION CAPACIDAD (nm)
(min) (K’)
Baldrinal 4.43 2.20 230, 246, 291, 424
Homobaldrinal 9.76 6.05 230, 246, 291, 424
Acevaltrato 18.32 12.23 256, 259
Didrovaltrato 19.47 13.06 203
IVDH 20.43 13.75 203
Isovaltraro 21.38 14.44 256, 259
Valtrato 22.11 14.96 256, 259

La fase movil puede hacer uso de agua y/o disolventes organicos misci-
tetrahidrofurano o una mezcla de

bles, como el acetonitrilo, metanol,

ellos.
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Figura No. 1 Cromatograma por HPLC de V. officinalis, donde se encuentran presentes
. Acevaltrato (3), isovaltrato (2), valtrato (1), acido hidroxivalerénico (HVA), 4cido ace-
toxivalerénco (AVA), acido valerénico (VA) y valerenal (VAL).

Todo esto en conjunto proporciona una gran drea de superficie, en la cual
interaccionan los compuestos acarreados por la fase movil con la fase
estacionaria, produciendo una cromatografia con gran poder de
resolucidn. (10)
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6. OBJETIVOS

6.1 General

Determinar la presencia de acido valerénico o sus derivados, en ex-

tractos de hojas y raiz de V. prionophylla de dos localidades, median-
te la cromatografia liquida de alta resolucion.

6.2 Especificos

6.2.1 Estandarizar la metodologia de cromatografia liquida de alta
resolucion para la determinacion de acido valerénico, acido
hidroxivalerénico y acido acetoxivalerénico.

6.2.2 Evaluar el acido valerénico y sus derivados, presentes en los
extractos de hojas y raices.

6.2.3 Cuantificar el acido valerénico y los derivados identificados y

establecer las diferencias entre la Valeriana cultivada y silves-
tre.

7. HIPOTESIS

7.1 Alterna

El perfil fitoquimico de 4cido valerénico y sus derivados, presente
en V. prionophylla evaluado por cromatografia liquida de alta reso-
solucion, difiere entre la Valeriana cultivada y silvestre.

La cantidad de 4cido valerénico o sus derivados presentes en V.

prionophylla, evaluados por cromatografia liquida de alta resolu-
cion, difiere entre la Valeriana cultivada y silvestre.

7.2 Nula

El perfil fitoquimico de acido valerénicoy sus derivados, presente
en V. prionophylla, evaluado por cromatografia liquida de alta reso-
lucioén, es similar en la Valeriana cultivada y silvestre.
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La cantidad de 4cido valerénico o sus derivados presentes en V.
prionophylla, evaluados por cromatografia liquida de alta resolucion,
es similar entre la Valeriana cultivada y la de procedencia silvestre.

8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Universo
Especie de Valeriana prionophylla en Guatemala.
8.2 Muestra

Especimen de Valeriana prionophylla cultivada en la aldea Vista
Hermosa, Municipio de Tacana, Departamento de San Marcosy
especimenes silvestres recolectados en el Cerro Raxquim, a 3,221
msnm, coordenadas 14°44°54°° y91°23°31”’, Aldea Parraxquim,
Totonicapan.

8.3 Materiales

Percolador plastico

Columna ZORBAX Eclipse XDB-C 18, 4.6 x 250 mm, 5 my,
Agilent technology. No. Parte 990967-902

Gasa de uso médico

Baloén aforado de 50 ml

Balones volumétricos de 10 ml

Erlen-meyer de 50 ml

Probeta de 50 ml

Pipeta automatica de volumen variable 5.0-100.0 ml
Filtros de 0.45 um

Jeringas descartables de 3 ml

Jeringa para inyeccion tipo HPLC de 100 ul

Frascos plasticos color &mbar de 50 ml

Cuchillo

Piocha

Bolsas de polipropileno negras de 25 libras

8.4 Equipo

Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion marca Hewlett
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Packard Serie 1050, con Integrador HP 3396 Serie II y Detector
ultravioleta

Balanza analitica marca Ohaus

Balanza de humedad marca Ohaus

Horno de secado

Secador de material vegetal con bandejas plasticas de secado

8.5 Reactivos

Metanol absoluto grado reactivo

Metanol absoluto grado HPLC

Agua destilada

Agua grado HPLC

Estandar de Acido acetoxivalerénico grado HPLC
Estandar de Acido hidroxivalerénico grado HPLC
Estandar de Acido valerénico grado HPLC

8.6 Métodos
8.6.1 Recoleccion de material vegetal

-Seleccionar los especimenes con mejores caracteristicas de
desarrollo floral

-Introducir el pico de una piocha 10-20 cmsen el suelo, por
debajo de la planta seleccionada, y con un movimiento de palan-
ca extraerla completamente.

-Inmediatamente introducir la raiz de la planta en una bolsa plasti-
ca gruesa y atar a nivel del tallo, formando un empaque hermé-
tico.

8.6.2 Lavado, desinfeccion y secado de hojas

-Seleccionar y cortar las hojas de mejor aspectoy constitucion.

-Lavar 3 veces con agua destilada.

-Lavar una vez més con agua conteniendo hipoclorito de sodio
( 10 gotas de hipoclorito por 1 litro de agua).

-Colocar en bandejas plasticas de secado una hoja contigua a la
otra sin apilarlas.

8.6.3 Lavado, desinfeccion y secado de raices

-Seleccionar y cortar las raices de mejor aspecto
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-Lavar vigorosamente las raices con agua destilada y un cepillo fino,
eliminando tierra, impurezas y materia extrafia

-Lavar una vez mads con agua conteniendo hipoclorito de sodio ( 10
gotas de hipoclorito por 1 litro de agua )

-Con un cuchillo bien afilado, cortar longitudinalmente las raices en
hojuelas lo mas delgadas posibles

-Colocar las hojuelas en bandejas plasticas de secado una contigua a
otra sin apilarlas.

8.6.4 Determinacion de humedad

-Utilizando una balanza de humedad, colocar 1 g de droga vegetal y
determinar la humedad

-Si la humedad es mayor al 10 %, secar en horno eléctrico por 30 min
a 40 °C

-Determinar nuevamente la humedad relativa

8.6.5 Extraccion por percolacion de raices y hojas de V. prionophylla

-En un percolador limpio y seco, colocar en la parte inferior un
trozo de algoddn; seguidamente colocar papel filtro cortado de
acuerdo al didmetro del percolador

-Pesar 2 g de polvo fino de hojas ¢ raices de V. prionophylla

-Humedecer el material vegetal con 5 ml de alcohol metilico absoluto
grado reactivo

-Transferir todo el material vegetal al percolador y agregar metanol
absoluto hasta ajustar 30 ml

-Dejar reposar por 24 horas.

-Abrir la llave de la parte inferior y dejar gotear el liquido a una velo-
cidad adecuada

-Recoger el extracto en un beaker, afiadir suficiente disolvente
extra, segin se requiera, hasta obtener el volumen de disolvente
agregado al inicio (30 ml)

-El material sélido que ha quedado, se presiona fuertemente y el liqui-
do obtenido se afiade al percolado obtenido anteriormente(11)

8.6.6 Cromatografia liquida de alta resolucion
Para el andlisis cuantitativo se utiliza una modificacion del método de

Hénsel y Schulz (12); ésta consiste en utilizar el proceso de extra-
ccion por percolacion con metanol absoluto durante 24 hrs, lo que
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provee una buena separacion del acido valerénico, dcido acetoxivale-
rénico, acido hidroxivalerénico y el aldehido valeranal.

La determinacion exacta de éstos componentes debe realizarse me-
diante la utilizacion de estandares ( acido valerénico, acido acetoxi-
valerénico y d4cido hidroxivalerénico) y el calculo de los coeficien-
tes de extincidon propio de cada compuesto.(13)

8.6.6.1 Preparacion de los estandares.
Pesar 5 mg de cadauno delos estdndares y colocar en un matraz
volumétrico de 100 ml. Diluir con una solucion de metanol:agua
(80:20). Los estandares seran almacenados en viales color ambar y

bajo condiciones de refrigeracion.(13)

8.6.6.2 Condiciones cromatograficas

Columna C-18, 5um, 4.6 x 250 mm

Fase movil Metanol: Agua (80:20) con acido
fosforico 0.5 % v/v

Tasa de flujo 1.0 ml/min

Deteccion UV 255 nm

Volumen de inyeccion 20 ul

Tiempo de corrida 15 min

Orden de elusion A. hidroxivalerenico, A. acetoxiva-

lerénico, A. valerenico y valerenal.

8.6.6.3 Calculos

Calcular el porcentaje de acido valerénico o 4cidos valerénicos tota-
les utilizando la siguiente férmula:

100 V ( C/W)(1u/ 1)

Donde:

V= volumen en ml utilizado en la preparacion de la muestra

C= concentracion en mg/ml de la solucion estdndar

W= peso en mg de la valeriana utilizada para preparar la muestra
1,- pico de la muestra

1s-pico de la solucion estandar (13)
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9. RESULTADOS
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Figura 2. Cromatograma de los estandares de A. valerénico, hidroxivalerénico y
acetoxivalerénico

Inicialmente se procedid a estandarizar la metodologia de cromatografia
liquida de alta resolucion, obteniéndose el perfil cromatografico de los
estandares de acido hidroxivalerénico, acido acetoxivalerénico y acido
valerenénico, los cuales presentan tiempos de retencion de 5.270, 6.925 y
15.749 min , respectivamente.
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Figura 3. Cromatograma de hoja de V. prionophylla del Depto. de San Marcos

El cromatograma correspondiente al extracto de hojas de V. prionophylla ,
proveniente del Departamento de San Marcos,
Fig. 3 presenta un pico definido a un tiempo de retencion de 5.239 min , el
cual corresponde al 4cido hidroxivalerénico. El area bajo la curva de éste es
de 224,342, equivalente a 0.015 g / 100 g en base seca. Se observa la
ausencia de picos correspondientes a los tiempos de retencion del acido
valerénico 6 acetoxivalerénico.
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Figura 4. Cromatograma de raiz de V. prionophylla del Depto. de San Marcos ‘

El extracto metanolico de raiz de V. prionophylla proveniente del Depto.
de San Marcos, Fig. 4, presenta picos cromatograficos con tiempos de
retencion de 5134 y 15.071 min, correspondientes al dacido
hidroxivalerénico y valerénico respectivamente. Las areas bajo la curva de
¢stos son de 298,764 y 986,323, y equivalen a un contenido de 0.019 y
0.052 g/ 100 g en base seca, respectivamente.
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L

Figura 5. Cromatograma de hojas de V. prionophylla del Depto de Totonicapan

Los picos observados en el cromatograma del extracto de hojas de V.
prionophylla provenientes de Totonicapan, Figura 5, evidencian la
presencia de acido hidroxivalerénico, con un tiempo de retencidén de 5.235
min, y un area bajo la curva de 701,288; esta equivale a 0.043 g/ 100 g en

base seca.
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Figura 6. Cromatograma de raiz de V. prionophylla del Depto. de Totonicapan

La raiz de V. prionophylla proveniente del Depto. de Totonicapan, Fig. 6,
presenta dos picos, uno a un tiempo de retencion de 5.130 y otro a 14.975
min , los que corresponden al 4cido hidroxivalerénico y al acido valerénico.
El 4rea bajo la curva es de 378,863 y 308,819, y equivalen a 0.023 g/ 100
gy 0.015 g/ 100 g en base seca, respectivamente.
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De los valores de humedad, peso de muestra, volumen final del percolado
(Anexo 4), y area bajo la curva de los picos cromatograficos, se calcula es-
tequiometricamente el contenido de 4acido valerénico y sus derivados en
gramos por 100 gramos de base seca.

TABLA 10. Contenido en g/ 100 g de droga vegetal seca, de sesquiterpenos en mues-
tras de hojas y raiz de V. prionophylla de dos localidades

ACIDO ACIDO ACIDO
VALERENICO | ACETOXI- HIDROXI-
VALERENICO | VALERENICO
HOJAS
V.prionophylla |  -—-— | = - 0.015g/100 g
SAN MARCOS
RAIZ
V. prionophylla 0.052g/100g | --—--- 0.019g/100 g
SAN MARCOS
HOJAS
V.prionophylla |  -—-— | - 0.043g/100 g
TOTONICAPAN
RAIZ
V. prionophylla 0.015g/100g |  ---- 0.023g/100 g

TOTONICAPAN

10. DISCUSION DE RESULTADOS

El proceso de estandarizacion de la cromatografia liquida de alta resolucién
para la determinacion de 4cido valerénico, hidroxivalerénico y acetoxivale-
rénico, indica que las condiciones cromatograficas establecidas en el
presente trabajo de investigacion, son adecuadas para la evaluacion de éstos
sesquiterpenos en muestras de hojas y raices de V. prionophylla.

La metodologia de extraccion por percolacion con metanol absoluto
( 100 % ) grado reactivo como unico disolvente, no fue del todo satisfacto-
toria, El andlisis cromatografico de los extractos metandlicos de V.
prionophylla, evidencian una gran diversidad de constituyentes quimicos
presentes, principalmente en la raiz, lo que produce traslape y poca
definicion en los picos cromatograficos.
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Por ello, se debe redefinir el proceso de extraccion, haciendo énfasis en
la utilizacion de particion con disolventes de diferente polaridad, con lo
cual se podra optimizar el procesoy por ende, la calidad de los picos
cromatograficos caracteristicos del dcido valerénico y sus derivados.

Debido a que el acido valerénico se transforma quimicamente en dacido
valerénico, acido acetoxivalerénico, dcido hidroxivalerénico y valerenal, el
calculo del valor de &cido valerénico total ( suma de todas las especie qui-
micas ) es mas representativo de los productos farmacologicamente efec-
tivos en el caso de Valeriana officinalis que la determinacion unica de
acido valerénico. Sin embargo, es de suma relevancia el establecer la pre-
sencia de acido valerénico, ya que podria validar la utilizacion de las hojas
de Valeriana prionophylla como droga vegetal, y asi aprovechar la activi-
dad sedante atribuida a éste tipo de compuestos.

Las hojas de V. prionophylla provenientes del departamento de San Mar-
cos y Totonicapan, no presentan picos cromatograficos de acido valerénico
0 acido acetoxivalerénico. Esto se podria deber a que la exposicion de las
hojas al ambiente hiumedo en el que habitan éstas plantas, podria favorecer
una estructura quimica y energética mas estable, como lo es la forma
hidroxilada ( cido hidroxivalerénico ).

El pico cromatografico del 4cido hidroxivalerénico se observa claramente
en ambas muestras de hoja, conteniendo V. prionophylla de origen sil-
vestre (Totonicapan) aproximadamente 3 veces el valor de la de San Mar-
cos. Esto podria deberse a las caracteristicas genéticas y fenologicas de la
planta, la calidad y tipo de suelo, y las condiciones climaticas.

Las raices de V. prionophylla de ambas localidades, presentaron picos cro-
matograficos indicativos de acido valerénico e hidroxivalerénico. La raiz
de V. prionophylla procedente del departamento de San Marcos presenta
niveles mas altos de &cido valerénico en comparacion con la de
Totonicapan; la cantidad de 4cido hidroxivalerénico presente en la raiz, es
similar para ambas localidades. De aqui podemos inferir, que la actividad
sedante atribuida a la raiz, seria mas pronunciada en la Valeriana
prionophylla cultivada, ya que en conjunto contiene mayor cantidad de
sesquitepenos que la de origen silvestre.
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11. CONCLUSIONES

11.1 El procedimiento de extraccidn por percolacidon con metanol absolu-
to grado reactivo, extrae compuesto quimicos no deseados, por lo que
se debe ensayar con mezclas de disolventes con alta afinidad para el &-
cido valerénico y sus derivados. En cuanto a las condiciones cromato-
graficas establecidas, son adecuadas para la evaluacion de €stos com-
puestos en hojas y raices de V. prionophylla, utilizando cromatogra-
fia liquida de alta resolucion.

11.2 La estandarizacion de la metodologia de evaluacion de acido valeréni-
nico, acetoxivalerénico e hidroxivalerénico, indica que los picos cro-
matograficos de dichos compuestos presentan tiempos de retencion de
de 15.7, 6.9 y 5.2 min, respectivamente.

11.3 Las hojas de V. prionophylla provenientes de las dos localidades eva-
luadas, presentan tinicamente picos cromatograficos correspondientes
al acido hidroxivalerénico, siendo la oriunda del departamento de To-

tonicapan la que presenta la mayor cantidad de dicho compuesto
(0.043 g/ 100 g en base seca).

11.4 Las raices de V. prionophylla de ambas localidades, presentan picos
cromatograficos de acido valerénico e hidroxivalerénico. El acido va-
lerénico en las raices de V. prionophylla cultivada es de 0.052 g/ 100
g en base seca, tres veces mas que la cantidad encontradaen la
Valeriana de origen silvestre.

11.5 No se evidencid la presencia de 4cido acetoxivalerénico en las hojas y
raices de Valeriana prionophylla, en las dos localidades estudiadas.

12. RECOMENDACIONES

12.1 Ensayar procesos de extraccién por particion con disolventes de di-
ferentes polaridades, para asegurar el aislamiento eficaz del 4cido va-
lerénico, hidroxivalerénico y acetoxivalerénico.

12.2 Evaluar V. prionophylla de otros Departamentos de Guatemala, con
el fin de establecer los especimenes con mejores propiedades fitoqui-
micas.



33

13. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
. Flora of Guatemala. Field. Bot. U.S.A. 1976;24(11):302-303

. Houghton PJ. The biological activity of valerian and related plants.
Journal of Ethnopharmacology. 1988;22:121-142.

. Carlini EA. Plants and the central nervous system. Pharmacology,
Biochemistry and Behavior. 2003;75:501-512.

. Khom S. et al. Valerenic acid potentiates and inhibits GABA, recep-
tors: Molecular mechanism and subunit specificity. Neuropharmaco-
logy. 2007;20:1-10.

. Bos R., Woerdenbag H. and Pras N. Determination of valepotriates.
Journal of Chromatography. 2002; 967:131-146.

. Hobbs C. VALERIAN.U.S.A.: Herbal/Gram, Doc. Tec. No. 21,
1989.

. Al-Majed A. et al. Studies on the cytological and biochemical effects
of valerian in somatic and germ cells of Swiss albino mice. Food
and Chemical Toxicology. 2006;44:1830-1837.

. Fernandez S. Sedative and sleep-enhancing properties of linarin, a
flavonoid-isolated from Valeriana officinalis. Pharmacology, Bio-
chemistry and behavior. 2004;77:399-404.

. Marder M. et al. 6-Methylapigenin and hesperidin: new valeriana
flavonoids with activity on the CNS. Pharmacology, Biochemistry
and behavior. 2003;75:537-545.

10.Satyajit D. et al., eds. Natural products isolation, Methods in biotech-

nology. 2.ed. NJ, U.S.A.: Humana Press, 2006. 515p. (p. 213-231).

11.Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Lipronat: Manual de

operaciones. Guatemala: Universidad de San Carlos, 2005.

12.Hansel R., Schulz J. Valerensduren und valerenal als leitstoffe des

offizinellen baldrians: bestimmung mittels HPLC technik Dtsch
Apoth Ztg. 1982;122:215-219



34

13.Upton R., ed. American Herbal pharmacopoeia and therapeutic Com-
pendium; Valerian root, Valeriana officinalis. Analytical, Quality
control and Therapeutic monograph. CA, U.S.A.: American Herbal
Pharmacopoeia, 1999. 28p.



35

ANEXOS

Anexo 1. Fotografias de las diferentes partes de la planta de
Valeriana prionophylla en estado silvestre.

A. Inflorescencia B. Pllas

C. Riz as | D. Tallo floral
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Curva de calibracion del standard de Acido hidroxivaleréni-
co, para hojas de V. prionophylla, a una atenuacion de 4,

graficada como area total del pico vrs.
estandard.

concentracion del

600000
500000

400000

300000

200000

100000

0

24

ATENUACION 4

CONCENTRACION AREA
(ug/mL)
6 151,384
12 292,637
24 634,619
INTERCEPTO -19,607
PENDIENTE 27,082.4048
COEFICIENTE 0.9989763
MUESTRAS AREA CONCENTRACION
(ug/mL)
HOJA V.
PRIONOPHYLLA 224,342 9.0076
TOTONICAPAN
HOJA V.
PRIONOPHYLLA 701,288 26.6185

SAN MARCOS




37

Anexo 3. Curvade calibracion del standard de Acido hidroxivaleréni-
co, para raiz de V. prionophylla, a una atenuacion de 6, grafi-
cada como 4area total del pico vrs. concentracion del estan-
dard.

600000 ‘/////’)
500000 ‘/////r
400000
300000 ‘///’,,
200000
1 &
100000
0 1 1 Ll T T T T
6 12 24
ATENUACION 6
CONCENTRACION AREA
(ug/mL)
6 151,965
12 337,900
24 624,781
INTERCEPTO 8,524.5
PENDIENTE 25,930.2976
COEFICIENTE 0.99772407
MUESTRAS AREA | CONCENTRACION
(ug/mL)
RAIZ V.
PRIONOPHYLLA 378,863 14.2820
TOTONICAPAN
RAIZ V.
PRIONOPHYLLA 298,764 11.1930
SAN MARCOS
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Anexo 4. Caracteristicas fisicas de las muestras utilizadas y volumen fi-
nal del extracto obtenido por percolacion.

SAN MARCOS

MUESTRA HUMEDAD PESO PERCOLADO
DROGA MUESTRA (mL)
VEGETAL )
(%)
HOJA
V. PRIONOPHYLLA 5.40 2.0012 30.8
TOTONICAPAN
RAIZ V.
PRIONOPHYLLA 7.34 2.0222 30.6
TOTONICAPAN
HOJA V.
PRIONOPHYLLA 7.58 2.0103 30.3
SAN MARCOS
RAIZ V.
PRIONOPHYLLA 10.45 1.9967 31.0




