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ARTICULO ORIGINAL

Isovaleramida, principio anticonvulsivo aislado de Valeriana pavonii

Sara Emilia Giraldo', Javier Rincén', Pilar Puebla?, Mariel Marder?, Cristina Wasowski®,
Nadezdha Vergel', Mario Francisco Guerrero'

' Departamento de Farmacia, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Bogoté4, D.C., Colombia

2 Departamento de Quimica Farmacéutica, Facultad de Farmacia, Universidad de Salamanca, Salamanca,
Espafa

3 Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina

Introduccién. El fraccionamiento fitoquimico de Valeriana pavonii, especie vegetal nativa utilizada
tradicionalmente en Colombia con fines tranquilizantes, condujo al aislamiento e identificacion de la
isovaleramida, uno de los principios responsables de su actividad sobre el sistema nervioso central
como anticonvulsivo.

Objetivo. Reportar la identificacion de la isovaleramida, metabolito de V. pavonii activo sobre el
sistema nervioso central.

Materiales y métodos. La purificacién de laisovaleramida se realiz6 mediante técnicas cromatograficas.
Su estrucutra se determind por experimentos de resonancia magnética y espectrometria de masas.
Se emplearon las pruebas de convulsion maxima inducida eléctricamente en ratones como ensayo
farmacoldgico in vivo y el ensayo in vitro de union al sitio de las benzodiacepinas sobre el receptor
GABA-A.

Resultados. En el modelo de convulsién méaxima inducida eléctricamente en ratones, la isovaleramida,
aislada de la fraccion mas activa de V. pavonii, confirié un indice de proteccion de 90% en una dosis de
100 mg/kg, por via oral, comparable al agente de referencia utilizado: fenitoina sédica (20 mg/kg, por
via oral, 100%) y superior al control (vehiculo, 20%). En el ensayo in vitro, la isovaleramida presenté
un 42% de inhibicién del sitio de unién de flunitracepam con tritio.

Conclusién. La isovaleramida es uno de los principios activos anticonvulsivos de V. pavonii, por
primera vez reportado en esta especie. Estos resultados dan soporte al uso tradicional de V. pavoniiy
a su interés como fuente de principios Utiles en terapéutica.

Palabras clave: valeriana, medicina tradicional, acido valproico, anticonvulsivos, epilepsia, epilepsia
ténico-clénica.

Isovaleramide, an anticonvulsant molecule isolated from Valeriana pavonii

Introduction. Fractioning of an extract of Valeriana pavonii, a native species used in Colombian folk
medicine as tranquilizer, led to the isolation and identification of isovaleramide, one of the active
constituents responsible for its central nervous system activity as anticonvulsant.

Objective. Description of the isolation and identification of isovaleramide, an active principle on central
nervous system from Valeriana pavonii.

Materials and methods. The purification of isovaleramide was carried out by chromatographic
techniques. Its structural elucidation was determined by nuclear magnetic resonance and mass
spectrometry. Maximal electroshock seizure was used as in vivo pharmacological test, additionally in
vitro GABA-A/BDZ-binding site studies were performed.

Results. Isovaleramide was isolated from the most active fraction of Valeriana pavonii. This compound,
at 100 mg/Kg, p.o, evidenced a 90% index protection against the maximal electroshock seizure in mice
(MES), comparable to the reference agent: sodium phenytoin (20 mg/kg, p.o, 100%). In the in vitro
assay, isovaleramide (300 pM) exhibited a 42% of inhibition of the binding of 3H-FNZ to its sites.
Conclusion. Isovaleramide is one of the active anticonvulsant constituents of Valeriana pavonii, for the
first time reported in this species. These results support the traditional use of Valeriana pavonii and its
interest as a therapeutic source.

Key words: valerian;, medicine, traditional; valproic acid, anticonvulsants, epilepsy; epilepsy, tonic-
clonic.
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El género Valeriana abarca mas de 200 especies,
varias utilizadas con fines tranquilizantes, como V.
wallichii, V. edulis y la més conocida y estudiada V.
officinalis, especie originaria de Europa y del norte
de Asia. Las raices de V. officinalis se han utilizado,
ademas, con fines anticonvulsivos, actividad que
se atribuye al acido isovalérico, principal metabolito
de degradacién, responsable del olor caracteristico
de esta especie (1).

Entre otros metabolitos activos de V. officinalis, se
encuentran: valepotriatos (iridoides), baldrinales
(compuestos de degradacién de valepotriatos),
terpenoides no volatiles, como el acido valerénico,
y flavonoides, como metilapigenina, hesperidina y
linarina (2,3). En Colombia el bejuco de V. pavonii,
se emplea en la medicina tradicional con fines
similares (4); los estudios previos de su extracto
y fracciones han mostrado efectos anticonvulsivos
en ratones, asi como la posible presencia de
compuestos de tipo iridoide y alcaloide (5,6).

En Colombia la comercializacion de V. pavonii
y V. officinalis se realiza de manera indistinta,
aspecto relevante si se tiene en cuenta que son
dos especies diferentes (5,6).

Los trastornos epilépticos constituyen una
de las alteraciones neurolégicas con mayor
morbimortalidad en Colombia y otros paises latino-
americanos, superior a la de paises del hemisferio
norte (7,8). La terapia farmacolégica disponible,
pese a los avances introducidos en las Ultimas
décadas, se enfrenta a un importante perfil de
efectos adversos y a la insuficiente efectividad,
aproximadamente, en una tercera parte de
pacientes (9). Las alternativas terapéuticas de
origen natural podrian contribuir a atenuar el curso
y las manifestaciones de esta enfermedad (10).

En vista del interés surgido a partir de V. pavoniipor
sus efectos anticonvulsivos, en estainvestigacionse
describe el fraccionamiento bioguiado de la porcién
alcaloide que se obtuvo, hasta la identificacién
de la isovaleramida como uno de los principales
principios activos. Para ello, se acudioé al modelo
de convulsién méxima inducida eléctricamente en
ratones (maximal electroshock seizures), la prueba
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mas utilizada en la evaluacion inicial de farmacos
destinados al manejo del mayor tipo de crisis que
se observa en clinica: la epilepsia primariamente
tonico-clonica generalizaday las epilepsias parciales
secundariamente generalizadas (11,12).

Materiales y métodos

Fraccionamiento y aislamiento de la
isovaleramida

El material vegetal se adquiri6 en un mercado
popular de plantas medicinales de Bogota, D.C.,
Colombia, y dos de sus ejemplares se enviaron al
Herbario Nacional Colombiano de la Universidad
Nacional de Colombia para su clasificacién
taxondémica, donde reposan con los nimeros de
colecciéon Col 495179 y Col 495756.

Los bejucos de V. pavonii (25 kg) se trituraron vy,
posteriormente, se secaron en un horno de aire
circulante a 40°C, hasta obtener un material seco
(678 g) que se sometid a extraccién por percolacién
con una mezcla de hidréxido de amonio, cloroformo
y etanol en proporcion 0,8:1:2, para obtener el
extracto de alcaloides totales vy, luego, a partir de
éste, la fraccion alcaloide purificada, de acuerdo
con los procedimientos de extraccién acido-base
previamente descritos (5,6).

La fraccion obtenida (6,25 g) se sometid a
cromatografia en columna, utilizando silica gel 60
(Merck®, 0,063-0,200 mm) como fase estacionaria
y la fase movil en gradiente con una mezcla de
hexano:clorofomo:metanol. Posteriormente, se hizo
seguimiento por cromatografia en capa delgada
hasta obtener las siguientes fracciones, agrupadas
segun el perfil cromatografico: FA-3 (11,4%), FA-4
(48,4%), FA-5 (8,2%), FA-6 (6,0%) y FA-8 (9,2%).

La isovaleramida (figura 1) se obtuvo por
precipitaciéon como un soélido blanco cristalino a
partir de la fraccion FA-4, con un rendimiento de
1,8% con respecto a fraccion alcaloide purificada.
A la muestra obtenida se le determiné el espectro
IR (Perkin Elmer HP/FT-IR 1600°) y se disolvid
en cloroformo con deuterio (CDCI,, Sigma®) para
los experimentos de RMN monodimensional ('H
y 8C, DEPT 90 y DEPT 135) y bidimensional
(HOMOCOSY, HMQC, HSQC y HMBC, Bruker
DRX®100,6 y 400 MHz y Bruker Avance® 100 MHz
y 400 MHz).

Los desplazamientos quimicos (8) se reportaron
en partes por millén (ppm) relativos a un estandar
interno de tetrametil-silano (TMS) y las constantes
de acoplamiento (J) en Hz.
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Figura 1. A. Estructura quimica de isovaleramida (3-metil-
butanamida); B. Estructura quimica del acido valproico (acido
2-propilpentanoico)

Su peso y formula molecular se confirmaron por
impacto electronico, empleando espectrometria de
masas de baja y alta resolucion (VG Micromass
ZAB-2F y Micromass Autospec (IE).

Ensayo farmacolbgico

Se emplearon ratones albinos ICR machos de
edades entre 9y 11 semanas, y pesos entre 28 y 38
g, suministrados por el Bioterio del Departamento de
Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia.
Los animales se mantuvieron en condiciones
constantes de temperatura (22°C = 1°C), con un
ciclo de 12 horas de luz/oscuridad, y consumo de
agua y alimento a voluntad.

Todos los tratamientos se administraron por via
oral, preparados en un vehiculo de glicerina/
propilenglicol/polisorbato 80 (10%, 10% y 2%,
respectivamente). Para la administracion de las
fracciones, se utilizaron dosis proporcionales a
su rendimiento con respecto a la fraccién inicial,
asi: FA-3: 50, FA-4: 195, FA-5: 35, FA-6: 24 y
FA-8: 40 mg/kg. La fraccion alcaloide purificada
se administré a dosis de 500 mg/kg, segun lo
establecido en estudios previos (5), mientras que
la isovaleramida, compuesto puro aislado de FA-4,
se administr6 a dosis de 100 mg/kg. Se utilizd
fenitoina sodica (Sigma®), en dosis de 20 mg/kg,
como control positivo y como control negativo, el
vehiculo. Todos los tratamientos se administraron
después de cuatro horas de ayuno, el volumen de
administracion fue de 0,01 ml/g de peso en todos
los casos.

Transcurrida una hora de la administracion, se
le aplicé a cada animal, por via corneal y previa
instilacién de solucion salina normal, una descarga
eléctrica de corriente alterna de 50 mA, 60 Hz
y 20 ms de duracion (estimulador, Coulbourn
Instruments®, E 13-51). Se asumidé como criterio
de proteccién la ausencia de la extension tonica de
las extremidades posteriores en un angulo superior
a 45° (13).

Isovaleramida de Valeriana pavonii

Ensayo de unién al sitio de benzodiacepinas
del receptor GABA-A

La unién de la isovaleramida al sitio de las
benzodiacepinas sobre el receptor GABA-A, se
realizé evaluando la inhibicion de la unién de
flunitracepam con tritio ((H-FNZ) en membranas
sinaptosémicas de corteza cerebral de rata que
contenian 0,2 a 0,4 mg de proteina, tal como es
descrito por Marder et al. (3).

Las membranas fueron suspendidas en
presencia de isovaleramida (300 pM) y el ligando
radiomarcado (0,4 nM) en un volumen final de 1
ml de una soluciéon tampdn Tris-HCI 25 mM pH
7,3. La incubacién se llevé a cabo a 4°C durante
una hora. Este ensayo se hizo por triplicado. El
desplazamiento de la union del *H FNZ por parte
de la isovaleramida, se determiné por medio de
un contador de centelleo liquido de acuerdo con
procedimientos descritos previamente (3).

Consideraciones éticas

El experimento farmacoldgico se realizé siguiendo
los principios sobre el cuidado y uso de animales
de laboratorio, estipulados en el titulo V de la
Resolucién 008430 de 1993 del Ministerio de la
Proteccion Social. Este experimento (modelo de
convulsién) cont6 con la aprobacion del Comité de
Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de Colombia-sede Bogota.

Diseno experimental y analisis de datos

Se utilizaron 10 animales por cada grupo de
tratamiento, cuya asignacion se efectué de forma
aleatoria. Dado el caracter cuatico de la variable de
observacion (presencia o ausencia de convulsion),
se aplico la prueba estadistica no paramétrica de
ji al cuadrado, asumiendo una p<0,05. Se utilizé el
programa estadistico SPSS (versién 15).

Resultados
Identificacion de la isovaleramida

Se obtuvo como un sélido blanco cristalino que
precipité de la fraccion de FA-4 de V. pavonii. En
el espectro IR se distinguieron dos bandas (3.182
y 3.349 cm™) correspondientes a la vibracién C-NH
del NH, libre. También, se observd una banda
aguda en 1.630 cm' correspondiente a la vibracion
C=0 de la amida y las bandas correspondientes a
grupos alifaticos en 2925 y 2953 cm™'.

En el espectro de resonancia magnética 'H se
observaron dos sefiales intensas a campo alto que
permitieron inferir la presencia de un compuesto
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Cuadro 1. Asignaciones de *C y "H (8 ppm) y acoplamientos 'H -'3C a dos, tres y cuatro enlaces observados en el espectro HMBC

de isovaleramida.

'H -*C-HMBC - "J,,,

Posicion B3C - & ppm* 'H - d ppm, (J) Hz* ey ey eu

1 175,8 - H-2 H-3 H-4,H-4"
2 451 2,01 (2H, m) H-3 H-4,H-4"

3 25,9 2,01 (2H, m) H-2,H-4,H-4"

4,4 22,3 0,90 (6H, d, 6,4) H-3 H-2

NH, 5,92y 6,29 (2H, sa) H-3 H-2

*Las asignaciones se establecieron de acuerdo con experimentos monodimensionales ('H, '*C, DEPT 90 y DEPT 135), registradas
en equipo de resonancia magnética (Bruker DRX®400 y 100,6 MHz, utilizando TMS como referencia interna). Los datos (8) fueron

obtenidos en CDCl,.

alifatico, y acampo bajo se presentaron dos sefales
ubicadas en 9, 6,29 y 5,92 ppm caracteristicas de
hidrégenos unidos a nitrégeno. De acuerdo con
los espectros de resonancia magnética *C, Dept
90 y Dept 135, y a la integracién de las sefhales
en el espectro de resonancia magnética 'H, se
confirmé la presencia de un metino, un metileno y
dos metilos en la molécula. Ademas, en el espectro
de resonancia magnética *C se destacé una sefial
en o, 175,8 ppm, correspondiente a carbonilo,
que confirmd la presencia de un grupo amida en
la molécula. Las asignaciones observadas en los
espectros de 'Hy °C, y los acoplamientos'H-"C a
dos, tres y cuatro enlaces, se registran en el cuadro
1. Su férmula y peso molecular se confirmaron por
espectrometria de masas por impacto electrénico
de alta baja y alta resolucion como C,H,,NO (m/z
101,0836).

Convulsion maxima inducida eléctricamente en
ratones

Los porcentajes de proteccion frente a la convulsion
inducida por electrochoque se describen en
el cuadro 2. Se observé en esas condiciones
experimentales, 90% de proteccién con el patrén
(fenitoina sodica), convulsién toénica generalizada
en el grupo control donde el vehiculo alcanzé 20%
de proteccion, proteccion del 100% con la fraccion
mayoritaria FA-4, alta proteccion con isovaleramida
(90%) y significativa con la fraccién de partida FA
total, que alcanzé el 70% de proteccion a una dosis
de 500 mg/kg, por via oral.

Ensayo de unién al sitio de benzodiacepinas
sobre receptor GABA-A

La isovaleramida en una concentracion de 300
UM, alcanzé 42% de inhibicion de la unién de
flunitracepam marcado (*H FNZ) al sitio de
unién de benzodiacepinas, en las membranas
sinaptosémicas de la corteza cerebral de rata.
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Cuadro 2. Porcentajes de proteccién conferidos por isovaleramida
y las fracciones obtenidas de Valeriana pavonii en la convulsion
inducida por electrochoque en ratones ICR.

Tratamiento Dosis Porcentaje
(mg/kg, por via oral)

FA total 500 70"
FA-4 195 100*
FA-3 50 20
FA-5 35 10
FA-6 24 10
FA-8 40 20
Fenitoina 20 100"
Isovaleramida 100 90*
Vehiculo - 20

n=10, farmaco de referencia: fenitoina sddica, control: vehiculo,
*p<0,05 respecto al control, ji?

Discusion

En este estudio se identificd, a partir de un
procedimiento dirigido a la obtencién de alcaloides,
la isovaleramida, un alcaloide presente en V.
pavonii, eficaz frente a las convulsiones inducidas
por electrochoque en ratones. Es la primera vez
que se describe la presencia de este compuesto
en esta especie vegetal.

Las propiedades anticonvulsivas de esta molécula
estan descritas en modelos experimentales y en
humanos (14-16) y, por su semejanza estructural,
se clasifica entre los farmacos tipo acido valproico
de segunda generacién (17). La isovaleramida,
amida derivada del acido valerénico, pese a su
vida media corta, tendria como ventajas frente al
acido valproico, menor riesgo de hepatotoxicidad
y teratogenicidad y mayor potencia farmacolégica
(18,19).

Los resultados del ensayo con radioligando
confirman que isovaleramida no se fija al sitio
benzodiacepinico del receptor GABA-A, tal como
ocurre con el acido valproico. En virtud de la
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semejanza estructural con este &cido carboxilico
de cadena corta (figura 1), cabe plantear que la
isovaleramida poseeria un perfil farmacodinamico
de amplio espectro, con eventuales aplicaciones,
no sélo en el tratamiento de trastornos epilépticos
como las crisis clénicas, las mioclénicas, las ténicas,
las ausencias y las Lennox-Gastaut, sino, también,
en el manejo de otros trastornos neuroldgicos
como la migrafa, el dolor neuropatico y la psicosis
maniaco-depresiva (18).

Aunque la isovaleramida, metabolito identificado
también en V. officinalis (20), es un compuesto
representativo en V. pavonii, los estudios en
desarrollo sugieren que otros compuestos,
particularmente de naturalezairidoide, desempefian
un importante papel en los efectos farmacologicos
de esta planta. De ser asi, el valor farmacologico de
esta especie superaria posiblemente el suscitado
con la isovaleramida, por las mutuas interacciones
sinérgicas que habrian de establecerse entre los
principios activos de esta planta.

En conclusion, la identificacion de la isovaleramida
como metabolito activo de V. pavonii da soporte
al uso tradicional de esta especie y a su interés
como fuente natural con potencial fitoterapéutico.
Se requieren estudios adicionales para identificar
otros metabolitos activos de V. pavonii y sus
posibles mecanismos de accién.
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