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@ Resumen

*“ Sintesis y Evaluacién de'la Actividad Bioldgica del Alcaloide
Boschniaquina como Atrayente de Felis catus “.

Karla Gémez Goytia Director de Tesis: M.en C. Arturo Navarro Ocaiia
Departamento de Productos Naturales,
Instituto de Quimica, UNAM.

RESUMEN

El conocimiento que hasta el momento se tiene sobre los productos naturales nos ha permitido
suutilizacion y aprovechamiento de diversas maneras. Una de las formas en que pueden ser utilizados
estos recursos, es como intermediarios sintéticos para la construccion de nuevas moléculas
bioldgicamente activas,

En el presente trabajo, se sintetizd un alcaloide monoterpénico piridinico ( PMTA),
- Boschniaquina-, a partir de un metabolito secundario de la planta mexicana Penstemon roseus; el
compuesto al que se hace referencia es un monoterpeno (C,)) -Boschnalésido-, perteneciente a la
familia delosiridoides. Tal sintesis se relacioné con unaprueba de la actividad biolégica del alcaloide
en Felis catus,

En esta tesis se propone que el alcaloide Boschniaquina puede ser utilizado como atrayente del
gato doméstico, dada la similitud estructural con alcaloides del tipo de la actinidina y valerianina, y
compuestos nepetalacténicos como el Catnip.

Las pruebas realizadas en la Ciudad de México con el alcaloide Boschniaquina (experimental),
y el Catnip (control) con los gatos mostraron que la Boschniaquina fue 27% mas efectiva para atraer
gatos que el Catnip, ademas de las siguientes tendencias: el intervalo de edad en que hubo una mayor
atraccion fue en [2-2.9] afios y no fue determinante el sexo pero si lamadurez sexual en la preferencia
por el alcaloide. La Boschniaquina produjo en los gatos conductas como las reportadas para el catnip:
roce; frotamiento de barbay mejillas; movimientos circulares de cabeza; jugueteo; araiar; dar vueltas;
salivacién; masticacidn; olfatear; lamer; arqueamiento del dorso y cola erguida en machos; posicion
de monta en hembras y una especie de saboreo en gatos inmaduros.

Los rendimientos, tanto del intermediario sintético (18.57%) como del propio alcaloide
(46.2%), son altos, de tal forma que hacen factible la sintesis de la Boschniaquina, asi como su
utilizacion potencial como método en programas de control y erradicacion de gatos en ecosistemas
insulares.




Abstract

\

‘“ Synthesis and Biologycal Activity Evaluation of Boschniakine
Alkaloid as Felis catus Attractant *.

Karla Gémez Goytia Thesis Director: M.en C. Arturo Navarro Ocaiia

Departamento de Productos Naturales,
Instituto de Quimica, UNAM.

ABSTRACT

The present knowledge about natural products has permited us their utilization in
diverse forms. One way in which theseresources can be employed is as synthetic intermediates
in the building of new biologycally active molecules.

Inthis work, a pyridine monoterpenic alkaloid (PMTA), -Boschniakine-, was synthetized
from a secundary metabolite of the mexican plant Penstemon roseus; the refered compound
is a monoterpene (C,)) -Boschnaloside-, belonging to iridoid family. The synthesis was
related to a test of the biologycal activity of the alkaloid on Felis catus.

In this thesis it is proposed that the Boschniakine alkaloid can be used as domestic cat

attractant, because of its structural similarity with alkaloids of the actinidine and valerianine
type and nepetalactonic compounds as catnip.

Assays made with Boschniakine alkaloid (experimental) and Catnip (as control) on cats
showed that Boschniakine was 27% more effective than catnip as attractant, and also showed
the following trends: the age interval in which there was more attraction was [2-2.9] years
old, not being determinant the sex in the preference for the alkaloid, but sexual maturity
being. Boschniakine produced on cats several behaviours similar to that reported for catnip:
head over rolls body rubbing; chin and cheek rubbing; bitting; pawing; jumping; licking;

chewing; sniffing; rolling over. Also dorsal bending and erected tail in males; mount position
in females,

Synthetical intermediate yield (18.57%) as well as that of alkaloid (46.2%) are high,
so that they make feasible the Boschniakine synthesis, and its potencial use as a method for
cat control and eradication programs in islands ecosystems.
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Introduccién

CAPITULO 1
1.0 INTRODUCCION.

El estudio de las plantas a nivel quimico ha generado una fuente invaluable de
conocimientos (en cuanto a productos naturales se refiere) y ha abierto con esto nuevas
perspectivas en su utilizacion y aprovechamiento.

Los productos naturales se forman como resultado del metabolismo delas plantas. Los
que son resultado del metabolismo secundario han sido definidos como aquellos que
aparentemente no desempefian ningin papel en el crecimiento y mantenimiento de las
células, sin embargo, en los ultimos afios se ha descubierto que estos compuestos sintetizados
por las plantas tienen funciones ecolégicas, de tal forma que dejan de ser considerados meros
productos de desecho vegetal. Y asi se inicia un nuevo campo en el quehacer cientifico:
la Ecologia Quimica ™,

Los productos naturales son un grupo de compuestos muy diversificados, dentro de los
cuales encontramos a los terpenos; estos se forman a partir de 1a fusion de unidades de cinco
carbonos (unidad isoprenoide), y como ejemplo tenemos alos aceites esenciales, resinas, ceras,
alcaloides monoterpénicos y a los denominados iridoides @&,

Losiridoides pertenecen al grupo delos monoterpenos ciclopentanoides, es decir, aquellos
que estan constituidos por dos unidades de cinco carbonos (C,)), que se caracterizan por
presentar como estructura base un anillo de ciclopentano y un pirano; estos compuestos se

pueden encontrar en la naturaleza como iridoides glucosidicos y en algunas ocasiones como
aglucones ©,

En esta clase particular, los terpenos, como productos naturales que son, pueden ser
utilizados de manera natural, modificando su estructura quimica, o como materia prima para
preparar nuevos compuestos que sean bioldgicamente activos .

Enla actualidad, losiridoides han adquirido gran importancia, ya que los estudios que se
hanrealizado sobre éstos han demostrado que tienen diversas aplicaciones (debido asu amplia
actividad biolégica) en dreas tales como la farmacologia ® y la ecologia quimica . Ademas,
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se han utilizado en el campo de la taxonomia ®” y en la industria para el desarrollo de
esencias y biocolorantes (9.

Una fuente importante de iridoides la encontramos en la familia Scrophulariaceae, siendo
estos los compuestos que la caracterizan ademas de que se pueden obtener en cantidades
considerables !V, Sumado a lo anterior, el nimero de géneros de la familia Scrophulariaceae
en la Republica Mexicana (*) di6 pauta para el desarrollo de una linea de investigacion "La
quimica de iridoides de plantas mexicanas"

Este trabajo de tesis es un seguimiento de dicho programa de investigacidn, que se ha
venido desarrollando en el Instituto de Quimica, para lo cual se utilizé la planta Penstemon
roseus, en donde se aislé un iridoide glucosidico, para después transformarlo quimicamente en
un alcaloide monoterpénico del tipo piridinico y evaluar su actividad biol6gica como atrayente
de Felis catus (gato doméstico).

En este trabajo se considerd que se pueden sintetizar nuevas moléculas (i.e., alcaloides
monoterpénicos de tipo piridinico ) que mimeticen sustancias atractoras de gatos, partiendo del
hecho de que los animales responden a sefiales quimicas de su propia o diferente especie 2!3,
y basandose en compuestos tales como la nepetalactona (catnip) o la actinidina (con
propiedades atractoras en gatos), que son muy semejantes estructural y/o isoelectrénicamente
al alcaloide sintetizado en esta tesis (Boschniaquina). El proposito de desarrollar nuevos
compuestos que sean atrayentes de gatos se relaciona con su posible captura para contribuir con
los programas de control y erradicacion de esta clase de felinos que han sido introducidos en
ecosistemas insulares, con lo que ejercen una influencia negativa sobre la distribucién de un
gran namero de animales endémicos y nativos de dichos ecosistemas, a tal grado que en
algunos casos han llegado hasta extinguirlos @4,

) Pe , Angelonia, Bacopa, Buchnera, Calcedonia, Castilleja, Caproria, Digitalis, Escobdia, Gerardia,

Linaria, - Li lla, L xia, Maurondya, Mimulus, Scoparia, Sibthorpia, Tetranema, Veronica ¢,
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Objetivos

1.1 OBJETIVOS.

El objetivo general del presente trabajo eslasintesis de un alcaloide monoterpénico del tipo
piridinico a partir de un iridoide glucosidico, que se obtiene como materia prima de la planta
Penstemon roseus, para ser utilizado como atrayente de Felis catus.

Objetivos particulares:

la.  Obtencidon del extracto de diclorometano, que contiene el iridoide no glucosidico

denominado aglucén del Boschnaldsido, de la planta Pensternion roseus.

1b. Obtencidn del extracto metandlico, que contiene el iridoide glucosidico denominado
Boschnaldsido, de la planta Pensternon roseus.

2. Aislamiento y Purificacion del Boschnaldsido a partir del extracto metandlico, por medio
de cromatografia en columna "flash" semiliquida.

3a. Sintesis del alcaloide monoterpénico piridinico denominado Boschniaquina, sin alterar el
centro quiral del ciclopentano, a partir del Boschnaldsido.

3b. Sintesis del alcaloide monoterpénico piridinico denominado Boschniaquina, sin alterar el
centro quiral del ciclopentano, a partir del extracto de diclorometano.

4. Evaluarla actividad bioldgica del alcaloide Boschniaquina como atrayente de Felis catus.




Hipd6tesis

1.2 HIPOTESIS DE TRABAIJO.

Si monoterpenos ciclopentanoides como la actinidina, la valerianina, asi como la
nepetalactona y algunos de sus derivados son atrayentes de gatos y existe cierta similitud
estructural entre ellos, entonces, con base en la correlacion estructura-funcion de estos
compuestos, el alcaloide monoterpénico piridinico Boschniaquina sintetizado en este trabajo es

un atrayente potencial de gatos.

o 'Népétﬁiaét{)t;a ' Boschniaquina
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1.3 GENERALIDADES.
1.3.1 Descripciéon Bioldgica:

Penstemon roseus (Sweet) G. Don (P. kunthii G. Don) :

Hierba con tallos erectos, de 40 a 120 cm de alto, muy ramificados, glabros o ligeramente
puberulentos, en ocasiones tefiidos de color purpura; hojas sésiles, lanceoladas a lineares, de 3
a 9 cm de largo, apice acuminado y maéargenes aserrados, anchas en la base y en ocasiones
abrazando al tallo, glabras, las superiores bracteiformes; la inflorescencia es una panicula
terminal, con bracteas lanceoladas, de 0.5 a 1.2 cm de largo, pedicelos de 8 a 15 mm de largo,
mas o menos glandular-pubescentes; florescon cdlizde 5a 10 mm delargo, sépaloslanceolados
a linear-lanceolados, acuminados, con pubescencia glandular; corola tubular, a menudo
angosta, de color rojo, purpura o carmesi, de 2 a3 cm de largo, labio superior generalmente
erecto, filamentos glabros, de 1.7 a 2 cm de largo, anteras inclusas o exsertas, glabras,
generalmente peltadas, de £1 mm de largo, estaminodio filiforme, dilatado, generalmente
barbado, con pelos amarillos, ocasionalmente glabro, estilo de + 2 mm de largo, estigma mas
o menos capitado; fruto tipo capsula ovoide, glabra, de color café, de # 1 cm de largo; semillas
de color café, de = 2 mm de largo. Esta especie forma hibridos con P. campanulatus .

1.3.2 Distribucién:

Ampliamente distribuida en el Valle de México, excepto enlas partes secas, en altitudes
entre los 2250 ylos 3900 msnm. Se presenta en bosque de pino, de encino y de oyamel, bosque
mesoéfilo, pastizal, zacatonal alpino y en zonas perturbadas. Fuera del Valle de México se
distribuye de Sinaloa y Chihuahua a Oaxaca (9.

1.3.3 Etmobotanica:

Se tiene reportada en algunos municipios del estado de Hidalgo, como son Acaxochitlan,
Epazoyucan, Mineral del Chico y Mineral del Monte, contra piquetes de insectos, para lo cual
utilizan lashojas; mientras que en el municipio de Pachuca se usan sus ramas para curar heridas,
aire* y espanto*. Los nombres comunes designados para esta planta en el Valle de México y
Pachuca son "tarritos, jarritos” o "chulpa", respectivamente (9,
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1.3.4 Ubicacion Taxondémica V7.
Sernsu : Cronquist, A, 1992,

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase:  Asteridace

Orden: Scrophulariales
Familia: Scrophulariaceae
Género: Penstemon
Especic:  Penstemon roseus

*Aire: malestar producido por haber estado expuesto a emanaciones provenientes de ammales, drenajes o desechos

en gencral.  Espanto: malestar cansado por la supuesia aparicion de fantasmas o difuntos.
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Antecedentes

CAPITULO It
2. ANTECEDENTES.

2.1 INTRODUCCION DE Felis catus EN ECOSISTEMAS INSULARES.

Hace 3000 afios que los gatos comenzaron a colonizar el mundo. Al principio
fueron llevados desde el norte de Afiica a FEuropa y Asia por los mercaderes.
Mas adelante los transportaron a China via Babilonia e India. En Japén fueron

introducidos por primera vez hacia el afio 1000 de nuestra era y 500 aiios
mas tarde llegaron a América (%19,

Actualmente los gatos se encuentran bien distribuidos en todo el mundo, como
consecuencia de los asentamientos humanos, dada la migracion de los colonizadores, que
los llevaban para que los acompaiiaran en sus viajes . En los altimos 100 afios

se han introducido y establecido poblaciones de gatos en ecosistemas insulares de manera
deliberada o accidental @

En este momento, las islas a nivel mundial estan enfrentando graves problemas
ecologicos debido" a la introduccion de fauna exdtica, particularmente de felinos
de la especie Felis catus©®, ya que la distribucion local de cualquier animal
o planta se encuentra limitada por la presencia de otros organismos @Y, por ejemplo,
de un depredador, como es el caso de éste felino, enel que se ha observado un efecto

devastador sobre algunas poblaciones de mamiferos, aves, y reptiles endémicos, como
resultado de sus habitos alimentarios @,

La depredacion y extincidn, principalmente de la avifauna, causada por los gatos,
ha sido previamente descrita por cientificos y conservacionistas en un gran nimero
de islas. Esto haprovocado que en los afios recientes se hayan desarrollado Programas
de Control (amediano plazo) y Erradicacién (alargoplazo) de gatos en ecosistemasinsulares.
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Existen varias islas que ya han puesto en marcha iniciativas parael control
y erradicacién de gatos. En Nueva Zelanda se tiene a 12 islas en este tipo de
programas®, una delas cuales es la Herekopare @¥. Existen otras mas en el Oceano indico,
particularmente, en la zona sub-antartica, como la Isla Marion ®® y también enel Atolon
de Aldebra®® y en la Isla Hog. Lo mismo ocurre en islas localizadas en el Oceano Pacifico,
como la Isla Isabel ®?, que se encuentra frente alas costas de Nayarit, la Isla Jarvis, que
estd a unas 1300 millas del Sur de Hawaii @¥, lasIslas Galapagos @, las Islas Canarias 9, etc.

En Meéxico un gran nimero de Islas del Oceano Pacifico, especificarnente del Golfo
de California, presentan un alto grado de endemismos a nivel de plantas, mamiferos, reptiles
y anfibios @®**2%) pero, al igual que en otras islas del mundo, existe la problematica de
introduccién de gatos, lo que afectaa su fauna, ya seapor la modificacién que causan al
habitat o por la depredacién que realizan sobre las especies del lugar .

En la mayoria de las islas, la introducciéon de gatos hasido para contrarrestar los
efectos causados por las ratas; sin embargo, las ratas han dejado de ser parte importante
de su dieta, mientras que las aves, reptiles e insectos, se han convertido en su principal
alimento ¢4,

La Isla Socorro, ubicada en el Pacifico Mexicano, es la mayor de las 4 islas que
integran el Archipiélago de las Revillagigedo y ademads es la que registra la mas amplia
biodiversidad ., Aqui, durante los ultimos 30 afios, se ha reducido la abundancia y
distribuciéon de algunas especies de aves, algunas delas cuales se encuentran amenazadas
o en peligro de extincion, como es el caso del zenzontle de Socorro (Mimoedes graysoni),
la pardela (Puffinus auriculatus) y el pipilo (Pipilo ervthrophtalimus socorroensis) .

Actualmente, el tecolote enano endémico (Micrathene whitneyi graysoni) se teme

extinto, ya que no ha sido avistado ni hay rastros de su presencia en las ultimas
expediciones realizadas, y se ha seflalado al gato doméstico ( Felis catus ) como el principal
causante de su extincién ¢V,
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También es el caso de la paloma de Socorro ( Zenaida graysoni), que ha sido
reportada como extinta de forma silvestre, dado queel ultimo registto que se tiene de
ella data de 1958, descrita por Villa (1960). Lasexpediciones posteriores (1989-1990)
han fracasado en encontrarlaenlaisla. Es importante mencionar que en el periodo de tiempo
en que se extinguid, se introdujeron a laisla gatos domésticos, que ahora son salvajes, y a ellos
se les atribuye el mayor impacto en la desaparicién de esta ave @9, Cabe destacar que, con
excepcién del halcdn color rojo (Buteo jamaisencis socorrensis), no existia antes de
la llegada del gato, en el afio 1957, otro depredador en la Isla Socorro ¢

Como hemos observado, ademas de ser un problema el establecimiento de poblaciones
de gatos ferales ( F. catus ), su dieta en las islas ha contribuido ala extincion de diversas
clases de animales, porlo que se han implementado una serie de métodos que ayuden a
conocer el tipo de alimentacién de estos gatos en islas y consecuentemente el impacto
ecoldgico producido por dichos felinos ¢#39,

De los estudios realizados en islas oceanicas sobre la dieta de los gatos, se concluyé que
Felis catus es un depredador generalista (ademas de oportunista), ya que su dieta en lamayor
parte de las areas estudiadas comprende ratas, conejos, lagartijas, invertebrados y aves ©3,
de las cuales se tienen reportadas como extintas al menos 6 especies endémicas en Nueva
Zelanday otras 70 subespecies . También se ha reportado la disminucién de l1agartijas, tanto
en Nueva Zelanda como Australia®®, Ademas, otros estudiosrealizados en Isla Marion han
arrojado resultados tales como que un gato mata aproximadamente 213 aves procelarias por

afio. Entre 1974y 1975, el 95% de las muertes de aves en esta isla fueron causadas por
gatos ¢,

Meéxico no es la excepcion. En estudios realizados en la Isla Socorro se encontro
que la dieta del gato consta de 4 de las 9 especies de avifauna endémica de esta
isla, ademas de unreptil endémico, la lagartija azul ( Uresaurus auriculatus ), del raton
( Mus musculus ), de algunos invertebrados, semillas, fibras de plantas, principalmente
de gramineas, y materia orgdnica animal ( ver tabla 1 ). La distribucion del felino en laisla
abarcaun 40 aun 50 % de su superficie ¢,
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Tabla 1. Dieta del gato domeéstico ( Felis catus ) en la Isla Socorro, Archipiélago
Revillagigedo, México durante 1990 G,

DIETA DE Felis catus EN LA ISLA SOCORRO
m —
Mamiferos Aves Reptiles Invertebrados Miscelanea
Mus musculus | Zenaida macroura *Urosaurus Orthoptera Semillas
auriculatus
* Columbina Lepidoptera Fibras de plantas
passerina |
* Thryomanes Coleoptera Materia organica
sissonii animal
* Parula pitiayumi Hymenoptera
* Mimodes Scorpiones
graysoni
Decapoda
Gecarcinus
planatus

* Especies endémicas de la Isla Socorro.
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Segin Veitch, la erradicacion de gatos se debe llevar a cabo por medio de lacombinaciéon
de diversos métodos, ademas de que su aplicacién debe ser sistematica paramayor efectividad.
Es importante considerar las condiciones particul ares de cada sitio, ya que no existe un método
que resulte efectivo en todas las areas en las cuales la erradicacién de gatos se requiera (4.

2.1.1 Métodos de Control y Erradicacién de gatos:

1. Control biolégico. Este método consiste en la diseminacién del virus FPLV (Feline
Panleucopaenia Virus), que produce lo que se conoce como enteritis felina @**». El virus
crea diversos cambios hematoldgicos a consecuencia de la destruccion y disminucién de
células blancas de la sangre, seguida de una deshidratacion. Sin embargo, su uso requiere
varios afios de seguimiento,y no es un virus especifico, ademas de que las tasas de
mortalidad son bajasy los gatos que no mueren forman anticuerpos @,

2. Envenenamiento. El componente 1080 (Monofluorato de Sodio), ha sido utilizado
como un veneno para mamiferos en Australia y Nueva Zelanda, en campaiias de erradicacion
de gatos. Este es suministrado en una solucidén acuosa, que contiene 20% del ingrediente
activo, y es inyectado en pequefios trozos de pescado fresco ®®. Otro venenoes el N-
3-cloro-4 metil fenil acetamida, mejor conocido como CAT, que fue utilizado en la Isla
Jarvis recientemente @. Sin embargo, estos venenos no son muy especificos.

3. Caza. La caceria se implementa en sitios donde la densidad de gatos es alta o para
eliminar gatos que no se hayan podido capturar con otros métodos. La caceria se realiza con
perros o con cazadores debidamente equipados con armas de fuego @

4. Trampeo. Existen diversos tipos de trampas para gatos, como las trampas de
rejas o tipo Tomahawk, trampas metdlicas, etc. Algunas trampas pueden ser camuflageadas
con tierra y hojas y se pueden utilizar cebos para mayor efectividad (",

5. Cebos. Los cebos pueden ser tdxicos o no toxicos, los primeros se utilizan tan
sélo para atraer gatos a las trampas, y los segundos para envenenarlos. Los cebos pueden

ser G7);
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a) Olores de comida. Pescado fresco o aceite de pescado, carne de camero o de
vaca, aceite de higado de bacalao y saborizantes de comida @7,

b) Olores sociales. Se ha utilizado orina #%3? ¢ la secresién del saco anal @) los

cuales tienen un valor de comunicacién en un gran numero de especies (%

c) Material vegetal. Recientemente se ha utilizado la planta oriental Nepeta cataria
(Catnip), el Catmint N. muussinii 379, la tintura de Valeriana, Valeriana officinalis;,
el Matatabi, dctinidia polygama, las cuales tienen la propiedad de atraer a los gatos
estimulando una conducta excitatoria ¢, Se ha encontrade que el nardo Nardostachia
[atamansi '? y la raiz de la fruta Kiwi dctinidia chinensis tambiénlos atraen, sin embargo,
notodoshan sido probados en programas de erradicacion. Estas plantas se sabe que contienen
alcaloides monoterpénicos, que tienen la cualidad de atraer a los gatos 42,

d) Sintesis quimica de atrayentes. En la actualidad se comienza a sintetizar atrayentes
basados en componentes de olores sociales y saborizantes artificiales !*9, como la sintesis de
huevos fermentados para el coyote, Canis latrans “?, entre otros, que potencialmente pueden
ser utilizados en programas de control y erradicacién de animales que han sido introducidos a
otros ecosistemas y que de alguna manera causan estragos en las poblaciones nativas. Con esa
linea de investigacion se sintetiz6 un alcaloide para atraer alos gatos, el cual podria estar en
la categoria de los olores sociales; este alcaloide monoterpénico se formé a partir de un
compuesto de la familia de los Iridoides, de los cuales se hablara en seguida.

13
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2.2 MONOTERPENOS CICLOPENTANOIDES.

2.2.1 IRIDOIDES.

El estudio de los iridoides se inicia a mediados del siglo XIX ¥ (con AsperuldsidoI y
Aucubina I, que fueron aislados en 1848 y 1902, respectivamente), sin embargo no fue sino
hastanuestro siglo, enlos afios sesentas, cuando se comenzaron a estudiar de manerasistematica,
conel advenimiento de nuevas técnicas de andlisis fisico-quimico, resonancia magnéticanuclear
(RMN), cromatografia de masas, rayos X, etc., lo que permitié determinar la estereoquimica de
este grupo de productos naturales ©¥,

Los iridoides pertenecen al grupo de los monoterpenos ciclopentanoides, que se
caracterizan por presentar un anillo de ciclopentano y un pirano. Se pueden dividir en iridoides
glucosidicos, que presentan un doble enlace entre las posiciones 3 y 4, mientras que en la
posicidn 1, se encuentra una -D-glucosa o algin otro carbohidrato (Fig. 1), y en irideides no
glucosidicos, también llamados aglucones (Fig. 2), los cuales no presentan carbohidratos en la
posicion nimero 1 ¢,

Loganina (Fig. 1)

El término iridoide fue sugerido por Briggs, Cain, Le Quesne y Shooler, debido a que el
esqueleto basico de estos monoterpenos heterociclicos cormresponde al iridodial (Fig. 3),
el cual presenta un grupo enol-hemiacetal caracteristico de estos compuestos ¢,y que por
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primera vez fue aislado de una hormiga australiana denominada Iridomyrmez detectus , otros

nombres con los cuales se pueden encontrar a los iridoides son: pseudo-Indikans, debido a 1a
coloracion que presentan al hidrolizarse en medio acido, y, de manera menos comin,
han recibido el nombre de aglucones de la aucubina I ¢,

Aglucon de la Aucubina (Fig. 2)

Para mediados de los afios sesentas ya se hablaba de la distribucién botanica de los
iridoides; este tipo de compuestos se encuentra mejor representado en la subclase Asteridae,
sensu Cronquist, pero los podemos encontrar en menor proporcion en miembros de las
subclases: Rosidae, Dilleniidae y Hamamelidae ©9,

Particularmente, los iridoides glucosidicos son los compuestos mas caracteristicos y
abundantes que se han aislado de la familia Scrophulariaceae ¢V,

Iridodial (Fig. 3)
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Segun Sticher y Junod-Busch (1977), los monoterpenos ciclopentanoides se clasifican de
la siguiente manera ©;

1. Monoterpenos metilciclopentanoides
2. Iridoides:
a) Glucosidicos
b) No glucosidicos
3. Alcaloides monoterpénicos
4. Secoiridoides

5. Indol, Isoquinoalcaloides no derivados del triptofano

Ejemplos: 1. Nepetalactona, 2a. Aucubina, Asperuldsido, Loganina, Catalpdsido,
Boschnalésido (Fig. 4); 2b. Aglucdn del Boschnalésido, Genipina, Plumericina; 3. Actinidina,
Valerianina, Boschniaquina (Fig.9-10).

Asperuldsido () Aucubina (II) (Fig. 4)

Tal ha sido el auge por lainvestigacion sobre iridoides, que hasta 1986 ya se habian aislado mas
de 300 compuestos de este tipo ¢, y para 1993 se conocian mas de 1000 ¢7,
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¥

Importancia de los Iridoides:

Los iridoides son considerados como un grupo muy importante dentro de los productos
naturales, ya que por un lado proporcionan la union estructural entre terpenos y alcaloides %
y por otro lado cuentan con una gama de aplicaciones, sin contar con las diferentes formas de
utilizacion (natural, modificacién estructural o como materia prima).

El interés por el estudio de los iridoides inicialmente se di6 en el campo del aislamiento
y determinacidon estructural; progresivamente se extendié al campo de su reactividad, y
sucesivamente al de su utilizacion como precursores quirales para hacer transformaciones
sintéticas “® y de ahi darles cierta aplicacién,

IRIDOIDES:

* Aplicaciones :

- Farmacologica

- Ecologia Quimica

- Taxonomia y/o Sistemdfica
- Esencias

- Colorantes

- Sintesis (Intermediarios Quirales)

* Forma_de Utilizacion :

- Natural
- Modificando su Estructura Quimica

- Cormo materia prima

17
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En el campo de la farmacologia, se haencontrado que algunos iridoides tienen
actividad biolégica como antibidticos @, antitumorales ¢**? antimicrobianos ®®, analgésicos
y anti-inflamatorios ¢+*» laxantes®, diuréticos , espasmodicos, carminativos “? y antioxidantes,
estos ultimos como unafuturaalternativa paraevitar enferrnedades como cancery arteroesclerdsis
causadas por la presencia de radicales libres %37,

En el area de la ecologia quimica, se ha descubierto que algunos artropodos herbivoros,
en estados inmaduros, secuestran y utilizan alos iridoides glucosidicos, como defensa durante
estas fases tan vulnerables de su vida, para contrarrestar a sus depredadores. Tal es el caso de
larvas de lepidopteros (Meris alticola v Neoterpes graefiaria), que secuestran y utilizan a los
iridoides glucosidicos presentes en hojas de Penstemon virgatus vy P. barbatus,
respectivamente ©®; o el caso de la larva Jungnia coenia (Nymphalidae) que utiliza estos
compuestos contra su depredador directo, la hormiga Formica rufa™. También es el caso de
la mariposa Euphydryas cynthia (L.epidoptera, Nymphalidae), que tanto en los estados delarva

como en los de pupa almacena iridoides glucosidicos, los cuales resultan amargos al paladar
de sus enemigos naturales ¢,

Se ha encontrado que en la glandula de una larva de escarabajo (Chrysomelinae) se
producen y secretan iridoides que les sirven como feromonas. Otros, producidos en glandulas
de defensa, sirven como pegamentos, fijadores o fumigantes contra otros insectos 3.

La sistematica quimica o quimiosistematica “ ha sido de gran ayuda para establecer
relaciones cercanas o lejanas de parentesco entre los organismos que constituyen al reino
vegetal, por lo tanto, se le ha utilizado para hacer consideraciones de tipo filogenético.

Por ejemplo, Dahlgren usa a los iridoides glucosidicos como marcadores centrales que
dividen a la subclase Asteridae en dos superérdenes, los que contienen dichos compuestos, y 1os
que no (estos ultimos contienen lactonas sesquiterpénicas).

La presencia o ausencia de ciertos compuestos quimicos, como los iridoides, ha sido

utilizada como caracter de importancia evolutiva, en donde lapresencia correponderiaal estado
de caracter derivado ¢4,

Otro ambito importante en el que se utiliza a los monoterpenos, como los iridoides, es en
la formacidn de perfumes y esencias,v ademas de dar coloracién a cierto tipo de alimentos de
consumo humano y para uso en laindustria de los cosméticos °49; en el estudio estructural de
nuevosiridoides ®*7?, y, por supuesto, en el campo delasintesis,comoesel caso de laaucubina,
asperuldsido y el catalpol que se han usado para sintetizar prostaglandinas @9,
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En el caso particular del iridoide glucosidico Boschnaldsido (Fig. 5) que fue utilizado
como materia prima para la sintesis del alcaloide monoterpénico en el presente trabajo, podemos
decir que suaplicacion se clasificaria dentro de lallamada ecologia quimica, ya que a partir
de un metabolito secundario modificado de P. roseus, se formé otro compuesto para atraer
al mamifero Felis catus.

Boschnaldsido (Fig. 5)

En 1980, Murai y Tagawa proponen la configuracion absoluta del boschnal 6sido?®,
proveniente de la planta japonesa Boschniakia rossica (Orobanchaceae). Para 1987,
Lira-Rocha, Diaz y Jiménez, del Instituto de Quimica de la U.N.A.M., dan a conocer, por

primera vez, una seriede metabolitos secundarios de la planta mexicana P. roseus,dentro
de los cuales se encontraba el Boschnaldsido 7P, Después, en ¢l afiode 1991, Navarro trabaja
con el Boschnalésido, empleandolo como fuente de intermediarios sintéticos ¢,
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2.2.2 NEPETALACTONAS.

Las nepetalactonas son un grupo de compuestos que se clasifican como monoterpenos
metil-ciclopentanoides >, Hoy en dia son bien conocidas por su actividad bioldgica; sus
propiedades mas remarcables son: a) como repelentes ®, b) como defensade artrépodos, y la
mas mencionada es ¢) como atrayente de algunos felinos ¢7,

Sin embargo, el interés por estudiar esta clase de sustancias se origind a partir del
conocimiento de algunos registros muy antiguos @®® sobre una planta que se distribuye por
Europay Asia: Nepeta cataria “>, que causaba una conducta de éxtasis en los gatos.

Por tal motivo, en los afios 50's y 60's se inicia el estudio quimico de la planta,
principalmente por McElvain, Waller, Eisenbraun y Bates. En sus investigaciones
encontramos el reporte de los constituyentes volatiles del aceite de Nepeta cararia (Catnip):
acido nepetalico y nepetalactona @879,

Mas adelante se reporta que la cis- trans-nepetalactona, componente bioldgicamente activo
por causar una respuesta muy peculiar en los gatos ante el Catnip, es metabolizada por
los gatos. En éste ultimo trabajo se propusieron 2 rutas por las cuales es metabolizada
la cis-trans-nepetalactona por parte de los gatos y por primera vez se proveen evidencias de la
metabolizacion de algin atrayente en un mamifero 7, ademas, Todd hace una correlacién entre
la conducta producida por el Catnipy la que se produce enlos gatos en épocade celo, sefialando
que tal vez este compuesto mimetice una feromona 9,

Por otro lado, Sakan et al., encuentran que en el extracto metandlico de Nepeta cataria
existian otros 2 compuestos: las dehidronepetalactonas III y IV % Ademads, en el estudio
quimico realizado por Sakan dela planta Actinidia pelygama, se encontrd un compuesto activo
denominado matatabilactona, la cual fue identificada como una mezcla de indomirmecina I e
isoiridomirmecina II, ademas de que aisl6 de las hojas de esta planta la dihidronepetalactona
I, laisodihidronepetalactona IV y la neonepetalactona V, las cuales tienen la propiedad de
atraer gatos ®,

El enantiémero de la dihidronepetalactona, que es el mayor constituyente de la
matatabilactona, es reportado como mas atractivo a los gatos, que la propia nepetalactona ®9.
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Todos estos resultados alentaron alos quimicos a realizar nuevas investigaciones con
otras especies del género Nepeta (N. mussini, N. nuda y N. elliptica), y se encontraron
derivados de la nepetalactona, asi como sus diasteroisdmeros, 10s cuales son reportados como
bioldgicamente activos 78,

En 1984, Bellesia et al., reportan el proceso de biosintesis de la nepetalactona en N.
cataria. En este trabajo se reporta que el iridodial es el intermediario clave para su
biosintesis ™, y la biosintesis de este monoterpeno por tanto esta relacionada con la de los
iridoides glucosidicos y con los alcaloides indolicos; esto es importante porque se puede
aprovechar esta via en comin para sintetizar toda una serie de compuestos bioldgicamente
activos.

Ademas de ser sintetizados estos monoterpenos en la naturaleza, en la actualidad ya se
ha conseguido sintetizarlos en el laboratorio ®+87,

Todos estos estudios indican la importancia de la conversion iridodial, ya que se puede
hacer factiblelasintesis de derivadosiridodiales, tales como iridoides glucosidicos, nepetalactonas
y sus derivados, asi como de los alcaloides monoterpénicos piridinicos.

A continuacién se muestran las estructuras quimicas de la nepetalactona y uno de sus
derivados, la dihidronepetalactona (Fig. 6).

Nepetalactona Dihidronepetalactona

(Fig. 6)
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2.2.3 ALCALOIDES MONOTERPENICOS PIRIDINICOS.

" (semejante a un alcali) se aplica a un grupo muy diverso de

El término " alcaloide
productos naturales de origen vegetal y animal que contienen nitrégeno, cominmente formando
parte de un anillo heterociclico ®® como en los pirroles, piridinas (Fig. 7), pirrolidinas,

quinolinas o isoquinolinas 9,

Piridina (Fig. 7)

Cuando los alcaloides se derivan de un monoterpeno (C,)), como es el caso del
Boschnaldsido, se tienen alcaloides monoterpénicos, y si ademds en el alcaloide
monoterpénico estd aromatizado el heterociclo, se dice que se tiene un alcaloide
monoterpénico piridinico como la Cantleyina (Fig. 8).

Cantleyina

(Fig. 8)

22



Antecedentes

Para el estudio de los alcaloides monoterpénicos piridinicos se les suele dividir en
dos grupos: a) aquellos relacionados con la estructura de la actinidina, principalmente los
que se asemejan a la piridina, que son de nuestro interés, y b) aquellos de estructura similar
a la gentianina, que contienen un anillo de lactona unido a la piridina “”.

En general, este tipo de alcaloides muestran una notable actividad biolégica.
Por ejemplo: tenemos a la Boschniaquina (Fig. 9), a la Valerianina, y a la
Actinidina (Fig. 10).

Boschniakia rossica Hult, una planta oriental perteneciente a la familia Orobanchaceae,
ha sido utilizada en la medicina china como ténico y como remedio de algunas enferiedades

del rifion. Su estudio revela que contiene dos sustancias activas: la Boschnialactona y el
alcaloide Boschniaquina. Tanto su estructura como Ia estereoquimica de estos compuestos,
fueron determinadas por el grupo de investigacion de Sakan y Murai 7379,

Boschniaquina (Fig. 9)

En algunas especies del género Actinidia ( A. polygama y A. chinensis ), que se ubican
dentro de la familia Actinidiaceae, se ha reportado que el alcaloide actinidina es componente
natural de estas plantas y que ademas tienen una accidn fisioldgica en los gatos (4492,
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Valeriana officinalis, de la familia Valerianaceae, exhibe propiedades tales como
sedativas, espasmoliticas, anti-arritmicas y es utilizada para tratamientos de enfermedades
nerviosas. Dentro de los diversos componentes quimicos que constituyen a la planta esta el
alcaloide Valerianina y la Actinidina, que se reportan como atrayentes de gatos 23,

Valerianina Actinidina

(Fig. 10)

El nimero de alcaloides monoterpénicos piridinicos (PMTA) de origen natural que se
conoce es, sin embargo, muy pequeiio, comparado con el nimero de plantas que contienen
iridoides, y si a esto le sumamos que algunos PMTA son "artefactos" resultado del método de
separacion que se esté utilizando (9, entonces su namero se vuelve mucho menor.

Dentro de los grupos de investigacidn que se han dedicado al estudio de losiridoidesy a
su actividad biolégica, asi como aimpulsar la sintesis de alcaloides monoterpénicos ®¥ a partir
de iridoides glucosidicos, tenemos al de F. Stermitz et al.

Los alcaloides monoterpénicos se encuentran biogenéticamente relacionados conla
loganina y con algunos otros iridoides glucosidicos, enlos que el oxigeno dela posicion dos
se encuentra sustituido por un nitrégeno y se retiene el esqueleto biciclico ¢,
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La conversién de un iridoide a un alcaloide monoterpénico piridinico se da gracias a un
intermediario que tienen en comun: "el iridodial", el cual establece una conexién clave para
dicha transformacién ®2. Este compuesto es, ademas, un intermediario para la formacion de
otros iridoides, asi como de compuestos del tipo de las nepetalactonas. Un ejemplo de esto es
la sintesis de la actinidina realizada a partir del 4cido nepetilico ¢?.

Yaquepodemosdecirquelosiridoides son tanto biosintética como quimiosintéticamente
transformables en alcaloides monoterpénicos piridinicos ¥*°9, éstos ultimos los podemos

obtener a partir de iridoides por tratamiento con amoniaco o sales de cobre; hierro y
amoniacales; hidroxilaminas ©%°9, etc.

Estrategias para la Sintesis Parcial de un Alcaloide Monoterpénico Piridinico:

(1) Utilizacion de un complejo férrico-amoniacal:

Disoluciéon etandlica
acidificada del
compuesto iridodial

l) NI'I4FC(SO4)2
2) Alcalinizacién

3) Extraccién con éter

Alcaloide Monoterpénico Piridinico
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(2) Utilizacién de amoniaco:

Disolucién etandlica
del compuesto iridodial
saturado con NHj(g)

1) HCl
2) NH;
3) Extraccién con AcEt i

Alcaloide Monoterpénico Piridinico

(3) Utilizacién con hidroxilaminas:

tan AT A i e e e 4 1 e

Compuesto iridodial
en acido acético

Clorhidrato de
hidroxilamina/ 4cido
acético glacial

Alcaloide Monoterpénico Piridinico
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Se han disefiado estrategias para la sintesis total de los ciclopentano-piranos, basandose
en la preparacién del intermediario "iridodial"; sin embargo, predomina la sintesis parcial,
mediante el uso de compuestos Opticamente activos, como los iridoides o compuestos
semejantes, pues estos presentan ya un arreglo espacial bien definido, y facilitan, ademas, la
construccion de nuevas moléculas biologicamente activas (190109,
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CAPITULO 1T
3. METODOLOGIA.

La pureza del Boschnalésido, asi como las reacciones de sintesis de la Boschniaquina, se
siguieron por medio de Cromatografia en Capa Fina (C.C.F.) en cromatofolios de silica gel
Merck F,,, de 0.25 mm de espesor. La purificacién del iridoide se llevé a cabo por columna
cromatografica, y en ella se utiliz6 silica gel para C.C.F. Para cromatografia en capa fina
preparativa se utilizaron cromatofolios Merck de silica gel 60 F,,, de 20x20 cm de 2 mm de
espesor. Tanto al iridoide como al alcaloide se les determiné su factor de retenciéon (R) y el
punto de fusidén (p.£f.) en un aparato Fisher-Johns. El espectro de Resonancia Magnética Nuclear
proténica (RMN 'H) seregistro en unaparato Varian FT-80A, que opera a200 MHz, empleando
como disolvente cloroformo deuterado (CDCL,) para el caso del Boschnaldsido, mientras que
paralaBoschniaquinaseregistré el espectro de absorcion en Infrarojo (ILR.), el cual se determind
en un espectofotometro Nicolet Modelo Ft-58x en cloroformo (CHCIL,).

3.1 Colecta de Penstermon roseus

Se contd con 2 lotes del material vegetal: el primero se colectd en 1992 en el Cerro del
Ajusco, mientras queel segundo lote de Penstemon roseus (Sweet) G. Don (P. kunthii G. Don)
fue colectado el 20 de julio de 1996, en el Cerro del Ajusco, a 3045 metros sobre el nivel del
mar (msnmy).

El material reunido se constituyé de las partes aéreas de la planta: tallos, hojas, flores,

semillas y frutos.
Finalmente, se prensdé un ejemplar de P. roseus, que se deposité en el Herbario
Nacional de México (MEXU), con nimero de registro: 782996.

3.2 Procesamiento del material vegetal:
3.2.1 Secado

Las plantas fueron acomodadas sobre papel periédico a temperatura ambiente para
secarlas y, una vez terminado este proceso, fueron trituradas en un molino.
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3.2.2 Extraccién

Después del secado, se colocaron 2.6 kg de planta molida en un matraz bola grande,
donde se realizaron las extracciones del iridoide; para ello, se utilizaron disolventes con
polaridad diferencial: diclorometano ( CH,Cl, ) y metanol ( CH,OH ), respectivamente. El
material vegetal se cubrié totalmente con dichos disolventes. Por cada uno de estos, se
realizaron dos extracciones, y se dejo cada macerado 24 horas. El trabajo a seguir fue concentrar
en un rotavapor los extractos metanélicos y los de diclorometano.

3.2.3 Purificaciién del Iridoide Glucosidico: Boschnalésido

De los dos extractos, el que se utilizd para la separacion y aislamiento del Boshnalésido
fue el metandlico, al cual se le agregé celita (1/3 de la capacidad de la columna), para después
montar una columna semiliquida ("flash"), utilizando silica gel para Cromatografia en Capa
Fina(C.C.F). El eluyenteconel que se trabajd inicialmente fue acetato de etilo (CH,COOCH,CH,)
al 100%, conlo que se eliminé lamayor cantidad posible de clorofilasy carotenos, y selogro,
asi, una separaracién mas eficiente del Boschnaldsido, cuya polaridad de elucién fue 9.5:0.5
de acetato de etilo:metanol.

Las fracciones colectadas al inicio del proceso de separacién fueron de 100 ml y
paulatinamente se aumentaron a 200 ml, se concentraron y posteriormente se les tomaron
placas, a una polaridad de 8:2 de acetato de etilo:metanol, para después ser reveladas con luz
ultravioleta (U.V.), y luego con una solucién de sulfato cérico al 1% en acido sulfirico 2N.

Cuando ya se obtuvieron las fracciones concentradas que contenian al iridoide, se les
adiciono acetato de etilo y un poco de metanol, para después ser evaporadas hasta la mitad en
volumen, einmediatamente después seles colocd en hielo, para que cristalizara el Boshnaldsido.

Se decant6 lo poco que quedaba de clorofila, y finalmente se formo una pasta a la que se
le agregd hexano (C/H,,), un poco de acetato de etilo y se calentd para el proceso de
cristalizacion, conlo que qued6 unsélido blanco amorfo; después se filtr6 al vacio con un matraz
Kitassato, y se formo6 un polvo amorfo de color amarillo, que corresponde al iridoide puro.

Parala obtencion de cristales, hay que colocar al Boschnaldsido en etanol fiio, y dejar que
éste se evapore.
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3.3 Sintesis del Alcaloide Monoterpénico Piridinico: Boschniaquina

En un matraz de bola de 100 ml provisto de un agitador magnético, mantilla de
calentamiento y refrigerante, se colocaron 470 mg del Boschnaldsido disueltos en 10.6 ml de
etanol (CH,CH,OH) al 95%, se agrego 1 ml de acido clorhidrico (HCl)al 10% y sedejoareflujo
por 1 hora (dichareaccién corresponde ala primera hidrélisis acida). La mezcla de reaccion se
enfrié y se neutralizé (pH = 7) con una solucién de bicarbonato de sodio (NaHCO,) al 5%.

Posteriormente se realizaron dos extracciones a la mezcla de reaccién con CH.Cl,
empleando volumenes de 25 ml. A la fase organica se le agregd sulfato de sodio anhidro
(Na,SO, anh.), como desecante, y se procedio a concentrarlo, con lo que se obtuvo un aceite
viscoso de color café-amarillo claro.

A este aceite se le afiadieron 9.4 ml de etanol al 95 %, 14.1 ml de acido sulfurico (H,SO,)
al 30 % (segunda hidrolisis acida) y, gota a gota, se le fue agregando una solucién de sulfato
férrico amoniacal (FeNH_[SO,],), que se preparo disolviendo 2.8 g de FeNH (SO,), en 54 ml
de HL,O destilada.

Toda esta mezcla se dejo areflujo por 2 horas con agitacion y calentamiento; después
se enfiié con hieloy se alcalinizé con hidroxido de amonio (INH,OH) a pH = 8; posteriormente
se destild a presion reducida, conlo que quedoé por un lado el destilado y por otro el residuo;
ambos se extraen con éter etilico ( C,H,-O-C,H, ). La fase organica es la que se utiliza y ala
cual se le afiade sulfato de sodio anhidro, se filtra y se concentra el disolvente para finalmente
obtener el alcaloide, cuya apariencia es de un aceite café-amarillo claro. Enseguida se revela
con el reactivo de Dragendorff.

Ademas de que se forma el alcaloide Boschniaquina, aparecen otros dos compuestos mis;
ésta mezcla se aplica en una placa preparativa, y se espera a que seque para correrla con
hexano:acetato de etilo, en una proporcién de 7:3; se revela una parte, con reactivo de
Dragendorff, paralocalizar al alcaloide y separarlo de los deméas compuestos al raspar esa zona
con un exacto; el polvo que se obtiene se muele en un mortero y se filtra con CH_Cl, al vacio.
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Del extracto crudo de diclorometano se tomaron S g y se llevd a cabo directamente la
reaccion de sintesis del alcaloide, de igual forma que con el Boschnaldsido; pero como en este
extracto se encuentra el Aglucon del Boschnaldsido no se necesita realizar la primera hidrolisis
acida, de tal forma que se inicia la reaccidn a partir de la segunda hidrdlisis, que es con H,SO,
(ver esquema de preparacidn del alcaloide), Asi, los siguientes pasos son iguales para obtener
el alcaloide; sin embargo, como quedan ciertas impurezas, ya que se trabajé con el extracto
crudo, se realizé un método para purificar el alcaloide: se extrajo 2 veces con CH,Cl, en un
volumen de 5 ml, se le agregaron 5 ml de HCl al 5%, esta mezcla se agité en un embudo de
separacion y se obtuvieron la fase organica (no utilizable) y la faseacuosa ala cual seleagregd
una solucion acuosa de NH ,OH a pH = 8.

Despuésserealizd un extraccidn con éter etilico 2 veces en un volumen de 2.5 ml y se saturd
con NaCl, y se formaron una fase acuosa (no utilizable) y una fase organica en donde se
encontraba el alcaloide ya puro. Finalmente se reveld con el reactivo de Dragendorff para
verificar la presencia del alcaloide.

31




Metodologia
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3.4 Prueba Biolégica del Alcaloide con Felis catus :

Para la realizacion de este experimento se contd con una muestra de n =71 gatos, 10 de
los cuales eran "callejeros" y los 61 restantes se obtuvieron por medio de gente que contaba
conestetipo demascotas. Por cada gato se efectuaron 3 repeticiones (una cadatercer dia), tanto
con el alcaloide como con el catnip (estos fueron probados por separado).

Para probar la actividad biolégica del alcaloide Boschniaquina (experimental) en los
gatos, se utilizé como control Catnip comercial (incluye hojas y tallos que estin secos y
molidos), que es bien conocido por la atraccién que ejerce sobre estos animales; con el fin
de evaluar la actividad del alcaloide se midio la variable tiempo de olfatacidon’ que tenian los
gatos hacia ambos compuestos para después poder compararlos por medio de un analisis de
varianza (ANOVA) no paramétrico. Ademas se procedid a contabilizar y obtener porcentajes
de efectividad tanto del catnip como del alcaloide entre los gatos de acuerdo con los siguientes
factores: sexo, edad y madurez sexual.

En el muestreo se reunié tanto a gatos machos como hembras, sexualmente maduros
e inmaduros. Paraello, se definié como sexualmente maduros a aquellos gatos que ya cuentan
con la edad para reproducirse, independientemente de que lo hayan hecho o no, y, por lo
tanto, los sexualmente inmaduros son los que no cuentan con dicha edad.

Las pruebas se realizaron en un area cuya variacién maxima fue de 3m?, en el lugar donde
habitan, ya sea al aire libre (gatos callejeros) o en espacios cerrados (mascotas).

Tanto el Catip (0.4g) como el alcaloide (0.043g) se colocaron en contenedores
transparentes de vidrio de 6 cm de largo y 1.5 cm de diametro. El alcaloide también puede ser
colocado en un contenedor de porcelana para que se vaya disipando lentamente su aroma.

En caso de que los gatos se encontraran en lugares como jardines, los contenedores eran
escondidos bajo tierra en 3/4 partes, mientras que para la los gatos que estuvieran en casa,
" simplemente se colocaban los contenedores esquinados en alguna pared.
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Por cada gato se registraron los siguientes datos:
- Sexo
- Edad
- Madurez sexual
- Tiempo de olfatacion
De los datos anteriores se obtiene la siguiente informacién:
1) Existe o no preferencia hacia el alcaloide por parte de los gatos de uno u otro sexo.
2) Es significativa o no dicha preferencia (en caso de existir).

3) Estarelacionada o no dicha preferencia (en caso de ser significativa) conla edad y/o madurez

sexual.

Lainformacidn sobre el sexo, edad y madurez sexual de los gatos, fue proporcionada por

el dueiio del gato.

Después que se hizo la prueba, ya sea con el alcaloide o con el catnip, se registré si hubo
o no una respuesta de tipo conductual en los gatos.

*Este criterio ha sido utilizado por grupos de investigacion como Clapperton, Eason ¢t al. para evaluar compucstos

que puden ser utilizados como atrayentes de gatos. Consiste en colocar en diferentes contenedores, como porcjemplo

cajas Petri, a las sustancias olorificas en un algodon. Los tr i se coll en conjunto para evaluar si las

sustancias son o no atrayentes, o si una es mas eficaz que otra, ademas de que la prucba se repite de 1-+4 veces. Lo
fas, y esto lodeterminan

que miden paradichaevaluacion es el tiempo en que el gato esta olfat dolaolass

con pruebas estadisticas como la ANOVA 7,
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CAPITULO 1V
4. RESULTADOS.
4.1 Aspectos Quimiceos :
4.1.1 Boschnaldsido
El primer lote de plantas de P. roseus (colectado hace 5 afios) con el que se trabajé fue
de 2.6 Kg en peso seco, de los cuales se obtuvieron 125 g de extracto crudo metandlico; de
este extracto, sélo se utilizaron 70 g para su purificaciéon, y se obtuvieron 5.6 g de Boschnal6sido,

que corresponden aun 8.0 % derendimiento. La polaridad de elucién fuede 95:5 AcEt:MeOH,
a partir de la fraccion 49 hasta la niimero 156 en el que dejé de salir el Boschnalésido.

El segundo lote de plantas fue material fresco que se colecté en el transcurso del trabajo
de tesis. De la misma manera que en el primer lote, se realizaron la extracciones con MeOH,
a partir de 2.6 Kg de planta seca, pero en este caso se obtuvieron 140 g del extracto crudo de
los que, al ser purificados 70 g, se obtuvieron 13 gde Boschnalésido, que corresponden a un
18.57 % derendimiento. La polaridad de elucion corresponde ala de un 100 % de acetato de
etilo. En este caso el iridoide sali6 a partir de 1a fraccién 21 hasta la numero 138.

El Boschnaldsido en polvo es de un color amarillo claro, y, al correrlo en una placa
cromatografica en capa fina a una polaridad de 8:2 de acetato de etilo:metanol, se obtiene un
R, de 0.49, una coloracion azulada al observarlo en U.V. y una coloracién morado intenso al
revelarlo con una solucién de sulfato cérico en 4cido sulfiirico.

Los cristales del Boschnaldsido son amarillos claros y tuvieron su punto de fusién entre
los 102-103 °C, dato que coincide con lo reportado en la bibliografia ™.

De los resultados espectroscopicos del iridoide se obtuvieron los siguientes datos de
RMN 'H : un doblete en § 1.05 ppm (J = 6.85 Hz), que corresponde al protdn del grupo metilo;
una seiial en & 4.74 ppm, debido al protdn de la glucosa que se encuentra en posicion 3; un
singulete en 8 7.15 ppm que corresponde al protén que esta sobre el carbén tres del doble enlace;
undobletead 5.37 ppm, debido al protén del carbéndelaposicion 1 (J=4.5 Hz),y un singulete
a 8 9.27 ppm que se debe al protén del aldehido.
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Tabla 2. Resultados del Boschnaldsido obtenidos a partir de 70 g del extracto metandlico

de Penstermmon roseus.

Resultados cualitativos y cuantitativos

del Boschnaldsido

e Color: amarillo claro tanto en polvo
como en cristal, el cual es
translucido.

. Rr:

punto de fusién: 102-103° C.

0.49 en un sistema 8:2 de AcEt: MeOH

s Revelado: en U.V. se observa azulado y .
con Sulfato Cérico en H,SO4 es
de un morado intenso

Rendimiento: ~"18.57 % (13 g)

‘8% (5.6 8)

Lote "l y*2.

Tabla 3. Resultados espectroscépicos ( RMN 'H ) del Boschnalésido
a 200 MHz; temperatura ambiente; disolvente CDCL,.

Resultados del Espectro d¢ RMN 'H del Boschnalésido

& (ppm)
H (CHy) H-p (Glu) H (C-1) H (C-3) H (CHO)
1.05 (d) 5.37 (d)
3H. 4.74 (s) 1H. 7.15(s) 9.27 (s5)
3J =6.85 Hz. J=4.5Hz. 1H. 1H.
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4.1.2 Boschniaquina

En las primeras transformaciones quimicas realizadas al Boschnaldsido, resulté que por
cada200mgde esteiridoide se obtenian 26 mg del alcaloide Boschniaquina, esto ocurriacuando
se dejaban menos de 2 horaslos reflujos, al aumentar el tiempo dereflujo ya se obtenian 43 mg
del alcaloide Boschniaquina,lo cual representael 46.2 % de reﬁdimiento, conrespecto al teérico

que se calcula con bases estequiométricas.

LaBoschniaquina se reconoce como un aceite café-amarillo claro, conuna fraganciadulce,
del que, al correrlo enunaplaca cromatografica en capafinaaunapolaridad de 7:3 hexano:acetato
de etilo, se obtiene un R, de0.43; al observarlo en U.V. daunacoloracion azulada, y al revelarlo
con el reactivo de Dragendorff se torna entre café y naranja.

De la extraccion realizada a P. roseus con CH,CI, se obtuvieron 34 g de extracto crudo,
alos que se les realizaron las reacciones correspondientes para formar la Boschniaquina, y se
obtuvieron 65 mg de dicho alcaloide.

El espectro de LR. del alcaloide Boschniaquina exhibe bandas de absorcién aV,_ 3057,
2854, 1716.6 y 1616.3 cm’!, que corresponden a la presencia del aldehido conjugado con el
anillo piridinico ©?,
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Tabla 4. Resultados del alcaloide Boschniaquina obtenidos a partir de 200 mg
del Boschnalésido.

Resultados cualitativos y cuantitativos
de la Boschniaquina

e Color: aceite café-amarillo claro e Ry 0.43 en un sistema 7:3 de Hex: AcEt.

e Revelado: en U.V. se observa azulado y
con Reactivo de Dragendorff’ + Rendimiento: 46.2 % (43mg)
es entre café y naranja

Tabla 5. Resultados espectroscopicos ( LR. ) dela Boschniaquina
a 200 MHz; temperatura ambiente; Pelicula.

Resultados del Espectro de LR. del Alcaloide Boschniaquina
-1
cm

|

Sefiales correspondientes al aldehido conjugado con el anillo piridinico

3057 2854.5° 1716.6 1616.3
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4.2 Aspectos Biolégicos :

Del muestreo que se realizs, se obtuvo un total de 71 gatos (100 %) que incluyé tanto
a machos como a hembras; el 71.83 % (51) fueron atraidos por el alcaloide Boschniaquina,
mientras que el Catnip atrajo al 45.07 % (32) de los gatos. Estos porcentajes se mantuvieron
constantes en las tres repeticiones, y sdlo el tiempo de olfatacion fue el que varié ligeramente,
Ademas existieron gatos que fueron atraidos ya sea por a) el alcaloide o por b) el Camip, pero
también los hubo que eran atraidos por c) ambos o por d) ninguno.

En el andlisis de varianza (ANOV A) no paramétrico, que se realizé al tiempo de olfatacion
(criterio evaluador de la actividad bioldgica del alcaloide) de los gatos hacia el alcaloide y al
control (Catnip), se obtuvo una t,, =7.4905, p < 0.05 queindicalaexistencia de una diferencia
significativa entre el factor tiempo en dichos compuestos.

De hecho, la media fue de 116.05 segundos (1.93 min.) para el caso del alcaloide
Boschniaquina con una desviacion estandar (D.S.) de 22.61 segundos (0.37 min.), mientras
que en el caso del Catnip, la media fue de 97.62 segundos (1.62 min.) y su D.S. de
21.78 segundos (Tabla 6).

Para complementar este trabajo y conocerlas caracteristicas dela muestra que si fue atraida
por el alcaloide se analizaron aspectos como edad, sexo y madurez sexual. Con respecto a los
sexos se tuvo que 34 eran hembras, 1o cual representa el 47.89 %, y 37 eran machos, que es ¢l
52.11 %. De esas 34 hembras, 24 (70.59 %) fueron atraidas por el alcaloide, mientras que el
Catnip sélo atrajoa 17 (50 %). En el caso de los machos, 27 (72.97 %) delos 37 fueron
atraidos por el alcaloide, mientras que el Catnip atrajoa 15 (40.54 %) de ellos (Tabla
7, Grafica 1).

Tabla 6. Representa la mediade edad y tiempo, asi como su respectiva desviacion estandar de los gatos
que si ( +) fueron atraidos tanto por la Boschniaquina como por el Catnip.

Edad Boschniaquina ( +) Catnip (+)
n=251 . n=32
Tiempo
Edad
en afios . 32453  1.4264 3.2452 + 1.4264

Tiempo
en segundos (min.)

116.05 + 22.61
(0.37 £ 0.37)

97.62 = 21.78
(1.62 % 0.36)
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Tabla 7. Representa, en numeros absolutos y porcentajes, cuantos gatos, segin su sexo, fueron

atraidos ( +) o no ( - ) por el alcaloide Boschniaquina y/o por el Catnip.

Boschniaquina Catnip
Sexo
+) ) ) -
e ——————— -
Hembra ’
n=34 24 10 17 17
(47.89 %) (70.59 %) (29.41 %) (50 %)
Macho
n=37 27 10 15 22
(52.11 %) (72.97 %) (27.03 %) (40.54 %) (59.46 %)

No. de Gatos

Gréfica 1. Frecuencias absolutas del nimero de Gatos atraidos por la
Boschniaquina asi como por el Catnip

segln su Sexo.

mFab,Total Gatos
mFab. (+) Alcalolde
QOFab. (+) Catnip

o388

3

Sexo: Macho (1) y Hembra (3)

Fab. Total Gatos hace referencia al nimero total de gatos existentes por cada sexo.
Fab. (+) Alcaloide y Catnip, se refieren a los gatos que si fueron atraidos por estos

compuestos en cada uno de los sexos.
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La muestra de gatos fue ordenada por intervalos de edad (en afios) y se obtuvo que en el
intervalo de [0 - 0.9] habia 10 gatos, que corresponden al 14.18 % del total de la muestra; de
éstos , 5 (50 %) fueron atraidos por la Boschniaquina, mientras que el Catnip atrajo s6lo un gato
(10 %).

En el intervalo [1 - 1.9] se encontraron 12 gatos, los cuales corresponden al 16.90 % de
la muestra total; de éstos, 10 (83.3 %) fueron atraidos por el alcaloide, mientras que el Catnip
atrajo a 9 (75 %).

En el intervalo de [2 - 2.9] hubo 18 gatos, que corresponden al 25.35 % de la muestra
total; de éstos, 16 (88.8 %%) fueron atraidos por la Boschniaquina, mientras que el Catnip atrajo
a 10 (55.5 %).

Enelintervalo de [3-3.9] habia 13 gatos,los cuales corresponden al 18.31 % delamuestra
total; de éstos, 9 (69.23 %) fueron atraidos por el alcaloide Boschniaquina, mientras que el
Catnip atrajo a 7 (53.84 %5).

Enel intervalo [4 - 4.9] se ubicaron a 11 gatos, que corresponden al 15.52 % delamuestra
total; de éstos, 8 (72.72 %) fueron atraidos por la Boschniaquina, mientras que el Catmip atrajo
a3 (27.27 %).

Enelintervalo [5-5.9] habia 4 gatos, los cuales corresponden al 5.63 % delamuestratotal;
de éstos, 2 (50 %) fueron atraidos por el alcaloide, mientras que el Catnip atrajo a solo
uno (25 %).

En el intervalo [6 - 14] se ubicaron sélo 3 gatos, que corresponden al 4.21 % de lamuestra
total; de éstos, uno (33.3 %) fue atraido por el alcaloide, y también uno, que representa el
33.3 %, fue atraido por el Catnip (Tabla 8, Grafica 2).

En cuanto a madurez sexual, se obtuvo que, de 8 gatos inmaduros, sdlo 3 fueron atraidos
por el alcaloide, mientras que el Catnip no atrajo a ninguno. Del grupo maduro, que estaba
integrado por 63 gatos, el 76.19 % (48) fue atraido por la Boschniaquina, mientras que el
50.79 % (32) fueron atraidos por el Catnip (Tabla 9).
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Tabla 8. Representa, en niimeros absolutos y porcentajes, cuintos gatos, segun su edad en forma

de intervalos, fueron atraidos ( + ) o no ( - ) por el alcaloide Boschniaquina y/o por el Catnip.

Intervalo de
Edad Fab, Total Fab. Alcaloide (+ ) Fab. Catnip ( +)
en afios n=71 n=351 =32
(100 %) (71.83 %) (45.07 %)
[0-0.9) 10 (14.18 %) 5 (50 %) 1(10 %)
[1-1.9] 12 (16.90 %) 10 (83.3 %) 9 (75 %)
{2-2.9] 18 (25.35 %) 16 (88.8%) 10 (55.5 %)
{3-3.9} 13 (18.31 %) 9 (69.23 %) 7 (53.84 %)
[4-4.9) 11 (15.52 %) 8 (72.72 %) 3 (27.27 %)
[5-5.9) 4 (5.63 %) 2 (50 %) 1 (25 %)
[6-14) 3 (4.21 %) 1(33.3 %) 1(33.3 %)

Grafica 2. Frecuencias absolutas del numero de Gatos atraidos por la
Boschniaquina asi como por el Catnip
" segun su Edad.

m Fab. Total Gatos
mFab. (+) Alcaloide
g Fab. (+) Catnip

No. de Gatos
o

[0-0.8} [1-1.8} [2-29] 'I3-39} [4-48) [5-5.9) [6-14]
intervalo de Edad (aiios)

Fab, Total Ga!qs hace referencia al namero Total de gatos existentes en cada intervalo de edad (en afios)
Fab. (+) Alcaloide y Catnip, se refieren a los gatos que si fueron atraidos por estos compuestos.

45



=

Resultados

Tabla 9. Representa, en niimeros absolutosy porcentajes, cudntos gatos, segun su madurez sexual,
fueron atraidos (+ ) o no ( - ) por el alcaloide Boschniaquina y/o por el Catnip.

No. Gatos
oB8388

1

2

Madurez Sexual: Inmaduro (1) y Maduro (2}

wFab. (+) Alcalolde

CiFab. (+) Catnip

Madurez Boschniaquina Catnip
Sexual
+) ) +) (€D
Inmaduros
n=3§ 3 5 0 8
(11.27 %) (37.5%) (62.5%) (0 %) (100 %)
Maduros
n=63 48 15 32 31
(88.73 %) (76.19 %) (23.81 %) (50.79 %) (49.21 %)
Grafica 3. Frecuencias absolutas del numero de Gatos
atraidos por la Boschniaquina asl como por el Catnip
segin su Madurez Sexual.
m Fab. Gatos

Fab. Gatos hace referencia al miimero Total de gatos existentes en los grupos (1) y (2).
Fab. (+) Alcaloide y Catnip, se refieren a los gatos (maduros e inmaduros) que si
fueron atraidos por estos compuestos.
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Conducta de los gatos:

El alcaloide Boschniaquina resulté provocar, en los gatos sexualmente maduros,
conductas como las reportadas para el Catnip ©®, Se observé que la intensidad de la respuesta
hacia estos compuestos variaba de gato a gato. Ademas, no todos los gatos presentaron cadauno
de estos eventos.

Gatos maduros sexualmente:
1. Arqueamiento del dorso en machos.

2. Cola erguida en el caso de los machos.

3. Posicion de monta en las hembras (se posiciona boca abajo, estira su cuerpo y eleva sus
ancas con las patas traseras) .

4. Pegarse a paredes (roce), muebles o personas que se encuentren en e€se momento;
frotamiento de la barba y mejillas, y movimientos de la cabeza semicirculares. Arafian lo que
tienen al frente y juguetean, esto se observé tanto en machos como en hembras ("Head overrolls

body rubbing, chin and cheek rubbing, bitting, pawing, jumping").

S. Salivacién, mascar, lamer, olfatear tanto en machos como en hembras ("Licking,
chewing, sniffing").

6. Dar vueltas "revolcarse” ("Rolling over"), tanto en machos como en hembras.

Gatos inmaduros sexualmente:

1. Salivacidn y una especie de "saboreo" aunque nunca lo probaron, sé6lo lo olfatearon;
Jjuguetean, pero nunca se observé algunaconductasexual como enlos gatosmaduros sexualmente.
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CAPITULO V
5. DISCUSION.
5.1 Aspectos Quimicos :

Porlo general, cuando se trabaja con productos naturales se obtienen rendimientos bajos
(a veces del orden de mg) a partir de cantidades muy grandes de material vegetal; sin embargo,
y de manera afortunada para este trabajo, Penstemon roseus fueuna planta que presentd altos

rendimientos del Boschnalésido.

Los lotes de plantas 1 y 2 presentaron diferencias en rendimiento; tal es el caso de la
cantidad de extracto metandélico crudo que se obtuvo. Resulta que en el lote 2 se otuvieron
15 g mas que en el primer lote; ademas en el lote 1 se obtuvo 5.6 g de Boschnal6sido, mientras
que en el lote 2 el rendimiento fue de 13 g, es decir, se obtuvieron 7.4 g mas de materia prima

que en el lote 1.

Con base en lo anterior, se puede decir que existe una diferencia en rendimientos de los
lotes 1 y 2 de un poco mas del doble. Hay que recordar que el primer lote fue colectado
aproximadamente 5 afios antes que el segundo, el cual se colectd y utilizé en el tiempo en que
se desarroll6 esta tesis, por lo que dichas diferencias en los rendimientos podrian estar dadas,
por unlado, por el factor tiempo, pues hay que considerar la degradacion de los metabolitos con
respecto a este, y por otro lado, porque, segin se sabe por experimentos realizados con
Verbena officinalis, hay unautilizacion drastica de estos compuestos por parte de la planta, que
depende directamente del estado de desarrollo en que ésta se encuentre ¢,

Una consideracidén importante, concemiente a los rendimientos del iridoide, es que si se
aumenta en por lo menos 2 veces mas el numero de extracciones que se realizaron en este
trabajo, tanto metandlicas como de diclorometano, seguramente los rendimientos aumentaran
apreciablemente, ya que después de realizadas las dos extracciones, todavia quedaba un color
muy concentrado, lo cual puede indicar la presencia de Boschnalésido ademas de otros

compuestos.
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Si revisamos los datos expuestos en la parte de resultados, encontraremos una diferencia
en el tratamiento de los lotes 1 y 2 con respecto a la polaridad de elucion que se utilizé para el
Boschnalosido. Al primer lote se le dié una mayor polaridad de elucién (95:5 de AcEt:MeOH),
mientras que el segundo lote eluy6 con sélo acetato de etilo al 100 %. Esto serealizd asi debido
a la tardanza (tiempo) con la que eluyd el iridoide, y esto probablemente se deba al
empacamiento de la columna o a la cantidad de algodén utilizado en una y otra columnas.

Cabe mencionar que el tiempo en que eluyo totalmente el Boschnalésido de la columna,
a partir de 70 g, fue de aproximadamente un mes y medio y no hubo descomposicion del
iridoide; esto es importante resaltarlo, ya que en la mayoria de los casos, cuando se purificaun
compuesto enuna columna, éste no puede permanecer por mucho tiempo en dicho sistema, pues
se descompone.

En trabajos anteriores se habia intentado realizar la cristalizacion del Boschnalésido sin
mucho éxito, debido a que es muy dificil separar la clorofila de este iridoide, ya que las
polaridades de ambos son muy semejantes; sin embargo, en este trabajo selogro cristalizarlo por
medio de la implementacién de varios métodos que son muy sencillos y que ya han sido
explicados anteriormente, pero algo fundamental que se observd y que parece ser muy
importante en dicho proceso, es que se necesita dejar reposar al Boschnalésido en etanol minimo
por una semana y media por lo menos para que éste cristalice.

Por otra parte, el haber trabajado con P. roseus constituyd una gran ventaja por varias
razones: primera, porque en la etapa de secado muchas plantas son suceptibles de ser invadidas
por hongos y otros organismos que echan a perder el material vegetal, y a esta planta nunca le
ocurrid una invasién por microorganismos; en segunda, hay que recordar que el tiempo que se
lleva el Boschnaldsido en el proceso de purificacién es largo y ain asi no se descompone, y

ademas se obtienen altos rendimientos de este iridoide.

49



@ Discusién

Ahorabien, enla actuatidad, una de las tendencias en materia de sintesis esta cada vezmas
dirigida hacia la sintesis parcial, es decir, utilizar como intermediarios compuestos quimicos
que previamente fueron sintetizados por la naturaleza, ya que confieren grandes ventajas: por
un lado, la posibilidad de evitar algunos pasos de sintesis, y, por otro, el hecho de que
intermediarios como es el caso particular del iridoide Boschnalésido, cuentan con un arreglo
espacial bien definido, que facilita la construccién de moléculas bioldgicamente activas, como
fue en este caso el alcaloide Boschniaquina.

Paraentendery visualizar de una mejor maneralasintesis de la Boschniaquina, seexplicara
a continuacion, por medio de un esquema, como es que se llevo a cabo dicha sintesis.

La primera de las cuatro estructuras moleculares que hay en el esquema de la siguiente
pagina corresponde al iridoide glucosidico: Boschnalésido, que para efecto de este trabajo,
se ha considerado tanto la materia prima como el intermediario clave en la sintesis del alcaloide
Boschniaquina,

Dicho intermediario es primeramente disuelto en etanol para después agregarle un acido
inorganico, que es el responsable de una primera hidrdlisis en el proceso de sintesis. Esta
hidrolisis se lleva a cabo con la finalidad de formar el Aglucén del Boschnalosido, es decir, un
compuesto semejante a la primera estructura del esquema, pero sin su glucosa (segunda
estructura molecular del esquema).Ya que se cuenta con dicho Aglucén, serealiza una segunda
hidrdlisis, que permite tener condiciones 4acidas enlareaccidn y de ésta forma hacer que ocurra
la apertura del Hemiacetal (tercer estructura molecular del esquema) para que en el momento
en que se agrege la sal de amonio se dé la sustitucién del oxigeno en posicién 2 por el
nitrogeno. Ahora, el calentamiento suministrado a ésta ultima etapa de la sintesis es con el fin
de que haya una deshidratacion que en consecuencia dara el cierre y formacién del anillo
piridinico.

La estructura restante (cuarta y tltima estructura molecular del esquema) corresponde a
la Boschniaquina. De ésta forma es como, a partir de un monoterpeno ciclopentano-pirano, se
puede realizar una transformacién quimica para llegar a un alcaloide monoterpénico piridinico.
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ESQUEMA GENERAL DE LA TRANSFORMACION QUIMICA
DEL BOSCHNALOSIDO EN BOSCHNIAQUINA.

3

FaX
FeNH4(SO04)2

Reflujo

(1) Boschnaldsido (3) Enol-Hemiacetal
(2) Aglucédn del Boschnalosido (4) Boschniaquina

En términos de rendimientos del alcaloide Boschniaquina, estos fueron diferentes segun
el tiempo que se le did a la etapa de hidrolisis; si revisamos los resultados tenemos que cuando
se dejaba menos de 2 horas en dicha etapa se obtenian 26 mg (27.93 %) y cuando s¢ aumento
el tiempo al menos 2 horas mas, aumento6 a 43 mg,. es decir. a un 46.2 % de rendimiento, con
respecto del tedrico (estequiomeétrico) que debiera ser de 92.7 mg. Probablemente esto se deba
a que no reacciono el total de la materia prima (el Boschnalosido), precisamente por el corto
tiempo otorgado a dicha reaccidon. Owa posible explicacion de que no se haya obtenido el

rendimiento teérico podria ser porlascondiciones quiza demasiado acidas delatransformacion
del iridoide al alcaloide.
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Dehecho, y con el propdsito de obtener hidrolisis menos agresivas para no degradar por
completo el esqueleto iridodial, que a fin de cuentas se ve reflejado en los rendimientos finales
de la sintesis, los quimicos estdn buscando otros reactivos hidroliticos que no sean
necesariamente por via quimica, sino por una via enzimatica, que solamente rompan el enlace
de la unidad de aziicar unida al iridoide, asi que en los casos en donde el aztcar fuese una
glucosa,como en el caso del Boschnaldsido, entonces se necesitaria emplear la enzima
B-glucosidasa 3669,

Se decidié formar el alcaloide a partir del extracto de CH,Cl, haciendo directamente la
etapa de las reacciones sobre dicho extracto para evitarnos algunos pasos de separacién y
purificacidn y, ademas, porque en este extracto encontramos el Aglucén del Boschnalésido, de
tal manera que ya no es necesario realizar una de dos hidrdlisis acidas. Sin embargo, los
rendimientos fueron bajos, pues se obtuvieron sélo 65 mg del alcaloide y resulta que se gasta
mayor cantidad de disolventes asi como de reactivos, que cuando se tiene purificado el
compuesto. Ademas, como no se conoce la relacion cuantitativa existente en el extracto entre
el iridoide y su aglucén, sélo se hicieron estimaciones de cuanto aglucén podria haber y de qué
cantidad se necesitaba de reactivos para dicha sintesis, y probablemente esto tenga que ver con

las bajos rendimientos.

Como los rendimientos de la materia prima, el Boschnaldsido, fueron altos, se logro
sintetizarla cantidad necesaria del alcaloide Boschniaquina pararealizarla pruebabioldgica con
un total de 71 gatos.

5.2 Aspectos Biolégicos :

Laspruebasdeactividad con el alcaloide Boschniaquina en gatos se realizaron en diversos
sitios (casas, jardines), debido a que el Instituto de Quimica no contaba con un lugar adecuado
para ello. Otro factor que determind este hecho fue que en general la gente que prestd su gato
para el experimento no consintidé que se realizara en otra parte que no fuera su casa, ya que
querian saber en qué consistiala prueBa y asegurarse que el alcaloide no fuera un nuevo veneno
que se estuviera probando para gatos.
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Como resultado delo anterior, el area en que se trabajo varié en funcién del lugar en donde
se realizara la prueba; en ocasiones el sitio era tan pequefio que no se podia trabajar con los dos
compuestos al mismo tiempo y a una distancia minima de un metro como para damos cuenta
silarespuesta que tenia el gato se debia al Catnip, al alcaloide 0 a ambos; porlo tanto se decidio
probar dichos compuestos por separado para poder determinar con exactitud qué lo atraia.

Ademas, si se logaron tres repeticiones de la prueba con los 10 gatos “callgjeros”, ya que
estos acuden diariamente al jardin de una persona que leslleva de comer desde hace variosaifios;
ademas ella fue quien nos proporciond los datos de sus edades de manera aproximada, asi como
los de sexo y su madurez sexual.

Por otro lado, el andlisis de los resultados revela que, de una muestra total de 71 gatos,
fueron atraidos por la Boschniaquina el 71.83 %, mientras que el Catnip atrajo al 45.07 %. Es
preciso aclarar que el hecho de que los anteriores porcentajes no dan el 100 % es porque asi
como existieron gatos que sélo fueron atraidos por el alcaloide o por el Catnip, también loshubo
que eran atraidos por ambos o por ninguno (el gato que se encontrara en alguna de estas
opciones, siempre mantenia dicha situacion durante las tres repeticiones). Lo que se quiere
sefialar es que estos compuestos no son forzosamente excluyentes el uno del otro como
atractores en un mismo gato.

Cabe mencionar que el Catnip (nepetalactona) no es efectivo en un cien porciento como

atractor de felinos ¢4,

Dadaslas cifras anteriores podemos decir que el alcaloide sintetizad o en este trabajo siatrae
a los gatos domésticos con cierto porcentaje de efectividad. Es importante recordar que
sustancias como el alcaloide Actinidina 4**? y monoterpenos del tipo de las lactonas %, como
la nepetalactona (catnip), son productos naturales obtenidos de plantas orientales y son
atrayentes de felinos, especialmente del gato doméstico Felis cafus, y que en esta tesis se
propuso sintetizar una molécula con caracteristicas semejantes a dichos compuestos, tanto en lo
estructural (estereoquimica) como en lo isoeléctrico, pero a partir de un intermediario extraido
deuna planta mexicana, que ademas tiene la peculiaridad de compartir una estructura base con
los compuestos mencionados, el iridodial. Precisamente dadas estas similitudes entre dichos
compuestos y la Boschniaquina es por lo que el alcaloide Boschniaquina pudo mimetizar la
funcion de atraccién en gatos de los compuestos antes mencionados.
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Hay querecordar que la variable que se utilizd como criterio derespuesta haciael alcaloide
Boschniaquina asi como el control que utilizamos en ésta prueba, el Catnip, fue el iempo de
olfatacion delos gatos hacia estos dos compuestos y que, finalmente, resultd que ambos tiempos
diferian de manera significativa; de hecho, existe una diferencia de 18.43 segundos promedio
entre el alcaloide y el Catnip, y quien obtuvo un mayor tiempo de atencion en los gatos fue el
alcaloide. Esta diferencia en los tiempos en que se entretienen los gatos con los compuestos
puede ser muy importante en el caso de que se requiera cazarlos en ecosistemas insulares.

El que la Boschniaquina exhibiera un 27 % mas de efectividad en la atraccion de gatos
con respecto al Catnip, quiza se deba ala sensibilidad que cada gato tenga a dichos compuestos;
de hecho, existe un trabajo en donde se habla de que los gatos tienen diferente sensibilidad al
Catnip y que esto depende de la edad en la que se encuentren; por ejemplo, los gatos
sexualmente maduros son mas sensibles al Catmip que los gatos inmaduros y dentro de los
sexualmente maduros, los que presentan mayor sensibilidad a dicho compuesto son los adultos
jovenes y esta sensibilidad se pierde conforme aumenta la edad ©¥, Sin embargo, hasta el
momento no se han realizado estudios que puedan explicar el por qué o a qué se debe tal
sensibilidad. Por otro lado, el alcaloide sintetizado en esta tesis es mas parecido a compuestos
encontrados en la planta Actinidia polygama, como la actinidina, que al propio Catnip, y enla
literatura se hareportado que compuestos de dicha planta son mas poderosos para atraer a gatos
que inclusive el propio Catnip 9,

Ademis de haber evaluado la actividad de la Boschniaquina en funcién del tiempo de
olfatacion delos gatos, se analizaron los datos de edad, sexo y madurez sexual, con el fin de tener
un precedente del tipo de poblacidn ala cual se puede atraery capturar, en caso de su utilizacién
en programas de control y erradicacion de gatos en ecosistemas insulares. En dicho anilisis se
observaron las siguientes tendencias: no existe una preferencia por alguno de los dos sexos a ser
atraidos por el alcaloide y de esta misma manera ocurre con el Catnip ( existen trabajos donde
se demuestra que no hay diferencia significativa entre los sexos en cuanto a su atraccién por el
Catnip @®). En lo que si existié diferencia fue en la preferencia entre el alcaloide y el Camip,
por los gatos. '
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Elintervalo de edad [2 - 2.9] es en el que se encontrd el mayor niimero de gatos atraidos
tanto por el alcaloide como por el Catnip. Aunque la edad promedio a la que eran atraidos los
gatos por estas sustancias fue de 3.24 afios, se decidid que era mas apropiado manejar la edad
por intervalos ya que, como la muestra constaba de gatos que llegaban a tener desde 5
meses hasta 14 afios de edad, al utilizar un estadistico como lo es la media aritmética, éste se
ve afectado, pues es muy sensible a los valores extremos.

Los textos de veterinaria definen que los gatos que se pueden considerar maduros
sexualmente son aquellos que cuentan con un minimo de 7 meses, pues ya son capaces de
reproducirse, y, por lo tanto, inmaduros son los que cuentan con no mas de 6 meses !?. Con
base en estadefinicién,la muestra total de gatos estaba conformada por 88.73 % gatos maduros
sexualmente, mientras que solo el 11.27 % correspondia a gatos inmaduros sexualmente.

Aunque el nimero de gatos maduros es mucho mayor que el de inmaduros, se tiene que
mencionar que tres gatos de los ocho correspondientes a los inmaduros sexualmente si fueron
atraidos por el alcaloide, mientras que ninguno de estos fue atraido por el Catnip; esto es
importante ya que en los trabajos realizados por Hill e al., ademas de haber concluido que el
Catnip atraia indistintamente tanto a machos como a hembras, también se mencionaba que sélo
atraia a gatos que cumplieran con la madurez sexual, inclusive no importaba el hecho de que
hayan sido esterilizados, la condicion era que se hubieran reproducido alguna vez , tenido
montas, o que la esterilizacidn haya sido después de haber cumplido su madurez sexual ¢,

En este trabajo se cumplié lo reportado anteriormente, pero lo interesante es que el
alcaloide Boschniaquina atrajo a tres gatos inmaduros sexualmente. Aunque no es
estadisticamente representativo, este numero de gatos plantea la posibilidad de atraer a una
poblacién de gatos inmaduros.

Porotro lado, hay que sefialar que estos tres gatos se encuentran en el limite de laedad para
ser considerados maduros sexualmente, porlo que habria que iniciar una linea de investigacion
mas detallada al respecto.

Por otra parte, una posibilidad de que estos tres gatos hayan sido atraidos por la
Boschniaquina es quiza el aroma dulce que expide el alcaloide y tal vez este aroma sea una
ventaja mds para poder atraer gatos que no son sexualmente maduros.
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Finalmente, se puede decir que los productos naturales del tipo de los iridoides son en el
presente y potencialmente en el futuro una fuente importante de compuestos que tienen o que
pueden llegar a tener, con alguna modificacion quimica, cierta actividad bioldgica que sea
interesante y itil para el hombre; dado lo anterior, es necesario y conveniente, que se siga con
la investigacidn de este tipo de compuestos.
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PERSPECTIVAS :

1. Dado que el alcaloide Boschniaquina funciond bien en este ensayo que se llevé a cabo
enla Ciudad de México, bien podriaserutilizado enlaslabores de control y erradicacion de gatos
en ecosisternas insulares, e inclusive seria mejor que se complementara la utilizacién de este
alcaloide conladel Catnip o viceversa, con el fin de atraer a una poblacién mas ampliay obtener
una mayor efectividad en la caza.

2. A partir de los resultados de conducta descritos en este trabajo, se podria ampliar su
estudio en el area etoldgica; en el area fisioldgica (para determinar cémo es que el gato
metaboliza el alcaloide), o inclusive llevarlo a niveles bioquimicos que pudieran explicar, por
ejemplo, el tipo de neurotransmisores involucrados o cdmo es que se lleva la transduccién de
sefiales que finalmente son responsables de dicha conducta en los gatos. También se podria
estudiar cual es el radio de accién maximo al que puede llegar el alcaloide y ser percibido por
los gatos; ampliar el estudio con poblaciones mas grandes de gatos sobre todo inmaduros
sexualmente (ya que para este trabajo se conto solo con ocho gatos de estas caracteristicas), o
el tratar de explicar por qué algunos gatos pueden llegar a responder al Catnip y al alcaloide no
0 viceversa, o por qué a arnbos o de plano a ninguno de estos compuestos. También se podrian
seguir sintetizando nuevos alcaloides con actividad de atrayentes, a partir de cualquier otro
iridoide, ya que estos son suceptibles de transformaciones quimicas como las que se realizaron
eneste trabajo. Como se puede ver, apartir de estatesis esposible seguir o explorarnuevaslineas
de investigacion.

En resumidas cuentas, se puede decir que la planta Peustemon roseus esunamuy buena
fuente de materia prima (Boschnalsido) para poderllevar a cabo la sintesis parcial del alcaloide
Boschniaquina; que ademas sele haencontrado un nuevo uso como recurso natural modificado
(atrayente de gatos) y que, por tal razdn, bien prodria ser considerada con una gran
potencialidad porla botanica econémica, como lo hallegado ser Nepeta cataria con el Catnip.
Sumado a lo anterior, la Scrophulariaceae P. roseus se encuentra muy bien distribuida y es
abundante, requisitosindispensables paralarealizacién de estudios quimicosy biologicoscomo
los de este trabajo; ademas, el sistema que se utiliza para la sintesis del alcaloide no es muy
complejo y los reactivos utilizados para tal fin no son muy caros. Esto sin olvidar que hay que
utilizar los recursos, pero sin destruirlos. Asi que se puede proponer el método de cultivo de
tejidos para esta planta e inclusive con dicho método inducir a la planta a la produccién de una
mayor cantidad del metabolito secundario, es decir, el Boschnalésido, y de ésta manera

conservar este recurso natural.
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CAPITULO VI

6. CONCLUSIONES.

1. Se obtuvo el iridoide gluéosidico Boschnalésido a partir del extracto metandlico de la
planta Penstemon roseus con altos rendimientos (18.57 %).

2. Elmonoterpeno Boschnal6dsido resultaser buen intermediario en la sintesis del alcaloide
monoterpénico piridinico Boschniaquina.

3. Se lograron obtener altos rendimientos (46.2 %) del alcaloide Boschniaquina cuando
€ste se sintetiza a partir del iridoide puro, pero, si se sintetiza directamente a partir del extracto
crudo de diclorometano, el rendimiento disminuye considerablemente.

4. El alcaloide Boschniaquina funciona como atractor del gato doméstico Felis cartus. Y
fue 27 % mas efectivo que el control utilizado (Catnip).

5. Se observd queel alcaloide Boschniaquina provoca en los gatos una conducta semejante
a la provocada por el Catnip.

6. Se encontré que el intervalo de edad en la que hubo unamayor atraccién por el alcaloide
fue [2-2.9] afios, y que no es determinante el sexo pero si lamadurez sexual en la preferencia
por el alcaloide.

7. Dado que el alcaloide tiene la actividad de atrayente en Felis catus, el sistema que se
utiliza para su sintesis es simple; losreactivos utilizados para tal fin no son caros; la distribucion
y abundancia de P. reseus es amplia y sus rendimientos altos, puede ser factible su utilizacion
en programas de control y erradicacion de gatos en ecosistemas insulares.
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APENDICE I

AcEt.
PMTA.
Catnip.
CCF.
CHCI,
CDCl,

D.S
(d)
EtOH
FPLV

®
Glu

Hex.

MeOH
msnm
Ppm

p. £

<ge 7

Abreviaturas y simbolos utilizados.

Acetato de Etilo

Alcaloide Monoterpénico Piridinico
Compuesto nepetalacténico proveniente de la planta Nepeta cataria
Cromatografia en Capa Fina

Cloroformo

Cloroformo Deuterado

Desplazamiento quimico

Desviacion estandar

Doblete

Etanol

Feline Panleucopenia Virus

Gas

Glucosa

Gramo

Hexano

Hidrégeno de la posicién 3 de la glucosa
Hertz

Hora

Infrarojo

Joules

MegaHertz

Metanol

Metros sobre el nivel del mar

Partes por millén

Punto de Fusidon

Factor de Retencidon o Factor de desplazamiento de los compuestos en
cromatografia en placa

Singulete

Ultravioleta

Variacion maxima
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APENDICE II
a) Solucion utilizada para revelar al Boschnalésido.
Para la preparacion del CeSO, al 1 % en H SO, 2N se necesita de:

- 40 gde H,SO, (22.2ml)
- 12 gde CeSO,
- 350 g de Hielo

Se colocan sobre el hielo los 12 g del CeSQ,, se agregan los 22.2 ml de H,SO, concentrado
Yy con una varilla de vidrio se mueve y después, en una parrilla, se calienta hasta dilucién. El
color al inicio dela disolucion es anaranjado y conforme queda bien disuelto el color se vuelve

amarillo.

Nota. Al ser revelado el iridoide glucosidico denominado Boschnalésido con la anterior

disolucion, el color de la mancha es morado intenso.
b) Preparacion del Reactivo de Dragendorff &,
Se requiere de preparar dos soluciones:

Solucién A: que consta de Bi(NO,),SH,O (8 g)
HNO, (20 ml)

Solucién B: que consta de KI (27.2 g)
H,O (50 ml)

Ambas soluciones se mezclan y se dejan reposar por 24 h; al cabo de este tiempo serealiza
su filtracion y se lleva el volumen total a 100 ml de agua. Este reactivo siempre se utiliza en

muestras acidas.

Nota. Si el reactivo da una prueba positiva, es decir, que si evidencie algun alcaloide, sera

siempre y cuando al ser revelado el compuesto dé una coloracidn entre café y naranja.
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