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LA ESTRUCTURA DE LA PENDULINA Y LA PENDULETINA,
UN NUEVO GLUCOSIDO FLAVONOIDE AISLADO DE LA
BRICKELIA PENDULA.*

S. E. Flores y J. Herrdn

Contribucién N° 87 del Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma
de México.

Desde hace tiempo hemos estado interesados en el estudio de plan-
tas mexicanas a las cuales se han atribuide propiedades medicinales.
Entre ellas sé encuentran varias especies de plantas conocidas como
“Atanasio amarga”, que tienen un sabor amargo y que son usadas por
el pueblo como remedios para “enfermedades del estémago”. En un
estudio preliminar llevado a cabo por F. Rio de la Loza (1) se re-
porté:que una “Atanasia amarga” (Brickelia squarrosa) contiene un
glucésido blanco, que fue llamado “Brickelina”.

Nosotros hemos encontrado una de estas especies (clasificada como
Brickelia pendula**) en Contreras, cerca de la Giudad de México,

* Traducido de Tetrahedron, 2, 308 (1958) con permiso de los editores,

*+ Des¢camos agradecer al Dr. F. Miranda del Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México, €l que nos ayudara a buscar esta
planta y a clasificarla botdnicamente.
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La extraccion exhaustiva con alcohol de la planta seca, produjo
una masa verde, que al recristalizarla de metanol, produjo a su vez,
una sustancia cristalina de color amarillo que hemos llamado Pendu-
lina (I) y que muestra p. f. 178-179°; [a]?°, —34° (piridina) y tiene
como férmula empirica CyHy6015. El espectro en el infrarrojo mos-
tré bandas en 3200 (alcohol asociado); 1660 (carbonilo a-f no satu-
rado); 1600 (anillo aromdtico), 1300-1180 [estructura compleja (ban-
das multiples de intensidad media) debido a la absorcién del carbo-
nilo y los metoxilos]; 1090° (OH alcohélico) y 838, 794 y 810 cm-!
(Anillos aromiticos polisustituidos, que corresponden a los grupos
oxhidrilo, metoxilo, cetona y benceno) A mdx. 212, 272, 332 my ¢,
38,166; 23,013; 22,040.

La cromatografia en papel de esta sustancia mostré solamente
una mancha, lo cual apoya la suposicién de que se trata de una sus-
tancia pura.

Por su férmula empirica, sus constantes fisicas y los diferentes co-
lores que produjo con reactivos especificos, hemos llegado a la con-
clusién de que la sustancia tiene una estructura flavonoide monosus-
tituida con un carbohidrato.

La pendulina es dificil de hidrolizar, pero hirviéndola prolonga-
damente con un dcido fuerte, obtuvimos una sustancia nueva que he-
mos llamado Penduletina (II). Su férmula empirica es C;gH;405;
p- f. 216-217°. El espectro en el infrarrojo mostré bandas en 3100
(alcohol); 1660 (carbonilo); 1300-1180 (metoxilo) y 762 cm-!. (banda
nueva). A mdx. 212, 271, 341 myp ¢, 33,376; 19,231; 22,767. La sustan-
cia tiene tres grupos metoxilos y forma un diacetato Cy2Hg¢O,y, que al
saponificarse regenera penduletina (II). Metilando, se obtiene una
sustancia pentametoxilada (CgoH20O;) (III), mientras que etilando
se forma un nuevo compuesto (IV) (CjoH,04), que corresponde a
un flavonoide monohidroxi, mono-etoxi y trimetoxilado. La fraccién
de azucar fue identificada por cromatografia en papel y por su osa-
zona como glucosa. Del andlisis antes y después de la hidrdlisis, re-
sulta que la pendulina es un flavonol o una flavona trimetoxi-dihi-
droxi sustituida con una molécula de glucosa.
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Desmetilando los compuestos II, III o IV, se obtuvo un com-
puesto pentahidroxilado (V) C;sHO7, que por metilacién regene-
ra la flavona pentametoxilada (III), demostrando que la desmeti-
lacién no produce rearreglo (2). Para demostrar que la hidrélisis 4ci-
da de la pendulina tampoco produce rearreglo, este compuesto fue
metilado, hidrolizado y remetilado, obteniéndose como esperdbamos,
el mismo compuesto III.

Cuando este compuesto IIT se fundié con hidréxido de potasio,
se destruyé totalmente, pero por fisién en solucién alcalina, resulté
posible aislar 4cido p-metoxibenzoico. La ozonélisis de III produjo
exclusivamente el mismo édcido. Estos hechos demuestran que el ani-
llo fenilo B de la pendulina, contiene solamente como sustituyente,
a un oxhidrilo o metoxilo, presente en la posicién 4'.

El compuesto V da una serie de reacciones de color idénticas a
las reportadas por Goldsworthy y Robinson (3) para un flavonol sin-
tético 3,4°,5,6,7 pentahidroxilado, cuyo éter pentametilado, se suponia
idéntico a la tangeretina aislada por Nelson (4). Recientemente, Ro-
binson publicé una nota (5) en la cual prueba que este compuesto
sintético es diferente de la tangeretina. Una muestra del éter penta-
metilado dél compuesto sintético de Goldsworthy y Robinson* mos-
tr6 el mismo espectro en el infrarrojo que nuestro compuesto III y
no se deprimié el punto de fusién de la mezcla.

De esta comparacidn, resulta que los cinco grupos metoxilos de
la molécula, estdn en las posicién 8,4',5,6, y 7. En la penduletina, tres
de los sustituyentes estin como metoxilos y dos como oxhidrilos li-
bres.

Para determinar la posicién de la ligadura glucosidica se metilé
la pendulina con diazometano, obteniéndose un compuesto tetrame-

0 Glucosa CHO 0 u——o Glucosa

CH;0 7 oH

OCHg O

I Io

* Agradecemos a Sir Robert Robinson el habernos facilitado este compuesto.
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toxilado Cy5Hp30,, (VI) ligeramente mds soluble en agua y de un
sabor amargo. La hidrdlisis 4cida de este compuesto, produjo' un
compuesto VII monohidroxi-tetrametoxilado C;oH;507.

La acetilacién de VII produjo el compuesto VIII, que por ozo-
ndlisis produjo 4icido p-acetoxi benzoico, lo cual prueba que en la
pendulina (I) la glucosa estd ligada al oxhidrilo en la posicién 4'.

Por lo tanto, sélo hay dos estructuras posibles para la pendulina:
debe de ser la 4',5-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona-4’-glucésido (I) o la
3,4"-dihidroxi-5,6,7-trimetoxi-flavona 4’-glucdsido (Ia). Se podria elegir
I apoydndose en los siguientes hechos: a) La etilacién de la pendu-
letina (II) con sulfato de etilo y 4lcali introduce solamente un grupo
etilo formando el derivado 4-etilo (IV). Es bien conocido que la
etilacién de un grupo oxhidrilo en 3, se efectiia ficilmente en estas
condiciones [Cf. la etilacién de la quercetina y morina (6)]. Por otra
parte, la subsistencia en las mismas condiciones de un grupo oxhidrilo
en 5 estd bien documentada (6). b) El tratamiento del etiléter en 4’
(IV) con anhidrido acético y acetato de sodio en frio, no produjo
acetilacién del grupo oxhidrilo libre restante. El grupo oxhidrilo en
3, tomando la quercetina como ejemplo, se acetila ficilmente en es-
tas condiciones, mientras que el oxhidrilo en 5 no resulta afectado
(7). ¢) Finalmente, la presencia del sistema 5-hidroxi flavona est4 de
acuerdo con el hecho de que la prueba de color con 4cido bérico des-
crita por Wilson sea positiva, mientras que una 3-hidroxiflavona sin
el grupo 5-oxhidrilo, como la fisetina, da una prueba negativa (8).

Llegamos a la conclusién de que la pendulina y la penduletina
estin representadas correctamente por I y II, respectivameénte.

an R = CH,
R —R" = H
(11) R =R =R” = CH,
vI) R — CH,
R —H I
R” — CH;—-CH,— (VID) R =R =CH;
™) R —R —R"=H R — H
(V1) R — R — CH, (VIII) R — R = CH,

R” = glucosa R” = OAc
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PARTE EXPERIMENTAL*

Aislamiento de la pendulina. La planta, secada al sol (2.8 Kg.),
'se molié finamente en un molino Mikro-pulverizer y se extrajo con
tres porciones de 10 1. de alcohol hirviendo. Se concentraron al va-
cio los extractos combinados hasta un volumen de 3.1, obteniéndose
una masa verde muy viscosa que se lavé cinco veces con 2 1. de hexa-
no caliente. Qued6é como residuo un polvo amarillo que se disolvi6
en alcohol, decolor6 con Norite y recristalizé varias veces, prime-
ro de alcohol y después de acetona-hexano. Se obtuvieron 30 g. del glu-
césido pendulina. (), con p. f. 178-179°; [a]?2, ~84° (piridina), A mdx.
212, 272, 332 my, ¢ 38, 166; 23,013; 22,040.

Andl. Calc. para CpHgeOs2: G, 56.91; H, 5.17; O, $7.91

Encontrado: .C, 57.183; H, 5.28; O, 37.72
Calc. para 3 metoxilos 18.4
Encontrado: 17.97.

Para probar la pureza del glucésido, se hizo una cromatografia
en papel filtro Whatman N? ] usando alcohol n-butilico-4cido acético-
agua, 40/10/50 a 23°, durante 8 h. El papel ya seco, se observé bajo
luz ultravioleta y natural. Mostré solamente una mancha con un Rf
0.76 (9).**

Hidrdlisis del glucdsido 1. Después de tratar de hidrolizar I con
4cido clorhidrico al 5%, se recuperd el glucésido inalterado. Se hidro-
liz6 entonces disolviendo 0.5 g. del glucésido en 300 ml. de alcohol
acuoso (709,) conteniendo 15%, de HCI. Se hirvié la mezcla durante
6 h., se diluy6é con 1 1. de agua y se extrajo cuatro veces con 200 ml.
de acetato de etilo. Los extractos combinados se secaron con sulfato
de sodio y evaporaron hasta sequedad. El residuo se cristalizé6 de al-

* Los microandlisis fueron hechos por el Dr, Franz Pascher, Bonn, Alemania.
Las observaciones en el ultravioleta fueron medidas en solucién de etanol, en un
instrumento Beckman DK2. Las determinaciones del espectro en el infrarrojo,
fueron hechas en nujol en un espectrofotémetro Perkin-Elmer de doble haz, mo-
delo 21C. Los puntos de fusién no estdn corregidos y fueron determinados en un
bloque Kofler..

#¢ Agradecemos al Dr. Barbarin Arreguin, de este Instituto, que haya llevado
a cabo este experimento,
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cohol-agua y después de acetona-agua, produciendo 0.3 g. de una sus-
tancia de color amarillo pilido, que hemos llamado penduletina (II)

p. £.216-217°; ) max, 212, 271, 341 my; ¢ 38,376; 19,231, 22,767,

Andl. Calc. para C,3H,s0,: C, 62.79; H, 4.68; O, 32.53

Encontrado: C, 62.98; H, 4.76; O, 32.53.
Calc. para 3 metoxilos 27.03
Encontrado: 26.05.

Identificacion del carbohidrato. La fraccién acuosa de la hidré-
lisis dcida se concentrdé al vacio hasta un volumen de 500 ml. Des-
pués de neutralizar, el liquido dio reacciones positivas con los reac-
tivos de Fehling y Tollens.

Se hizo al mismo tiempo un cromatograma en papel con una
pequefia fraccién del extracto acuoso y una solucién de glucosa autén-
tica, usando la técnica de Horrocks y Manning (11). Las dos manchas
obtenidas en esta forma fueron idénticas.

La observacién microscépica de la osazona (12) y su p. f. mos-
traron que se trata de glucosazona, lo cual fué confirmado por una
cromatograffa simultdnea de este producto y una muestra auténtica
de glucosazona, siguiendo una técnica similar a la reportada por
Burton, Zaffaroni y Keutman (13) y usada por Mufioz* (14).

Reacciones de color de la penduletina (II). Tratando la solucién
alcohélica de penduletina con amalgama de sodio se obtuvo una colo-
racién carmesi. Tratando la solucién original con 4cido clorhidrico
y magnesio se obtuvo un color rosado (15). Disolviendo penduletina
pura en dcido sulfirico concentrado, la solucién dio un color amari-
llo intenso. Estas reacciones coinciden con las descritas para los flavo-
noles (16).

Acetilacion de la penduletina (II). Se disolvieron 0.5 g. de pen-
duletina en 60 ml. de anhidrido acético, se agregaron dos gotas de
dcido perclérico y se dejé la solucién a temperatura ambiente du-
rante 40 min. En seguida se diluyé con 500 ml. de agua y se dejé per-

* En la separacién de las osazonas, Muiioz usé papel filtro Whatman N° 1
lavado previamente con agua y etanol. Como fase movil usé clqroformo saturado
con formamida y como estacionaria, formamida-metanol 1:1.
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manecer en esa forma durante 6 h. Se extrajo la solucién con por-
ciones.de 3 X 50 ml. de acetato de etilo. Se lavé la capa orgdnica con
solucién acuosa fria de hidréxido de sodio al 3%,, después con agua
destilada hasta neutralizarla y se evaporé hasta sequedad. El residuo
cristalizé de acetona-hexano, produciendo 0.4 g. de producto aceti-
lado, p. f. 157-158°,

Andl. Calc. para CpoHz00y: G, 61.68; H, 4.71; O, 33.61

Encontrado: C, 62.00; H, 4.88; O, 33.27.
Calc. para 2 acetilos  20.00
Encontrado: 21.96.

Saponificacion del diacetato de penduletina. Se saponific6 0.1 g.
de diacetato hirviéndolo durante una hora con hidréxido de sodio
alcohélico. Se procesé la solucién en la forma usual. El producto
(0.07 g.) mostré p. f. 216-217% y el p. f. de la mezcla con II no dio
depresién. Los espectros en el infrarrojo también fueron idénticos.

Metilacion de la pénduletina II. Se metilaron con diazometano
0.5 g. de penduletina usando la técnica acostumbrada. Se obtuvieron
0.35 g. de un producto III de color blanco, que después de cristalizar
de metanol y posteriormente de acetona-hexano mostré p. f. 152-153°.

Andl. Calc. para CyHz0;: G, 64.51; H, 5.41; O, 30.08

Encontrado: C, 64.80; H, 5.22; O, 30.07.
Calc. para 5 metoxilos 41.609,
Encontrado 40.889%,

Monoetilacion de la penduletina (II). Se disolvieron 0.5 g. de
penduletina en 100 ml. de etanol y se agregaron 20 ml. de una solu-
cién al 209, de hidréxido de sodio en etanol acuoso al 70%,. Después
se agregaron lentamente 10 ml. de sulfato de etilo y se hirvié la
mezcla durante 30 minutos, al final de los cuales se agregaron 20.ml.
adicionales de sulfato de etilo. Se hirvié la solucién otras 5 horas
conservando su alcalinidad constantemente. Después de enlfriar, se
diluyé con 300 ml. de agua y se extrajo con acetato de etilo. La eva-
poracién del disolvente y la cristalizacién del residuo de etanol-agua
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y acetona-hexano, produjo 0.31 g. del compuesto IV con p. f. 166-167°;
A mdx. 212, 272, 336 my, ¢, 89,600; 22,138; 24,711.

Andl. Calc. para Cy0Hp0O;: C, 64.51; H, 5.41; O, 30.08

Encontrado: G, 64.79; H, 5.44; O, 29.99,
Calc. para 4 metoxilos (un etoxilo como metoxilo): 33.33
Encontrado: 32.22
Cal. indirectamente para 3 metoxilos: 25.00
1 etuxilo 12.10

Encontrado: 24.14
11.73

La acetilacién de IV se hizo en la misma forma que en el caso
de‘la penduletina (II) y el acetato mostré p. f. 149-150°.

* Desmetilacidn de la penduletina (11). Desmetilando en la forma
usual con 4cido yodhidrico al 479, y anhidrido acético, se obtuvo
un producto que contiene todavia un metoxilo, p .f. 286-289° (d).

Andl. Calc. para C,¢H,,0,: C, 60.76; H, 3.82

Encontrado: G, 60.94; H, 4.01.
Calc. para un metoxilo: 9.80
Encontrado: 9.07.

Bajo condiciones mds enérgicas, la desmetilacién conduce al fla-
vonol pentahidroxilado. A una solucién de 0.4 g. de penduletina (II)
en 10 ml. de anhidrido propié6nico, se agregaron 0.3 g. de ferol y
18 ml. de 4cido yodhidrico al 55%, acabado dé destilar. Se hirvié la
mezcla durante 2 h. y después se diluyé con 100 ml. de agua. Se ex-
extrajo con éter y acetato de etilo. Se lavaron tres veces las fracciones
orgédnicas mezcladas con una solucién acuosa de tiosulfato de sodio
para eliminar el yodo liberado durante la reaccién. Después de secar
y evaporar el disolvente, y recristalizar dos veces el residuo de ace-
tona-hexano, se obtuvieron 0.15 g. del compuesto V. El p. f. no-es
definido, la sustancia comienza a descomponerse a 290° y se carbo-
niza entre 314 y 320°,

Andl. Calc. para C;;H,;,07: G, 59.61; H, 3.34; O, 87.06
Encontrado: C, 59.01; H, 3.59; O, 37.20.
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Acetilando este compuesto V se obtuvo el pentaacetato, p. f. 234
285°.

Metilando con diazometano siguiendo la técnica usual, el com-
puesto. V regenera el compuesto 1II, lo cual prueba que no hay re-
arreglo durante la desmetilacién.

Fisién alcalina. Se disolvié medio gramo del compuesto III en
50 ml. de etanol y se agregaron 50 ml. de hidrdxido de potasio al
209, en agua-alcohol. Se hirvi6 la mezcla durante 20 h. y después se
concentré, se diluyé con agua y se saturé con bidxido de carbono.
Extrayendo con éter no se obtuvo fraccién fendlica. La solucién acuo-
sa fue acidulada con 4cido clorhidrico y extraida con éter. Las frac-
ciones etéreas fueron evaporadas al vacfo y el residuo fue ‘recristali-
zado de acetona-agua, obteniéndose 0.05 g. de un icido con p. f. 183-
184°. El p. f. de la mezcla con una muestra auténtica de 4cido p-me-
toxibenzoico no mostré depresién y los espectros en el infrarrojo fue-
ron idénticos. Una fisién similar con el compuesto IV produjo un
dcido que mostrd p. f. 194-195° El p. f. no mostré depresién al mez
clar con una muestra auténtica de 4cido p-etoxibenzoico y los espec-
tros en el infrarrojo fueron idénticos.

Ozondlisis de la penduleting (II). Una solucién de 0.1 g. del ace-
tato de penduletina (II), disuelto en 40 ml. de acetato de etilo anhi-
dro, se ozonizé durante 7 min. en un ozonizador Welsbach T23, con
un flujo de 0.02 de oxigeno, una presién de 8 libras y 90 voltios. El
ozénido se descompuso por hidrogenacién catalitica, usando paladio
en carbé6n al 5%,. Se absorbieron 150 ml. de hidrégeno. El catalizador
se filtré y el residuo, después de eliminar el disolvente, se cristalizé
de acetona-benceno y sublimé al alto vacfo (0.01 mm. y 125°). Se
obtuvieron 0.02 g. de un 4cido que mostré p. f. 188-190°. El p. f.
de la mezcla con dcido p-acetoxibenzoico no mostré depresién y los
espectros en el infrarrojo fueron idénticos.

Este método produce mucho mejores rendimientos que la fisién
alcalina y puede usarse ventajosamente en casos similares.

Reacciones de coloracién del flavonol pentahidroxilado (V). Con
4cido clorhidrico y magnesio se obtuvo un color rosado; con acetato de
plomo en solucién alcohélica se formé un precipitado anaranjado que
después se convirti6 a un color café; con cloruro férrico se obtuvo
un verde aceituna oscuro. Estas reacciones fueron exactamente igua-
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les a las reportadas por ‘Robinson (3) para el 3,4,5,6,7 pentahidroxi
flavonol.

La posicién de los 5 oxhidrilos quedd probada por ‘¢comparacién
de la dimetoxi penduletina (III) con la 3,4',5,6,7 pentametoxi- flavo-
na que bondadosamente nos suministré Sir Robert Robinsen. El p. f.
de la mezcla no mostré depresién y los espectros en el infrarrojo fue-
ron idénticos.

Metilacion de la pendulina (I). Es dificil metilar el glucésido con
diazometano en condiciones normales. Para metilarlo, se agregd
una solucién etérea de diazometano, obtenida de 18 g. de nitrosometil
urea, a un gramo de pendulina disuelto en metanol y se dejé la so-
lucién durante 24 horas. Después de este periodo se agregé una solu-
cién de diazometano acabada de hacer y obtenida de 10 g. de nitro-
sometil urea y después de 24 horas se repiti6 este tratamiento. Des
pués del tercer periodo de 24 horas, la solucién se evaporé al vacio
sin aplicar calor. El residuo seco se d;solv1() en acetona anhidra y se
cromatografié en “Magnesol” . (150 g.). La columna se eluy6 primero
con acetona, después con acetato de etilo saturado con agua y final
mente con etanol acuoso al 509, (17). El producto deseado fue ob-
tenido de este ultimo disolvente después de evaporar hasta sequedad
en atmosfera de nitrégeno y cristalizar de alcohol-agua y acetona-agua,
efectuando todas las evaporaciones en atmésfera de nitrégeno. Se ob-
tuvo un compuesto (VI) (0.6 g.) soluble en agua, de un sabor amar-
go y que mostré un p. f-227-228° (d) A mdx. 212, 267, 826 my, €
39,651; 27,627; 29,695.

Andl. Calc. para CygHp0,2: G, 57.69; H, 5.42; O, 36.89

Encontrado: C, 57.58; H, 5.63; O, 36.94.
Calc. para 4 metoxilos 23.85
Encontrado: 23.82.

Hidrdlisis de la metoxi pendulina (VI). Se hirvié durante 3.5 ho-
ras una solucién de 0.8 g. del compuesto VI en 50 ml. de una solu-
ci6n etandlica acuosa al 109, de icido clorhidrico. Se diluy6é con
100 ml. de agua y se extrajo tres veces con 40 ml. de acetato de etilo.
Después de las operaciones usuales, el producto cristalizé de etanol-.
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agua, obteniéndose 04 g. del compuesto VII, p. f. 253-254°, } mix.
212, 260, 330 my, ¢ 38,871; 19,630; 26,641.

Andl. Calc. para CyyH,30;: G, 63.68; H. 5.06; O, 31.25

Encontrado: C, 64.06: H, 4.84; O, 31.21.
Calc. para 4 metoxilos: 34.63
Encontrado: 34.64.

Metilacion de VII. Siguiendo la técnica usual, se metilaroa con
diazometano 0.8 g. del compuesto VII obteniéndose 0.12 g. de un
compuesto que resulté ser igual al compuesto IIl, como se comprobd
por p. f. de la mezcla y comparacién de los espectros en el infrarrojo.

Acetilando 0.15 g. de VII en la forma anterior, se obtuvo un
monoacetato VIII (0.08 g.) p. f. 151-1563° (d).

Ozondlisis del acetato VIII. Se disolvieron 0.075 g. del monoace-
tato VIII en acetato de etilo anhidro y se ozonizé durante 3 minutos
como en el caso anterior. El ozénido fue hidrogenado con 0.1 g. de
paladio en carbén al 5%,. Absorbié 100 ml. de hidrégeno. Se filtr6
el catalizador y se evapord el disolvente. El residuo fue cristalizado
de acetona-benceno y sublimado ‘al alto vacio (0.01 mm. y 125°). Se
obtuvieron 0.013 g. de un producto que fundié a 188-190°. El p. f.
no mostré depresién al mezclar la sustancia con una muestra auténti-
ca de 4cido pracetoxi benzoico. Los espectros en el infrarrojo de las
dos muestras fueron idénticos. Por lo tanto llegamos a la conclusién
de que la molécula de glucosa estd ligada a la posiciéon 4’ de la pen-
duletina (II).

RESUMEN

Se ha determinado que la estructura de una nueva flavona lla-
mada penduletina (II), aislada de la Brickelia pendula en forma de
su glucésido (pendulina I), es la 4',5-dihidroxi-3,6,7-trimetoxi flavo-
na. En la pendulina, una molécula de glucosa estd unida a la posi-
cién 4'.
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