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RESUMEN 

El presente trabajo describe la búsqueda de inhibidores de α-glucosidasas de la especie vegetal 

Ageratina grandifolia (Regel) R.M. King & H. Rob (Asteraceae), recolectada en Capulálpam de 

Méndez, Oaxaca. Esta especie fue seleccionada para su estudio con base en un criterio 

quimiotaxonómico.  

El estudio químico de la infusión de las partes aéreas de A. grandifolia condujo al aislamiento de 

cuatro cromenos: desmetoxiencecalina, encecalina, encecalinol y O-metilencecalinol; 3 

flavonoides: quercetagetina-7-O-β-D-glucósido, quercetagetina-7-O-(6-O-cafeoil-β-D-

glucopiranósido), 6-hidroxikaempferol-7-O-(6-O-cafeoil-β-D-glucopiranósido), una p-

hidroxiacetofenona caracterizada como 4-hidroxi-3-((S)-1’angeloiloxi-(R)-2’,3’-epoxi-3’-

metil)butil-acetofenona. Este producto es una nueva entidad química. La importancia del 

aislamiento de este metabolito radica en la biogénesis de los 2,2-dimetilcromenos y 2-

isopropenilbenzofuranos, ya que proporciona evidencia sobre la participación de un epóxido 

intermediario para la formación del anillo heterocíclico de ambos tipos de productos mediante una 

ciclación oxidativa. Este producto es el primer epóxido de p-hidroxiacetofenona prenilada que se 

aísla, y podría sustentar la hipótesis inicialmente propuesta por varios autores.  

El análisis de los componentes volátiles del aceite esencial se realizó por cromatografía de gases 

acoplada a espectrometría de masas. Los resultados mostraron que los componentes mayoritarios 

son desmetoxiencecalina, encecalinol, β-eudesmol y o-cimeno. Estos representan el 54.6% del 

contenido total. A partir del aceite esencial fue aislado un cromeno adicional: el androencecalinol.  

Se realizaron las evaluaciones biológicas in vitro de los compuestos aislados para determinar su 

actividad como inhibidores de las enzimas α-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae. Todos los 

compuestos evaluados presentaron una actividad equiparable a la del control positivo, la acarbosa 

(300 ± 4 μM), a excepción de los flavonoides quercetagetina-7-O-(6-O-cafeoil-β-D-

glucopiranósido) (106, 0.79 ± 0.006 μM) y 6-hidroxikaempferol-7-O-(6-O-cafeoil-β-D-

glucopiranósido) (107, 6.957 ± 0.063 μM), que presentaron una actividad mucho mayor. Los 

estudios de cinética enzimática arrojaron que el tipo de inhibición del flavonoide 106 es de tipo 

mixto.  

Finalmente, para complementar la actividad biológica observada, se realizaron los estudios de 

acoplamiento molecular de los metabolitos más activos con la enzima α-glucosidasa de S. 
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cerevisiae (PDB: 3A4A). Estos estudios arrojaron que los compuestos se unen preferentemente en 

el sitio catalítico.  

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigación contribuyen al conocimiento del género 

Ageratina y al estudio químico de A. grandifolia y demuestran el valor de esta especie como una 

fuente de posibles inhibidores de las enzimas α-glucosidasas, que representan una alternativa para 

el tratamiento de la diabetes mellitus tipo II.   
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ABSTRACT 
 

The present work describes the search for α-glucosidases inhibitors from Ageratina grandifolia 

(Regel) R.M. King & H. Rob (Asteraceae), collected on Capulálpam de Méndez, Oaxaca. This 

species was selected based on a chemotaxonomic criterion.  

The chemical study of the infusion of the aerial parts of A. grandifolia led to the isolation of four 

chromenes: desmethoxyencecalin, encecalin, encecalinol and O-methylencecalinol; three 

flavonoids: quercetagetin-7-O-β-D-glucoside, quercetagetin-7-O-(6-O-caffeoyl-β-D-

glucopyranoside), 6-hydroxykaempferol-7-O-(6-O-caffeoyl-β-D-glucopyranoside), and a p-

hydroxyacetophenone, characterized as 4-hydroxy-3-((S)-1’angeloyloxy-(R)-2’,3’-epoxy-3’-

methyl)buthylacetophenone. The latter product is a new chemical entity and its finding in a plant 

that synthesizes 2,2-dimethylchromenes could be biogenetically relevant. This relevance arose 

from the fact that this is the first isolation of a prenylated p-hydroxyacetophenone epoxide which 

upon an oxidative cyclization could yield 2,2-dimethylchromenes. 

The analysis of the volatile components of the essential oil prepared by hydrodystillation of the 

dried plant was performed by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The results 

showed that the major components are desmethoxyencecalin, encecalin, β-eudesmol and o-cimene, 

which together, represent the 54.6% of the total content. An additional chromene, androencecalinol, 

was isolated from the essential oil.  

In vitro testing of the isolates against Saccharomyces cerevisiae α-glucosidase enzyme revealed a 

few active compounds. The flavonoids quercetagetin-7-O-(6-O-caffeoyl-β-D-glucopyranoside) 

(106, IC50= 0.79 ± 0.006 μM) and 6-hydroxykaempferol-7-O-(6-O-caffeoyl-β-D-glucopyranoside) 

(107, IC50= 6.957 ± 0.063 μM), showed higher inhibitory activity than acarbose (IC50= 300 ± 4 

μM),  the positive control. Kinetic analysis revealed that 106 is a mixed Type of inhibitor. Docking 

studies performed with performed with α-glucosidase of S. cerevisiae (PDB: 3A4A) predicted that 

106 binds preferably on the catalytic site.  

The results obtained on this investigation contribute to the knowledge of the genus Ageratina, and 

the chemistry of A. grandifolia, and proved the value of this species as a source of possible 

inhibitors of the α-glucosidase enzymes, which represents an alternative for the treatment of  type 

2 diabetes.   
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1. ANTECEDENTES 
1.1 Diabetes mellitus  

La diabetes mellitus, o simplemente diabetes, es un desorden metabólico complejo caracterizado 

por altos niveles de glucosa en la sangre (hiperglucemia), resultado de fallas en la secreción de la 

insulina, su acción, o ambos (Kharroubi y Darwish, 2015). La insulina es una hormona secretada 

por las células β de los islotes de Langerhans en el páncreas, mantiene normales los niveles de 

glucosa en sangre facilitando su captación celular y regula el metabolismo de carbohidratos, lípidos 

y proteínas (Wilcox, 2005). Las alteraciones en el funcionamiento de la insulina provocan el estado 

de hiperglucemia, conduciendo a daños a largo plazo en distintos órganos del cuerpo, mismas que 

provocan enfermedades cardiovasculares, neuropatía, nefropatía o enfermedades oculares como 

retinopatía y ceguera. Si no existe un control y tratamiento de la enfermedad, ésta puede derivar en 

coma diabético y la muerte, debido a una cetoacidosis o menos frecuentemente debido al síndrome 

hiperosmolar no cetósico (FID, 2019; Kharroubi y Darwish, 2015). 

 

1.1.1 La pandemia del siglo XXI: un reto para México  

La diabetes es un problema mundial en aumento y es una de las mayores emergencias sanitarias 

mundiales del siglo XXI. De acuerdo con la Federación Internacional de Diabetes, en 2019 existían 

alrededor de 463 millones de casos de diabetes en todo el mundo. En caso de no tomar las medidas 

necesarias para abordar esta pandemia, se pronostica que al menos 578 millones de personas 

tendrán diabetes. Para el año 2045, esa cifra aumentará hasta la alarmante cantidad de 700 millones. 

Este padecimiento se encuentra entre las 10 principales causas de muerte a nivel mundial, y se 

calcula que, aproximadamente 4 millones de personas entre 20 y 79 años murieron de diabetes en 

2019, lo que equivale a un fallecimiento cada ocho segundos. La diabetes es responsable del 10.7% 

de la mortalidad mundial por cualquier causa en ese grupo de edad (FID, 2019).  

De acuerdo con los datos de la FID, los 10 países con mayor número de casos son China, India, 

Estados Unidos, Pakistán, Brasil, México, Indonesia, Alemania, Egipto y Bangladesh.  
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Figura 1. Cantidad total calculada de adultos (de entre 20 y 79 años) con diabetes en 2019 (Imagen modificada de 

FID, 2019). 

La Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 2018, mostró un aumento en la frecuencia de casos de 

diabetes mellitus en México, pasando de 6.4 millones de personas en 2012 a 8.6 millones en el 

2018, siendo las entidades con mayor número de casos Campeche, Tamaulipas, Hidalgo, CDMX 

y Nuevo León. En lo que respecta a las muertes causadas por diabetes, según datos del INEGI, en 

2017 se presentaron 106, 525 casos en total, lo que significa la segunda causa de muertes en el país, 

representando un 15.2% del total. Además, en 2019, este padecimiento supuso un gasto de 17 mil 

millones de dólares en el país (FID, 2019).  

México se encuentra en medio de una transición epidemiológica: en dos décadas, el perfil de 

enfermedades en el país ha cambiado de malnutrición, enfermedades transmisibles y enfermedades 

parasitarias a una nación dominada por la obesidad, diabetes y otras enfermedades relacionadas 

con la nutrición (Barquera, 2013). Al igual que otros países, México enfrenta diversos problemas 

que limitan la eficacia en la contención de la diabetes. Destacan por su importancia el desabasto de 

medicamentos, equipo inadecuado y obsoleto en las unidades de salud, la inaccesibilidad a 

exámenes de laboratorio, deficiencias en el sistema de referencia de pacientes, limitaciones de los 

servicios de apoyo psicológico y nutricional, nula promoción de actividad física, automonitoreo de 
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los niveles de glucosa, y escasa supervisión de los servicios para alcanzar la adherencia terapéutica 

(SSA, 2010). Los altos costos en salud, y el comportamiento demográfico de México, añadirán 

riesgos para la población adulta, e incrementarán la demanda de servicios de salud en el futuro 

cercano. En este contexto, la diabetes y sus complicaciones son un reto económico para cualquier 

sistema de salud (Arredondo, 2013).  

1.1.2 Clasificación de diabetes  

Aunque la clasificación de los tipos de diabetes tiene fuertes implicaciones en las estrategias a 

seguir para un tratamiento, éste ha sido un tema complejo y fuente de muchos debates y revisiones 

a lo largo de muchas décadas. La clasificación más aceptada de diabetes como Tipo I, Tipo II, otros 

tipos y diabetes mellitus gestacional fue propuesta por la Asociación Americana de Diabetes 

(Tabla 1). 

Tabla 1. Clasificación etiológica de diabetes mellitus (ADA, 2014) 

I. Diabetes tipo I  

a) Mediada por sistema inmune  

b) Idiopática  

II. Diabetes tipo II  

III. Otros tipos específicos  

a) Defectos genéticos de la función de las células beta 

b) Defectos genéticos en la acción de la insulina  

c) Enfermedades del páncreas 

d) Endocrinopatías  

e) Inducida por fármacos o químicos.  

f) Infecciones  

g) Formas no comunes de diabetes mediada por el sistema inmune  

h) Otros síndromes no comunes asociados con diabetes  

IV. Diabetes mellitus gestacional   

 

La diabetes mellitus tipo I (DMT1) está causada por una reacción autoinmune en la cual el sistema 

inmunitario del organismo ataca a las células beta del páncreas que producen la insulina mediante 

una respuesta inflamatoria mediada por células T (insulitis), así como una respuesta humoral 

(células beta). Como consecuencia, el cuerpo no produce insulina o la cantidad que produce no es 

suficiente.  Aunque no están claras las causas de este proceso destructivo, se cree que la reacción 

autoinmune se origina a raíz de la combinación de una sensibilidad genética (mutaciones en 
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algunos genes) y desencadenantes ambientales, como una infección viral, algunas toxinas o 

factores nutricionales. La DMT1 se presenta de manera más común en niños y adolescentes, 

representando del 80% al 90% de casos en este sector poblacional (FID, 2019; Kharroubi y 

Darwish, 2015).  

Dentro de los síntomas de la DMT1 se encuentran el aumento de la frecuencia urinaria (poliuria), 

sed excesiva (polidipsia), hambre constante (polifagia), pérdida de peso inexplicable, 

entumecimiento de las extremidades, dolores (disestesias) de los pies, fatiga, visión borrosa, 

pérdida de la conciencia, náuseas y vómitos intensos o estado de coma; además es más común la 

cetoacidosis en el tipo I que en el tipo II (OMS, 2020).  

La diabetes mellitus tipo II (DMT2) es el tipo más común de diabetes y representa cerca del 90% 

de los casos en todo el mundo. En principio, la hiperglucemia en la DMT2 es resultado de la 

incapacidad de las células del cuerpo de responder totalmente a la insulina, lo que se conoce como 

“resistencia a la insulina”. Durante el estado de resistencia a la insulina, la hormona no es eficaz, 

lo que deriva en un aumento de su producción; con el tiempo, se puede llegar a una elaboración de 

insulina inadecuada por que las células beta pancreáticas no cumplen con la demanda (FID, 2019).   

Aunque todavía no se comprenden completamente las causas de la DMT2, la aparición de esta 

enfermedad se encuentra ligada a una combinación de factores genéticos, obesidad, poca actividad 

física y una alimentación malsana (OMS, 2020). Aunque ambos tipos de diabetes poseen una 

predisposición genética, los genes están más caracterizados en el tipo I (Kharroubi y Darwish, 

2015). 

La DMT2 se puede presentar con síntomas similares a la diabetes tipo I, no obstante, su aparición 

es mucho menos drástica y puede ser asintomática. Debido a los síntomas leves en el inicio, el 

diagnóstico usualmente llega en un periodo avanzado de la enfermedad, especialmente en países 

donde el chequeo regular no forma parte de la cultura. Este retardo en el diagnóstico puede 

incrementar las complicaciones a largo plazo, ya que la hiperglucemia no es tratada durante todo 

el periodo sin diagnóstico (Kharroubi y Darwish, 2015). 

De acuerdo con los criterios establecidos por la OMS y la NOM-015-SSA12-2010: Para la 

prevención, tratamiento y control de la diabetes mellitus, el diagnóstico se establece mediante los 

signos clásicos de hiperglucemia y una prueba sanguínea anormal: glucemia plasmática casual ≥ 

200 mg/dL; glucemia plasmática en ayuno ≥ 126 mg/dL; o bien glucemia ≥ 200 mg/dL a las dos 

horas de una carga oral de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua. Además, puede realizarse una 
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prueba de hemoglobina glucosilada (HbA1C) para diagnosticar la DMT2, el valor de la HbA1C no 

debe ser superior al 6.5% (OMS, 2020; Campuzano y Latorre, 2010).  

1.1.3 Tratamientos para la diabetes mellitus tipo II  

La terapia farmacológica inicial debe basarse en las características clínicas y bioquímicas del 

paciente, tomando en cuenta los posibles riesgos que podrían presentarse en algunos escenarios 

clínicos. En el caso de DMT1, al existir una carencia total de insulina, la terapia consiste en 

aplicación de insulina exógena (Israili, 2011).  

El objetivo de los tratamientos para la DMT2 es reducir el riesgo de complicaciones a largo plazo 

y la mortalidad asociada. La disminución de la hemoglobina glucosilada A1C (HbA1C), el 

indicador para la regulación de la diabetes y su seguimiento, conducen a la reducción de 

complicaciones vasculares y mortalidad relacionada a diabetes (37% y 21%, respectivamente). Un 

control estricto de la glicemia (HbA1c < 6.5%) puede reducir algunas de las complicaciones 

relacionadas con la diabetes (Upadhyay et al., 2018).  

El cuidado y tratamiento de los pacientes con DMT2 consisten en cambios en el estilo de vida, que 

incluya una dieta sana, actividad física regular, no fumar y el mantenimiento de un peso corporal 

saludable. Estos cambios, acompañados por fármacos que ayuden a disminuir los niveles de 

glucosa, pueden ser suficientes para mejorar la calidad de vida y disminuir los riesgos que conlleva 

esta enfermedad (Ríos et al., 2016). 

Dentro de los fármacos hipoglucemiantes empleados, la metformina es el de primera elección, 

aunque en la actualidad se dispone de una variedad de opciones para el tratamiento farmacológico 

(Tabla 2, Figura 2). Cuando la medicación oral no es suficiente para controlar la hiperglucemia 

según los niveles recomendados, pueden requerirse inyecciones de insulina (FID, 2019). A 

continuación, se resumen los principales grupos de fármacos que se emplean para el tratamiento de 

la DMT2. 
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Figura 2. Mecanismos de acción de los distintos fármacos antidiabéticos (Imagen modificada de Bermejo et al., 

2017). 

a) Sulfonilureas 

Estimulan la liberación de insulina a partir de las células pancreáticas. Estos fármacos se unen al 

receptor (SUR)-1 de las células β pancreáticas cerrando los canales de potasio sensibles a ATP 

(KATP), lo que genera una despolarización de la membrana celular, entonces los canales de calcio 

dependientes de voltaje son abiertos, activan a las proteínas que controlan la liberación de insulina. 

Los efectos de estos fármacos son independientes de los valores de glucosa presentes, por lo que 

presentan un riesgo de hipoglucemia.  

b) Meglitinidas 

Este tipo de fármacos estimulan la secreción de insulina del páncreas mediante el cierre de los 

canales de KATP en la membrana de las células pancreáticas. Estos fármacos tienen un mecanismo 

similar al de las sulfonilureas, ya que también se unen al receptor (SUR)-1 de las células β 

pancreáticas, pero en un sitio diferente.  



19 

 

c) Biguanidas 

 

La metformina es la biguanida más usada y se recomienda como tratamiento de primera elección 

en todas las guías clínicas de DM. Su mecanismo de acción consiste en la activación de la proteína 

cinasa dependiente de AMP (AMPK), que inhibe la producción hepática de glucosa. Además, la 

metformina promueve la fosforilación de los receptores de insulina, reduce la entrada de sustratos 

glucogénicos (lactato y alanina) y bloquea la respiración mitocondrial. A nivel muscular, la 

metformina mejora la captación de insulina y glucosa.  

 

d) Tiazolidinedionas (glitazonas)  

 

Aumentan la sensibilidad a la insulina en todo el organismo: reducen la resistencia a esta hormona, 

aumentan la captación de glucosa en los músculos y en el tejido adiposo y disminuyen la secreción 

de glucosa a nivel hepático.  Estos efectos resultan de la estimulación del receptor del proliferador 

activado de peroxisoma γ (PPAR-γ), de los cuales las tiazolidinedionas son potentes agonistas 

sintéticos.  

 

e) Inhibidores de α-glucosidasas  

 

Los inhibidores de la α-glucosidasa bloquean a un grupo de enzimas del epitelio intestinal 

encargadas de hidrolizar los carbohidratos complejos en glucosa y otros monosacáridos. Con ello 

se logra una disminución de la hiperglucemia postprandial.  

 

f) Inhibidores de la dipeptidil dipeptidasa-4 (DPP-4) 

 

El polipéptido insulinotrópico dependiente de glucosa (GDIP) y el péptido similar al glucagón tipo 

1 (GLP-1) son dos péptidos intestinales (incretinas) que se liberan en función de la concentración 

de glucosa o nutrientes en el intestino. La principal función de estas incretinas es promover la 

secreción de insulina. Estos péptidos se inhiben gracias a la enzima DPP-4, con lo cual se reduce 

su vida media de forma importante. Los inhibidores de la DPP-4 limitan la degradación de GLP-1 

y GIDP, produciendo un aumento en la liberación de insulina y una disminución de la 

concentración de glucagón.  

 

 



20 

 

g) Agonistas del péptido similar al glucagón tipo 1 (GLP-1) 

Los agonistas de GLP-1 tienen un efecto incretina directo de tal forma que promueven la secreción 

de insulina dependiente de glucosa por las células beta-pancreáticas, suprimen la secreción de 

glucagón y enlentecen el vaciado gástrico.  

h) Inhibidores del cotransportador sodio-glucosa subtipo 2 (SGLT-2) 

Estos fármacos actúan bloqueando la activación del transportador sodio-glucosa subtipo 2 a nivel 

del túbulo proximal, donde se reabsorbe un 90% de la glucosa filtrada en el glomérulo. Al inhibir 

estos transportadores se evita la reabsorción de la glucosa. Entonces la excreción por vía urinaria 

se ve aumentada, lo que genera una disminución de los niveles de glucosa en sangre.  

Tabla 2.  Agentes antidiabéticos y su mecanismo de acción (modificada de Kerru et al., 2018) 

Clase   Fármacos  Mecanismo de acción  

Diabetes tipo I    
Terapia con insulina Insulina  Estimula la fosforilación de los receptores de insulina  
Análogos de amilina Pramlintida  Mejora el control glucémico mediante la modulación de la tasa de 

vaciamiento gástrico, previniendo un incremento en los niveles de 
glucagón postprandiales, e incrementando los niveles de saciedad.  

Diabetes tipo II    
Sulfonilureas Gliclazida  

Glimepirida 
Glibenclamida  

Estimulan al páncreas para producir más insulina. 

Meglitinidas  Nateglinida  
Repaglinida  

Estimulan al páncreas para producir más insulina.  

Biguanidas Metformina  Reducen la producción de glucosa en el hígado.  
Tiazolidinedionas (TZD) Pioglitazona  

Rosiglitazona  
Incrementan la sensibilidad a la insulina de las células y reducen la 
producción de glucosa en el hígado.  

Inhibidores de α-glucosidasas Acarbosa 
Miglitol  

Retardan la absorción de carbohidratos (azúcares) ingeridos. 
 

Inhibidores de la dipeptidil 
peptidasa 4 (DPP-4) 

Linagliptina  
Saxagliptina  
Sitagliptina  
Alogliptina  

Intensifican el efecto de las incretinas involucradas en el control de 
los niveles de glucosa en sangre.  

Agonista del péptido 1 similar al 
glucagón (GLP-1) 

Exenatida  
Liraglutida  
Dulaglutida  

Simulan el efecto de las incretinas involucradas en el control de los 
niveles de glucosa en sangre.  

Inhibidores del cotransportador-

2 sodio-glucosa (SGLT2)  

Canaglifozina 

Dapaglifozina  

Empaglifozina  

Ayuda a eliminar la glucosa en la orina.  
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1.1.3.1 El papel de las plantas medicinales para el tratamiento para la DMT2   

Históricamente todos los pueblos del mundo han usado las plantas medicinales para atender sus 

problemas de salud y hasta el día de hoy, la gran mayoría de países, desarrollados y en desarrollo, 

siguen utilizándolas. Se estima que entre el 80% y 85% de la población mundial, emplea medicina 

tradicional para la atención primaria de su salud, y los principales recursos de esta terapia 

alternativa son las plantas. Actualmente, la medicina tradicional y las plantas medicinales están 

ganando una mayor aceptación para el tratamiento de padecimientos crónicos; las tendencias 

indican que la importancia de las terapias vegetales será mayor en los próximos años y que habrá 

grandes esfuerzos para incorporarlas a los sistemas oficiales de salud (APTMT, 2015; Osadebe et 

al., 2014). 

México es considerado uno de los países más biodiversos del mundo, existe un estimado de 23,400 

plantas vasculares, de las cuales más de cuatro mil tienen usos medicinales. El uso de plantas 

medicinales en el país ha sido registrado desde tiempos prehispánicos y sobrevive hasta nuestros 

días, transmitiéndose de generación en generación (Alonso-Castro et al., 2017). Las plantas 

medicinales, sin duda, son el recurso material más amplio y valioso de la medicina tradicional 

mexicana, y el mejor testimonio de su eficacia y valor cultural es su persistencia en los mercados 

del país hoy en día, donde se vende el mayor porcentaje de plantas aromáticas y medicinales 

(APTMT, 2015; Mata et al., 2019).   

Debido a la alta incidencia de la diabetes en México, además de la falta de recursos económicos y 

acceso a servicios de salud, es común el uso de plantas para tratar los síntomas de esta enfermedad 

(Alonso-Castro et al., 2017). De acuerdo con algunos expertos, existen más de 300 especies, 

principalmente de las familias Asteraceae, Fabaceae, Cactaceae, Solanaceae, Euphorbiaceae y 

Laminaceae, supuestamente benéficas para el paciente diabético; sin embargo, pocas han recibido 

evaluación científica adecuada (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Mata et al., 2019; Escandón-

Rivera et al., 2020).   

 

1.2 Enzimas α-glucosidasas 

Las α-glucosidasas son exoenzimas que hidrolizan enlaces glucosídicos, incluyendo 

oligosacáridos, glucoconjugados y α-glucanos como almidón soluble en agua y glucógeno. Liberan 
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α-glucosa a partir del extremo no reductor de la cadena del sustrato. Estas enzimas se encuentran 

ampliamente distribuidas en microorganismos, plantas y tejidos animales (Krasikov et al., 2001).  

Este grupo de enzimas cataliza dos tipos de reacciones: la sustitución de un residuo de glucósido 

desde el extremo no reductor de un oligosacárido por agua (hidrólisis) o la transferencia de este 

residuo a una molécula aceptora (transglucosilación). Estas reacciones pueden ser consideradas 

formalmente como una sustitución nucleofílica catalizada por ácido en el átomo de carbono C1 (el 

carbono anomérico). La hidrólisis ocurre por medio de dos mecanismos principalmente, dando 

como resultado una retención o una inversión de la configuración del anomérico (Figura 3). De 

este modo, se reconocen dos tipos de enzimas: de retención y de inversión. Las α-glucosidasas y 

glucoamilasas pertenecen al primer y segundo tipo respectivamente (Davies y Henrissat, 1995; 

Krasikov et al., 2001). 

En ambos mecanismos la posición del donador de protón es idéntica. En las enzimas de retención, 

el nucleófilo se encuentra cerca del carbón anomérico del azúcar. Sin embargo, esta base está más 

distante en las enzimas de retención, lo que permite el acomodo de una molécula de agua y el 

azúcar, invirtiendo así la configuración (Davies y Henrissat, 1995).  

 

Figura 3. Mecanismos de hidrólisis enzimática de enlaces glucosídicos. a) Retención de la configuración.                    

b) Inversión de la configuración (Imagen modificada de Davies y Henrissat, 1995). 

Chiba y Shimomura (1978) propusieron una clasificación de las α-glucosidasas con base en la 

especificidad de su sustrato. El primer grupo (Tipo I) son las típicas α-glucosidasas que hidrolizan 
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sustratos heterogéneos, y son más activas con fenil-α-glucósido y sacarosa que con maltosa. El 

segundo grupo (Tipo II) es el de las llamadas maltasas, mostrando una fuerte actividad con sustratos 

homogéneos, como los malto-oligosacáridos (pero no con α-glucósidos y sacarosa). El tercer grupo 

(Tipo III) se caracteriza por mostrar actividad similar a las maltasas del Tipo II, excepto que este 

tipo también pueden hidrolizar α-glucanos.   

La clasificación moderna de las glucosidasas las agrupa en familias, con base en las similitudes de 

las secuencias de aminoácidos. Esta clasificación brinda un mayor énfasis en las características 

estructurales en común que en la especificidad del sustrato (Davies y Henrissat, 1995; Krasikov et 

al., 2001).  

La actividad de estas enzimas α-glucosidasas es fundamental para muchos procesos bioquímicos, 

como la degradación de los polisacáridos de la dieta en unidades de monosacáridos, fáciles de 

absorber para su posterior utilización en el organismo. También están involucradas en el 

catabolismo de glucoconjugados lisosomales, el procesamiento de las glucoproteínas y la 

biosíntesis de las unidades de oligosacáridos en glucoproteínas y glucolípidos (Borges de Melo et 

al., 2006). 

En el cuerpo humano, la mayoría de estas enzimas se encuentran en el borde en cepillo en los 

enterocitos del intestino delgado (Figura 4), donde catalizan los últimos pasos en la digestión de 

los carbohidratos (Mata et al., 2013). Existen dos tipos de α-glucosidasa en el intestino: la maltasa-

glucoamilasa con dominios terminales amino y carboxilo (MGAM), y la sacarasa-isomaltasa (SI) 

(Lin et al., 2016). 

1.2.1 Inhibidores de α-glucosidasas 

Los inhibidores de la α-glucosidasas actúan bloqueando competitivamente a esta enzima, 

retardando la tasa de digestión de carbohidratos complejos en glucosa y otros monosacáridos, de 

tal forma que disminuyen la hiperglucemia postprandial (Israili, 2011; Krentz y Bailey, 2005). El 

uso a largo plazo de estos fármacos causa una reducción de HbA1c del 0.7%-0.8% (Israili, 2011).  
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Figura 4. Mecanismo de acción de los inhibidores de α-glucosidasas en el borde en cepillo de los enterocitos 

intestinales (Imagen modificada de Krentz y Bailey, 2005) 

En el mercado farmacéutico existen tres fármacos inhibidores de α-glucosidasas: la acarbosa (1) 

(aprobada en 1995), obtenida a partir de varias especies del género Actinoplanes, el miglitol (2) 

(aprobado en 1996) obtenido a partir de especies de Bacillus y Streptomyces, y la voglibosa (3) 

(aprobadada en 1997), que se obtiene por semisíntesis a partir de la valiolamina, aislado de 

Streptomyces hidroscopycus subespecie limoneus (Israili, 2011; Ríos et al., 2016).  
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Estos productos ocasionan efectos secundarios gastrointestinales, incluyendo diarrea, flatulencias 

y sensación de saciedad al comer, además su costo es mediano y el miglitol se absorbe (Israili, 

2011; Yin, 2014). Por estos motivos es necesario buscar alternativas terapéuticas. Así en los últimos 

años, los proyectos dirigidos a descubrir inhibidores de α-glucosidasas a partir de fuentes naturales 

han recibido mucha atención, en particular por la diversidad estructural de los productos naturales 

y sus prometedoras actividades biológicas (Yin, 2014). Como resultado de esta búsqueda, se han 

aislado algunos productos naturales con propiedades inhibitorias para las α-glucosidasas a partir 

de plantas, en su mayoría flavonoides y alcaloides, pero también se incluyen algunos terpenoides 

y glucósidos de antocianinas (Mata et al., 2013).  

 

1.3    Generalidades sobre el género Ageratina  

1.3.1 Aspectos taxonómicos y distribución geográfica 

El género Ageratina pertenece a la familia Asteraceae, tribu Eupatoriae; está compuesto por 

aproximadamente 290 especies distribuidas a lo largo de Norte y Sudamérica, con la mayoría de 

las especies concentradas en Centroamérica (Ramawat, 2019).  

 

Figura 5. Distribución del género Ageratina. Imagen modificada de Global Biodiversity Information Facility 

(GBIF, 2020). 

El género fue descrito por primera vez por Edouard Spach (1841) en Histoire Naturelle des 

Végétaux, con la especie tipo Eupatorium aromaticum. En 1970 King y Robinson reclasificaron 
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especies de Ageratina a partir de la sinonimia del amplio género Eupatorium. El nombre Ageratina 

deriva del latín “parecido a Ageratum”, otra especie de la tribu Eupatoriae.  

El género Ageratina es el más grande de la familia Asteraceae en México y es el sexto género más 

grande de las plantas vasculares mexicanas (Villaseñor, 2018). Comprende 167 especies en el país, 

de las cuales 135 son endémicas y 41 microendémicas, es decir, restringidas a un estado. Este 

género es común en la montaña húmeda y en bosques de coníferas, así como en bosques secos 

tropicales y matorrales xerófilos (Hinojosa et al., 2019).  

1.3.2 Química del género  

Los estudios químicos de algunas especies de Ageratina han mostrado que el género está 

caracterizado, principalmente por la presencia de flavonoides, terpenoides, p-hidroxiacetofenonas, 

cromenos, benzofuranos y derivados de timol (Arciniegas et al., 2018; Aguilar et al., 2009; 

Bohlman et al., 1985).  

Dentro de los flavonoides aislados, destacan los del tipo flavona y flavonol. En el grupo de las 

flavonas, Herz y colaboradores (1972) aislaron salvigenina (4) a partir de A. gilbertii; de A. 

tomentella (Fang et al., 1986) se aislaron 6-metoxiluteolina (5), sus derivados 3’-metil éter (6), 

7,3’-dimetil éter (7), 7,3’,4’-trimetil éter (8), y 6-metoxiapigenina (9).  

 
 

Entre los flavonoles se ha descrito la presencia de 6,7-dimetoxi-3,5,3’,4’-tetrahidroxiflavona-3-O-

apiósido (10), 6,7-dimetoxi-3,5,3’4’-tetrahidroxiflavona-3-O-ramnósido (11) y 6,7-

dimetoxi,3,5,3’4’-tetrahidroxiflavona-3-O-galactósido (12) y quercetina (13) en A. calophylla 

(Fang et al., 1986). Yu et al. (1986) aislaron a partir de A. saltillensis 6-metoxikaempferol (14) y 

su 3-O-glucósido (15) y 3-O-rhamnósido (16), patuletina (17) y sus 3-metil éter (18), 3’,4’-dimetil 

éter, 3-O-glucósido (19) y 7-metil-éter-3-O-ramnósido (20). Por otra parte, en A. adenophora se 

encontraron 4’-metilquercetagetina-7-O-(β-D-cafeoilglucopiranósido) (21) y quercetagetina-7-O-

(β-D-acetilglucopiranósido) (22) (Wei et al., 2011). 
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La separación del extracto de cloruro de metileno de A. arsenei (Fang et al., 1988) permitió el 

aislamiento de los cromenos desmetoxiencecalina (23), encecalinol (24), O-metilencecalinol (25), 

androencecalinol (26), agerasanina (27), vitamina E (28) y 6-[2-(2-hidroxi-4-metil-isopropilfenil)-

etil]-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno (29), además de 3,5-bis[isopenten-2-il]-4-hidroxiacetofenona 

(30). 
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El estudio de las partes áereas de A. glechonopylla (González et al., 1989) dio como resultado el 

aislamiento de los cromenos 24, 25, O-etilencecalinol (31), encecalina (32), desmetilencecalina 

(33), los timoles 8-hidroxi-9,10-diisobutiriloxitimol (34), 8,9-dihidroxi-10-acetiloxitimol (35), 

isobutirato de 10-acetoxi-8,9-epoxitimol (36), isobutirato de 10-isobutiriloxi-8,9-epoxitimol (37), 

y los benzofuranos 3-hidroximetil-6-metilbenzofurano (38), 3-acetoximetil-6-metilbenzofurano 

(39) y 3-isobutiriloximetil-6-metilbenzofurano (40). 
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Un estudio realizado a A. altissima (Lee et al., 2009) permitió el aislamiento de tremetona (41), 

dehidrotremetona (42) y 3-oxiangeloil-tremetona (43) mientras que una investigación posterior 

(Lee et al., 2010) evidenció la presencia de las p-hidroxiacetofenonas 4-acetilfenol de 2-senecioilo 

(44) y 4-(1-metoxietil)fenol de 2-senecioilo (45).  
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A partir de A. pichichensis (Aguilar Guadarrama et al., 2009) se ha reportado el aislamiento de 5-

acetil-3-β-angeloiloxi-2-β-(1-hidroxipropil)-2,3-dihidrobenzofurano (46), 5-acetil-3-β-

angeloiloxi-2-β-(1-hidroxipropil)-6-metoxi-2,3-dihidrobenzofurano (47), espeletona (48), 24, 25, 

26, sonorol (49), taraxerol  (50) y β-eudesmol (51).  
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50 51 

El estudio de A. adenophora condujo al aislamiento del sesquiterpenoide 9-oxo-

dehidroageroforona (52) (Oelrichs et al., 1995). El extracto elaborado con metanol de esta misma 

especie (He et al., 2008) contiene sesquiterpenos de cadinano: (+)-(5R,7S,9R,10S)-2-oxocadinan-

3,6(11)-dien-7,12-ólido (53), (+)-7,7’-bis[(5R,7R,9R,10S)-2-oxocadinan-3,6(11)-dien-7,12-ólido 

(54), (5R,7S,9R,10S)-7-hidroxi-7,12-epidioxicadinan-3,6(11)-dien-2-ona (55) y 

(5R,6R,7S,9R,10S)- amorf-4-en-7-ol (56). Finalmente, el análisis del extracto de etanol (Zhou et 

al., 2013) dio como resultado el aislamiento de 9-O-trans-ferulato de 7-hidroxi-8,9-dehidrotimol 

(57), 3-(2-hidroxifenil)propil metil malonato (58) 9-O-trans-ferulato de 7-hidroxitimol (59), 9-O-

trans-ferulato de 7,8-dihidroxitimol (60).   
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La investigación química del extracto hexánico de A. jocotepecana (García et al., 2014) llevó al 

aislamiento de los siguientes diterpenoides: ácido (-)-(5S, 9S, 10S, 13S)-labd-7-en-15-oico (61),    

(-)-(5S, 9S, 10S, 13S)-labd-7-en-15-oato de metilo (62),  ácido (+)-(5S, 8R, 9R, 10S, 13R)-8-

hidroxilabdan-15-oico (63) y ácido (-)-(5S, 9S, 10S, 13R)-labda-7,13-dien-15-oico (64). En 2014, 

 R  
59 H  
60 OH  
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Bustos Brito et al. reportaron la presencia de un derivado de timol de las hojas de A. cylindrica: 

isobutirato de (+)-(8S)-8,9-epoxi-6-hidroxi-10-benzoiloxi-7-oxotimol (65). Más adelante se 

encontraron glucósidos de ácidos ent-kaurenóicos en el extracto acuoso de la misma especie 

(Bustos-Brito et al., 2015):  ácido ent-15β-(β-L-fucosiloxi)kaur-16-en-19-óico β-D-glucopiranosil 

éster (66), ácido ent-15β-(4-acetoxi-β-L-fucosiloxi)kaur-16-en-19-óico β-D-glucopiranosil éster 

(67), ácido ent-15β-(3-acetoxi-β-L-fucosiloxi)kaur-16-en-19-óico β-D-glucopiranosil éster (68), 

ácido ent-15β-(β-L-fucosiloxi)kaur-16-en-19-óico (69), ácido ent-15β-(4-acetoxi-β-L-

fucosiloxi)kaur-16-en-19-óico (70), ácido ent-15β-(3-acetoxi-β-L-fucosiloxi)kaur-16-en-19-óico 

(71).  
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Dentro de los reportes más recientes del género se encuentran el de Pardo-Novoa et al. (2016), 

quienes analizaron las partes aéreas de A. glabrata encontrando la presencia de los 

monoterpenoides (-)-(3S,4R,5R,6S)-3,5,6-trihidroxi-1-menteno 3-O-β-D-glucopiranósido (72), 

(−)-(3S,4S,6R)-3,6-dihidroxi-1-menteno-3-O-β-D-glucopiranósido (73). Por otro lado, en A. 

petiolaris (Bustos Brito et al., 2016) se identificaron ácido clorogénico (74), L-quiro-inositol (75), 

ácido 2α-iso-valeroiloxiperuico (76), ácido 2α-tigloxiperuico (77), 2-hidroxi-6-metoxibenzoato de 

bencilo (78), 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (79), 2,6-dimetoxibenzoato de 3-metoxibencilo (80) 

y 2-hidroxi-3,6-dimetoxibenzoato de bencilo (81).  
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Por último, Arciniegas et al. (2018), realizaron el estudio de A. deltoidea, que condujo al 

aislamiento de ácido grandiflorénico (82), ácido ent-kaurenóico (83), y dos benzoatos de bencilo 

novedosos: 2,3,6-trimetoxibenzoato de 3,5-dimetoxibencilo (84), -2,6-dimetoxibenzoato de 4-(β-

D-glucopiranosiloxi)-3-hidroxibencilo (85). 
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84 85 

 

 

Los aceites esenciales del género Ageratina se caracterizan por la presencia de monoterpenoides y 

sesquiterpenoides. Gran parte de estas investigaciones se han centrado en la especie A. adenophora, 

a partir de la cual se han identificado como compuestos mayoritarios al canfeno (86), α-felandreno 

(87), p-cimeno (88), acetato de bornilo (89), β-cariofileno (90), γ-curcumeno (91), amorfa-4,7(11)-

dien-8-ona (92), 3-acetoxiamorfa-4,7(11)-dien-8-ona (93) y 56 (Weyerstahl et al., 1997; Pala et 

al., 2002; Pandalia et al., 2009). En 2013, Torres y colaboradores investigaron la composición del 

aceite esencial de A. jahnii y A. pichichensis, los metabolitos más relevantes se caracterizaron como 

β-mirceno (94), α-pineno (95) y limoneno (96) en el caso de A. jahnii, mientras que para A. 

pichichensis, fueron isobutirato de 8,9-epoxitimol (97), isobutirato de timol (98), germacreno D 

(99), 24 y 33. Carrillo et al. (2015) encontraron en A. tinifolia γ-cadineno (100), β-sesquifelandreno 

(101), 82, y 86. Por último, el estudio de A. jocotepecana (Ramírez et al., 2016), evidenció al 

carvacrol (102), espatulenol (103), terpinen-4-ol (104) y 90 como los productos más importantes 

de la esencia.  
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1.3.3 Usos tradicionales y actividad farmacológica 

Los primeros reportes del uso de Ageratina en México parecen remontarse al siglo XVI.  Francisco 

Hernández en su obra “Historia de las Plantas de la Nueva España”, tomo I, libro primero, capítulo 

LXXXVI, menciona un ‘segundo Axihuitl’ o hierba del agua, que por sus características bien 

podría tratarse de A. pichinchensis. El autor reporta que esta planta “tomada quita la flatulencia, 

calienta el estómago, disuelve o madura los tumores, cura las llagas inveteradas, combate el frío, 

mitiga el dolor que proviene de él y aprovecha a los que están resfriados.” 

Más adelante, en 1883, Agustín Payro publicó “Estudio sobre la yerba del ángel”, también conocida 

por su nombre en náhuatl ‘Yolochichitl’ (A. petiolaris), empleada desde tiempos de los aztecas 

para tratar afecciones gastrointestinales. Además, menciona que se emplea como febrífuga y para 

la fabricación de cerveza. En 1887, en la Gaceta Médica de México se reporta el empleo de A. 

glabrata o hierba del aire como un remedio para padecimientos nerviosos y reumáticos.   

Actualmente A. petiolaris se emplea como tratamiento para la DMT2 (Andrade-Cetto y Heinrich, 

2005); por otro lado, de acuerdo al INAH, A. pichinchensis (Axihuitl) se utiliza para problemas 

digestivos, de la piel, de circulación y regulación de los niveles de glucosa; en la región del sur, en 

Chiapas, A. ligustrini es empleada para tratar afecciones gastrointestinales (Meckes et al., 1995), 

mientras que en Oaxaca, A. rhomboidea y A. espinosarum se usan para tratar el “frío y calor en el 

estómago” (García Hernández et al., 2015). 
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Algunas especies del género han sido sujeto de evaluaciones biológicas varias. Así, Meckes et al. 

(1995) reportaron la actividad antibacteriana del extracto metanólico de A. ligustrina contra 

Staphylococcus aureus. Posteriormente Kurade et al., (2010) documentaron la composición del 

aceite esencial de A. adenophora y su eficacia contra Escherichia coli, Micrococcus luteus y S. 

aureus.  

La especie A. pichinchensis presenta propiedades antimicóticas de utilidad para el tratamiento de 

tinea pedis con un extracto estandarizado de la planta bajo la forma de crema (10 %), mientras que 

un supositorio al 7 % es eficaz para el tratamiento de la candidiasis vulvovaginal (Romero Cerecero 

et al., 2006; Romero Cerecero et al., 2017); esta misma planta se emplea también como un 

cicatrizante en pacientes con úlceras venosas en los miembros inferiores (Romero Cerecero et al., 

2012). En 2011, Barrio et al., informaron sobre los resultados positivos del empleo de A. 

havanensis contra los virus vesivirus de conejo (RaV) y de herpes humano simple tipo 1 y 2 (HSV-

1, HSV-2).  Posteriormente Rojas et al. (2015) evaluaron un extracto hexánico de las flores de A. 

arsenei para probar su actividad antinociceptiva.  

Bustos Brito et al. (2016) evaluaron el potencial hipoglucemiante de A. petiolaris; para ello 

ensayaron los extractos acuoso y elaborado con metanol, obtenidos ambos de las partes aéreas de 

la planta, en ratas con hiperglucemia inducida por nicotinamida-estreptozoticina; los resultados 

indicaron que la administración oral de los extractos, en dosis de 40 y 160 mg/kg para el acuoso y 

67 y 268 mg/kg para el metanólico provocaban una disminución de los niveles de glucosa en 

sangre, tres horas después de la administración. Cabe mencionar que esta planta se emplea 

tradicionalmente en México para tratar la DMT2. 

 

1.3.4 Generalidades sobre la especie Ageratina grandifolia  

Ageratina grandifolia (Regel) R.M. King & H. Rob es una planta endémica de México, perenne, 

leñosa en la base; algunas veces se presenta como subarbusto; generalmente en matas, hasta de 4 

m de altura; sus ramas son subhexagonales, verdes, a menudo con manchas oscuras, con huecos en 

los internudos; las hojas son predominantemente ovada-deltoides, de hasta casi 30 cm de largo y 

ancho, con bases decurrentes-aserradas (Hinojosa et al., 2019).  
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Figura 6.  Ageratina grandifolia. A. Rama con puntos oscuros (tomada de Hinojosa-Espinosa et al., 2019). B. 

Flores (tomado por A. Gutiérrez). C. Hoja ovada-deltoide, con base serrada decurrente (tomado por A. Vásquez). 

D. A. grandifolia creciendo en Capulálpam de Méndez, Oaxaca (tomado por A. Vásquez).   

 

Su distribución se sitúa en los bosques húmedos bajos de los estados de Michoacán, Estado de 

México, Morelos, Ciudad de México, Hidalgo, Guerrero y Oaxaca, y es empleada tradicionalmente 

contra malestares estomacales y afecciones de la piel (Hinojosa et al., 2019). 
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2. JUSTIFICACIÓN 
 

La diabetes mellitus tipo II se ha convertido en una pandemia y representa uno de los mayores retos 

en materia de salud a nivel mundial, con un grave impacto económico. De acuerdo con la 

Federación Internacional de la Diabetes, existen alrededor de 463 millones de pacientes a nivel 

mundial y aproximadamente 4 millones de personas entre 20 y 79 años murieron de diabetes en 

2019, convirtiéndola en una de las 10 principales causas de muerte. México ocupa el sexto lugar a 

nivel mundial de número de pacientes diabéticos, con alrededor de 8.6 millones de casos 

diagnosticados. Nuestro país enfrenta diversos problemas que limitan la eficacia en la contención 

de esta enfermedad, entre los que se incluyen la falta de recursos económicos y limitado acceso a 

servicios de salud.  

Dentro de las opciones farmacológicas empleadas en la actualidad para el tratamiento de la DMT2, 

se encuentran los inhibidores de las enzimas α-glucosidasas, que logran una disminución de la 

absorción de glucosa sin correr el riesgo de una hipoglucemia; sin embargo, presentan serios 

efectos secundarios gastrointestinales, además de la necesidad de una dosificación frecuente a lo 

largo del día, aunado a un costo mediano. Por esto resulta justificado el interés en el estudio de la 

especie Ageratina grandifolia como una posible fuente de inhibidores de α-glucosidasas más 

eficaces y con menos efectos adversos, para el desarrollo de nuevos fármacos o de remedios 

herbolarios útiles.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 General  

Descubrir nuevos inhibidores de las enzimas α-glucosidasas a partir de la especie Ageratina 

grandifolia con el propósito de contribuir al desarrollo de nuevos agentes antidiabéticos. 

3.2 Particulares 

a) Evaluar la actividad inhibitoria de los extractos, aceite esencial y metabolitos puros 

aislados de la planta sobre las enzimas α-glucosidasas mediante un ensayo in vitro.   

b) Caracterizar los metabolitos aislados mediante la aplicación de métodos espectroscópicos 

y espectrométricos.  

c) Establecer la composición química del aceite esencial mediante cromatografía de gases 

acoplado a espectrometría de masas.  

  

4. HIPÓTESIS 
 

El uso tradicional de otras especies del género Ageratina, así como consideraciones de tipo 

quimiotaxonómico sugieren que Ageratina grandifolia posee metabolitos secundarios que pueden 

ser empleados como inhibidores de las enzimas α-glucosidasas.  
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5. PARTE EXPERIMENTAL 
 

5.1 Material vegetal  

Las partes aéreas de Ageratina grandifolia fueron colectadas en Capulálpam de Méndez, Oaxaca, 

por la Dra. Araceli Vásquez Pérez en enero y julio del año 2019. La identificación corrió a cargo 

del M. en C. Rafael Torres Colín. Una muestra de referencia se encuentra en el Herbario Nacional 

(MEXU) con número de voucher 1502275.  

5.2 Obtención de la infusión de A. grandifolia  

La infusión se preparó a partir de 9 g de material vegetal seco y molido en contacto con 300 mL de 

agua destilada hirviendo por 30 min, posterior a esto, la infusión resultante se filtró y enfrió a 

temperatura ambiente.  

5.3 Aislamiento de metabolitos secundarios de A. grandifolia  

5.3.1 Obtención de las fracciones orgánicas de la infusión  

El fraccionamiento se llevó a cabo mediante extracciones líquido-líquido (repartos) empleando 

como disolventes orgánicos CH2Cl2 y AcOEt. En un embudo de separación se colocaron 300 mL 

de la infusión con 300 mL del respectivo disolvente orgánico. La fracción orgánica se secó con 

Na2SO4 anhidro y finalmente se concentró en un rotavapor; este procedimiento fue repetido en 3 

ocasiones empleando el mismo disolvente. El rendimiento de la fracción de CH2Cl2 fue de 30 mg 

(0.33 %), mientras que el de la fracción de AcOEt fue de 120 mg (1.33 %). Este procedimiento se 

repitió hasta la obtención de 0.5 g y 3 g de los extractos de CH2Cl2 y AcOEt respectivamente.   

5.3.2 Aislamiento de los metabolitos secundarios de la fracción de CH2Cl2 

La fracción de CH2Cl2 (500 mg) se sometió a una CCA sobre gel de sílice, empleando como 

eluyente una mezcla hexano/CH2Cl2 con polaridad creciente, obteniéndose un total de 227 

fracciones, las cuales se reunieron de acuerdo con lo observado en CCF (Tabla 3). De este proceso 

se aislaron los compuestos 23 (2.8 mg), 24 (74.1 mg) y 32 (9.8 mg). 
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Tabla 3. Reunión de fracciones de la columna de la fracción de CH2Cl2 

Fracciones 

combinadas 

Polaridad empleada en la columna Peso 

(mg) 

Compuesto 

aislado 

1-8 95:5 (Hex/CH2Cl2) → 85:15 (Hex/CH2Cl2) 0.4   

21-59 85:15 (Hex/CH2Cl2) → 75:25 (Hex/CH2Cl2) 8.3  

60-79 75:25 (Hex/CH2Cl2) → 65:35 (Hex/CH2Cl2) 5.6  

80-93 65:35 (Hex/CH2Cl2) → 60:40 (Hex/CH2Cl2) 4.7  

94-99 60:40 (Hex/CH2Cl2)  10.7  

100-101 60:40 (Hex/CH2Cl2)  2.8 23 

102-118 60:40 (Hex/CH2Cl2) → 50:50 (Hex/CH2Cl2) 10.3  

119-120 50:50 (Hex/CH2Cl2)  5.3  

121-123 50:50 (Hex/CH2Cl2) 9.8 32 

124-128 50:50 (Hex/CH2Cl2) 5.3  

129-147 50:50 (Hex/CH2Cl2) → 40:60 (Hex/CH2Cl2) 14.9  

148-159 40:60 (Hex/CH2Cl2) 74.1 24 

160-174 40:60 (Hex/CH2Cl2) 42.1  

175-206 40:60 (Hex/CH2Cl2) → 100 (CH2Cl2)  21.5  

207-227 100 (CH2Cl2) → 95:5 (CHCl2/MeOH) 4.2  

 

Desmetoxiencecalina (23): Aceite amarillo; EM-IE, m/z: 202 [M]+, 187 (100) [M-CH3]+. IR (FT-

IR) νmax 2975, 1672, 1596, 1268 cm-1. RMN-1H (400 MHz, CDCl3): δ (ppm)  7.74 (1H, dd, J=8.4, 

2.2 Hz, H-7), 7.61 (1H, d, J=2.3 Hz, H-5), 6.78 (1 H, d, J=8.4 Hz, H-8), 6.35 (1H, d, J=9.9 Hz, H-

4), 5.66 (1H, d, J=9.9 Hz, H-3), 2.52 (3H, s, H-12), 1.45 (3H, s, H-9, 10), 1.45 (3H, s, H-10). RMN-
13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm) 196.93 (C-11), 157.55 (C-8a), 131.3 (C-3), 130.43 (C-6), 130.36 

(C-7), 127.01 (C-5), 121.79 (C-4), 120.76 (C-4a), 116.23 (C-8), 77.66 (C-2), 28.5 (C-9), 28.5 (C-

10), 26.41 (C-12).  

Encecalinol (24): Aceite anaranjado; EM-IE m/z: 234 [M]+, 219 [M-CH3]+, 201 (100) [M-CH3-

H2O]+. IR (FT-IR) νmax 3402, 2971, 1617, 1125 cm-1. RMN-1H (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 6.93 

(1 H, s, H-5), 6.35 (1H, s, H-8), 6.25 (1H, d, J=9.7 Hz, H-4), 5.66 (1 H, d, J=9.9 Hz, H-3), 5 (1 H, 

m, H-11), 3.79 (3 H, s, H-13), 1.45 (3H, d, J=6.5 Hz, H-12), 1.4 (3H, s, H-9), 1.4 (3H, s, H-10). 

RMN-13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm) 157.38 (C-7), 153.12 (C-8a), 127.79 (C-3), 125.65 (C-7), 

123.93 (C-5), 121.87 (C-4), 114.21 (C-4a), 99.58 (C-8), 76.44 (C-2), 65.76 (C-11), 55.44 (C-13), 

28 (C-10), 27.98 (C-9), 22.74 (C-12).       
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Encecalina (32): Aceite amarillo; EM-IE m/z: 232 [M]+, 217 (100) [M-CH3]+. IR (FT-IR) νmax 2925, 

1740, 1663, 1605, 1282, 1148 cm-1. RMN-1H (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 7.52 (1H, s, H-5), 6.37 

(1H, s, H-8), 6.29 (1H, d, J=9.7 Hz, H-4), 5.51 (1H, d, J=9.7 Hz, H-3), 3.86 (1H, s, H-13), 2.55 

(3H, s, H-12), 1.43 (3H, s, H-9), 1.43 (3H, s, H-10). RMN-13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm) 197.77 

(C-11), 158.66 (C-8a), 129.16 (C-5), 120.74 (C-6), 161.23 (C-7), 99.72 (C-8), 128.48 (C-3), 121.48 

(C-4), 114. 05 (C-4a), 77.81 (C-2) 55.7 (C-13), 32.03 (C-12), 28.5 (C-9), 28.5 (C-10). 

5.3.3 Aislamiento de los metabolitos secundarios de la fracción de AcOEt  

La fracción de AcOEt (3 g) se sometió a una CCA sobre Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich-Fluka) 

empleando MeOH como eluyente (Tabla 4). Al disolver la fracción en MeOH para aplicar la 

muestra en la columna precipitó el compuesto 105 (18.4 mg); las fracciones 120-142 permitieron 

identificar al compuesto 106 (9 mg). Las fracciones 110-119 fueron sometidas a una CCA sobre 

Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich-Fluka) empleando como eluyente una mezcla de acetona/MeOH 

(8:2) para dar el compuesto 107 (3.1 mg). Las fracciones 26-32 se sometieron a un fraccionamiento 

posterior.  

Tabla 4. Reunión de fracciones de la columna de la fracción de AcOEt 

Fracciones 

combinadas 

Peso 

(mg) 

Compuesto 

aislado 

1-11  3.4  

12-16 9.5  

17-20 33.5  

21-25 647.4  

26-32 589.7  

33-35 5.7  

36-44 31.4  

45-67  58.9  

68-73 15.1  

74-80 20.3  

81-109 24.1  

110-119 10.5 107 

120-142 9 106 

 

Quercetagetina 7-O-β-D-glucósido (105): Sólido amarillo; EM-ESI (modo negativo) m/z: 479.63 

[M-H]-. IR (FT-IR) νmax 3266, 1658 cm-1. RMN-1H (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) 7.69 (1H, d, 
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J=2.2, H-2’), 7.51 (1H, dd, J=8.5, 2.2 Hz, H-6’), 6.91 (1H, s, H-8), 6.88 (1H, d, J=8.5 Hz, H-5’), 

5.01 (1H, d, J=7.2 Hz, H-1’’), 3.20-3.49 (sin resolver, m, H-2’’’-H-6a’’’), 3.75 (1H, m, H-6b’’). 

RMN-13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm) 176.15 (C-4), 151.59 (C-7), 148.15 (C-8a), 147.82 (C-4’), 

147.51 (C-2), 145.36 (C-5), 145.06 (C-3’), 135.64 (C-3), 129.64 (C-6), 122.05 (C-1’), 119. 95 (C-

6’), 115. 58 (C-5’), 115.48 (C-5’), 115.40 (C-2’), 105.13 (C-4a), 100.92 (C-1’’), 93.58 (C-8), 77.3 

(C-5’’), 75.81 (C-3’’), 73.22 (C-2’’), 69.67 (C-4’’), 60.65 (C-6’’).  

Quercetagetina-7-O-(6-O-cafeoil-β-D-glucopiranósido) (106): Sólido amarillo; EM-ESI (modo 

negativo) m/z: 641.71 [M-H]-. IR (FT-IR) νmax 3291, 1659, 1596 cm-1. RMN-1H (400 MHz, 

CD3OD): δ (ppm) 7.71 (1H, d, J=2.2 Hz, H-2’), 7.59 (1H, dd, J=8.5 Hz, 2.2, H-6’), 7.43 (1H, d, 

J=15.8 Hz, H-7’’’), 6.82 (1H, d, J=8.5 Hz, H-5’), 6.78 (1H, s, H-8), 6.73 (1H, d, J=1.93 Hz, H-

2’’’), 6.56 (1H, dd, J=8.2, 1.93 Hz, H-6’’’), 6.52 (1H, d, J=8.2 Hz, H-5’’’), 6.17 (1H, d, J=15.8 

Hz, H-8’’’), 5.08 (1H, d, J=7.22 Hz, H-1’’), 4.65 (1H, dd, J=11.98, 2.48 Hz, H-6a’), 4.33 (1H, dd, 

J=11.96, 7.11 Hz, H-6b’’), 3.86 (1H, ddd, J=9.65, 7.13, 2.53 Hz, H-5’’), 3.63 (1H, m, H-2’’), 3.59 

(1H, m, H-3’’), 3.47 (1H, t, J=9.03 Hz, H-4’’). RMN-13C (100 MHz, CD3OD) δ (ppm) 175.93 (C-

4), 167.69 (C-9’’’), 151.16 (C-7), 148.75 (C-8a), 147.92 (C-4’’’), 147.4 (C-2), 147.4 (C-4’), 146.19 

(C-7’’’), 145.42 (C-5), 145.02 (C-3’’’), 144.62 (C-3’), 135.76 (C-3), 129.33 (C-6), 125.9 (C-1’’’), 

122.64 (C-1’), 120. 8 (C-6’’’)120.45 (C-6’), 115.0 (C-5’’’), 114.73 (C-2’), 114.71 (C-5’), 114.18 

(C-2’’’), 112.96 (C-8’’’), 105.14 (C-4a), 100.58 (C-1’’), 93.46 (C-8), 75.93 (C-3’’), 74.10 (C-5’’), 

73.02 (C-2’’), 70.60 (C-4’’), 63.16 (C-6’’).  

6-Hidroxikaempferol-7-O-(6-O-cafeoil-β-D-glucopiranósido) (107): Sólido amarillo; EM-ESI 

(modo negativo) m/z: 625.33 [M-H]-. IR (FT-IR) νmax 3331, 1696, 1597, 1177 cm-1. UV: λmáx 

276.76, 334.76 nm. RMN-1H (400 MHz, CD3OD): δ (ppm) 8.01 (2H, d, J=8.84 Hz, H-2’, C-H’), 

7.41 (1H, d, J= 15.8, H-7’’’), 6.82 (1H, s, H-8), 6.81 (2H, d, J=8.93 Hz, H-3’, H-5’), 6.69 (1H, d, 

J=2 Hz, H-2’’’), 6.52 (1H, dd, J=8.3, 2 Hz, H-6’’’), 6.50 (1H, d, J=8.3, Hz, H-5’’’), 6.13 (1H, d, 

J=15.9 Hz, H-8’’’), 5.07 (1H, d, J=7.56 Hz, H-1’’), 4.67 (1H, dd, J=12.04, 2.53 Hz, H-6a’), 4.27 

(1H, dd, J=11.94, 7.28 Hz, H-6b’’), 3.85 (1H, m, H-5’’), 3.61 (1H, m, H-2’’), 3.54 (1H, t, J=9.06 

Hz, H-3’’), 3.43 (1H, t, J=9.23 Hz, H-4’). RMN-13C (100 MHz, CD3OD) δ (ppm) 176.35 (C-4), 

167. 65 (C-9’’’), 159.24 (C-4’), 151.3 (C-7), 148.12 (C-8a), 148.09 (C-4’’), 147.71 (C-2), 146.25 

(C-7’’’), 145.21 (C-5), 145.20 (C-3’’), 135.81 (C-3), 129.56 (C-6), 129.47 (C-2’, C-6’), 126.02 (C-

1’’’), 122.33 (C-1’), 121.0 (C-6’’’), 115.10 (C-5’’’), 114.9 (C-3’, C-5’), 114.13 (C-2’’’), 113.20 

(C-8’’’),  105.33 (C-4a), 100.72 (C-1’’), 93.7 (C-8), 76.08 (C-3’’), 74.27 (C-5’’), 73.21 (C-2’’), 

70.78 (C-4’’), 63.28 (C-6’’).  
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5.3.3.1 Aislamiento del metabolito secundarios de las fracciones 26-32  

La fracción combinada 26-32 (550 mg) de la columna que se describió en el apartado 5.3.3, se 

sometió a una CCA sobre gel de sílice empleando como eluyente una mezcla de hexano/CHCl3 con 

polaridad creciente. De este proceso se obtuvieron 132 fracciones (Tabla 5). Las fracciones 

combinadas 37-50 se identificaron como el compuesto 25 (53.1 mg). Las fracciones combinadas 

99-103 (103 mg) de la misma columna (sección 4.3.3) se sometieron a una CCA sobre gel de sílice 

empleando como eluyente una mezcla de hexano/CHCl3/MeOH con polaridad creciente, para dar 

el compuesto 108 (5.3 mg).  

Tabla 5. Reunión de fracciones de la columna de las fracciones 26-32 de la fracción de AcOEt 

Fracciones 

combinadas 

Polaridad empleada en la columna Peso 

(mg) 

Compuesto 

aislado 

1-36 100 (Hex) → 85:15 (Hex/CHCl3) 12.5  

37-50 85:15 (Hex/CHCl3)  53,1 25 

51-62 85:15 (Hex/CHCl3) → 80:20 (Hex/CH2Cl2) 34.2  

63-72 80:20 (Hex/CHCl3) → 70:30 (Hex/CHCl3) 45.8   

73-80 70:30 (Hex/CHCl3) → 60:40 (Hex/CHCl3) 38.1  

81-86 60:40 (Hex/CHCl3)  15.4  

87-98 60:40 (Hex/CHCl3) → 30:70 (Hex/CHCl3)  26.7  

99-103 30:70 (Hex/CHCl3) → 15:85 (Hex/CHCl3) 104.5 108 

104-107  15:85 (Hex/CHCl3) → 100 (CHCl3) 12.3  

108-124  100 (CHCl3) → 95:5 (CHCl3/MeOH) 3.2  

125-132 95:5 (CHCl3/MeOH) → 85:15 (CHCl3/MeOH) 3.4  

 

O-metilencecalinol (25): Aceite amarillo; EM-IE m/z: 248 [M]+, 233 [M-CH3]+, 201 (100) [M-

CH3-OH-CH3]+. IR (FT-IR) νmax 2972, 1615, 1124 cm-1. RMN-1H (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 6.96 

(1H,s, H-5), 6.34 (1H, s, H-8), 6.28 (1H, d, J=9.8 Hz, H-4), 5.45 (1H, d, J=9.8 Hz, H-3), 4.63 (1H, 

q, J=6.4 Hz, H-11), 3.76 (3H, s, H-13), 3.23 (3H, s, H-14), 1.42 (6H, s, H-9, H-10),  1.35 (3H, d, 

J=6.4 Hz, H-12). RMN-13C (100 MHz, CDCl3) δ (ppm) 157.5 (C-7), 153.04 (C-8a), 127.55 (C-3), 

123.83 (C-5), 123.73 (C-6), 122.06 (C-4), 113.97 (C-4a), 99.25 (C-8), 76.83 (C-2), 72.75 (C-11), 

56.40 (C-14), 55.42 (C-13), 28.10 (C-9), 28.04 (C-10), 22.4 (C-12).  
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4-Hidroxi-3-((S)-1’angeloiloxi-(R)-2’,3’-epoxi-3’-metil)butilacetofenona (108): Aceite naranja; 

EM-ESI (modo positivo) m/z: 341.27 [M+Na]+ 319.26 [M+H]+. IR (FT-IR) νmax 3437.81, 1714, 

1678, 1605, 1264 cm-1. UV λmáx 226.76, 272.76 nm. RMN-1H (400 MHz, CDCl3) y RMN-13C (100 

MHz, CDCl3) se encuentran en la tabla 8.  

5.4 Cálculos computacionales  

Las estructuras de mínima energía de los diferentes diasteroisómeros fueron construidas utilizando 

el programa Spartan’10 (Wavefunction Inc., Irvine, CA, EUA). La búsqueda conformacional se 

llevó a cabo utilizando un protocolo Monte Carlo y el campo de fuerza molecular de Merck 

(MMFF94, por sus siglas en ingles Merck Molecular Force Field 94). Los confórmeros con una 

barrera de energía de 5 kcal/mol se sometieron al cálculo de optimización de geometría con el 

programa Gaussian 09 (Gaussian Inc Wallingford, CT, EUA) empleando el nivel de teoría DFT 

B3LYP/6-31G(d) y las constantes de protección de RMN fueron calculadas con el método GIAO 

(Gauge-Independent Atomic Orbital) con los niveles mPW1PW91/6-31+G(d,p) y B3LYP/6-

31+G(d,p) usando el modelo de solvente PCM en CHCl3. Las constantes de acoplamiento, J, se 

calcularon considerando solo la interacción de contacto de Fermi (FC) en el nivel B3LYP/6-

31G(d,p) empleando el método GIAO. Los datos experimentales y calculados se analizaron por 

métodos de probabilidad DP4+ y J-DP4 empleando los archivos de Excel provistos por Grimblat 

et al., (2019) en sarotti-NMR.weebly.com. 

Todos los cálculos se llevaron a cabo en el clúster de supercómputo Miztli de la UNAM, ubicada 

en la Dirección de Cómputo y de Tecnologías de Información y Comunicación (DGTIC) y 

pertenece al Laboratorio Nacional de Cómputo de Alto Desempeño (LANCAD). Está conformado 

por 332 nodos de cómputo HP Proliant SL230 y SL250, cuenta con 8440 núcleos de procesamiento 

Intel, 16 tarjetas NVIDIA, una memoria total de 47 TB, un sistema de almacenamiento masivo de 

750 TB y sistema operativo LINUX RedHat con rendimiento teórico de 232 TFlop/s. 

5.5 Aislamiento del aceite esencial 

Treinta gramos de las partes aéreas de A. grandifolia en 1 L de agua destilada se sometieron a 

hidrodestilación por 2 horas. El hidrodestilado resultante se extrajo con CH2Cl2 (3 x 300), se secó 

con Na2SO4 anhidro y concentrado con vacío, para dar un total de 200 mg de aceite esencial (0.7 

%). El aceite esencial se almacenó en viales ámbar a 4°C hasta su análisis por cromatografía de 

gases.  
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5.5.1 Aislamiento del compuesto 26 a partir del aceite esencial  

300 µL del aceite esencial fueron aplicados sobre una placa de CCF preparativa, se empleó como 

eluyente una mezcla de hexano/tolueno/AcOEt (5:4:1), una vez concluida la elución se extrajo la 

banda de interés vía maceración con CH2Cl2 por 24 horas. Para obtener el producto se separó la 

sílice por filtración y la solución resultante se concentró al vacío, este proceso permitió obtener el 

compuesto 26 (1.3 mg).   

Androencecalinol (26): Aceite amarillo; EM-IE m/z: 216 [M]+, 201 [M-CH3]+. RMN-1H (400 

MHz, CDCl3): δ (ppm) 7.07 (1H, s H-5), 6.91 (1H, dd, J=17.7, 11.14 Hz, H-11), 6.34 (1H, s, H-8), 

6.27 (1H, d, J=9.76 Hz, H-4), 5.57 (1H, dd, J=17.73, 1.6 Hz, H-12a),  5.47 (1H, d, J=9.76 Hz, H-

3), 5.10 (1H, dd, J=11.16, 1.57 Hz, H-12b), 3.79 (3H, s, H-13), 1.41 (6H, s, H-9, H-10).  

5.6 Instrumentación y condiciones cromatográficas para el análisis del aceite 

esencial.  

El análisis de CG se realizó empleando un cromatógrafo de gases Agilent 6890 N, acoplado con 

un detector de masas LECO Pegassus 4 (MS- TOF) con un voltaje de ionización de 70 eV. Se 

empleó una columna capilar de sílice fundida de 5%-fenil-metilpolisiloxano DB-5 (20 m x 0.18 

mm D.I., 0.18 µm grosor de la película). La temperatura inicial del horno fue de 40 °C, se mantuvo 

por 3 min, y después se incrementó a una velocidad de 20 °C por min, hasta alcanzar 300 °C, esto 

se mantuvo por 15 min. La temperatura del inyector y de la línea de transferencia fueron de 300 y 

250 °C, respectivamente. El gas acarreador fue helio con un flujo de 1 mL/min. La muestra fue 

inyectada usando un radio de Split de 1:50.  

La identificación de los picos se realizó mediante la comparación de sus datos espectrales de masas 

con la Biblioteca de espectros de masas del National Institute of Standards and Technology (NIST 

98) y mediante la comparación con los índices de retención y con muestras auténticas.  

5.7 Evaluación del efecto inhibitorio sobre la enzima α-glucosidasa de 

Saccharomyces cerevisiae 

Para la evaluación de la inhibición enzimática de los extractos y los compuestos puros, se empleó 

la enzima α-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), la 

enzima se preparó a una concentración de 1 U/mL en una solución amortiguadora de fostatos (SBF, 

100 mM, pH 7).  
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Las muestras para evaluar se disolvieron en MeOH o en SBF a concentraciones de 10000 ppm para 

extractos, 5000 ppm para fracciones y 10 mM para compuestos puros. Como control positivo, se 

empleó acarbosa (30 mM) disuelta en SBF. Como sustrato se utilizó α-D-glucopiranósido de p-

nitrofenilo (p-NPG, 5 mM) disuelto en SBF. Las evaluaciones se llevaron a cabo en placas de Elisa 

de 96 pozos. Las absorbancias se obtuvieron utilizando un espectrofotómetro BioRad modelo 

iMark (Hercules, CA, EUA) a una longitud de onda de 405 nm utilizando el software Microplate 

Manager 6 (versión 6.3, BioRad, Hercules, CA, EUA). Las muestras se evaluaron por triplicado 

utilizando alícuotas de 0-10 μL de las muestras, con 20 μL de la solución de enzima (1 U/mL) y el 

volumen necesario de SBF para obtener un volumen de 90 μL; éstas fueron incubadas durante 10 

min a 37° C. Una vez transcurrido este periodo, se adicionó a cada pozo 10 μL de sustrato (p-NPG) 

e inmediatamente después se registró la absorbancia al tiempo cero (Ti) y se incubó nuevamente a 

37° C por 20 min. Al concluir este tiempo se registró la absorbancia al tiempo final (Tf). La 

actividad inhibitoria se determinó como el porcentaje al comparar los valores registrados de las 

muestras con el blanco (SBF), de acuerdo con la siguiente ecuación:  

% αGHY = (1 − 
𝐴405𝑐

𝐴405𝑏
)  x 100% 

Donde %αGHY es el porcentaje de inhibición, A45c es la absorbancia corregida de la muestra 

ensayada (Afinal – Ainicial) y A405b es la absorbancia del blanco (Ablanco final – Ablanco inicial). El valor de la 

concentración inhibitoria 50 (IC50) se calculó por análisis de regresión, empleando la siguiente 

ecuación:  

% Inhibición = 
𝐴100

1+(
𝐼 

𝐼𝐶50
)

𝑠 

Donde A100 es la inhibición máxima, I es la concentración del inhibidor, IC50 es la concentración 

requerida para inhibir la actividad de la enzima en un 50 %, y s es el grado de cooperatividad. 

5.8 Cinética enzimática del compuesto 106 

Para la evaluación de la cinética enzimática del compuesto 106, se empleó la enzima α-glucosidasa 

de Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), para la enzima se preparó una 

solución con una concentración de 1 U/mL en una solución amortiguadora de fostatos (SBF, 100 

mM, pH 7).  
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El compuesto 106 se disolvió en MeOH a una concentración de 0.01 mM. Como sustrato se utilizó 

α-D-glucopiranósido de p-nitrofenilo (p-NPG, 20 mM) disuelto en SBF. Las evaluaciones se 

llevaron a cabo en placas de Elisa de 96 pozos. Las absorbancias se obtuvieron utilizando un 

espectrofotómetro BioRad modelo iMark (Hercules, CA, EUA) a una longitud de onda de 405 nm 

utilizando el software Microplate Manager 6 (versión 6.3, BioRad, Hercules, CA, EUA). Para 

obtener la curva de saturación por sustrato de la enzima, se prepararon las muestras por triplicado 

utilizando alícuotas de 0-10 μ/mL del sustrato (p-NPG), con 20 μL de la solución de la enzima (1 

U/mL) y el volumen necesario de SBF para obtener un volumen de 100 μL; inmediatamente 

después se registró la absorbancia al tiempo cero (Ti) y se incubó a 37° C por 20 min. Al concluir 

este tiempo se registró la absorbancia al tiempo final (Tf). Posteriormente, se realizó nuevamente 

el experimento anterior empleando concentraciones de 0.7, 0.85 y 0.9 mM del inhibidor (106).    

El tipo de inhibición enzimática se determinó mediante un análisis de regresión no lineal, 

empleando el programa GraphPad Prism 5.0 (La Jolla, California, EUA). El análisis gráfico se 

realizó construyendo la curva de dobles recíprocos de Lineweaver-Burk, graficando el inverso de 

la diferencia de las absorbancias (Tf-Ti) como función del inverso de la concentración de sustrato 

y realizando un ajuste lineal para el conjunto de rectas obtenidas.   

5.8 Estudios de acoplamiento molecular 

Las estructuras de mínima energía de los compuestos para los estudios de acoplamiento molecular 

(docking) fueron preparadas utilizando el programa AutoDock Tools package v1.5.6  

La estructura de la α-glucosidasa de S. cerevisiae fue obtenida del “Protein Data Bank” con el 

código 3A4A. Para el receptor se mantuvo rígida la proteína, se agregaron los hidrógenos polares 

y las cargas de Kollman, se eliminaron las moléculas de agua y los parámetros de solvatación 

fueron los predeterminados. Para los metabolitos se agregaron cargas de Gasteiger, se determinaron 

los tipos de átomos, el número de enlaces de giro libre y se eliminaron los hidrógenos no polares. 

Los estudios de acoplamiento molecular se llevaron a cabo utilizando AutoDock. Primero se realizó 

un acoplamiento ciego para establecer el sitio probable de interacción de los metabolitos con las 

enzimas de estudio. El espacio de búsqueda para este estudio preliminar se definió con un tamaño 

de caja de 120 x 120 x 120 Å en las dimensiones x, y y z, centrada en la macromolécula y con un 

espaciado de cuadrícula de 0.65 Å.  El estudio se llevó a cabo utilizando los parámetros 

preestablecidos en el programa, aumentando el número de corridas a 100, utilizando un algoritmo 

genético Lamarckiano. Posteriormente, se realizó un refinamiento al utilizar un tamaño de caja 
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menor (50 x 50 x 50 Å y un espaciado de cuadrícula de 0.375 Å), centrada en la posición de menor 

energía del ligando, obtenida del estudio de acoplamiento molecular ciego realizado previamente.  

Se analizaron las interacciones de los complejos ligando-macromolécula de menor energía. Las 

representaciones en 2D y 3D de los sitios predichos de unión, se llevaron a cabo utilizando los 

programas PyMOL (PyMOL Molecular Graphics System v.1.7.4, Schrödinger, Nueva York, EUA) 

y LigPlot+ (EMBL-EBI, Cambridgeshire, Inglaterra).  
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Como parte de un programa encaminado al descubrimiento de nuevos inhibidores de alfa-

glucosidasas se comprobó que la infusión y el aceite esencial de Ageratina grandifolia inhiben la 

actividad de la enzima de manera significativa. La planta se seleccionó con base en un criterio 

quimiotaxonómico ya que en estudios previos se comprobó que otras especies del género contienen 

principios hipoglucemiantes (Bustos Brito et al., 2016) 

Con el propósito de obtener los principios activos el extracto acuoso se procesó por métodos de 

reparto y cromatográficos. Así, el fraccionamiento inicial por repartos con CH2Cl2 y AcOEt generó 

dos fracciones primarias. Posteriormente, mediante cromatografías sucesivas de estas fracciones  

en columna abierta sobre gel de sílice y/o dextrano se aislaron los siguientes productos naturales: 

cuatro cromenos, desmetoxiencecalina (23), encecalinol (24),  O-metilencecalinol (25) y 

encecalina (32), además de los flavonoides quercetagetina-7-O-β-D-glucósido (105), 

quercetagetina-7-O-(6-O-cafeoil-β-D-glucopiranósido) (106), 6-hidroxikaempferol-7-O-(6-O-

cafeoil-β-D-glucopiranósido) (107), y una p-hidroxiacetofenona (108) [Tabla 6]. Todos los 

compuestos se caracterizaron mediante la aplicación de métodos espectroscópicos y 

espectrométricos. En el caso de los compuestos conocidos, la identificación se corroboró por 

comparación de los parámetros físicos y espectroscópicos con los descritos previamente en la 

literatura. Para el compuesto 108 fue necesario complementar el análisis de los espectros con 

cálculos computacionales de los desplazamiento químicos de los posibles diasteroisómeros por el 

método GIAO con niveles mPW1PW91/6-311+G(d,p) y B3LYP/6-31G+(d,p). 

Los constituyentes del aceite esencial se caracterizaron mediante la comparación de sus datos 

espectrales de masas con los de la biblioteca del National Institute of Standards and Technology 

(NIST 98) y de sus índices de retención. A partir del aceite esencial fue posible aislar otro cromeno 

caracterizado como androencecalinol (26). Su elucidación estructural se discutirá junto con los 

otros cromenos aislados de la planta por su similitud estructural 
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Tabla 6. Compuestos aislados a partir de A. grandifolia 
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6.1 Caracterización de los cromenos 23-26 y 32 

Los datos espectroscópicos de RMN 1D y 2D de 23-26 y 32 fueron consistentes con la estructura 

base de los 2,2-dimetilcromenos (Figura 7). La presencia de todos estos metabolitos se encuentra 

muy bien documentada dentro del género, y en general, en la familia Asteraceae (Proksch y 

Rodríguez, 1983; Fang et al., 1988; González et al., 1989; Aguilar Guadarrama et al., 2009; inter 

alia). Así, los espectros de RMN (Figuras S5-S15, S26, anexo) presentan las señales diagnósticas 

del núcleo 2,2-dimetil-2H-cromeno mono- o disustituidos en las posiciones C-6, o C-6 y C-7, 

respectivamente. Las más importantes se resumen a continuación: alrededor de H/C ~1.4 (s, 6H, 

H-9, H-10)/ ~28 (C-9, C-10) y aproximadamente en H/C ~5.5 (d, 1H, J= 9.8 Hz, H-3)/ ~128 (C-

3) y ~6.3 (d, 1H, J= 9.8 Hz, H-4)/ ~121 (C-4) (Lima et al., 2015). En los espectros de 24-26 y 32 

se observaron las dos señales aromáticas [H/C ~7 (s, 1H, H-5) / ~124 (C-5); ~6.35 (s, 1H, H-8) / 

~99 (C-8)]  para derivados de 2,2-dimetil-2H-cromeno sustituidos en las posiciones C-6 y C-7. En 

cambio, el producto 23 presentó en la región aromática del espectro de RMN-1H un sistema ABX 

integrado por H-5 en 7.61 (d, 1H, J= 2.3 Hz), H-7 en 7.74 (dd, 1H, J= 8.4, 2.2 Hz) y H-8 en 6.78 

(d, 1H, J= 8.4 Hz), típico de un 2,2-dimetil-2H-cromeno sustituido en C-6. Estas señales mostraron 

correlación en los espectros HSQC con los carbonos en C 127.01, 130.36 y 116.23, 

respectivamente.  

 

Figura 7. Estructura base de 2,2-dimetil-2H-cromeno 

La diferencia fundamental entre todos los cromenos aislados radica en los sustituyentes de la 

posición 6. Los espectros de RMN-13C y RMN-1H de 23 y 32 presentan señales para una 

metilcetona; el grupo carbonilo se observó en los espectros de RMN de 13C como una señal simple 

alrededor de 197 ppm; en tanto que el metilo se observó en ~H/C 2.5 (s, 3H, H-12) / 30 (C-12). 

Por otra parte, los productos 24 y 25 poseen un residuo de dos átomos de carbono que contiene un 

alcohol secundario y un metiléter de alcohol secundario, respectivamente. Las señales del metino 

oxigenado de ambos productos se observaron en los espectros de RMN-1H como cuartetos (J= 6.4 

Hz) en H 5.0 (24) y 4.63 (25) las cuales mostraron correlación en el espectro HSQC con las señales 

en C 65.76 y 72.75, respectivamente. Las señales de los metilos de estos residuos se observan en 
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H/C 1.45 (d, 3H, J=6.5 Hz, H-12) / 22.74 (C-12) para 24, y 1.35 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-12) / 22.4 

(C-12) en el caso de 25. El producto 25 se ha aislado como un producto natural de varias especies 

(Fang et al., 1988, González et al., 1989), sin embargo, este podría ser un artefacto generado 

durante el fraccionamiento secundario de la fracción de AcOEt. El producto no se detectó en el 

extracto acuoso, ni en la fracción de CH2Cl2. Además, existen reportes como el de Lima et al. 

(2015), donde se informa sobre la formación de estos artefactos entre cromenos y alcoholes de 

cadena corta.   

Finalmente, en el caso del producto 26, el residuo C2 es de carácter vinílico. En el espectro de 1H 

RMN se observa una señal doble de dobles en δH 6.91 (H-11) con valores de J de 17.7 y 11.4 Hz, 

correspondientes a acoplamientos trans y cis, respectivamente con un grupo CH2 vinílico vecinal.  

Las señales de este último se aprecian en δH 5.57 (dd, J= 17.73, 1.6 Hz, H-12a) y en δH 5.1 (dd, 

J=11.16, 1.57, H-12b) (Proksch y Rodríguez, 1983). La asignación de estas señales se corroboró 

mediante el análisis de los espectros HSQC. En el caso de los productos 24 y 25 resta medir la 

rotación óptica para corroborar la configuración absoluta en el centro estereogénico. 

6.2 Caracterización de los flavonoides 105-107  

Los espectros de RMN 1D y 2D revelaron que los compuestos 105-107 son flavonoides 

glicosilados, de tipo flavonol (Figuras S17-S24, anexo). En el caso de 105 y 106, en el espectro 

de RMN-1H se presentan señales características del núcleo de quercetagetina, las cuales serán 

enunciadas a continuación: una señal alrededor de H/C ~6.8 (s, 1H, H-8) / ~93.5 (C-8) y un sistema 

ABX en la región aromática [H/C ~7.7 (d, 1H, J=2.2 Hz, H-2’) / ~115 (C-2’); ~6.8 (d, 1H, J=8.5 

Hz, H-5’) / ~115 (C-5’), ~7.5 (dd, 1H, J=8.5, 2.2 Hz, H-6’) / ~120 (C-6’)] (Rongtao et al., 1997).  

Los compuestos 106 y 107 también mostraron señales típicas de un residuo de ácido caféico: H/C 

~7.4 (d, 1H, J=15.8 Hz, H-7’’’) / ~146.2 (C-7’’’); ~6.1 (d, 1H, J=15.8 Hz, H-8’’’) / ~113 (C-8’’’) 

y un sistema ABX aromático integrado por H-2’’’ en ~6.7 (d, 1H, J= 2 Hz), H-5’’’ en ~6.51 (d, 

1H, J= 8.2 Hz) y H-6’’’ en ~6.52 (dd, 1H, J= 8.2, 2 Hz). Mediante los espectros de HMBC fue 

posible correlacionar la señal del carbonilo del éster δC ~167 (C-9’’’) con un protón del azúcar (H 

~7.3, dd, 1H, J=11.9, 7.2 Hz, H-6a’’) estableciéndose así el punto de esterificación.  

El compuesto 107 presenta las mismas señales de RMN que 106, a excepción del cambio en el 

sistema ABX de 106, por un sistema AA’BB’ en el espectro de RMN-1H, típico de los derivados 

kaempferol (Parejo et al., 2005). Estas señales y sus correspondientes carbonos se indican a 
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continuación: H/C 8.0 (d, 2H, J=8.8 Hz, H-2’, H-6’) / 129.5 (C-2’, C-6’); 6.8 (d, 2H, J=8.9 Hz, 

H-3’, H-5’) / 115 (C-3’, C-5’). De tal manera que los compuestos se caracterizaron como 

quercetagetina-7-O-β-D-glucósido (105), quercetagetina-7-O-(6-O-cafeoil-β-D-glucopiranósido) 

(106) y 6-hidroxikaempferol-7-O-(6-O-cafeoil-β-D-glucopiranósido) (107). 

Esta clase de flavonoides glicosilados y acilados por derivados de ácidos cinámicos han sido 

aislados a partir de especies como Tagetes minuta, Rhaponticum uniflorum, Gnaphalium 

uliginosum, Ageratina adenophora, todas pertenecientes a la familia Asteraceae, lo que sugiere su 

distribución moderada dentro de esta familia (Shahzadi et al., 2015; Olennikov et al., 2019; 

Olennikov et al., 2015; Nair et al., 1993). 

6.3 Caracterización de la p-hidroxiacetofenona 108 

El compuesto 108 fue aislado como un aceite anaranjado. Su fórmula molecular fue determinada 

por espectrometría de masas como C18H22O5, con un IDH de 8. El espectro de IR mostró bandas 

características para grupos hidroxilo (3437 cm-1) y carbonilo (1714, 1678 cm-1).  

El análisis de los espectros de RMN evidenciaron que el producto natural es una p-hidroxi 

acetofenona relacionada con los compuestos 3,5-bis[isopenten-2-il]-4-hidroxiacetofenona (30), 2-

senecioil-4-acetilfenol (44) y la espeletona (48) aisladas de A. arsenei, A. altissima y A. 

pichichensis, respectivamente (Fang et al., 1988; Lee et al., 2009; Aguilar Guadarrama et al., 

2009). Al igual que para los compuestos mencionados los espectros de RMN (Figuras 12 y 13) 

evidencian la presencia de un sistema aromático 1,3,4-trisustituido [δH/δC 7.87 (d, J=1.7 Hz, H-

2/129.7 (C-2); 6.88 [d, J=8.58 Hz, H-5/117.5 (C-5); 7.83 (dd, J=8.67, 2.1 Hz,  H-6/130.4 (C-6)] y 

una metilcetona [δH/δC 2.51(s, H-8)/26.3 (C-8) y 196.4 (C-7)]. El carbono ipso a la metilcetona se 

observa en δC 130.4, y el carbono base de un fenol en δC 157.2. Todas estas evidencias permiten 

proponer la estructura parcial “a”.   

 
Figura 8. Estructura parcial ‘a’ con correlaciones HMBC 
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Al continuar con el análisis de los espectros se encuentran señales cuyo desplazamiento y 

multiplicidad son características para un residuo de ácido angélico [δH/δC 6.2 (qd, J=7.28, 1.49 

Hz, H-3’’)/141.3 (C-3’’); 2.04 (dq, J=7.27, 1.56 Hz, H-4’’/16.1 (C-4’’); 1.93 (p, J= 1.55 Hz, 

H-5’’/20.6 (C-5’’); δC 169.4 (C-1’’) y 126.7 (C-2’’)], que constituyen la estructura parcial “b” 

(Joseph-Nathan et al., 1984).  Las estructuras parciales a y b satisfacen trece carbonos, cuatro 

oxígenos y catorce hidrógenos y siete de las insaturaciones requeridas por la fórmula 

molecular, restando por asignar uno o más fragmentos que sumen C5H8O y una insaturación. 

Esta última debe corresponder a un ciclo ya que no se detectan otras señales aromáticas o 

vinílicas en los espectros. El análisis de los espectros COSY y HMBC permitió elucidar ese 

residuo, ‘c’, como se indica a continuación. 

 
Figura 9. Estructuras parciales ‘b’ y ‘c’ con correlaciones HMBC y COSY 

 

Los hidrógenos en δH 5.94 (d, J=7.57 Hz, H-1’) y 3.87 (d, J=3.7 Hz, H-2’) son vecinales y se 

encuentran unidos a carbonos base de oxígeno.  Estas señales correlacionan en el espectro 

HSQC con los carbonos en δC 71.86 (C-1’) y 74.2 (C-2’), respectivamente. Por otro lado, la 

señal en δH 5.94 (H-1’) correlaciona con el carbonilo del residuo de ácido angélico, indicando 

así el punto de esterificación; en tanto que la señal en δH 3.87 (H-2’) correlaciona con los 

carbonos de dos metilos geminales [δC 19.6 (C-4’) y 25.9 (C-5’)] ubicados sobre un carbono 

cuaternario en δC 79.6 (C-3’). Esta última información, en conjunto con la subestructura b 

permite integrar la estructura parcial c. Se propone el epóxido en virtud de los desplazamientos 

químicos de δC 74,2 (C-2’) y δC 79.6 (C-3’) y la necesidad de un ciclo adicional para satisfacer 

los requerimientos de la fórmula molecular. La correlación entre el hidrógeno en δH 5.94 (H-

2) y la señal de carbono en δC 130.4 (C-1’), en el experimento HMBC permitió integrar las 

estructuras a y c, para general la estructura plana d, que contiene dos centros estereogénicos. 

Entonces la molécula debe corresponder a uno de los cuatro diasteroisómeros posibles. 
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Figura 10. Estructura ‘d’ 

 

Con el propósito de discernir entre los cuatro diasteroisómeros se emplearon cálculos 

computacionales basados en métodos de química cuántica (Marcarino et al., 2020).  La correlación 

de los parámetros de RMN calculados usando cálculos de desplazamiento químico GIAO NMR de 

dos o más candidatos con los datos experimentales de RMN de un compuesto es la estrategia líder 

en la elucidación estructural asistida por computadora. Particularmente, el método de probabilidad 

DP4 se ha impuesto como un método popular para facilitar la asignación estereoquímica de 

moléculas orgánicas cuando se tienen disponibles los datos de RMN. Este método está basado en 

el hecho de que las diferencias entre los desplazamientos químicos calculados y experimentales 

obedecen una distribución t, por lo que el porcentaje de probabilidad de encontrar el isómero 

correcto, entre los propuestos, es alta. El método DP4+, desarrollado por Sarotti y su grupo de 

trabajo, representa una versión mejorada de DP4, de tal forma que, mediante la introducción de 

cambios significativos, incluyendo un aumento en los niveles de teoría empleados y el uso de 

desplazamientos químicos sin escala, con estas modificaciones, se logró una mejora significativa 

en el rendimiento general, proporcionando resultados precisos y confiables en el establecimiento 

de la estereoquímica de muchos compuestos, principalmente de productos naturales (Grimblat et 

al., 2015; Marcarino et al., 2020).  

Debido a que los métodos probabilísticos DP4/DP4+ sólo se incluye el análisis Bayesiano asociado 

con los errores en los desplazamientos químicos, también se desarrolló una variante más rápida, 

llamada J-DP4, pensado para incluir la valiosa información brindada por las constantes de 

acoplamiento de protones vecinales (3JHH) (Grimblat et al., 2019; Marcarino et al., 2020). 

Para definir la configuración absoluta de los centros estereogénicos de C-1’ y C-2’, se realizaron 

predicciones computacionales de los desplazamientos químicos para los cuatro posibles 

diasteroisómeros (1'R,2'R; 1'R,2'S; 1'S,2'R; 1'S,2'S) usando el método NMR GIAO en los niveles  

mPW1PW91/6-311+G(d,p) and B3LYP/6-31G+(d,p) con un modelo de conductor polarizable 
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(PCM) en CHCl3 (Marcarino et al., 2020; Grimblat et al., 2015). Se calcularon los tensores 

isotrópicos para cada diasteroisómero y tras el análisis estadístico DP4+, se obtuvo, con el nivel 

B3LYP/6-31G+(d, p), que el diasterómero 1'S,2'R era el más probable con un 100 % de 

probabilidad. Estos resultados fueron respaldados por el análisis conjunto de probabilidad J-DP4, 

que combina las constantes 3JHH y el análisis DP4 para la asignación estereoquímica. En las Tablas 

7, S1, S2 y S3 se presentan los resultados de los cálculos computacionales efectuados. 

 
Tabla 7. Resultados del análisis de probabilidad DP4+ con diferentes niveles de teoría y con el análisis J-DP4 
 

 DP4+ J-DP4 

Configuración 
mPW1PW91/ 
6-31G+(d,p) 

B3LYP/ 
6-31G+(d,p) 

B3LYP/ 
6-31G+(d,p) 

1’R,2’R 0.00 %  0.00 % 0.00 % 
1’R,2’S 12.81 % 0.00 % 0.00 % 
1’S,2’R 87.19 % 100.00 % 99.50 % 
1’S,2’S 0.00 % 0.00 % 0.50 % 

 

 

En resumen, el compuesto fue caracterizado como (Z)-2-metilbut-2-enoato de (S)-(5-acetil-2-

hidroxifenil)((R)-3,3-dimetiloxiran-2-il)metil o 4-hidroxi-3-((S)-1’angeloiloxi-(R)-2’,3’-epoxi-3’-

metil)butil-acetofenona. 

 

 
Figura 11. Estructura de 108 con su estereoquímica.   
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Figura 12. Espectro de RMN-1H de 108  

 
Figura 13. Espectro de RMN-13C de 108  
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Tabla 8. Datos de RMN de 108 en CDCl3, (1H 400 MHz, 13C, 100 MHz) 

Posición δC Tipo δH, mult, (J en Hz) COSY         
1H → 1H 

HMBC        
1H → 13C 

1 130.4 C    
2 129.72 CH 7.87, d (1.7)   4, 6, 7, 1’ 
3 119.5 C    
4 157.2  C    
5 117.5 CH 6.88, d (8.58) 6 3 
6 130.4 CH  7.83, dd (8.67, 2.1) 5 2, 4, 7  
7 196.4 C    
8 26.3 CH3 2.51, s  1 
1’ 71.9  CH  5.94, d (7.57) 2’ 1’’ 
2’ 74.2 CH 3.87, d (7.56) 1’ 3’, 4’, 5’  
3’ 79.6 C    
4’ 19.6  CH3 1.33, s   5’ 
5’ 25.9 CH3 1.50, s  4’ 
1’’ 169.4 C    
2’’ 126.7 C    
3’’ 141.3 CH 6.2, qq (7.28, 1.49) 4’’, 5’’ 3’ 
4’’ 16.1 CH3 2.04, dq (7.27, 1.56) 3’’ 2’ 
5’’ 20.6 CH3 1.93, p (1.55) 3’’ 1’ 

 

 

La hipótesis aceptada a la fecha respecto a la biogénesis de los cromenos y los benzofuranos 

encontrados en la familia Asteraceae, es que estos se forman por las rutas del ácido siquímico y 

DOXP (fosfato de desoxixilulosa). Los precursores primarios serían una unidad de L-fenilalanina 

y el difosfato de dimetil alilo. La L-fenilalanina tras una eliminación de amonio y perdida de un 

carbono genera el fragmento C6C2. Posteriormente la prenilación del anillo aromático conlleva a 

la formación de una p-hidroxiacetofenona prenilada, que al sufrir una ciclación intramolecular vía 

un epóxido intermedio generaría el benzofurano o cromeno correspondiente (Proksch et al., 1983; 

Siebertz et al., 1989; 1990; Menut et al, 2000) (Figura 14). Yamaguchi et al., (2003) sugirieron 

que la ciclación puede ocurrir mediante una oxidación enzimática en las plantas, sin embargo, no 

se cuenta con evidencia de esta oxidación; ni enzimática ni la presencia de un epóxido 

intermediario, el cual es inestable, y fácilmente experimenta un ataque nucleofílico por parte del 

fenol para producir los derivados benzofurano o cromano (Gil et al., 2017). Otras de las reacciones 

antes mencionada cuenta con suficiente evidencia experimental (Lopes et al., 2006, Leite et al., 

2007) (Figura 15).  

Entonces, el epóxido 108 obtenido en este estudio podría ser el epóxido intermediario que genera 

a los benzofuranos o cromanos. Este producto representa la primera p-hidroxiacetofenona 

prenilada, que contiene un grupo epóxido susceptible a sufrir un ataque nucleofílico espontáneo 



61 

 

del fenol en la posición orto (Gil et al., 2017). Estos epóxidos son muy inestables, de allí que no se 

hayan aislado anteriormente. Se podría especular que el residuo de ácido angélico le confiere 

alguna estabilidad, por lo que es una pregunta que habría que responder en un futuro.  

 

 

Figura 14. Formación del heterociclo para los cromenos y benzofuranos a partir de p-hidroxiacetofenona (Imagen 

modificada de Castañeda, 1998). 
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Aislado de Helichrysum stoechas  Aislado de Fitchia speciosa 

 

  
Aislado de Smallanthus fruticosus, 

Podachaenium eminems  

Aislado de Smallanthus fruticosus 

 

Figura 15. Metabolitos intermediarios en la formación de cromenos y benzofuranos en Asteraceae (Proksch, 

1983). 

 

6.4 Composición química del aceite esencial  

El estudio de la composición de los aceites esenciales es de gran relevancia, ya que además de ser 

empleado frecuentemente como una prueba de identidad, los aceites esenciales constituyen una 

valiosa, y en gran medida inexplorada fuente de posibles fármacos; sus componentes ofrecen 

propiedades únicas gracias a sus características fisicoquímicas y muchos de ellos cumplen con los 

requerimientos necesarios desde el punto de vista de la química farmacéutica para ser candidatos a 

fármacos (Feyaerts et al., 2020). 

La identificación de los componentes del aceite esencial obtenido por hidrodestilación de A. 

grandifolia se realizó mediante CG-EM. Los resultados de este análisis se presentan en la Tabla 9 

y en la Figura 16. El rendimiento del aceite fue de aproximadamente 0.7 % con base al peso de la 

planta seca. Los compuestos se identificaron mediante la comparación de sus datos espectrales de 

masas con la biblioteca de espectros de masas del National Institute of Standards and Technology 

(NIST 98) y de los índices de retención, calculados con respecto a una serie homóloga de n-alcanos 

(Van Del Dool y Kratz, 1963) con los descritos por Adams (2007). Algunos de los componentes 

fueron comparados con muestras auténticas.  

Este análisis permitió la identificación de 16 constituyentes del aceite esencial, que representan un 

91.56 % de la composición (Tabla 9). El aceite está compuesto principalmente por 
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sesquiterpenoides y cromenos, con desmetoxiencecalina (23), encecalinol (24), β-eudesmol (51) y 

o-cimeno (110) como productos mayoritarios. Estos representan el 54.6% del contenido total.  

Aunque no existen estudios sobre la composición del aceite de A. grandifolia, las esencias de otras 

especies del género contienen terpenoides y cromenos. Así el aceite de A. pichinchensis contiene 

los cromenos 23, 24 y 26, y el de A. adenophora contiene a 32 (Torres Barajas et al., 2013; 

Weyerstahl et al., 1997). Estos cromenos son de fácil detección por cromatografía en capa delgada 

y sus características hacen que estos compuestos sean de utilidad como compuestos marcadores a 

la hora de generar las pruebas de calidad de las plantas que los contienen. 

 

 
Figura 16. Cromatografía en capa fina de izquierda a derecha de los repartos de CH2Cl2, AcOEt y aceite esencial 

de A. grandifolia. A) Revelado con anisaldehído. B) UV a 254 nm. Sistema de elución hexano/tolueno/AcOEt 

(5:4:1) 
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Figura 17. Cromatograma iónico total del aceite esencial de A. grandifolia analizado por CG-EM. 

 
Tabla 9 Compuestos volátiles identificados por CG-EM a partir del aceite esencial de A. grandifolia 

 
No. 

 
Compuesto 

 
IR teórico 

IR 
experimental 

 
Área (%) 

Método de 
identificación 

1 α-Felandreno 1002  989.78 1.9866 EM, IR 
2 o-Cimeno  1022 1010.2 8.301  EM, IR  
3 Fenilacetaldehído  1039 1028.7 2.5723 EM, IR  
4 β-Buorboneno 1387 1378 1.9877 EM, IR  
5 α-Gurjuneno  1409 1402.3 2.237 EM, IR  
6 Cariofileno 1417 1413.9 2.2566 EM, IR  
7 α-Humuleno  1452 1449  4.4336 EM, IR  
8 Germacreno D 1484 1476.2  4.7327 EM, IR  
9 Biciclogermacreno 1500 1491.1 1.3924 EM, IR  
10  Palustrol  1567 1565 6.2218 EM, IR 
11 β-Vatireneno 1574 1572.1 2.7873 EM, IR  
12 NI - 1597.8 0.7388 - 
13 Desmetoxiencecalina 1646 1651.1 18.306 EM, IR, STD 
14 β-Eudesmol 1649 1645.2  19.052 EM, IR 
15 Androencecalinol 1675 1664.9 4.0431 EM, IR, STD  
16 Encecalinol - 1796.9 8.9769 EM, STD 
17  Encecalina  1866 1855.9 2.2726 EM, IR, STD  
18 NI - 2044.5 2.4872 - 
19 NI - 2195.8 3.2129 - 
20 NI - 2277.2 2.008 - 

 



65 

 

6.5 Evaluación del efecto inhibitorio sobre la enzima α-glucosidasa de 

Saccharomyces cerevisiae 

Para la evaluación del efecto inhibitorio sobre la enzima α-glucosidasa de S. cerevisiae del aceite 

esencial, las fracciones de CH2Cl2 y AcOEt y los compuestos 23-25, 32, 105-108 se empleó un 

ensayo de tipo espectrofotocolorimétrico, basado en la cuantificación de p-nitrofenol generado por 

la hidrólisis enzimática del p-nitrofenol-a-D-glucopiránosido (p-NPG). La acarbosa fue utilizada 

como control positivo. A continuación, se presentan los resultados de las evaluaciones en la Tabla 

10. 

Tabla 10. Resultados obtenidos de la evaluación del efecto inhibitorio sobre la enzima α-glucosidasa de S. 

cerevisiae 

Compuesto CI50 (μM) Extracto CI50 (μg/mL) 

23 460 ± 2  CH2Cl2 362.8 ± 7.74  

24 400 ± 2 AcOEt 75.42 ± 12.83 

25 400 ± 2 Aceite 137.5 ± 0.88 

32 440 ± 2.6   

105 400 ± 3    

106 0.79 ± 0.006   

107 6.957 ± 0.063    

108 290 ± 4   

Acarbosa  300 ± 4   

 

Todos los compuestos presentaron actividad significativa como inhibidores de α-glucosidasa, con 

CI50 comparables a las de la acarbosa, a excepción de 106 y 107, cuyos valores de CI50 son menores 

a los de la acarbosa; la comparación de los valores de CI50 de 105 y 106, parece sugerir que el 

residuo de ácido cafeico ayuda a incrementar la actividad inhibitoria de estos compuestos; por otro 

lado la diferencia entre 106 y 107 es la presencia de un fenol extra en 106, en la posición 4’, lo que 

aumenta la actividad inhibitoria; esto coincide con datos reportados en la literatura sobre el impacto 

de la hidroxilación en el anillo B de los flavonoides sobre la inhibición de las enzimas α-

glucosidasas (Xu, 2010). 
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Figura 18. Curva concentración-respuesta de a) 106 y b) 107 sobre la enzima α-glucosidasa de S. cerevisiae. 

Es importante mencionar que todos estos compuestos no habían sido evaluados previamente como 

inhibidores de α-glucosidasa. Sin embargo, no debe perderse de vista la necesidad de realizar estos 

ensayos con enzimas de mamíferos, ya que éstas últimas y las α-glucosidasas de la levadura 

pertenecen a familias con diferencias en sus secuencias de aminoácidos, y por lo tanto en su 

habilidad para actuar sobre diferentes sustratos, por lo que sería importante complementar estos 

estudios para comprobar la actividad inhibitoria de los metabolitos aislados (Krasikov et al., 2001). 

También debe notarse que existen estudios in vivo que comprueban el efecto de algunos 

flavonoides y cromenos sobre las alfa-glucosidasas (Fontana Pereira et al., 2011; Escandón-Rivera, 

et al., 2017).  

También es importante recordar que la inhibición producida por las enzimas de S. cerevisieae 

podría relacionarse con un rol ecológico, para defender a la planta contra los ataques de insectos u 

hongos, por lo que no debe descartarse la utilidad del empleo de estos productos en el campo de la 

agricultura (Andrade-Cetto et al., 2019).  De hecho, algunos cromenos poseen actividad insecticida 

(Isman et al., 1985.) 

6.6 Cinética enzimática 

Con el fin de caracterizar el tipo de interacción entre la enzima α-glucosidasa de S. cerevisiae y 

106, el compuesto más activo, se realizó el ensayo de cinética enzimática generando curvas de 

saturación por sustrato a diferentes concentraciones de p-NPG y del inhibidor 106. El gráfico de 

Lineweaver-Burk del compuesto 106 (Figura 19) muestra una intersección de las distintas rectas 

en el cuadrante (x, -y), lo que indica una inhibición reversible de tipo mixta (R2=0.8505), esto 

significa que el inhibidor es capaz de unirse tanto a la enzima, como al complejo formado con el 
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sustrato (Baño et al., 2007); este tipo de inhibición coincide con lo reportado en la literatura, ya 

que la mayoría de los flavonoides presentan este comportamiento (Xu, 2010; Proença et al., 2017). 
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Figura 19. Gráfico de dobles recíprocos de Lineweaver-Burk de la inhibición de la enzima α-glucosidasa de S. 

cerevisiae a diferentes concentraciones de 106. 

6.7 Estudios de acoplamiento molecular 

Para complementar la actividad biológica observada in vitro se realizaron estudios de acoplamiento 

molecular (docking) entre los compuestos más activos (106 y 107) y la enzima α-glucosidasa de S. 

cerevisiae (código PDB: 3A4A).    

Los estudios de acoplamiento molecular son métodos de simulación para predecir la estructura de 

un complejo ligando-receptor, en el cual, el receptor es una proteína y el ligando es una molécula 

pequeña. La meta las simulaciones de este tipo es ajustar la pose del ligando en la proteína, 

análogamente al modelo de la llave y la cerradura de la especificidad de las enzimas.  Desde el 

punto de vista computacional, el acoplamiento molecular es un problema de optimización, donde 

el objetivo es encontrar la posición correcta del ligando entre un conjunto de posibles posiciones 

(de Azevedo, 2019).  

La enzima estudiada está compuesta por tres dominios, llamados A, B y C. El dominio A (residuos 

1-113 y 190-512) es un dominio catalítico que contiene un barril (β/α)8, el dominio B (residuos 

114-189) se encuentra insertado entre la tercera lámina β y la hélice del barril (β/α)8 del dominio 

A. El dominio C (residuos 513-589) comprende ocho hebras β antiparalelas. El sitio catalítico se 

encuentra entre los dominios A y B, formando una estructura similar a una hendidura, e incluye a 

los siguientes residuos: Asp69, His112, Arg213, Asp215, Glu277, His351, Asp352, Arg442. Otros 
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residuos de importancia son Tyr158, His280 y el asa 210-315, los cuales se encuentran a la entrada 

del sitio catalítico y ayudan en el reconocimiento de los sustratos (Yamamoto et al., 2010).   

En estos estudios se observó que los compuestos 106 y 107 interaccionan en el sitio catalítico 

(Figura 20). Adicionalmente, para validar, se modeló el modo de unión del control positivo, la 

acarbosa, que también se une en el sitio catalítico.  

Con las representaciones en 2D, obtenidas con LigPlot+ (Figura 21), se observa que el compuesto 

106 presenta interacciones por puentes de hidrógeno con los residuos Lys156, Ser241, Asp242, 

Glu277, Asp307, Pro312 y Asp352. Para el compuesto 107 se observan las interacciones con los 

residuos Asp242, Ser304, Thr310, Ser311, Arg315 y Arg442 (Figura 21). Es destacable que las 

interacciones varían considerablemente por la presencia del fenol adicional en 106, lo que podría 

estar en concordancia con lo mencionado anteriormente, sobre el efecto de los sustituyentes 

hidroxilo sobre los anillos B de flavonoides.   

 
Figura 20. A. Modelo estructural de los complejos formados entre la α-glucosidasa de S. cerevisiae con 106 
(verde), 107 (rojo) y acarbosa (amarillo). Representación 3D de los sitios de unión entre B. 106 C. 107 y D. 
Acarbosa 
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Figura 21. Aminoácidos involucrados en la unión de (A) 106 y (B) 107 con la enzima α-glucosidasa de S. cerevisiae  
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7. CONCLUSIONES 

 

La especie Ageratina grandifolia representa una fuente valiosa de inhibidores de las enzimas α-

glucosidasas. Todos los compuestos aislados mostraron actividad inhibitoria equiparable a la 

acarbosa, a excepción de 106 y 107, con una actividad mucho mayor.  

 

A partir de la infusión de las partes aéreas y el aceite esencial de A. grandifolia fue posible el 

aislamiento de cinco cromenos, tres flavonoides y una p-hidroxiacetofenona nueva, lo cual 

concuerda con otros estudios de la química del género.  

 

El epóxido 108 obtenido en este estudio podría ser el epóxido intermediario que genera a los 

benzofuranos o cromanos. Este producto representa la primera p-hidroxiacetofenona prenilada, que 

contiene un grupo epóxido susceptible a sufrir un ataque nucleofílico intramolecular del fenol en 

la posición orto. Se podría especular que el residuo de ácido angélico le confiere alguna estabilidad 

al epóxido 108, sin embargo, las razones de esta estabilidad quedan como preguntas que habría que 

responder en un futuro.  

 

El análisis del aceite esencial permitió determinar cómo productos mayoritarios a los metabolitos 

desmetoxiencecalina (23), encecalinol (24), β-eudesmol (51) y o-cimeno (110). Los cromenos 

presentes en el aceite, pueden fungir como compuestos marcadores para generar las pruebas de 

calidad.  
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8. PERSPECTIVAS 

 

Evaluar los flavonoides 106 y 107 en pruebas in vivo para corroborar su actividad como inhibidores 

de las enzimas α-glucosidasas.  

 

Establecer el perfil cromatográfico del extracto acuoso, con la finalidad de contribuir al desarrollo 

de pruebas de calidad para la planta 

 

Investigar el extracto orgánico total en búsqueda de otros metabolitos que puedan fungir como 

inhibidores de α-glucosidasas.  

 

Investigar las razones de la estabilidad del epóxido en 108 y el papel que podría desempeñar el 

residuo de ácido angélico en este fenómeno.  

 

Realizar un estudio etnobotánico de A. grandifolia en la comunidad de Capulálpam de Méndez, 

Oaxaca 
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Figura S2. Espectro COSY de 108 en CDCl3  
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Figura S3. Espectro HMBC de 108 en CDCl3  
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Figura S4. Espectro IR de 108.  



88 

 

 
Figura S5. Espectro 1H-RMN de 23 en CDCl3 
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Figura S6. Espectro 13C-RMN de 23 en CDCl3 
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Figura S7. Espectro IR de 23. 
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Figura S8. Espectro 1H-RMN de 24 en CDCl3  
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Figura S9. Espectro 13C-RMN de 24 en CDCl3  
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Figura S10. Espectro IR de 24 en CDCl3  
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Figura S11. Espectro 1H-RMN de 25 en CDCl3  
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Figura S12. Espectro 13C-RMN de 25 en CDCl3  
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Figura S13. Espectro IR de 25. 
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Figura S14. Espectro 1H-RMN de 32 en CDCl3  
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Figura S15. Espectro 13C-RMN de 32 en CDCl3  
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Figura S16. Espectro IR de 32 
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Figura S17. Espectro 1H-RMN de 105 en DMSO-d6  
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Figura S18. Espectro 13C-RMN de 105 en DMSO-d6  
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Figura S19. Espectro IR de 105 



103 

 

 
Figura S20. Espectro 1H-RMN de 106 en CD3OD  



104 

 

 
Figura S21. Espectro 13C-RMN de 106 en CD3OD  
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Figura S22. Espectro IR de 106 
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Figura S23. Espectro 1H-RMN de 107 en CD3OD  
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Figura S24. Espectro 13C-RMN de 107 en CD3OD  
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Figura S25. Espectro IR de 107 
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Figura S26. Espectro 1H-RMN de 26 en CDCl3  
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Figura S27. Espectro de masas (IE) de α-felandreno 
 
 

      
Figura S28. Espectro de masas (IE) de o-cimeno 

 
 
 

      
Figura S29. Espectro de masas (IE) de fenilacetaldehído 
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 1, at 360.194 s
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 2, at 372.744 s
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Library Hit - similarity 960, "Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl)-"
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 3, at 382.494 s
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Library Hit - similarity 907, "Benzeneacetaldehyde"
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Figura S30. Espectro de masas (IE) de β-buorboneno 

 
 

       
Figura S31. Espectro de masas (IE) de α-gurjuneno 

 
 

 
Figura S32. Espectro de masas (IE) de cariofileno 
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 4, at 549.344 s
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Library Hit - similarity 810, "Cyclobuta[1,2:3,4]dicyclopentene, decahydro-3a-methyl-6-methylene-1-(1-methylethyl)-, [1S-(1à,3aà,
3bá,6aá,6bà)]-"
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 5, at 559.694 s

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

1000
 204  161  105  189  119  91 

 133  55  81  147  67 
 175 

Library Hit - similarity 915, "1H-Cycloprop[e]azulene, 1a,2,3,4,4a,5,6,7b-octahydro-1,1,4,7-tetramethyl-, [1aR-(1aà,4à,4aá,7bà)]-
"
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 6, at 564.044 s
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Library Hit - similarity 944, "Caryophyllene"
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Figura S33. Espectro de masas (IE) de α-humuleno 

 
 
 

       
Figura S34. Espectro de masas (IE) de germacreno D 

 
 

     
Figura S35. Espectro de masas (IE) de biciclogermacreno 
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Peak True - sample "RM3014:2", peak 7, at 576.365 s
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Library Hit - similarity 890, "à-Caryophyllene"
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 8, at 587.544 s
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Library Hit - similarity 935, "1,6-Cyclodecadiene, 1-methyl-5-methylene-8-(1-methylethyl)-, [s-(E,E)]-"
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 9, at 593.194 s
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Library Hit - similarity 877, "ç-Elemene"
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Figura S36. Espectro de masas (IE) de palustrol 

 
 

     
Figura S37. Espectro de masas (IE) de β-Vatireneno 

 
 

     
Figura S38. Espectro de masas (IE) de desmetoxiencecalina 
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 10, at 621.044 s
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Library Hit - similarity 906, "4aH-cycloprop[e]azulen-4a-ol, decahydro-1,1,4,7-tetramethyl-"
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Library Hit - similarity 803, "á-Vatirenene"
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 13, at 649.344 s
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Library Hit - similarity 759, "1-Indanone, 3,3,5,6,7-pentamethyl-"
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Figura S39. Espectro de masas (IE) de β-Eudesmol 

 
 

       
Figura S40. Espectro de masas (IE) de androencecalinol 

 
 
 

      
Figura S41. Espectro de masas (IE) de encecalinol 

 

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

500

1000
 59 

 79  67  91  105  149  121  204  189  175  222 

Peak True - sample "RM30147:2", peak 14, at 651.294 s
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Library Hit - similarity 891, "2-Naphthalenemethanol, decahydro-à,à,4a-trimethyl-8-methylene-, [2R-(2à,4aà,8aá)]-"
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 15, at 655.894 s
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Library Hit - similarity 810, "1H-Inden-1-one, 7-(1,1-dimethylethyl)-2,3-dihydro-3,3-dimethyl-"
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 16, at 699.944 s
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Library Hit - similarity 660, "1-Tetralone, 8-trimethylsilyloxy-"
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Figura S42. Espectro de masas (IE) de encecalina 

 
 
 

      
Figura S43. Espectro de masas (IE) de O-encecalinol 
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Peak True - sample "RM30147:2", peak 17, at 718.094 s
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Library Hit - similarity 717, "Benzene, 1,1'-(1,1,2,2,3,3-hexafluoro-1,3-propanediyl)bis[2,3,4,5,6-pentafluoro-"
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Peak True - sample "RM3024:1", peak 1, at 669.85 s
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Library Hit - similarity 636, "1H-Inden-1-one, 7-(1,1-dimethylethyl)-2,3-dihydro-3,3-dimethyl-"



116 

 

Tabla S1. Análisis de probabilidad DP4+ en los niveles B3LYP/6-31G+(d,p) 
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Tabla S2. Análisis de probabilidad DP4+ en los niveles mPW1PW91/6-31G+(d,p). 
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Tabla S3. Análisis de probabilidad J-DP4. 
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