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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la obtencion del componente mayoritario del
extracto de acetona de las hojas de Salvia dugesii, el neo-clerodano denominado &cido
kerlinico (4), a partir del cual se obtuvo la g-lactona 4a mediante la ciclacion entre el acido
carboxilico y el grupo hidroxilo. Se ensayo la actividad antibacteriana de 4a frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, el cual no mostro actividad, demostrando que el
cambio estructural de 4 no modifico su actividad; ya que se conoce que 4 no muestra
actividad antibacteriana. Estos compuestos fueron caracterizados mediante Resonancia

Magnética Nuclear de una y dos dimensiones e IR.

: OH
CO,H
4

Palabras clave: Salvia, diterpeno, neo-clerodano, acido kerlinico, s-lactona.



ABSTRACT

The study outlines the isolation of the principal component of the acetone extract of
Salvia dugesii leaves, which is the neo-clerodane known as kerlinic acid (4). The B-lactone
4a was subsequently synthesized via cyclization between the carboxylic acid and the
hydroxyl group of kerlinic acid (4). The antibacterial activity of 4a was tested against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The results showed no activity, indicating that
the structural modification of 4 did not affect its activity. This is consistent with the known
antibacterial inactivity of 4. One- and two-dimensional Nuclear Magnetic Resonance and

IR were used to characterize these compounds.

Key words: Salvia, diterpene, neo-clerodane, kerlinic acid, g-lactone.



INTRODUCCION

El uso de las plantas con fines terapéuticos es una de las practicas mas antiguas de
la humanidad. Los egipcios registraron el uso de analgésicos con drogas opioides, asi como
la utilidad de hongos con propiedades antibidticas; otras civilizaciones, como India y China
también dejaron un registro sobre el uso de aproximadamente 700 plantas medicinales que
aun juegan un papel importante en la medicina tradicional (Barreiro & Bolzani, 2009;
Cechinel & Yunes, 2016). Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
afirma que al menos el 80% de la poblacién mundial sigue utilizando plantas,
principalmente en forma de extractos o de ingredientes activos para tratar enfermedades
béasicas (Niero et al., 2018).

Los productos naturales provienen de bacterias, hongos, plantas, insectos y esponjas
marinas, estos compuestos y sus derivados presentan un elevado potencial clinico debido a
sus efectos terapéuticos y pueden emplearse como precursores o prototipos de nuevos
medicamentos (Robinson et al., 2019). En el periodo comprendido entre 1981 al 2019, se
determind que aproximadamente el 18.9% de los 1881 medicamentos recientemente
aprobados se derivan de productos naturales (Newman & Cragg, 2020). Esto ha llevado al
estudio biotecnoldgico de compuestos bioactivos con el proposito de efectuar
modificaciones estructurales, crear grupos de analogos sintéticos y obtener analogos

funcionales que determinen posibles relaciones estructura-actividad (Egbuna et al., 2019).

Los productos naturales bioactivos que contienen un nucleo S-lactona presentan un
alto potencial clinico al mostrar actividad anticancerigena y neurotoxica primordialmente
(Robinson et al., 2019). Por ejemplo, la salinosporamida A (1) (Marizomib®) (figura 1),
mostrd actividad citotoxica inhibiendo las actividades proteoliticas del proteasoma 20S,
siendo eficaz contra las neoplasias malignas hematoldgicas y los carcinomas pancreaticos
(Potts et al., 2011). Otro ejemplo, es la lipstatina (2), un metabolito microbiano aislado de
Streptomyces toxytricini y su derivado la tetrahidrolipstatina (3), los cuales demostraron
inhibicion eficaz de la lipasa pancreatica; ademas, 3 (Orlistat®, Xenical®, Alli®) se utiliza
como tratamiento para la obesidad y la hipercolesterolemia, debido a la reduccién de la
absorcion de grasa y los niveles de colesterol en el plasma (Lowe & Vederas, 1995;

Jouanneau et al., 2019).
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Figura 1. Estructuras quimicas de la salinosporamida A (1), la lipstatina (2) y la

tetrahidrolipstatina (3).

En los Gltimos afios, diversos estudios han revelado el potencial del ndcleo g-lactona
debido a las reacciones nucleofilicas y electrofilicas que pueden experimentar,
convirtiéndolo en un valioso intermediario sintético para la produccién de productos
naturales con actividad bioldgica o farmacoldgica (Bottcher & Sieber, 2008; Kluge &
Petter, 2010; Robinson et al., 2019).

En estudios realizados previamente en el grupo de trabajo del extracto de
diclorometano de la especie vegetal Salvia dugesii, aislaron como componente mayoritario
el acido kerlinico (4) (figura 2), el cual presenta diversos grupos funcionales en su
estructura (Calderon-Oropeza, 2021). Por lo tanto, en el presente trabajo se llevo a cabo el
estudio de la reactividad de los grupos hidroxilo y carboxilo de 4 para generar derivados

novedosos que posean un ndcleo de S-lactona.
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Figura 2. Estructura quimica del &cido kerlinico (4).



ANTECEDENTES

neo-clerodanos

Los diterpenos de tipo clerodano son los mas abundantes en la naturaleza
(Hagiwara, 2019), se forman biosintéticamente mediante el reordenamiento del cation
labdadienilo (a) producido por la ciclacion enzimatica del geranilgeranilpirofosfato (GG-
OPP) y a través de subsiguientes migraciones de hidruros y metilos se generan productos
con estructura trans-anular, conocidos como trans-clerodanos. Para la obtencion de cis-
clerodanos, se generan reordenamientos del cation ¢ (esquema 1) (Tokoroyama, 2000;
Gomez-Hurtado et al., 2011; Hagiwara, 2019).

diterpenos cis-clerodanos

diterpenos trans-clerodanos

Esquema 1. Biosintesis de clerodanos (Tomado de Hagiwara, 2019).

Los clerodanos muestran una estructura basica 5 (figura 3), dividiéndose en dos
fragmentos, un resto de decalina de anillo fusionado (C-1—C-10) con cuatro centros
estereogénicos contiguos (C-5,C-10,C-9,C-8) y una cadena lateral de seis carbonos en C-9
(C-11—C-16) donde C-16 se une a C-13 dando una estructura de 3-metilpentilo, los
carbonos C-17, C-18, C-19 y C-20 se encuentran unidos en C-8, C-4, C-5 y C-9,
respectivamente en el sistema de decalina (Merritt & Ley, 1992; Li et al.,, 2016). La
estereoquimica absoluta se indica como neo-clerodano (6) para los clerodanos con
estereoquimica igual a la clerodina y ent-neo-clerodano (7) para referir a los enantidmeros
(Tokoroyama, 2000).



5 neo-clerodano = ent-clerodano (6) ent-neo-clerodano (7)

Figura 3. Estructura basica y estereoquimica absoluta de los clerodanos.

Los compuestos de tipo neo-clerodano son abundantes en la naturaleza y poseen una
amplia gama de actividades biolégicas; por ejemplo, la escutalbina C (8), el escuteciprol B
(9), la jodrelina A (10), y la dihidroclerodina (11) (figura 4) presentan actividad

antialimentaria contra Spodoptera littoralis (Bruno et al., 2002; Klein et al., 2002).

Figura 4. Clerodanos que presentan actividad antialimentaria.

Estudios efectuados por Prisinzano y Rothman (2008), y por Hooker y
colaboradores (2009), demostraron el efecto de la salvinorina A (12) aislada de Salvia
divinorum y de sus derivados el 22-tiocianato 13 y la 22-cloro-salvinorina A (14) (figura
5), como agonistas de receptores opioides kappa (k) no nitrogenados, ademas 12 posee

efectos antinociceptivos y antiinflamatorios (Aviello et al., 2011).



Figura 5. Clerodanos que actian como agonistas de receptores opioides.

Los clerodanos también han mostrado actividad antimicrobiana; por ejemplo, las
sepulturinas A, C, D y E (15-18) (figura 6) aisladas de Saliva shannoni, exhiben actividad
antiprotozoaria contra Entamoeba histolytica y Giardia lamblia (Bautista et al., 2013).

Figura 6. Estructuras quimicas de las sepulturinas A, C, Dy E (15-18).

Los clerodanos 19 y 20 (figura 7) aislados de Salvia adenophora, mostraron
actividad contra Staphylococcus epidermidis (Bisio et al., 2015); mientras que 21 fue activo
contra Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas spp., Bacillus spp., y
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Marthanda et al., 2005; Gupta et al., 2013);

ademas, 21 es el primer clerodano reductor de lipidos (Sashidhara et al., 2011).



Figura 7. Clerodanos que presentan actividad antimicrobiana.

Otras actividades bioldgicas presentadas por este tipo de compuestos es la actividad
potenciadora de NGF en células PC12 (Tang et al., 2009), la cual es exhibida por el 6a,7a-
dihidroxiannoneno (22) (figura 8); mientras que la trans-dehidrocrotonina (23) reduce
significativamente la lesion gastrica por estrés al presentar actividad antiulcerosa (Hiruma-
Lima et al., 2001; Brasil et al., 2006); asimismo 23 present0 actividad antitumoral,
antiinflamatoria, hipoglucémica, antiaterogénica, antiestrogenos; entre otras (Costa et al.,
2007). Algunos neo-clerodanos mostraron otros efectos bioldgicos, como el 34,44:15,16-
diepoxi-13(16),14-clerodadieno (24) que inhibi6 la produccion de NO en células RAW
264.7 estimuladas con LPS (Harinantenaina et al., 2006); y el acido clerodérmico (25) que

indujo apoptosis contra células HL60 de leucemia humana (Efdi et al., 2007).

CO,H
25

Figura 8. Clerodanos con diversas actividades bioldgicas.



Importancia de las lactonas

Las lactonas son un éster ciclico generadas por la esterificacion entre un alcohol y
un &cido carboxilico, pueden encontrarse en la naturaleza anillos desde cuatro hasta mas de
20 &omos en su cadena heterociclica; se nombran eliminando la palabra “acido”, y
sustituyendo la terminacion -oico del acido carboxilico precursor por la terminacion -6lido
y se identifica con un numero el carbono oxigenado (Carey et al., 2014). También, suelen
presentarse por sus nombres comunes, combinando la terminacion -ico del hidroxiacido por
-olactona y designando una letra griega al &tomo de carbono que tiene el grupo hidroxilo
para cerrar el anillo, los sustituyentes se nombran de igual forma que el acido precursor
(figura 9) (Wade, 2017).

o (¢
O 0
(¢}
O
(¢} o
26 27 28 29
2-etanodlida 3-propandlida 4-butanolida S-petanolida
a-acetolactona f-propiolactona y-butirolactona Svalerolactona

Figura 9. Nomenclatura de las lactonas.

Las y- y o-lactonas constituidas por anillos heterociclicos de cinco y seis atomos,
respectivamente; suelen ser las lactonas mas comunes distribuidas en la naturaleza,
principalmente en los productos naturales sintetizados por plantas y de manera particular en
compuestos terpénicos (Guerrero Reyes, 2015). La actividad bioldgica de los diterpenos de
tipo labdano, halimano y clerodano aumenta cuando presentan un grupo lactona (Silva, et
al., 2011); por ejemplo, la gomphostenina (30) y la gomphostenina A (31) (figura 10), las
cuales fueron aisladas de Gomphostemma niveum y presentaron actividad antipaltdica
contra Plasmodium falciparum (Sathe & Kaushik, 2010); mientras que los clerodanos 32 y
33 mostraron actividad inhibitoria moderada contra Enterococcus faecium y E. faecalis
(Bisio et al., 2015). Otro ejemplo, son los clerodanos 34, 35y 36 que exhibieron actividad
contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Bacillus

subtilis y Samonella flexneri (Igbal et al., 2013).



Figura 10. Clerodanos con actividad antimicrobiana que presentan en su estructura un

grupo lactona.

Este tipo de compuestos presentan otro tipo de actividades; por ejemplo, la
escutehenanina H (37) (figura 11) que fue aislada de Scutellaria barbata, mostr6 actividad
citotoxica (Dai et al., 2010); y las limbatoélidas A y B (38-39) actian como inhibidores de la

acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa (Ahmad et al., 2005).

H;CO

CO,H
39

Figura 11. Estructuras quimicas de la escutehenanina H (37) y las limbatdlidas A y B (38-
39).



En el 2015 Mantaj y colaboradores, aislaron un diterpeno de tipo cis-clerodano de
Tinospora crispa, nombrado crispina E (40) (figura 12) que mostr6 actividad inhibitoria
selectiva de STATS3, proporcionando una alternativa natural de terapia contra gran variedad
de neoplasias malignas, como tumores de mama, prostata, cabeza y cuello, mielomas

multiples y neoplasias hematoldgicas (Mataj et al., 2015).

(0)

40

Figura 12. Estructura quimica de la crispina E (40).

Los productos naturales bioactivos que contienen f-lactonas, f-lactamas y epdxidos,
tienen la capacidad de producir aductos inactivos de acil-enzima mediante la acilacion
covalente de los residuos nucleofilicos de lisina, serina, histidina y cisteina en los sitios
activos de las enzimas (Drahl et al., 2005; Zeiler et al., 2013). Por ejemplo, la penicilina V
(41) (figura 13), inhibe la sintesis del peptidoglucano mediante la acilacion de la
transpeptidasa a través de la escision del enlace -CO-N del anillo de g-lactama (Knollmann,
et al., 2017); mientras que el &cido clavulénico (42) actia como un inhibidor de g-
lactamasas (Reading & Cole, 1977) y la triptolida (43), se une covalentemente al XPB
humano, una subunidad del factor de transcripcién TFIIH e inhibe su actividad ATPasa
dependiente de ADN (Titov et al., 2011).

Figura 13. Productos naturales bioactivos que contienen S-lactonas, p-lactamas y epdxidos.
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Los productos naturales que contienen un nucleo p-lactona, en su mayoria se
obtienen mediante modificaciones quimicas con el propdsito de obtener compuestos
bioactivos que presenten un alto potencial anticancerigeno y neurotdxico (Robinson et al.,
2019). Estos compuestos han contribuido en la investigacion médica; por ejemplo, la
lactacistina (44), un metabolito microbiano aislado de Streptomyces sp y su derivado
omuralida (45) (figura 14), mostraron actividad neurotréfica y han sido utilizados ante
padecimientos del sistema nervioso por disminucion de NTF (factores neurotroficos)
(Omuraet al., 1991).

0) i OH H
(@) N .,
l
HO 0
HO C” “NHAc o
45

Figura 14. Estructuras quimicas de la lactacistina (44) y la omuralida (45).

Las p-lactonas se modifican con el proposito de disefiar sondas ABPP (protedmica
basada en actividad) para la determinacion de actividades enzimaticas sobre proteomas
bacterianos, lo cual brinda una estrategia novedosa para la inhibicion de diversas enzimas
bacterianas y ventajas sobre el desarrollo de nuevos antibidticos (Bottcher & Sieber, 2008).
Debido a ello, existen publicaciones con el propoésito de abordar las modificaciones
quimicas con relacién a la obtencion de S-lactonas y explorar sus aplicaciones en el ambito
farmacoldgico (Kluge & Petter, 2010; Robinson et al., 2019).

La primera estructura de tipo S-lactona 47 la sintetiz6 Einhorn en 1883, a partir del
acido 3-bromo-3(-2-nitrofenil)propionico (46) (esquema 2), y determind que el grupo nitro

de la estructura permite la prevalecia del intermediario S-lactona.

0 o
CO,H
N32CO3, Hzo
0-5°C
N02 Br N02
46 47

Esquema 2. Sintesis de la nitrolactona 47 a partir de 46.

10



Una ruta mas versatil para obtener S-lactonas la desarrollaron Staudinger & Bereza
mediante la cicloadicion [2+2] entre cetenos y compuestos carbonilicos (Staudinger &
Bereza, 1911). Casi un siglo después, Merlic & Doroh (2003) obtuvieron g-lactonas a partir
de la reactividad entre aldehidos y cetenos, estos Ultimos generados por fotdlisis de

complejos de cromo-carbeno (esquema 3).

Cr(CO); 0 DMAP, hv OCH3
R)J\OCH U S v \\OCHz oPh —
Ceteno Aldehido ﬂ-lactonas Olefina

Esquema 3. Obtencion de S-lactonas por cicloadicion [2+2] entre cetenos y compuestos

carbonilicos.

Otro método desarrollado para la obtencién de p-lactonas tri y tetrasustituidas en
alto rendimiento fue el de Adam, el cual consiste en la ciclacion directa de g-hidroxiécidos
(esquema 4). También, determinaron que al incrementar la temperatura de las s-lactonas se

generan las olefinas correspondientes (Adam et al., 1972).

PhSO,Cl, piridina

‘ (45-55 °C) l
R, R, 0 R R
1 2
R,—}—CO,H  PhSO,CI Rz——'// (140-160 °C) I
R;——OH iridina (0-5 °C) R;——O
3 piridina ( ) 3 R R,
R4 R4
S-hidroxiicido Slactona Olefina

Esquema 4. Procedimiento de Adam para la obtencion de S-lactonas por ciclacion directa

de p-hidroxiacidos.

Mientras que Reddy & Corey en 2006 sintetizaron las g-lactonas biciclicas 50 y 51
a partir del cloruro de acrililo (48) con la aminocetona 49 en lugar de la acrilamida

correspondiente (esquema 5).
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BMP |
O 4 §OOCH; N (‘:‘(\)\SCH3
o ““NoBn Piridina { % OBn  +
| ;1 CHj
CH, S0
of
48 49 50

Esquema 5. Sintesis de f-lactonas biciclicas a partir del cloruro de acrililo (48) con la

aminocetona 49.

Por su parte, Lajkiewicz et al. (2014) obtuvieron la p-lactona 53 a partir del
rocaglato de metilo (52) mediante la reduccién y posterior ciclacién de 52 (esquema 6),
determinando la utilidad y aplicacion de 53 como un quimiotipo para la modificacion
covalente de serina hidrolasa y peptidasa al inhibir varias enzimas, entre ellas, CTSA,
serina carboxipeptidasa inducible por retinoides (SCPEP1), proteina 10 que contiene el
dominio a/f hidrolasa (ABHD10) y acil-CoA tioesterasa 1/2 (ACOT1/2).

O0—t O
HQ  co,Me 5
MeO HO \ MeO HO,
. 1. LiOH, THF, H,0, 60 °C .
R - (TRR
2. BOP-CI, E;N, CH,Cl,, 1t
MeO MeO
OMe OMe
52 53

Esquema 6. Obtencion de la p-lactona 53 a partir del rocaglato de metilo (52).

En 2017 Schaffer y colaboradores describieron la formacién catalizada por enzimas
de un anillo de g-lactona durante la ciclizacion mediada por TE (dominios tioesterasa) del
(R)-p-hidroxi-p-nitro-L-homofenilalanina (54) y el acido 2,3-dihidroxibenzdico (55) para
generar la obafluorina (Obi, 56) (esquema 7), un antibidtico f-lactona cis-monociclico

producido por cepas de Pseudomonas fluorescens.

NH, ObiD, ObiF 0 NO,
ATP, Mg?*
HO N OH > g HO N
HO 75 mM Tris, pH 7.5 0

H
© © NO, OH O OH 0

o)
54 55 56

Esquema 7. Conversion enzimatica de 54 y 55 en la g-lactona Obi (56).
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Mediante la modificacion del procedimiento de Adam, realizada por Jouanneau y
colaboradores en el 2019, obtuvieron la sonda protedmica portadora de f-lactona 59 a partir
del inmunomodulador natural conocido como andrografolido (57), afiadiendo un fragmento
electrofilo adicional mediante la oxidacion del 1,3-diol de 57 y la posterior lactonizacion

del g-hidroxiacido 58 (esquema 8).

N\ O
; NGl 8 NGl L8
HO 0 3 0“‘%0 T | ?
P TsCl, N, THF -

23°C, 16 h
(42%)

B
- = —_—

HO"

57 58

Esquema 8. Obtencidn de la S-lactona 59 a partir del andrografolido (57).

Mientras que Zhang y colaboradores obtuvieron una mezcla diastereomérica de
inhibidores G12Si-1 (63), mediante la sintesis de la g-lactona 61 a partir del precursor 60 a
través de una lactonizacion aldolica intramolecular catalizada por nucleéfilos (NCAL) y la
posterior union de la p-lactona 61 al resto de la tetrahidropiridopirimidina E triflada (62)
(esquema 9). Estos inhibidores actian como un electréfilo privilegiado para la serina
adquirida en K-Ras(G12S), y proporcionan una alternativa en el tratamiento de otros
mutantes de KRAS que ocasionan adenocarcinomas colorrectales y carcinomas de pulmon,

principalmente (Zhang et al., 2022).
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1.0;, DMS
2. Piridinio A, DIPEA
HO NN 3.TFA _
Boc 43 %

60

OH N
O | \)N\ | 2.58,EuN O | N /
N = 42 %
DT T
62

G12Si-1 (63)

Esquema 9. Sintesis del inhibidor covalente selectivo a cisteina del gen mutante G12C de
K-Ras (G12Si-1, 63) a partir de la tetrahidropiridopirimidina E triflada (62).
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Reactividad de las g-lactonas

Las f-lactonas se denominan estructuras privilegiadas porque pueden actuar como
electrofilos altamente reactivos que sirven como intermediarios versatiles para la sintesis de
productos con grupos funcionales que incluyen alquenos, heterociclos e hidroxiéacidos

(Robinson et al., 2019); a través de diversas transformaciones como se muestra en el

esquema 10:
0
o z
z
s R R, OH
Hy
0]
R H « R
e
OO &
J = 3
CJQ'
LY
7 O O
0 0]
H,N OH 1. NaN, LDA, R,X 7
~2.Pd,CH
o » Ly 7 R,
R s R R
S &,
N (= 5
<0 @) N
7 7
< <
[=®}
O o
o OH O
R _R,
OH 0 i
R R, V4 zZ Ry
| 0]
= R,

Esquema 10. Reactividad de las g-lactonas.

Mulzer y colaboradores reportaron la formacion de y-lactonas a partir de S-lactonas
impulsada por la liberacion de la tension anular que presenta el anillo g-lactona, generando
dos centros estereogénicos; en donde uno de los enlaces quimicos migratorios se posiciona
en el anillo y otro en posicion C-5 (esquema 11a) (Mulzer et al., 1979), debido a que la
selectividad de los reordenamientos diotropicos esta relacionada con los sustituyentes (R*-
R®) en el anillo de g-lactona, clasificandolos en grupos migradores (R?), de reserva (R?, R®

y R*) y periféricos (R® y R®) (esquema 11b) (Zhang et al., 2022).
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MgBr2
H"
H3C

H c H
,B—lactona y-lactona
t
b
) )
0] o . 4
RS \R* Acido de Lewis R
D W\ 3
R6 R2 R3 \\\R
R! R?
Plactona ylactona

Esquema 11. Formacion de y-lactonas a partir de S-lactonas.

Posteriormente, Morita et al. (2005) obtuvieron el &cido carboxilico 65, precursor
para la sintesis de (R)-muscona (66), mediante la apertura del anillo de la (R)-(+)-f-metil-4-
propiolactona (64) con un organocuprato funcionalizado (esquema 12), siendo 66 la fuente

clasica mas importante de olores de almizcle para perfumes y colonias.

0
0 0
|j R-MgBr, CuX, THF, 14 h — >
S ;g OH ————=
64 65 66

Esquema 12. Obtencidn del acido carboxilico 65 para la sintesis de la (R)-muscona (66).

Las cicloisomerizaciones proporcionan heterociclos funcionalizados como las a-
pironas, Dombray vy colaboradores sintetizaron «a-pironas sustituidas mediante
reordenamientos de S-alquinilpropiolactonas catalizadas por oro(l) (esquema 13); este tipo
de compuestos han sido utilizados como precursores para la obtencion de derivados
bioactivos (Goel & Ram, 2009).

(0] o 0
RyPAUOTS (5 mol%) =~ R2 o
R2 CH2C12, rfx o
N 2
R!
alquinilpropiolactona a-pirona
P-alquinilprop p

Esquema 13. Sintesis de a-pironas sustituidas a partir de g-alquinilpropiolactonas.
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Solé & Fernandez (2013) obtuvieron el g-hidroxi-N-dimetilamida (68) en buen
rendimiento, a partir de la apertura del anillo de la g-butirolactona (67) mediante una via de

adicion-eliminacion (esquema 14)
OH O

0]
0) Bpln-N(CH3)2
NaO7Bu (15 mol%) N
MeOH, reflujo, 17 h |
68

67
Esquema 14. Sintesis del p-hidroxi-N-dimetilamida (68) a partir de la -butirolactona (67)
(2013) determinaron que la cicloadicién de

Por su parte, Douglas et al.
alquilarilcetenos con aldehidos aromaticos catalizada con NHC genera pg-lactonas y

productos de derivatizacion g-hidroxi y f-aminoacido a través de la apertura del anillo de

las p-lactonas (esquema 15).
Sal de azolio quiral 0) 0 OH NH2
. Q (2.5-10mol%) _  Y}—O :
ArlJJ\R HJJ\AI'z KHMDS Ar ‘hy , HO R AI'2 Hzo
Tolueno, -50 °C R Ar? Ar!
Aldehidos Plactona S-hidroxiacido Saminoacido

Alquilarilceteno
aromaticos

Esquema 15. Obtencion de g-hidroxiéacidos y f-aminoéacidos a partir de S-lactonas
y colaboradores obtuvieron sistemas p-lactona 3,3,4

Mientras que Noel
trisustituidos a partir de una p-lactona 3,4-trans-disustituida, mediante métodos sintéticos
que incluyen la adicion electrofilica a través de un intermediario enolato (esquema 16)

(Noel et al., 2014).
0] 0]
(0] 1) LDA, THF, -78 °C (0]
2) Mel Me
Et 4Ar Et (/%ZAI‘
[lactona 3,3,4-trisustituida

lactona 3,4-trans-disustituida
Esquema 16. Sintesis de S-lactonas 3,3,4-trisustituidas
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Acido kerlinico

En estudios realizados previamente en el grupo de trabajo, se aisl6 del extracto de
diclorometano de la especie vegetal Salvia dugesii, el componente mayoritario conocido
como &cido kerlinico (4) (Calderén-Oropeza, 2021), un diterpeno de tipo neo-clerodano; el
cual también ha sido aislado de Salvia kerlii colectada en el estado de Querétaro y su
estructura y configuracion relativa se establecieron mediante correlacion quimica a partir de
la obtencion del derivado de éster dimetilico 4f (esquema 17), que fue obtenido
previamente del acido melisoddrico (69) y su configuracion relativa fue determinada por
RMN vy transformaciones quimicas. (Rodriguez et al., 1973; Rodriguez-Hahn et al., 1987).

ACZO
Piridina

2 OH
CO,H CO,CH;
4 4b

Ac,0 mCPBA

Piridina : CHCI,
: OH i OAc
CO,CH;4 CO,CH,4
69a 69b 69c af

A= 1) O;, CH,Cl,, -70°C/NaHCOj3, H,0,, MeOH. 2) CH,N,, Et,0.
Esquema 17. Correlacion quimica de 4f a partir de 4 y 69.

Un isomero del &cido kerlinico fue aislado de la esponja marina Raspailia
bouryesnaultae. Este compuesto presenta actividad citotoxica moderada en la linea celular
de cancer humano A549 con valores de ICso inferiores a 25 puM vy difiere en la
estereoquimica con 4 (figura 15), debido a que presenta una fusion de anillo cis en el resto
de decalina, y los grupos metilo en C-8 y C-9 se encuentran en una relacion trans (tipo
cis/trans) (Lhullier et al., 2019).

18



CO,H

4 70

Figura 15. Estructura quimica del acido kerlinico (4) y el isomero 70.

Por su parte, el acido Kkerlinico (4) presentd actividad antialimentaria contra
Spodoptera littoralis (Simmonds et al., 1996); herbicida frente a Echinochloa crus-galli
(Gonzélez et al., 2003); y actividad antifingica contra Fusarium oxysporum f.sp. cubense y
Fusarium verticillioides (Calderén-Oropeza, 2021) y se caracteriza por presentar en su
estructura diversos grupos funcionales, susceptibles a modificaciones quimicas, por ello en

este trabajo se prepar6 un derivado novedoso con posible actividad biologica.
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JUSTIFICACION

El acido kerlinico (4), al ser un neo-clerodano aislado de Salvia dugesii en buen
rendimiento y al presentar diversos grupos funcionales en su estructura, genera el interés de
realizar un estudio de la reactividad del grupo carboxilo e hidroxilo, para generar el ndcleo

de S-lactona, el cual ha demostrado un alto potencial anticancerigeno y neurotdxico.

Las S-lactonas son estructuras privilegiadas debido a las reacciones nucleofilicas y
electrofilicas que pueden experimentar, convirtiéndose en valiosos intermediarios sintéticos

para la produccién de productos naturales con actividad bioldgica.
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OBJETIVOS

Objetivo general:
Preparar el nucleo f-lactona a partir del acido kerlinico (4) aislado de Salvia dugesii,

para estudiar la reactividad de los grupos funcionales carboxilo e hidroxilo.

Objetivos especificos:
= Aislary purificar el &cido kerlinico (4) del extracto de acetona de las hojas de Salvia
dugesii.
= Realizar y optimizar reacciones de ciclacién entre el grupo carboxilo e hidroxilo del
acido kerlinico (4).

= Caracterizar los productos obtenidos mediante métodos fisicos y espectroscopicos.
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METODOLOGIA GENERAL

O N o g A~ W Dd -

Colecta de la especie vegetal Salvia dugesii.

Separacion y secado de las partes aéreas de la planta.

Obtencidn del extracto de acetona de las hojas de Salvia dugesii.

Purificacion del &cido kerlinico (4) mediante métodos cromatogréficos.

Ensayo de reacciones de ciclacion en el acido kerlinico (4).

Optimizacion de las reacciones de ciclizacion.

Determinacion de las propiedades fisicas de los derivados preparados.

Elucidacion estructural de los derivados preparados mediante métodos

espectroscopicos de Resonancia Magnética Nuclear de una y dos dimensiones.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Obtencidn del &cido kerlinico (4)

El extracto de acetona de hojas de Salvia dugesii fue fraccionado por cromatografia
en columna, obteniéndose con la polaridad 9:1 hexanos-acetona cristales incoloros con
punto de fusion de 184-186 °C, los cuales fueron analizados por RMN de 'H. En el
espectro (figura 16) se observé en 7.35 ppm una sefial triple ancha con J = 1.4 Hz, W1z =
3.85 Hz, una sefial simple en 7.20 ppm y una sefial simple ancha en 6.25 ppm, W1, = 3.85
Hz, correspondientes a los protones H-15, H-16 y H-14, respectivamente de un furano
monosustituido. En 5.64 ppm se apreci6 una sefial multiple caracteristica del proton vinilico
H-3 y en 3.48 ppm se observo una sefial doble de dobles con J = 11.4, 4.6 Hz,
correspondiente al proton H-6 base de hidroxilo. En 1.93 y 0.73 ppm se observaron dos
sefiales simples caracteristicas del metilo vinilico CHs-18 y al metilo terciario CHz-20,
respectivamente. En 0.86 ppm se aprecid una sefial doble con J = 6.6 Hz, correspondiente
al metilo secundario CHs-17. Estos datos fueron comparados con los de la literatura
(Rodriguez-Hahn et al., 1987) indicando la presencia del acido kerlinico (4) (tabla 1).

20
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Figura 16. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDClI3 del 4cido kerlinico (4).
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Tabla 1. Comparacion de los desplazamientos quimicos de RMN de *H en ppm, del 4cido

kerlinico (4) con la literatura (Rodriguez-Hahn et al., 1987).

H Experimental 6 (J) Literatura é (J) Ad
3 5.64 (M) 5.60 (M) 0.04
6 3.48 (dd, J = 11.4, 4.6 Hz) 3.45 (dd, J = 10.0, 4.0 Hz) | 0.03
14 6.25 (sa, W12 = 3.85 Hz) 6.20 (dd, J=2.0,1.0 Hz) |0.05
15 | 7.35(ta, J = 1.4 Hz, W12 = 3.85 Hz) 7.30 (t, J = 2.0 Hz) 0.05
16 7.20 (s) 7.15 (s) 0.05
17 (Me) 0.86 (d, J=6.6 Hz) 0.85(d, J=7.0 Hz) 0.01
18 (Me) 1.93 (s) 1.90 (s) 0.02
20 (Me) 0.73 (s) 0.75 (s) 0.02

Al comparar los datos de RMN de *H con la literatura se observo una tendencia en
todos los desplazamientos quimicos, por tal motivo se verificd la referencia experimental
tanto con el TMS y el CDCls, en ambos los desplazamientos quimicos experimentales se
mantuvieron; esto sugiere que los autores emplearon una referencia diferente en el espectro

de RMN de *H, ya que haciendo el ajuste a 0.04 ppm los datos son mas aproximados.

En el espectro de RMN de *3C (figura 17) se observo en 180.9 ppm una sefial
caracteristica del carbonilo del &cido carboxilico C-19. En 142.8, 138.4, 125.1 y 110.8 ppm
se observaron los carbonos sp? pertenecientes a los C-15, C-16, C-13 y C-14 del anillo de
furano, respectivamente. En 136.0 y 127.7 ppm se apreciaron las sefiales de los carbonos
vinilicos C-4 y C-3, respectivamente y en 75.9 ppm se observo la sefial del carbono base de
hidroxilo C-6. En 53.6 ppm se ubico la sefial del carbono cabeza de puente C-5. En 23.5y
16.0 ppm se observaron las sefiales de los carbonos de los metilos terciarios C-18 y C-20,
respectivamente; y en 15.5 ppm se aprecio la sefial del carbono del metilo secundario C-17.
El resto de las sefiales del esqueleto de la estructura se encontraron entre 48.2 y 17.4 ppm.
En el espectro de IR se observd una banda intensa en 1673 cm™ correspondiente al
carbonilo del &cido carboxilico. Estos datos fueron comparados con los de la literatura
(Rodriguez-Hahn et al., 1987) como se observa en la tabla 2 mostrando que la asignacion
de los metilos 17 y 20 se encuentran intercambiados, lo cual fue corroborado por el
experimento HETCOR, el resto de las sefiales coinciden indicando que se trata del acido
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kerlinico (4); el cual también ha sido aislado por Rodriguez-Hahn y colaboradores de
Salvia kerlii colectada en el estado de Querétaro y presenta actividad antialimentaria
(Simmonds et al., 1996), herbicida (Gonzélez et al., 2003) y fungicida (Calderén-Oropeza,

2021).
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Figura 17. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDClI3 del &cido kerlinico (4).



Tabla 2. Comparacion de los desplazamientos quimicos de RMN de **C del cido kerlinico

(4) con la literatura en ppm (Rodriguez-Hahn et al., 1987).

Carbono | Experimental | Literatura
1 38.9 38.9
2 17.4 17.5
3 127.7 127.6
4 136.0 136.2
) 53.6 53.7
6 75.9 76.0
7 38.0 38.8
8 35.3 355
9 38.6 38.9

10 48.2 48.4
11 26.2 26.3
12 17.4 17.5
13 125.1 125.2
14 110.8 110.9
15 142.8 142.8
16 138.4 138.5
17 15.5* 16.1*
18 23.5 23.3
19 180.9 181.0
20 16.0* 15.2*

*Los Ad pueden estar intercambiados
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Obtencion de la p-lactona 4a

Se realizd la busqueda de condiciones, para llevar a cabo la reaccion de ciclizacion

entre el acido carboxilico y el hidroxilo del acido kerlinico (4), para obtener la g-lactona

correspondiente (esquema 18). Primeramente, se tomaron en cuenta las condiciones

reportadas en la literatura. El primer ensayo se llevo a cabo utilizando 5 equivalentes de

TsCl y 5 equivalentes de EtsN (Jouanneau et al., 2019) (tabla 3, entrada 1), obteniéndose

44 mg (45%) de la p-lactona 4a, en forma de una miel amarilla clara.

THF

Y

Esquema 18. Obtencidn de la S-lactona 4a a partir del &cido kerlinico (4).

Tabla 3. Condiciones utilizadas para la sintesis de la S-lactona 4a.

Condiciones ) o
Entradas Tiempo (h) | Rendimiento %¢

(TsCl, base)

12 5 eq, 5eq EtsN 16 45

2° 2 eq, 5eq EtsN 2.5 57

3 5eq, 16.5 eq py 24 N.D.t

4° 1 eq, 2 eq EtsN-2 eq py 2.5 22

5be 2 eq, 5 eq EtsN 24 N.D.t

aSe realizo con extraccion. ° Se realizd sin extraccion. ¢ Se realiz6 a -3 °C.
dRendimiento calculado después de la cromatografia en columna. ¢ N.D. = no detectado
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Continuando con la busqueda de condiciones de reaccion, al disminuir el nimero de
equivalentes de TsCl a 2 y el tiempo a 2.5 h y no llevarse a cabo extraccion se observo un
aumento en el rendimiento de 57% (entrada 2). Al utilizar piridina como base durante 24 h
(entrada 3) y al disminuir la temperatura a -3 °C (entrada 5), no se obtuvo el producto
esperado; mientras que al disminuir la cantidad de TsCl a 1 eq y usar una mezcla de EtzN y
piridina como base (entrada 4) se observo un decremento considerable del rendimiento, el
cual fue del 22%. Las condiciones de la entrada 2 fueron las dptimas para la obtencion de

la -lactona 4a con un rendimiento del 57%.

El producto de reaccion de la entrada 2, se purificd por cromatografia en columna,
obteniéndose con la polaridad 99:1 hexanos-acetona cristales incoloros con punto de fusion
de 78-81 °C, los cuales fueron analizados por RMN de 'H. En el espectro (figura 18) se
observo en 7.35 ppm una sefal triple ancha con J = 1.5 Hz, una sefial simple en 7.20 ppm y
una sefial simple ancha en 6.25 ppm, correspondientes a los protones H-15, H-16 y H-14,
respectivamente, de un furano monosustituido. En 5.65 ppm se apreci6 una sefial multiple
correspondiente al proton vinilico H-3 y se observo el desplazamiento de la sefial doble de
dobles del H-6 en 4.90 ppm con J = 8.8 Hz, 3.1 Hz, correspondiente al proton base de
lactona. En 1.82 y 0.90 ppm se ubicaron dos sefiales simples correspondientes al metilo
vinilico CHz-18 y al metilo terciario CH3-20, respectivamente. En 0.91 ppm se aprecié una
sefial doble con J = 6.9 Hz, correspondiente al metilo secundario CHz-17.
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; de la g-lactona 4a.

En el espectro de RMN de *3C (figura 19) se observo en 174.6 ppm una sefal
caracteristica de un carbonilo de éster, que anteriormente se ubicaba en 180.9 ppm por ser
un carbonilo de acido carboxilico. En 143.0, 138.5, 125.1 y 110.9 ppm se ubicaron los
carbonos sp? pertenecientes a los C-15, C-16, C-13 y C-14, respectivamente del anillo de
furano. En 131.1 y 127.9 ppm se apreciaron las sefiales de los carbonos vinilicos C-4 y C-3.
Se observo el desplazamiento hacia 72.7 ppm correspondiente al C-6 base de éster y en
62.3 ppm se ubico la sefial del carbono cabeza de puente C-5 alfa al carbonilo. En 18.3 y
15.8 ppm se mostraron las sefiales de los metilos terciarios C-18 y C-20 y en 16.2 ppm se
aprecio la sefial del metilo secundario C-17. El resto de las sefiales del esqueleto de la

estructura se encontraron entre 44.7 y 17.5 ppm.
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Figura 19. Espectro de RMN de $3C a 100 MHz en CDCl5 de la g-lactona 4a.

En el espectro de IR (figura 20) se observd una banda intensa en 1809 cm*
caracteristica de un carbonilo de p-lactona (Gholizadeh et al., 2020). Las correlaciones

entre los carbonos e hidrégenos fueron confirmadas por el experimento bidimensional

HETCOR, con base en los datos anteriores se propuso la estructura 4a, la cual presenta la

ciclacion entre el carboxilo en C-19 y el hidroxilo de C-6 generando una f-lactona.
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Figura 20. Espectro de IR de la p-lactona 4a.
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Mecanismo de reaccion

El mecanismo propuesto para la obtencion de la p-lactona 4a es mediante la
deprotonacion del &cido carboxilico por parte de la EtsN y el posterior ataque del
carboxilato al cloruro de tosilo, generdndose el tosilato correspondiente. Después, ocurre el
ataque nucleofilico por parte del hidroxilo hacia el carbonilo, ocasionando la salida del

anion tosilato y la formacion de la g-lactona 4a manteniendo la estereoquimica del g-

hidroxiacido precursor (esquema 19) (Adam et al., 1972).
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Esquema 19. Mecanismo de reaccion propuesto para la obtencion de la g-lactona 4a a

partir del acido kerlinico (4).
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Actividad antibacteriana

Se realizd un ensayo de actividad antibacterial del &cido kerlinico (4) y de su
derivado la pg-lactona 4a, los cuales fueron probados en dos cepas diferentes una Gram
positiva (Staphylococcus aureus ATCC 27543) y una Gram negativa (Escherichia coli
JM101) por el método de difusion en placa (Kirby-Bauer).

Las concentraciones ensayadas fueron de 5, 1, 0.5 y .0.05 mg/mL utilizdndose como
control negativo DMSO y como control positivo el antibidtico ampicilina (200 mg/mL).
Después de 24 h de incubacién con los tratamientos se examinaron las placas sin mostrar
actividad los compuestos probados contra estas cepas (figura 21); sin embargo, este
resultado genera el interés para continuar con la exploracion de la actividad bioldgica de la
p-lactona 4a, la cual es un derivado novedoso que podria actuar como un inhibidor no
covalente de proteinas desarrollando actividades anticancerigenas y neurotoxicas,

principalmente (Robinson et al., 2019).

Figura 21. Efecto de la actividad antibacterial de 4 y 4a frente a Staphylococcus aureus.
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CONCLUSIONES

Se aisl6 de Salvia dugesii, el neo-clerodano acido kerlinico (4), a partir del cual se
preparé la S-lactona 4a, a través de la ciclacion entre el grupo hidroxilo y carboxilo para lo
cual se propuso el mecanismo de reaccion. Siendo 4a un derivado novedoso que no
presentd actividad antibacterial, se plantea como perspectivas continuar con la
investigacion de su potencial farmacoldgico debido a que podria actuar como

anticancerigeno o neurotoxico; asi como seguir explorando la reactividad del doble enlace.

: OH
CO,H

[N
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PARTE EXPERIMENTAL

Espectroscopia y métodos fisicos

El analisis espectroscopico de resonancia magnética nuclear de *H a 400 MHz y de
13C a 100 MHz se realizd en un espectrometro Varian Mercury Plus 400, utilizando
cloroformo deuterado (CDCI3) y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los
espectros obtenidos fueron procesados a través del programa MestReNova 14.3.3-33362.
Los valores de desplazamiento quimico (0) se expresan en partes por millon y las

constantes de acoplamiento (J) en Hz.
El espectro de IR se midi6 en un espectrofotdmetro FT-IR 200 Perkin Elmer.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Scientific y no estan
corregidos.

Muestra vegetal

La especie vegetal Salvia dugesii fue colectada el 3 de diciembre de 2020 en La
Alberca de los Espinos, Municipio de Villa Jiménez, Michoacan de Ocampo a 19°54°24”
N, 101°46°17” W y a una altitud de 2049 m sobre el nivel del mar.

Obtencion de extracto

Las partes aéreas de Salvia dugesii se separaron y secaron a la sombra durante tres
dias; 2.6 kg de hojas fueron macerados a temperatura ambiente con acetona durante tres
dias. Transcurrido este tiempo, el macerado se filtrd y se concentrd en un rotavapor; este
procedimiento se efectud tres veces sobre el mismo material vegetal, obteniéndose 160 g

del extracto total correspondiente.

Obtencidn del &cido kerlinico (4)

Un lote de 40 g de extracto de acetona de hojas de Salvia dugesii fue fraccionado
por cromatografia en columna, utilizando una columna de vidrio de 5.5 cm de didmetro,
empacada con 12 cm de gel de silice marca Merck de 230-400 mallas como fase
estacionaria (desactivada con metanol) y como fase movil mezclas de hexanos-acetona en
orden ascendente de polaridad, colectando fracciones de 10 mL y obteniéndose con la
polaridad 9:1 hexanos-acetona 6.3 g (1.0 %) de cristales incoloros correspondientes al acido
kerlinico (4).
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}6 o Acido kerlinico (4). Cristales incoloros con p.f. 184-186 °C. RMN de
13
=15 1H (400 MHz, CDCls): ver tabla 1.

20 14

\\
3 17

RMN de 13C (100 MHz, CDCls): ver tabla 2.

Nellllll
S o
=

Metodologia de la reaccion de lactonizacién

A una solucion de 100 mg (0.3 mmol) de 4 en 3 mL de THF en bafio de hielo, se
afiadieron 114 mg (2 eq) de TsCly 0.2 mL (5 eq) de EtsN. La mezcla de reaccion se dejo en
agitacion por 10 minutos en bafio de hielo y posteriormente se colocé a temperatura
ambiente durante 2.5 h. Trascurrido este tiempo, el disolvente fue evaporado a presion
reducida y el crudo de reaccién fue impregnado con gel de silice y fraccionado en
cromatografia en columna, utilizando una columna de vidrio de 2.5 cm de diametro,
empacada con 13 cm de gel de silice marca Merck de 230-400 mallas como fase
estacionaria y como fase movil mezclas de hexanos-AcOEt en polaridad 99:1, colectando
fracciones de 5 mL y obteniéndose la S-lactona 4a.

p-lactona 4a. cristales incoloros con p.f. 78-81 °C. RMN de ‘H (400
MHz, CDCls) 6: 7.35 (1H, t, J = 1.5 Hz, H-15), 7.20 (1H, s, H-16), 6.25
(1H, d, J= 1.5, 1.0 Hz, H-14), 5.65 (1H, m, H-3), 4.90 (1H, dd, J = 8.8,
3.1 Hz, H-6), 1.82 (3H, s, CHs-18), 0.91 (3H, d, J = 6.9 Hz, CHz-17),
0.90 (3H, s, CH3-20).

RMN de *C (100 MHz, CDCls) §: 174.6 (C, C-19), 143.0 (CH, C-15),
1385 (CH, C-16), 131.1 (C, C-4), 127.9 (CH, C-3), 125.1 (C, C-13), 110.9 (CH, C-14),
72.7 (CH, C-6), 62.3 (C, C-5), 44.7 (CH, C-10), 37.8 (CH2, C-1), 37.6 (C, C-9), 34.1 (CHz,
C-7), 33.8 (CH, C-8), 26.7 (CHa, C-11), 18.8 (CHz, C-12), 18.3 (CHs, C-18), 17.5 (CHz,
C-2), 16.2 (CHs, C-17), 15.8 (CHs, C-20).
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Pruebas antibacterianas
Las bacterias utilizadas fueron Staphylococcus aureus ATCC 27543 y Escherichia
coli JIM101.

Los medios de cultivo utilizados fueron los siguientes:

a) Medio liquido Luria-Bertani (LB) modificado: 0.5 g de NaCl, 1 g de peptona
de caseina, 0.5 g de levadura, agua destilada c.b.100 mL, pH 7.

b) Medio agar LB modificado: 0.5 g de NaCl, 1 g de peptona de caseina, 0.5 g
de levadura, agua destilada ¢.b.100 mL, pH 7.

La prueba antibacteriana se realizd por el método de difusién en placa (Método
Kirby-Bauer), utilizando aislados en medio liquido LB en crecimiento exponencial. Se
prepard un pre-inoculo con las bacterias a ensayar en 3 mL de medio liquido LB, el cual se
incub6 a 37 °C durante 18 h en rotacion de 120 rpm. Posteriormente, se prepararon
disoluciones 1:200 del pre-indculo y se colocaron 15 pL de la disolucién y 15 pL de H20
para S. aureus y 7.5 pL de la disoluciéon y 15 pL de H2O para E. coli en el centro de las
cajas de medio sélido LB y fueron diseminadas empleando la técnica de estriado masivo
por toda la placa con un hisopo estéril. Después, de la inoculacion, se colocaron los discos
estériles de papel filtro en la placa y fueron impregnados con 6 pL de las diferentes
concentraciones, las cuales se dejaron absorber antes de cerrar las cajas y fueron incubados
por 24 h a 37 °C.

Las concentraciones ensayadas fueron de 5, 1, 0.5 y 0.05 mg/mL utilizdndose como
control negativo DMSO y como control positivo el antibiotico ampicilina (100 pg/mL).
Para las disoluciones se utilizd6 como vehiculo DMSO y para la solucion stock® se

disolvieron 2 mg de cada compuesto en 400 uL de vehiculo (tabla 4).

Tabla 4. Preparacion de disoluciones.
1. 5mg/mL |40 pL stock® + 160 pL vehiculo | [1.0 mg/mL]*
2. 1 mg/mL 100 pL stock! + 100 pL vehiculo | [0.5 mg/mL]?
3. 0.5mg/mL | 20 pL stock?® + 180 pL vehiculo | [0.05 mg/mL]?
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