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La investigacion mixta aplicada en la obtencion de
moléculas fungicidas del pepino de mar (Holothuria
floridana) del Caribe colombiano

Mixed research applied in obtaining fungicide molecules
from the sea cucumber Holothuria floridana of the
Colombian Caribbean

Gilmar Santafé-Patifio’ Miguel Guzman-Navas®

Resumen

La humanidad est4 enfrentando continuamen-
te problemas asociados a su salud y bienestar
provenientes de las amenazas producidas por
nuevas bacterias, hongos y virus que aumen-
tan el nimero de enfermedades; algunas de
ellas no son controlables con los firmacos
actuales, por lo tanto, debe buscarse en la
naturaleza estrategias que permitan contro-
larlas. La biodiversidad marina ofrece grandes
posibilidades. El objetivo de esta investiga-
cién fue estudiar el pepino de mar Holothuria
floridana con el fin de encontrar sustancias
quimicas que actien sobre hongos patdgenos.
Se utilizé una metodologia mixta por cuanto la
recoleccion y procesamiento de datos involucrd
factores asociados a lo cualitativo y también a
lo cuantitativo. Los especimenes de Holothuria

Abstract

Humanity is continuously facing health and
wellness issues arising from threats posed by
new bacteria, fungi, and viruses that increase
the number of diseases, some of which are not
controllable with current drugs. Therefore,
strategies must be sought in nature to help
control these pathologies. Marine biodiversity
offers great possibilities. The objective of
this research was to study the sea cucumber
Holothuria floridana in order to find chemical
substances that act on pathogenic fungi. A
mixed research methodology was used, as
the collection and processing of data involved
both qualitative and quantitative factors and
variables. Specimens of Holothuria floridana
were collected in the Bay of Cispatd, Cérdoba,
Colombia, analyzed, and processed, ultimately
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floridana fueron recolectados en la bahia de
Cispatd (Coérdoba, Colombia), se analizaron y
procesaron, aislando finalmente dos compues-
tos quimicos identificados como triterpenos
holotureos, los cuales al ser evaluados contra
hongos del género Sclerotinia demostraron
tener actividad fungicida.

Palabras clave: actividad fungicida, bahia de
Cispatd, biodiversidad, Holothuria floridana,
pepino de mar, triterpenos holottreos.

isolating two molecules or chemical compounds
identified as holothurian triterpenes, which,
when evaluated against fungi of the genus
Sclerotinia, demonstrated fungicidal activity.

Keywords: fungicidal activity, Bay of Cispata,
biodiversity, Holothuria floridana, sea
cucumber, holothurian triterpenes.
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LA INVESTIGACION MIXTA APLICADA EN LA OBTENCION DE MOLECULAS FUNGICIDAS
DEL PEPINO DE MAR (HOLOTHUR/A FLOHIDANA) DEL CARIBE COLOMBIANO

1. Introduccion

Los animales, las plantas y otros organismos que habitan los océanos del mundo han cons-
tituido hasta el momento una rica e inagotable fuente de nuevos compuestos quimicos. Esta
tendencia se ha mantenido a partir del estudio de los diferentes y variados Phylum en los
que se agrupan los seres marinos, uno de estos Phylum es el de los equinodermos, de los
cuales el nimero de nuevas moléculas o metabolitos secundarios reportados anualmente
ha sido relativamente constante durante la dltima década (Carroll, 2023). Las saponinas son
uno de los tipos de compuestos quimicos que se ha logrado identificar en los equinoder-
mos; en particular, se han aislado de los pepinos de mar (Holothuroidea) y de las estrellas
de mar (Asteroidea). Las holoturinas —saponinas de holoturias que constituyen uno de los
compuestos mas representativos del género Holothuria— estan formadas por carbohidratos
y triterpenoides (Blunt, 2009), mientras que las asterosaponinas son basicamente gluco6-
sidos esteroidales. La mayoria de saponinas aisladas del género Holothuria han mostrado
propiedades hemoliticas, antioxidantes (Althunibat, 2009), antitumorales, antiinflamatorias,
antifingicas (Carroll, 2020) y citotéxicas (Yuan, 2008; Zhang, 2006).

Debido ala toxicidad general de las saponinas, es posible considerar que estos compuestos
actien como agentes de defensa quimica. Las toxinas se concentran en érganos especia-
lizados conocidos como glandulas de Cuvier, que pueden ser exudadas para disuadir a los
depredadores. Ademas de las saponinas, el género Holothuria presenta una diversidad de
metabolitos tales como esteroles y dcidos grasos fosfolipidicos (Ismail, 2008). En su trabajo,
Kitagawa y colaboradores (Blunt, 2009) identificaron, a partir de la especie Holothuriahilla,
el compuesto holoturina B, el cual mostro alta actividad antifiingica; también se ha reporta-
do el aislamiento e identificacién quimica del compuesto holoturina A3 como un triterpeno
glicosidado con actividad citotéxica moderada, obtenido de Holothuria scabra (Blunt, 2009).

De otra parte, al extracto crudo y fracciones semipurificadas del pepino de mar medite-
rraneo Holothuria polii, recogido en la bahia de Tabarka (Ttnez), se les evalu6 su actividad
antifungica contra cepas de Aspergillus fumigatus, Trichophyton rubrum y Candida albicans
utilizando el método de difusién en agar con variante de pozo. Los resultados obtenidos
sugieren que las fracciones polares obtenidas a partir de los extractos acuosos y metanolicos
podrian contener nuevos compuestos antifungicos (Ismail, 2008).

En la Universidad de Cérdoba, en el departamento de Quimica hemos disefiado y desa-
rrollado investigaciones sobre organismos marinos de la bahia de Cispatd en el Caribe
colombiano (Bautista, 2022; Quiroz, 2021). En este trabajo se reporta la obtencién de los
compuestos holosta-22,25-epoxi-7,9-dien-33-0l (1) y holosta-22,25-epoxi-7,9-dien-17-
33-diol (2) obtenidos mediante hidrolisis acida de la fracciéon acuosa del pepino de mar
Holothuria floridana. Los compuestos 1y 2 fueron aislados y purificados mediante procesos
cromatograficos e identificados quimicamente utilizando técnicas combinadas de cromato-
grafia liquida acoplada a espectrometria de masas (QSTAR Elite LC/MS), obteniéndose el
valor de sus masas exactas, ademas de experimentos de resonancia magnética nuclear de
protén y carbono 13. El compuesto 2 mostré alta actividad fungicida contra el hongo fito-
patdégeno Sclerotinia sclerotiorum.
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2. Metodologia

Se aplic6 una metodologia mixta (Contreras, 2023; Quiroz, 2021) que involucrd la reco-
leccién de la muestra y su procesamiento y andlisis en el laboratorio. Los especimenes
de Holothuria floridana fueron recolectados en la bahia de Cispata (09’ 22" N, 75’ 45" 0)
(Cordoba, Colombia). La taxonomia de H. floridana se llevé a cabo en la Universidad de
Cordoba. El material recolectado (243 g) fue cortado en pedazos y sometido a percolacion
en MeOH por 3 dias, luego se filtr6 y destil6 a presién reducida obteniéndose el extracto
primario (16.117 g), el cual fue posteriormente sometido a fraccionamiento por reparto
empleando solventes de polaridad creciente desde diclorometano hasta agua. De la fase
organica se obtuvieron 5.943 gy de la acuosa 9.787 g.

Posteriormente, la fase acuosa fue sometida a hidrélisis acida con HCI 2.5 N. El material
hidrolizado fue neutralizado con NaHCO,, extraido con cloroformo y secado con Na,SO,. Se
obtuvieron 330 mg de fraccion hidrolizada, la cual fue sometida a cromatografia en colum-
na sobre silica gel con mezclas eluyentes de bencina:AcOEt, obteniéndose 4 subfracciones.

Las subfracciones HfH2 (10 mg) y HfH3 (6 mg), cuya apariencia fisica era de agujetas
blancas, presentaron una sola mancha en CCD, estas dos subfracciones fueron analizadas
mediante técnicas combinadas de CLAE-EM obteniéndose el valor de las masas exactas.
También se realizaron experimentos de RMN de 'H y '3C.

La actividad fungicida fue evaluada mediante el método de dilucién en agar descrito por
la NCCLS (Contreras, 2022). Para el cultivo del hongo Sclerotinia sclerotiorum se preparé
un medio de cultivo PDA (Merck). Se prepararon sensidiscos de papel Whatman de 7 mm
de didmetro impregnandolos con soluciones de los compuestos preparados en DMSO a 500
ppm, luego el hongo fue inoculado. Los sistemas se incubaron a 32 °C con lecturas de zonas
de inhibicion a las 72 h, las pruebas se realizaron por triplicado y se usé como control
positivo el fungicida comercial Colizym.

3. Resultados

La hidrdlisis de la fraccion acuosa del pepino de mar H. floridana permitio la obtencion de
los compuestos triterpenoides holostanicos 1y 2, los cuales fueron obtenidos como cristales
blancos en forma de agujas. Su identificacién quimica tomé como base los datos deducidos de
los experimentos de espectrometria de masas y de resonancia magnética nuclear.

El espectro de masas exactas (LC/MS TOF) del compuesto 1 mostré un ion seudomolecular
[M+H]+am/z: 469.3322, coherente con la férmula molecular C30H4504 + cuyas masas exac-
tas calculadas son de m/z: 469.3312 (porcentaje de error de 2,1x10-4 %). Por su parte, los
experimentos de RMN de 13C muestran sefiales para 30 carbonos corroborando la férmula
molecular propuesta inicialmente. Otras sefiales destacadas son las que resuenan a: d120.88,
139.84, 147.88 y 111.75 ppm, las cuales corresponden a 4 carbonos alquénicos, y la sefial a:
d 177.47 ppm perteneciente a un carbono carbonilico que se encuentra formando un anillo
lacténico. El experimento DEPT 135 permiti6 identificar 7 carbonos metilicos, 8 carbonos
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metilénicos, 6 carbonos metinicos y 9 carbonos cuaternarios. Este compuesto fue identifica-
do como holosta-22,25 epoxi-7,9-dien-3[3-ol.

El compuesto 2 estd muy relacionado estructuralmente con el compuesto 1, presentan-
do en RMN 1H y 13C un patrén de seiales muy parecido, diferencidndose basicamente en
dos aspectos, el primero tienen que ver con la ausencia de una sefal en d2.40, y el segun-
do aspecto se relaciona con la sefial originada por los protones de C-16, que aparece mas
desplazada en el compuesto 2 (d2.35 m, 2H). El espectro de masas exactas mostr6 un i6n
seudomolecular [M+H]+ a m/z: 485.3266 coherente con la férmula molecular C30H4505 +,
cuyas masas exactas calculadas corresponden a m/z: 485.3262 (porcentaje de error: 2,1x10-
4 %), el indice de deficiencia de hidrégeno fue de 9. El compuesto fue identificado como
holosta-22,25-epoxi-7,9-dien-17-33-diol.

En lo referente a la evaluacidn de la actividad antifiingica, se encontré que el control
positivo (fungicida comercial Colizym®) no permiti6 el crecimiento del hongo inhibiendo
el 99 % del cultivo, mientras que el control negativo (DMSO) no present6 zona de inhibi-
cion, confirmando que el solvente utilizado en la preparacién de las soluciones no afecta el
crecimiento fngico. Por su parte, el compuesto 1 no presentd zona de inhibicion, mientras
que el compuesto 2 present6 un porcentaje de zona de inhibicién del 93,98 % a una concen-
tracién de 500 ppm.

4. Discusion y conclusiones

Los compuestos 1y 2 se diferencian quimicamente en sus espectros de masas exactas
en 16 uma, diferencia que se atribuye a la presencia en el compuesto 2 de un grupo hidroxi-
lo. Ubicando el grupo -OH en el carbono 17 del compuesto 2 se justifica la diferencia de
su comportamiento espectroscopico al compararlo con 1, es decir, la ausencia de sefiales
en d2.40 es debido a que no se dan acoplamientos H-H porque no hay hidrégenos en el
carbono 17 del compuesto 2. En este mismo sentido, se observa en el espectro de 13C un
gran desplazamiento del Carbono 17 que pas6 de d51.6 en el compuesto 1 a d86.4 en el
2, demostrando la presencia del grupo -OH en el carbono 17 de este ultimo compuesto
(Hermann, 2023).

Se concluye que a partir de la hidrolisis acida de la fraccién acuosa obtenida del pepino
de mar Holothuria floridana se aislaron dos compuestos de tipo triterpenoide holostanico:
Holosta-22,25-epoxi-7,9-dien-3f3-ol (1) y holosta 22,25-epoxi-7,9-dien-17-3B-diol (2). A
estos compuestos se les evalu6 su actividad fungicida contra el hongo S. sclerotiurum, obte-
niéndose resultados promisorios para el compuesto 2. El método de investigacién mixto
aplicado permitié comprobar que la presencia de un grupo hidroxilo en el carbono 17 del
compuesto 2 le proporciona propiedades fungicidas.
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