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Resumen

Se reporta por primera vez la obtencion en su forma libre de los compuestos holosta-22,25- epoxi-7,9-dien-
3B-ol (compuesto 1) y holosta-22,25-epoxi-7,9-dien-17-33-diol (compuesto 2), aislados del pepino de mar
Holothuria floridana, recolectado en la bahia de Cispata en el Caribe Colombiano. Los pepinos de mar del
género Holothuria son conocidos como fuente de triterpenos glicosidados biolégicamente activos. Los
compuestos 1 y 2 fueron aislados y purificados mediante procesos cromatograficos y caracterizados
guimicamente utilizando técnicas combinadas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (QSTAR Elite LC/MS) ademas de experimentos de resonancia magnética nuclear de proton y
carbono 13. A los compuestos obtenidos se les evalué su actividad fungicida frente al hongo fitopatégeno
Sclerotiniasclerotiorum, encontradndose resultados promisorios en el compuesto 2.

Palabras clave:pepino de mar, Holothuria floridana, triterpenosholostanicos, actividad fungicida, Bahia de
Cispata

Holostan-type Triterpene with Antifungal Activity Obtained
from the Sea Cucumber Holothuriafloridana, Collected in the
Cispata Bay, Cordoba-Colombia

Abstract

This is the first time that the compounds holosta-22,25-epoxi-7,9-dien-33-ol (compound 1) and holosta-
22,25-epoxi-7,9-dien-17-33-diol (compound 2) are obtained, in free form, from the sea cucumber
Holothuriafloridana, collected in the Cispat4d Bay in the Colombian Caribbean. Sea cucumbers of the
Holothuria genus are known as sources of biologically active glycosylated triterpenes. Compounds 1 and 2
were isolated and purified via chromatographic processes and chemically characterized by using combined
techniques of liquid chromatography coupled with mass spectrometry (QSTAR Elite LC/MS)in addition to
proton and carbon 13 nuclear magnetic resonance experiments. The compounds obtained were evaluated
for their fungicide activity against the phytopathogenic fungus Sclerotiniasclerotiorum, finding promising
results in compound 2.
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INTRODUCCION

Los animales, las plantas y otros organismos que habitan los océanos del mundo, han constituido 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 lo constituyen los equinodermos, de los cuales el nUmero de nuevos metabolitos secundarios
reportados anualmente ha sido relativamente constante durante la Ultima década (Blunt, 2012).Las
saponinas son uno de los tipos de compuestos quimicos que se han logrado identificar en los
equinodermos, en particular se han aislado de los pepinos de mar (Holothuroidea) y de las estrellas de mar
(Asteroidea). Las Holothurinas, 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 bdasicamente glucésidos esteroidales. La mayoria de saponinas
aisladas del género Holothuria han mostrado propiedades hemoliticas, antioxidantes (Althunibat, 2009),
antitumorales, antiinflamatorias,antifingicas (Ismail, 2008) ycitotéxicas (Shu-Yu, 2006; Yuan, 2008). Debido
a la toxicidad general de las saponinas es posible considerar que estos compuestos actlien como agentes
de defensa quimica. Las toxinas se concentran en 6rganos especializados 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 acidos grasos fosfolipidicos
(Ismail, 2008).En su trabajo, Kitagawa y col (Blunt, 2009)identificaron a partir de la especie Holothuriahilla, el
compuesto holothurina B, el cual mostré alta actividad antifingica, también, se ha reportado el aislamiento e
identificacion quimica del compuesto Holothurina A3 como un triterpenoglicosidado con actividad citotdxica
moderada, obtenido de Holothuriascabra (Blunt, 2009).

De otra parte, al extracto crudo y fracciones semipurificadas del pepino de mar mediterrdneo Holothuriapolii,
colectado en la bahia de Tabarka (costa de Tunez), se les evalu6 su actividad antifiingica contra cepas de
Aspergillus fumigatus, Trichophytonrubrum y Candidaalbicans utilizando el método de difusion en agar con
variante de pozo. Los resultados obtenidos sugieren que las fracciones polares obtenidas a partir de los
extractos acuosos y metandlicos podrian contener nuevos compuestos antifungicos(lsmail, 2008).

Continuando con nuestras investigaciones sobre organismos marinos de la Bahia de Cispaté en el Caribe
Colombiano, en este trabajo reportamos por primera vez la obtencién en su forma libre, de los compuestos
holosta-22,25-epoxi-7,9-dien-3B-o0l (1) y holosta-22,25-epoxi-7,9-dien-17-33-diol (2) obtenidos mediante
hidrélisis acida de la fraccidon acuosa del pepino de mar Holothuria floridana. Los compuestos 1 y 2 fueron
aislados y purificados mediante procesos cromatogréaficos e identificados quimicamente utilizando técnicas
combinadas de cromatografia 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
protéon y carbono 13. El compuesto 2 mostré buena actividad fungicida contra el hongo fitopatégeno
Sclerotiniasclerotiorum.

METODOLOGIA

Los especimenes del pepino de mar Holothuria floridana fueron recolectados en la Bahia de Cispata,
(09°22”"N75°45”0), Departamento de Cérdoba, Colombia,a una profundidad de un metro aproximadamente,
posteriormente se congelaron hasta la preparacién del material biolégico para la obtenciéon del extracto
primario. La ubicacién taxonémica del pepino de mar H. floridana se llevd a cabo en el Departamento de
Biologia de la Universidad de Cérdoba, Colombia, un espécimen se encuentra en el Laboratorio de
Productos Naturales bajo el cédigo PNM 024.El material recolectado (243 g) fue cortado en pedazos y
sometido a percolacion en MeOH por 3 dias, luego se filtrd y se destilé a presién reducida obteniéndose el
extracto metandlico primario (16.117 g), el cual fue posteriormente sometido a fraccionamiento por reparto
empleando solventes de polaridad creciente desde dicloro metano hasta agua. Ambas fases, la organica y
la acuosa fueron concentradas de nuevo por destilacion a presion reducida, obteniendo de la primera 5.943
gy de la segunda 9.787 g.

Posteriormente, 4.527 g de la fase acuosa obtenida del pepino de mar H. floridana, fueron sometidos a
hidrolisis acida con HCI 2.5 N (relacién muestra/acido 1:6) (Benavides, 2012), en un equipo de reflujo con
calentamiento y agitacion continua durante tres horas. La suspension del material hidrolizado fue
neutralizada con bicarbonato de sodio, extraida con cloroformo y secada con sulfato de sodio anhidro, el
extracto obtenido se concentrd a sequedad bajo presion reducida y se monitored por cromatografia en capa
delgada utilizando como referencia Colesterol (Sigma-Aldrich), obteniéndose 330 mg de fraccién hidrolizada.

La fraccion obtenida (330 mg) fue sometida a cromatografia en columna repetitiva sobre silica gel con un

gradiente de elucién desde bencina:AcOEt 5:1 hasta bencina:AcOEt 5:3, obteniéndose 4 subfracciones
HfH.4, las cuales se reunieron segun su perfil en CCD, la fraccion HfH, presenté igual perfil que el patrén
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utilizado. Esta fraccion fue caracterizada portécnicas combinadas de Cromatografia de Gases de Alta
Resolucién acoplada a Espectrometria de masas de impacto electrénico (CGAR/EMIE). Para esto se utilizé
una columna Agilent 122-0132 DB-1MS de longitud nominal 30 m, diametro 250 um y pelicula de 0.25um,
con una temperatura maxima de 340° C, flujo constante de 1 mL/min, presién de 17.91 psi. Se utilizé un
sistema de inyeccidn splitless y helio como gas de arrastre, el volumen de inyeccion fue de 5 pyL con un
tiempo de corrida de 65 mindtos por muestra, fue utilizado un detector selectivo de masas con una fuente de
ionizacién de 70 eV.

Las fraccidones HfH, (10 mg) y HfH;z (6 mg), cuya apariencia fisica era de cristales blancos en forma de
agujas, presentaron una sola mancha en CCD, estas dos fracciones fueron analizadas mediante técnicas
combinadas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas empleando un equipo QSTAR
Elite LC/MS,con una fuente de ionizacién Turbo Spray y un analizador de tiempo de vuelo (TOF),
obteniéndose el valor de las masas exactas de los compuestos 1 y 2. Se realizaron también experimentos
de resonancia magnética nuclear de protdén y carbono 13, utilizando un Espectrometro de RMN Bruker de
300 MHz modelo (AV300-SB), y como solvente cloroformo deuterado (CDCI;), estos experimentos
permitieron la asignacion estructural de los compuestos 1y 2.

Para evaluar la actividad antifingica de los compuestos aislados, se siguié el método de dilucién en agar
descrito por la NCCLS, previamente estandarizado (Marquez, 2007).Para el cultivo del hongo fitopatégeno
Sclerotinia sclerotiorum se preparé un medio de cultivo PDA (Merck). Las cepas fueron suministradas por el
laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad de Cérdoba. Las cajas
de Petri y todos los materiales utilizados fueron esterilizados mediante autoclave. Se prepararon sensidiscos
de papel (Whatman, N° 3) de 7 mm de didmetro y se impregnaron con las soluciones de los compuestos
preparadas en DMSO a 500 ppm, luego fue inoculado el hongo fitopatégeno Sclerotiniasclerotiorum, los
sistemas se incubaron en condiciones aerdbicas a 32 °C con lecturas de zonas de inhibicion a las 72 h, las
pruebas se realizaron por triplicado y se usaron como control positivo sensidiscos impregnados del fungicida
comercial Colizym (Colinagro) (500 ppm).

RESULTADOS Y DISCUSION

La hidrélisis de la fraccion acuosa del pepino de mar H. floridana permitié la obtencién de los compuestos
triterpenoides holostanicos 1y 2, los cuales fueron obtenidos como cristales blancos en forma de agujas.El
espectro de masas exactas (LC/MS TOF) del compuesto 1 mostré un ion seudomolecular [M+H]" a m/z:
469.3322, consistente con la férmula molecular CzH4s04" cuyas masas exactas calculadas son de m/z:
469.3312 (porcentaje de error de 2,1x10™ %). El espectro de RMN 3C muestra sefiales para 30 carbonos
corroborando la férmula molecular propuesta inicialmente, entre las sefales, se destacan las que resuenan
a: 8120.88, 139.84, 147.88 y 111.75 ppm, las cuales corresponden a 4 carbonos alquénicos y la sefial a: &
177.47 ppm perteneciente a un carbono carbonilico que se encuentra formando un anillo lacténico. El
experimento DEPT 135, permitié identificar 7 carbonos metilicos, 8 carbonos metilénicos, 6 carbonos
metinicos y 9 carbonos cuaternarios (tabla 1). Por comparacion bibliografica con datos espectroscépicos
informados para compuestos aislados a partir del género Holothuria se logré establecer que las sefiales son
caracteristicas de triterpenos holostanicos (Shu-Yu, 2006; Yuan, 2008;Nguyen, 2006).El espectro de RMN
'H muestra sefiales caracteristicas a campo bajo como la sefal ad5.55 ppm (doblete ancho) que integra
para un protén y la sefal end5.24 ppm (multiplete), que integra para un proton, sefiales que son
caracteristicas de triterpenos holostanicos con insaturaciones en H-7 y H-9(11). La sefial en 5 4.06 (t) que
integra para un proton es caracteristica de un proton en la posicion C-22 de un anillo epoxi, este
comportamiento permitié sugerir que el triterpeno no posee una cadena lateral abierta sino en forma de
anillo, generando otra insaturacién, comportamiento acorde con la férmula molecular obtenida del espectro
de masas. La sefial en 83.25 dd (J= 1.8 y 4.2 Hz) es originada por el protén con estereoquimica alfaen
posicion C-3, la cual aparece desplazada por la presencia de un oxigeno en este mismo carbono, la
multiplicidad y las diferencias en las constantes de acoplamiento, son debidas a la presencia de dos
protones diasterotopicos en el carbono adyacente, es decir, en C-2. El protén en C-17 resuena en § 2.40 y
su multipilicidad dd(J= 3.01, 10.55 Hz), es consecuencia de la inequivalencia quimica de los hidrégenos
adyacentes, los demas datos se muestran en la tabla 1.

Con base en el analisis espectroscopico y por comparacion con los datos de la bibliografia especializada
(Shu-Yu, 2006; Yuan, 2008;Nguyen, 2006;Reich, 2010)el compuesto 1 fue identificado como holosta-22,25-
epoxi-7,9-dien-3B-ol, cuya estructura se muestra en la figura 1.

Por su parte el compuesto 2, estd muy relacionado estructuralmente con el compuesto 1, presentando en
RMN *H y **C un patrén de sefiales muy parecido, diferenciandose basicamente en dos aspectos, el primero
tienen que ver con la sefial que en el espectro de protonica para el compuesto 1 resuena en §2.40, dd (3.01,
10.55) y que pertenece al protén H-17, la cual no esta presente en el compuesto 2;el segundo aspecto, se
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relaciona con la sefal originada por los protones de C-16, que aparece en el compuesto 2 mas desplazada
(62.35 m, 2H) al compararla con la sefial originada por los protones de este mismo carbono en el compuesto
1(81.66 m, 2H), por lo tanto, para justificar este comportamiento es necesario ubicar un grupo hidroxilo en el
carbono 17 del compuesto 2. Para confirmar la estructura y la presencia del grupo hidroxilo se analiz6 el
espectro de masas exactas del compuesto 2, el cual presenté un i6n seudomolecular [M+H]" a m/z:
485.3266 consistente con la formula molecular C3oH.s05", cuyas masas exactas calculadas corresponden a
m/z: 485.3262 (porcentaje de error: 2,1x10™ %), siendo mas pesado en 16 unidades que el compuesto 1,
ratificando la presencia del grupo —OH. La férmula molecular propuesta corresponde con un indice de
deficiencia de hidrégeno (IDH) de 9. De acuerdo con lo anterior, el compuesto 2, fue identificado como
holosta-22,25-epoxi-7,9-dien-17-3B-diol (Fig. 2). Los demas datos espectroscopicos se muestran en la tabla
1.

Tabla 1. Datos de RMN 300 MHz (CDCl3) para los compuestos 1y 2.

Compuestol Compuesto2
Atom H S/ppm 13¢ DlESF;T H S/ppm 3c  DEPT 135

1.39, m 3586  CH, 1.40, m 35.84 CH;

1.99, m 2720 CH, 1.99, m 27.20 CH;
3 | 325dd(1.8,42Hz) 7901 CH |>25dd lglz')63' 447 29.00 CH
4 38.75 C 38.75 C
5 1.06, m 4922  CH 1.05, m 49.34 CH
6 2.03,m 2302  CH, 2.03,m 23.02 CH;
7 5.55, br d 120.80  CH 5.52, br d 120.0 CH
8 13984 C 140.9 C
9 14788 C 1473 C
10 37.59 C 37.54 C
11 5.24, m 11175  CH 5.26, m 111.72 CH
12 2.55,m 2777 CH, 2.77,m 27.77 CH.
13 57.19 C 57.49 C
14 48.22 C 48,51 C
15 213, m 2348  CH, 2.12,m 28.43 CHs
16 1.66, m 3340  CH, 2.35,m 36.22 CHs
17 | 240 dd@)‘?l*lo'% 5166  CH 86.44 c
18 17747 C 171.76 C
19 1.22,s 26.03  CHs 1.22,s 25.03 CHs
20 82.80 C 83.24 C
21 1.33,s 2245  CHa 1.35, s 22.45 CHa
22 4.06, t 7987  CH 421t 81.10 CH
23 1.74,m 3352  CH, 1.74, m 33.57 CH;
24 1.71,m 3850  CH; 1.71, m 38.49 CH;
25 81.31 C 81.63 C
26 1.10, s 2861  CHs 1.10, s 28.17 CHs
27 1.00, s 27.47  CHs 119, s 26.03 CHs
28 0.90, s 2816  CHs 0.90, s 27.47 CHs
29 1.02,s 1581  CHs 1.02,s 15.81 CHs
30 1.26,s 21.09  CHs 1.25,s 17.30 CHs
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Fig. 1: Holosta-22,25-epoxi-7,9-dien-33-ol (1) Fig. 2: Holosta-22,25-epoxi-7,9-dien-17-33-diol (2)

Este tipo de sustancias quimicas (1 y 2) se encuentran normalmente formando compuestos del tipo
saponinas, las cuales son utilizadas por los pepinos de mar como mecanismo de defensa. Los residuos
triterpénicos de las holothurinas suelen contener el doble enlace A o que sugiere que estos compuestos
son derivados de parkeol [lanost-9 (11)-en-33-ol]. Por su parte, los esteroles de pepinos de mar ya han sido
caracterizados encontrdndose que los principales compuestos de este tipo tienen un nacleo 14-metil A% y
parecen estar relacionados metabdlicamente (Kerr, 1995).

En estudios experimentales que utilizaron radio marcaje, se estudiaron las rutas biosintéticas de Holothuria
mexicana, Holothuriaarenicola, y Stichopuscalifornicus, proponiéndose que todos seguian la ruta en la cual
el escualeno, se cicla hasta parkeol o lanosterol con posterior demetilaciénformando los correspondientes
esteroles (figura 3) (Djerassi, 1990).

En esta investigacion realizada sobre el pepino de mar Holothuria floridana, se dedujo de los
cromatogramas y espectros de la fraccion HfH; aislada a partir de la fase organica y de la obtenida de la

hidrélisis de la fase acuosa, que no se encontraron compuestos tipo esterdlicos, por lo tanto H.
floridanadebe seguir la ruta biosintética que permite la formacion de holothurinas con un anillo lacténico.

Escualeno

Escualeno 2,3-6xido

X
X
HO AN Lanosterol
Parkeol
/ \ HO
O
HO HO
Holothurinas HO Esteroles

Esteroles

Fig.3: Esquema para la formacién de esteroles y saponinas en pepinos de mar.
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En lo referente a la evaluacion de la actividad antifingica, se encontr6 que el control positivo (fungicida
comercial Colizym ®) no permitié el crecimiento del hongo inhibiendo el 99% del cultivo, mientras que el
control negativo (DMSO) no presentd zona de inhibicion, confirmando que el solvente utilizado en la
preparacion de las soluciones no afecta el crecimiento fangico. Por su parte, el compuesto 1 no presenté
zona de inhibicion, mientras que el compuesto 2presenté un porcentaje de zona de inhibicion del 93,98 %,
la cual se considera promisoria al compararla con el control positivo a la misma concentracion (500 ppm).
Estos resultados estan de acuerdo con los reportados para pepinos de mar del género Holothuria, los
cuales presentan considerable actividad antifingica pero en la forma de triterpenos glicosidados (Blunt,
2009; Han, et., al. 2009), sin embargo, es importante destacar que en esta investigacién se reportan en su
forma libre, es decir, sin la parte glicdsida. Comparando las dos estructuras, el compuesto 2 solo se
diferencia del compuesto 1 en un sustituyente hidroxilo en la posicion 16, por lo tanto, se deduce, que es
este grupo hidroxilo el que le confiere la actividad antifingica al compuesto 2.

CONCLUSIONES

A partir de la hidrolisis acida de la fraccion acuosa obtenida del pepino de mar Holothuria floridana se
aislaron dos compuestos de tipo triterpenoide holostanico: Holosta-22,25-epoxi-7,9-dien-33-ol (1) y holosta-
22,25-epoxi-7,9-dien-17-3B-diol (2), los cuales son reportados por primera vez en su forma libre, en este
organismo. A estos compuestos se les evalué su actividad fungicida contra el hongo fitopatdégeno S.
sclerotiurum, obteniéndose resultados promisorios para el compuesto 2. En esta investigacion no se
encontraron compuestos tipo esterélicos, por lo tanto se propone que este organismo marino sigue la ruta
biosintética de formacién de holothurinas.
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