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DESCRIPCIÓN

Occidiofungina, un glicopéptido antifúngico único producido por una cepa de Burkholderia contaminans

Campo de la invención5

Esta invención se refiere al campo de los compuestos antifúngicos y a su uso terapéutico en la prevención o 
tratamiento de infecciones y enfermedades fúngicas. La invención se refiere al uso de compuestos antifúngicos 
nuevos como fungicidas farmacéuticos y agrícolas para animales y plantas. También se desvela la cepa bacteriana 
que produce los nuevos compuestos antifúngicos.10

Antecedentes de la invención

La presente invención proporciona compuestos de glicopéptidos antifúngicos novedosos para prevenir o tratar la 
infección fúngica. La presente invención en una realización preferida también proporciona una composición 15
farmacéutica y agrícola que comprende los compuestos novedosos y sales de la misma para tratar o prevenir la 
infección fúngica. También se desvela una cepa bacteriana que produce los nuevos compuestos antifúngicos.

Existe una creciente demanda de nuevos antifúngicos, dada la creciente prevalencia de patógenos resistentes a los 
agentes antifúngicos actuales. Actualmente existen cuatro grupos terapéuticos principales de agentes antifúngicos: 20
antifúngicos de polieno, antifúngicos de azol, antifúngicos de alilamina, y equinocandinas. Los tres primeros grupos 
se centran principalmente en la producción de ergosterol o se unen a ergosterol, alterando la membrana fúngica. El 
ergosterol, al igual que el colesterol que se encuentra en las células de los mamíferos, es importante para mantener 
una adecuada permeabilidad y fluidez celular. Las equinocandinas, el cuarto grupo, son lipopéptidos sintéticamente 
modificados que se originan del compuesto natural equinocandina B producido por Aspergillus nidulans. En los 25
hongos, dos polisacáridos covalentemente reticulados, (1,3)-β-glucano y quitina, forman el armazón primario 
responsable de la integridad estructural y la forma de la pared celular. La clase equinocandina de los agentes 
antifúngicos inhibe (1,3)-β-glucano sintasa, un complejo enzimático que polimeriza la glucosa difosfato de uridina en 
polímeros de (1,3)-β-glucano.

30
Una característica sorprendente de algunas cepas de Burkholderia es la producción de varios compuestos 
antifúngicos, que hacen que el organismo sea potencialmente útil para el manejo de enfermedades fúngicas. Sin 
embargo, el aislamiento de Burkholderia spp., de los pacientes con fibrosis quística los reclasificó como patógenos 
oportunistas, impidiendo así el uso directo de las bacterias para el manejo de enfermedades fúngicas. El aislamiento 
y la identificación de los antifúngicos responsables de las actividades observadas de supresión de enfermedades de 35
las plantas de las cepas de Burkholderia proporcionarán importantes vías para el desarrollo de fungicidas de base 
biológica, a la vez que eliminarán los posibles riesgos para la salud derivados del uso directo de las bacterias. Se 
necesitan nuevos antifúngicos debido a la importancia de las infecciones fúngicas en pacientes 
inmunocomprometidos, y a las limitaciones de los agentes antifúngicos actualmente disponibles con respecto a su 
espectro de actividad y toxicidad. Además, los nuevos antifúngicos son cruciales para la conservación de los 40
alimentos y la producción de un suministro de alimentos suficiente y asequible. En la presente divulgación, se 
caracterizan la estructura y actividad de un nuevo compuesto antifúngico llamado occidiofungina, que significa 
asesino de hongos. La estructura del antifúngico ha sido dilucidada por experimentos de espectroscopia de RMN 2D 
TOCSY, NOESY, ROESY, y HSQC. La actividad antifúngica de occidiofungina contra una variedad de patógenos 
animales y fúngicos ha sido probada y comprobada. Adicionalmente, se observó una morfología de membrana 45
aberrante, similar a la que se ha notificado para la clase de las equinocandinas de los antifúngicos, después de la 
exposición a concentraciones subletales de occidiofungina, lo que sugiere que la occidiofungina también se dirige a 
la envoltura celular. Este trabajo proporciona una base sustancial para futuros experimentos destinados a 
comprender el modo de acción del compuesto, así como a investigar el potencial farmacéutico y agrícola de la 
occidiofungina.50

Como resultado, en el campo de los fungicidas existe la necesidad de nuevos compuestos antifúngicos eficaces 
contra los patógenos animales y vegetales que son resistentes a los agentes fungicidas típicos. La presente 
invención proporciona tal compuesto y composición.

55
Sumario de la invención

La presente invención proporciona compuestos de glicopéptido cíclicos antifúngicos novedosos con el nombre 
occidiofungina, que tienen un aminoácido novedoso unido a ello, y sales farmacéutica o agrícolamente aceptables 
de los mismos, según lo reivindicado en la reivindicación 1, y una composición que comprende tales compuestos 60
como se reivindica en las reivindicaciones. La presente invención es eficaz contra un amplio intervalo de patógenos 
fúngicos que afectan a humanos, animales, y plantas. Además, la presente invención altera la morfología de la 
membrana fúngica normal. También se desvela una cepa bacteriana que produce los nuevos compuestos 
antifúngicos.

65
Los compuestos de glicopéptido antifúngicos cíclicos de la presente invención fueron purificados a partir de la cepa 
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bacteriana Burkholderia contaminans e incluye ocho (8) residuos de aminoácidos. Unido a un aminoácido se 
encuentra un grupo acilo y un azúcar xilosa. Una composición antifúngica comprende el (los) nuevo(s) compuesto(s) 
y las sales farmacéuticas o agrícolamente aceptables de la misma y al menos un vehículo o diluyente aceptable para 
la administración al sujeto. Un procedimiento de tratamiento de una infección o enfermedad fúngica comprende la 
administración del compuesto y la composición a un sujeto durante un tiempo y en condiciones eficaces para 5
eliminar o mejorar la infección. En consecuencia, la invención actual se refiere a compuestos de glicopéptido cíclicos 
antifúngicos según lo descrito en la presente memoria, a composiciones farmacéuticas que comprenden tales 
compuestos antifúngicos, tales compuestos antifúngicos para tratar patógenos fúngicos de plantas, animales, y/o 
humanos y al uso y a un procedimiento que utiliza tales compuestos antifúngicos para tratar una infección o 
enfermedad fúngica en una planta.10

Con lo anterior y otros objetos, las características, y ventajas de la presente invención resultarán evidentes de ahora 
en adelante, la naturaleza de la invención puede ser más claramente entendida por referencia a la siguiente 
descripción detallada de las realizaciones preferidas de la invención y a las reivindicaciones adjuntas.

15
Breve descripción de los dibujos

Estos dibujos acompañan la descripción detallada de la invención y tienen por objeto ilustrar la invención y sus 
ventajas. Los dibujos, los cuales están incorporados en y forman una parte de la memoria descriptiva, ilustran ciertas 
realizaciones preferidas de la invención y, junto con la memoria descriptiva completa, están destinados a explicar las 20
realizaciones preferidas de la presente invención a aquellos expertos en la materia:

La Fig. 1 es una ilustración gráfica del cromatograma de GC de un patrón de xilosa (A); el patrón interno se 
añadió a ambas muestras. El patrón de xilosa mostró dos picos (Xyl Xyl2).
La Fig. 2 es una ilustración gráfica del cromatograma de GC del glicano a partir de occidiofungina (B); el patrón 25
interno se añadió a las muestras. El glicano de occidiofungina se identificó como xilosa en base a los tiempos de 
migración idénticos de ambos picos.
La Fig. 3A es una ilustración gráfica del espectro de RMN TOCSY de occidiofungina. La expansión de los 
espectros de RMN 2D TOCSY muestra sistemas de espín de amida con respecto a alfa, y amida con respecto a 
cadena lateral para cada residuo de occidiofungina A y occidiofungina B.30
La Fig. 3B es una ilustración gráfica del espectro de RMN NOESY de occidiofungina. La expansión del espectro 
de RMN 2D NOESY muestra los desplazamientos químicos del grupo de acilo corto y de azúcar xilosa en 
occidiofungina.
La Fig. 4A es una ilustración gráfica del espectro de RMN NOESY de occidiofungina. La expansión muestra las 
interacciones de amida con respecto a alfa y amida con respecto a la cadena lateral.35
La Fig. 4B es una ilustración gráfica del espectro de RMN NOESY de occidiofungina. La expansión muestra las 
interacciones de amida con respecto a alfa y amida con respecto a la cadena lateral.
La Fig. 5A es una ilustración tabular del espectro de actividad de la occidiofungina. Los valores de MIC están 
representados para varios patógenos de plantas y animales. MIC y MIC50 representan una inhibición de 
crecimiento del 100 % y una inhibición de crecimiento del 50 %, respectivamente.40
La Fig. 5B es una ilustración gráfica del espectro de actividad de la occidiofungina. Se muestra una placa de 
bioensayo representativa de Geotrichum candidum. La concentración inicial en el pocillo A1 fue de 32 µg/ml y el 
pocillo C2 tuvo una concentración final de 62,5 ng/ml. Los dos últimos pocillos sirven como control negativo (sin 
compuesto antifúngico). El pocillo A4 es una buena representación de un MIC50, en el que el crecimiento del 
hongo fue inhibido en más de un 50 %.45
La FIG. 6 es una representación gráfica de microscopía óptica. En el panel A y B, se observan cambios 
morfológicos en las hifas significativos en Rhizoctonia solani cultivada en concentraciones subinhibidoras (panel 
A) en comparación con el control (panel B). Las flechas negras sólidas apuntan a la formación de inclusiones 
intracelulares y las flechas huecas apuntan a deformidades de la membrana. En los paneles C y D, Geotrichum 
candidum expuesta a 4 µg/ml de occidiofungina durante 48 horas (panel C) resultó en una inflamación 50
significativa de las células, en comparación con el control (panel D).
La Fig. 7A es una representación gráfica de microscopía electrónica de transmisión y muestra la célula de 
ensayo de control no tratada. Las imágenes fueron tomadas con un aumento de 8.000.
La Fig. 7B es una representación gráfica de microscopía electrónica de transmisión que muestra Geotrichum 
candidum expuesta a 4 µg/ml de occidiofungina durante 48 horas, cuya muestra dio lugar a cambios 55
morfológicos notables en comparación con la célula de ensayo de control no tratada. El espesor de la pared de la 
célula se reduce drásticamente en comparación con el control. La pared exterior de la célula de Geotrichum 
candidum tratada parece estar desprendiéndose (flecha negra sólida). La falta de contraste dentro de la muestra 
tratada (flecha hueca) sugiere que la célula tiene componentes celulares lisados y efluidos. Las imágenes fueron 
tomadas con un aumento de 8.000.60
La Fig. 7C es una representación gráfica de microscopía electrónica de transmisión que muestra una visión más 
amplia que contiene varias artrosporas expuestas a occidiofungina. Las imágenes fueron tomadas con un 
aumento de 8.000.

Descripción detallada de la invención65
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Los compuestos de glicopéptido cíclicos antifúngicos novedosos de la presente invención son eficaces contra un 
amplio intervalo de infecciones fúngicas. Los espectros de RMN compuestos se desvelan en la presente memoria.

En un ejemplo, una composición antifúngica comprende el (los) nuevo(s) compuesto(s) y sus sales y al menos un 
vehículo o diluyente farmacéutica o agrícolamente aceptable para su administración a seres humanos, animales y/o 5
plantas en necesidad de terapia y tratamiento fungicida.

Una cepa bacteriana aislada que produce compuestos antifúngicos, incluyendo los nuevos compuestos antifúngicos 
descritos en la presente memoria, es desvelada.

10
Para los fines de esta divulgación, las abreviaturas son las siguientes: RMN, resonancia magnética nuclear; NOE, 
efecto nuclear Overhauser; NOESY, espectroscopia de efecto nuclear Overhauser; TOCSY, espectroscopia de 
correlación total; COSY, espectroscopia de correlación; ROESY, espectroscopia de efecto nuclear Overhauser en el 
plano rotatorio; HSQC, coherencia nuclear simple cuántica; ESI-MS, Espectrometría de masas de tipo ionización por 
electrospray; MS/MS, espectrometría de masas en tándem; GC, cromatografía de gases acoplada a espectrometría 15
de masas; NRPS, sintetasas de péptido no ribosomal; NAA, aminoácidos novedosos; y MIC, concentración mínima 
inhibidora.

Los términos moleculares tienen su significado común, a menos que se especifique lo contrario. El término "acilo" se 
define como un radical carbonilo unido a un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterociclilo, arilo, o 20
heteroarilo, ejemplos que incluyen, entre otros, radicales tales como acetilo y benzoilo. La expresión "cantidad 
terapéuticamente eficaz" se define como una dosificación suficiente para inducir un efecto fungicida sobre los 
hongos en contacto con los compuestos o la composición. La cantidad de la composición farmacéutica o agrícola 
que es terapéuticamente eficaz depende de los ingredientes y componentes que comprenden la composición y la 
filosofía de tratamiento.25

Para la presente invención, la cepa bacteriana Burkholderia contaminans MS14 fue aislada del suelo que suprimió la 
enfermedad de la podredumbre parda de la hierba de césped. Un nuevo compuesto antifúngico fue purificado a 
partir el cultivo líquido de esta bacteria. Los datos para dos compuestos antifúngicos estrechamente purificados 
relacionados se obtuvieron mediante los experimentos de TOCSY, NOESY, ROESY, 13C-RMN 2D HSQC, y ESI-MS 30
y GC. El análisis de las masas monoisotópicas de la preparación purificada indicó la presencia de dos compuestos 
relacionados con masas determinadas como 1199,543 Da y 1215,518 Da; la diferencia corresponde a la masa de un 
átomo de oxígeno. El análisis de GC identificó un azúcar de xilosa adherido al compuesto antifúngico. Los 
experimentos de RMN revelaron que el compuesto es cíclico y está compuesto por ocho aminoácidos, dos de los 
cuales son derivados β-hidroxi de Tyr y Asn, y uno es un nuevo aminoácido (NAA). El nuevo aminoácido sirve como 35
el armazón para la fijación del azúcar de xilosa y una cadena de acilo corta. El espectro y la concentración de la 
actividad antifúngica se determinó mediante un ensayo de placa de microtitulación. El compuesto antifúngico 
demostró una potente actividad antifúngica contra un amplio panel de patógenos fúngicos en plantas y animales, así 
como dos especies de Pythium spp. Las observaciones microscópicas demostraron que el compuesto antifúngico 
altera la morfología normal de la membrana. Las células fúngicas se llenan con grandes cuerpos de inclusión y la 40
membrana se conforma de forma irregular y se hincha tras la exposición a concentraciones subinhibidoras del 
compuesto antifúngico. Nuestros datos apoyan la identificación del nuevo fungicida y el compuesto ha sido 
nombrado como occidiofungina, que significa asesino de hongos.

La cepa MS14 de Burkholderia contaminans se aisló previamente en suelos que suprimen la enfermedad, un suelo 45
en el que el patógeno transmitido por el suelo causa poco o ningún daño a la planta huésped. La caracterización 
inicial de esta cepa demostró que inhibía el crecimiento de un amplio intervalo de patógenos fúngicos. 
Posteriormente, La mutagénesis por transposones identificó la región genómica responsable de la actividad 
antifúngica, y un fragmento de ADN genético de 56 kb se secuenció y se depositó parcialmente ante GenBank con el 
número de acceso: EU938698. Esta región genómica contiene varios marcos de lectura abiertos, algunas de las 50
cuales codifican proteínas reguladoras, un transportador de péptidos cíclicos, una glicosiltransferasa, una 
transaminasa, y módulos catalíticos de sintetasas de péptido no ribosomal (NRPS). El compuesto antifúngico fue 
entonces aislado y el análisis de aminoácidos confirmó que la cadena principal del compuesto antifúngico es un 
oligopéptido que se sintetiza a través de un mecanismo NRPS.

55
PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Todos los productos químicos fueron adquiridos en Sigma (St. Louis, MO) y eran de la más alta calidad, a menos 
que se indique otra cosa. La occidiofungina se produjo y purificó como se ha descrito anteriormente.

60
Espectrometría de masas. Los compuestos antifúngicos en las fracciones activas fueron analizados por 
espectrometría de masas de tipo ionización por electrospray (ESI-MS) usando un espectrómetro de masas 
Micromass Q-TOF II. Los compuestos se disolvieron en 50/50 acetonitrilo/agua (v/v) con 0,1 % de ácido fórmico y se 
inyectaron en un flujo de 1 µl/min del mismo disolvente utilizando una bomba de jeringa Harvard. El flujo fue 
pulverizado utilizando la interfaz nano-LC. La MS/MS en tándem (MS/MS) se realizó con iones cargados 65
individualmente utilizando energía de colisión convencional (34 V) y una energía de colisión superior (50 V).
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Análisis de composición de monosacáridos. El monosacárido en la occidiofungina purificada se determinó como 
trifluoroacetato de metilglicósido por cromatografía de gas-líquido. Los análisis se realizaron con un cromatógrafo de 
gases (Modelo 5890, Hewlett-Packard, Sacramento, CA) equipado con una columna de sílice fundida de 25 m (0,22 
mm de diámetro interior) OV-1701 WCOT (Chrompack, Bridgewater, NJ) y detector de captura de electrones. Los 5
patrones de azúcar (pentosas, hexosas, N-acetilaminohexas) se procesaron al mismo tiempo que los compuestos de 
ensayo y el azúcar en occidiofungina se determinó en base a la comparación de su perfil cromatográfico con los de 
los patrones. Se utilizó sorbitol como patrón interno.

Espectroscopia de RMN. La occidiofungina no es soluble en soluciones acuosas en las concentraciones requeridas 10
para la RMN. Por lo tanto, Se prepararon muestras de 5 mM de occidiofungina en un 50 % de acetonitrilo-d3 
(isótopos de Cambridge) y un 50 % de agua en un volumen total de 700 µl. Los datos de RMN fueron recopilados en 
el sistema de RMN Varian con el espectrómetro Cold Probe™, funcionando a una frecuencia de protones de 800 
MHz. Las resonancias 1H fueron asignadas de acuerdo con los procedimientos convencionales utilizando 
experimentos TOCSY y NOESY. Se utilizaron los experimentos ROESY y 13C-HSQC para aclarar algunas áreas de 15
ambigüedad en los espectros TOCSY y NOESY. Los experimentos TOCSY, NOESY y 13C HSQC se recogieron a 
25 ºC y el experimento ROESY se recogió a 4 ºC. La frecuencia portadora se centró en la resonancia de agua, que 
se suprimió utilizando la muy eficiente técnica de eco selectiva con gradiente de campo de doble impulso. Se utilizó 
un retardo de relajación de 1,5 s entre las exploraciones. El experimento TOCSY fue adquirido con un tiempo de 
mezcla de 60 ms utilizando la secuencia DIPSI-2. Los experimentos NOESY y ROESY fueron adquiridos con 20
tiempos de mezcla de 400 ms y 100 ms, respectivamente. Los parámetros para recoger el espectro HSQC se 
optimizaron para observar los grupos de CH alifáticos (tiempo de retardo de transferencia ajustado para una 
constante de acoplamiento de 140 Hz y una desviación de 13C ajustada a 35 ppm). La anchura de barrido espectral 
para TOCSY, NOESY, y ROESY era de 9000 Hz (11,25 ppm) en ambas dimensiones. Las anchuras de barrido 
espectrales para HSQC fueron de 9000,0 Hz (11,25 ppm) en las dimensiones de protones y de 21.200,0 Hz (105,5 25
ppm) en la dimensión de carbono. Todos los datos 2D fueron recopilados con 8192 puntos complejos en la 
dimensión de adquisición y entre 320 y 512 puntos complejos para las dimensiones indirectas, excepto para el 
HSQC que se recogió con 1024 y 192 puntos complejos en la dimensión directa e indirecta, respectivamente. La 
detección indirecta de fase sensible para el experimento NOESY, ROESY y TOCSY se realizó utilizando el 
procedimiento de States-TPPI. Para recoger el espectro HSQC se utilizó una secuencia de pulsos de sensibilidad 30
mejorada seleccionada por el gradiente. Los desplazamientos químicos de 1H se referenciaron con respecto al 
acetonitrilo (1,93 ppm). Los datos se procesaron con nmrPipe eliminando primero la señal de agua residual por 
deconvolución, multiplicando los datos en ambas dimensiones por una función coseno al cuadrado o una función 
coseno al cuadrado con un desplazamiento de 608 (para la dimensión 1H de HSQC), al rellenarse con ceros una 
vez, transformada de Fourier y corrección del valor basal. Los datos se analizaron con el programa informático 35
interactivo NMRView. Las intensidades de pico cruzado de NOE se midieron en NMRView. Las distancias se 
calibraron utilizando la relación rab

6 = rcal
6(Vcal/Vab), en la que rab es la distancia entre los átomos a y b, Vab es el 

volumen de pico cruzado de NOESY a a b, rcal es una distancia conocida, y Vcal es el volumen correspondiente del 
pico cruzado de la calibración de NOESY. La distancia utilizada para las calibraciones fue β-hidroxi Tyr4 Hδ y 
protones aromáticos Hε (2,46 Å).40

Organismos microbianos. Las cepas fúngicas se obtuvieron a partir de colecciones del Sistema de Laboratorio de 
Investigación Médica Veterinaria y Diagnóstico de la Universidad Estatal de Mississippi y del Departamento de 
Entomología y Patología Vegetal o se adquirieron en la Colección Americana de Cultivos Tipo (Manassas, Va.). Los 
aislados fúngicos utilizados en este estudio fueron Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, 45
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ATCC9848, Geotrichum candidum F-260, Macrophomina phaseolina 61, 
Microsporum gypseum, Penicillium sp., Rhizoctonia solani MSCOT-1, y Trichophyton mentagrophytes. Además, se 
sometieron a ensayo dos especies de Pythium: Pythium spinosum 472-04 y Pythium ultimum 671-04.

Ensayo de susceptibilidad antifúngica. Las concentraciones inhibidoras mínimas se determinaron mediante ensayos 50
de microdilución con agar. La occidiofungina se diluyó en serie dos veces (32 µg/ml a 62,5 ng/ml) con agua estéril y 
se añadió a placas de 12 pocillos de fondo plano. Un (1) ml de agar de dextrosa Sabouraud Difco™ (BD Diagnostics, 
Franklin Lakes, NJ) se añadió a cada pocillo. Una vez que el agar se solidificó, las placas se almacenaron invertidas 
a 4 ºC hasta su utilización. Se cultivaron cultivos de hongos en placas de agar de dextrosa Sabouraud de 100x15 
mm (Thermo Fisher Scientific Remel Products), Lenexa, KS) a 22 ºC durante 7 días. Un punzón circular, que 55
contiene un tapón de 1 cm de diámetro de los hongos de la placa de agar, se realizó en un área de la placa que 
tiene un crecimiento confluente de los hongos. El tapón se colocó en 3 ml de PBS y se trituró con aproximadamente 
30 golpes de un homogeneizador Ten-brock. Se colocaron cinco (5) µl del sobrenadante en el centro de cada pocillo 
y se dejaron secar antes de incubar las placas de microtitulación a 22 ºC. Las concentraciones inhibidoras mínimas 
se midieron a las 48 horas para cada especie, excepto para Trichophyton mentagrophytes, que se midió a las 72 60
horas. Las MIC se determinaron como la concentración más baja que inhibe el crecimiento visible de hongos. Los 
valores de MIC50 se determinaron como una concentración que redujo visiblemente el crecimiento de la colonia en 
más de un 50 % (en diámetro) en comparación con el control.

Microscopía. Los hongos que crecen en placas de 12 pocillos de fondo plano descritas anteriormente se utilizaron 65
para examinar los efectos de la occidiofungina sobre las hifas y las artrosporas fúngicas. Para cada uno de los 
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hongos, las hifas o artrosporas con una MIC50 observada a las 48 horas de crecimiento junto al pocillo de MIC se 
utilizaron para la preparación de portaobjetos de microscopía óptica y de microscopía electrónica de transmisión 
(TEM, por sus siglas en inglés). Para microscopía óptica, se utilizó la solución de algodón azul de lactofenol (Sigma) 
como tinción positiva y medio de montaje para el portaobjetos. Para TEM, las muestras de G. candidum se fijaron a 
4 ºC con un 2,5 % de glutaraldehído en tampón fosfato 0,1 M (pH 7,2). Después de aclararse con el tampón, los 5
especímenes se fijaron posteriormente con un 2 % de tetróxido de osmio en el tampón fosfato. Los especímenes 
lavados con el tampón fosfato se deshidrataron en series de etanol graduado (50-100 %), y luego se embebieron en 
la resina de Spurr. Las secciones finas generadas con un Ultramicrotomo Reichert-Jung Ultracut E (60-90 nm) fueron 
teñidas doblemente con acetato de uranilo y citrato de plomo como se ha descrito anteriormente. Las rejillas fueron 
observadas bajo un microscopio electrónico de transmisión Jeol JEM-100CXII (Joel Ltd., Tokio, Japón). Las 10
imágenes fueron tomadas con aumentos entre 5.000 y 8.000.

RESULTADOS

La occidiofungina es un glicopéptido cíclico. Los datos de espectrometría de masas de alta resolución revelaron la 15
existencia de dos variantes estructurales del péptido antifúngico; una con una masa monoisotópica de 1.199,543 Da 
y la otra con una masa monoisotópica de 1.215,518 que corresponde a la adición de oxígeno al primer compuesto. 
Dada la presencia de dos variantes estructurales, las variantes del compuesto antifúngico se denominan 
occidiofungina A (1.199,5584 Da) y occidiofungina B (1.215,5533 Da). El análisis ESI-TOF MS/MS del compuesto 
antifúngico no fue concluyente, ya que la energía de colisión convencional solo provocaba la pérdida de glicano y la 20
alta energía de colisión que se requería para fragmentar el compuesto antifúngico producía una serie compleja de 
iones hijos. Sin embargo, el hecho de que se requiriera una alta energía de disociación para que se produjera la 
fragmentación sugiere que el compuesto es un péptido cíclico. Un procedimiento de disociación convencional resultó 
solo en una pérdida de 149 Da del ion parental, que indica la presencia de un azúcar de pentosa. El análisis de GC 
reveló que el azúcar adherido al oligopéptido es una xilosa (Figuras 1 y 2). Un intento de digerir el péptido con 25
tripsina no tuvo éxito (los datos no se muestran). El fracaso en la linealización del péptido antifúngico impidió el 
posterior análisis de ESI-MS.

La RMN demostró ser el procedimiento definitivo para determinar la estructura del oligopéptido antifúngico. Para 
determinar la estructura covalente completa del péptido antifúngico, se recopilaron los datos de TOCSY, NOESY, 30
ROESY, y HSQC. Los conjuntos de datos TOCSY y NOESY proporcionaron asignaciones secuenciales y los 
conjuntos de datos de ROESY y HSQC se utilizaron como evidencias para las asignaciones basadas en protones. 
Los conjuntos de datos de TOCSY/NOESY revelaron la presencia de 13 sistemas de espín distintos en la frecuencia 
de protones amida del espectro. Este número de sistemas de espín es mayor de lo esperado para un oligopéptido 
con una masa de 1199 y 1215 Da. Un análisis más detallado del conjunto de datos reveló que la variante oxidada, 35
occidiofungina B, tiene varios sistemas de espín distintos en la frecuencia de amida del espectro de TOCSY (Figura 
3A).

Una asignación numérica de los aminoácidos puede atribuirse a los datos de secuenciación que indican la ubicación 
del dominio de la tioesterasa en el complejo NRPS; la ubicación del dominio de la tioesterasa designa normalmente 40
el extremo C-terminal del oligopéptido. Los residuos 1 y 7 de occidiofungina A tienen un patrón de desplazamiento 
químico característico de un residuo de Asn. El residuo 4 es un residuo modificado de Tyr. El carbono beta es 
hidroxilado, lo que resulta en un notable desplazamiento a campo más abajo del protón beta a 5,16 ppm. Se 
observan NOEs entre los protones delta del anillo aromático al protón beta de β-hidroxi Tyr, permitiendo la 
asignación definitiva de las frecuencias de protones aromáticos. La occidiofungina B difiere de occidiofungina A en 45
que el β-carbono de Asnl es hidroxilado, resultando en un residuo de β-hidroxi Asn en la posición 1. La hidroxilación 
del carbono beta dio como resultado que el protón beta cambiara de 2,67 ppm a 4,24 ppm.

La occidiofungina tiene un amplio espectro de actividad antifúngica. La occidiofungina demostró una actividad 
antifúngica significativa contra una amplia serie de patógenos fúngicos de plantas y animales (Figuras 5A y 5B). R. 50
solani fue la más sensible de los hongos sometidos a ensayo con una MIC de 2 µg/ml y mostró una inhibición 
significativa del crecimiento a una concentración de 0,5 µg/ml. A. fumigatus y A. niger, que son causas comunes de 
aspergilosis pulmonar invasiva, eran altamente susceptibles a la occidiofungina con una MIC de 8 µg/ml y 4 µg/ml, 
respectivamente. Dos hongos relacionados, Microsporum gypseum y Trichophyton mentagrophytes ambos 
asociados con la dermatofitosis, fueron sensibles a la occidiofungina con MIC de 4 µg/ml. Los hongos patógenos 55
adicionales, Penicillium sp., Alternaria alternata y Macrophomina phaseolina, mostraron ser sensibles a la 
occidiofungina con una MIC de 32 µg/ml, 8 µg/ml y 2 µg/ml, respectivamente. El hongo F. oxysporum fue el menos 
sensible a la occidiofungina con una MIC >32 µg/ml. Sin embargo, se observó una inhibición significativa del 
crecimiento a 16 µg/ml. G. candidum, un patógeno de levadura de plantas y animales, se inhibió significativamente al 
tener una MIC de 8 µg/ml y una notable inhibición del crecimiento a 4 µg/ml (Figura 5B). P. spinosum y P. ultimum60
fueron las más sensibles a la occidiofungina, con una MIC de 1 µg/ml y 2 µg/ml, respectivamente. Estos datos 
indican que la occidiofungina tiene una posible aplicación como un potente agente antifúngico de amplio espectro 
contra los patógenos fúngicos de plantas y animales.

La occidiofungina altera la integridad de la membrana. En estos estudios se utilizaron hifas y células de edad 65
equivalente. Las hifas de R. solani que crecen en concentraciones subinhibidoras de occidiofungina (0,5 µg/ml) se 
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compararon con las hifas de R. solani que crecen en ausencia del compuesto antifúngico. Hubo una reducción de 
más del 50 % en el crecimiento de R. solani en esta concentración (Figura 5A). La occidiofungina indujo cambios 
morfológicos hifales significativos, siendo uno de los cambios más notables la formación de inclusiones intracelulares 
(Figura 6), paneles A y B, flechas negras sólidas). Otra diferencia notable fue la deformación de las puntas de las 
hifas y el patrón ondulado de la membrana celular después de la exposición a occidiofungina (Figura 6), paneles A y 5
B, flechas huecas). La misma observación se hizo sobre la morfología de las hifas de M. phaseolina cultivadas bajo 
concentraciones subinhibidoras (no se muestra). Las artrósporas de G. candidum expuestas a 4 µg/ml de 
occidiofungina durante 48 horas mostraron formas amorfas debido a la inflamación celular posterior a la exposición 
(Figura 6, paneles C y D) en comparación con las células no tratadas. Los datos de TEM muestran una drástica 
disminución en el espesor de la pared celular de G. candidum después de la exposición a concentraciones 10
subinhibidoras de occidiofungina durante 48 horas (Figuras 7A, 7B, y 7C). Además, lo que parece ser un 
desprendimiento de la pared celular está presente en la muestra tratada (Figuras 7A, 7B, flechas negras sólidas), lo 
que sugiere que la integridad de la pared celular se ve afectada por la exposición a la occidiofungina. La falta de 
contraste celular interna en la G. candidum tratada también sugiere que la célula se ha lisado (Figuras 7A, 7B, 
flechas huecas). Presumiblemente, la pared celular más delgada es incapaz de mantener la presión osmótica. No se 15
puede hacer ninguna declaración acerca de la hinchazón a partir de los datos de la TEM, dado que las artrosporas 
son cilíndricas y la posibilidad de seccionarlas es alta. Una vista más amplia que muestra varias artrósporas muestra 
que algunas de ellas retienen una apariencia cilíndrica (Figura 7C); no obstante, todas comparten las mismas 
deformidades morfológicas internas y en la pared celular, tal como se observa en la artrospora mostrada en la Figura 
7B. Estas observaciones indican que la occidiofungina se dirige a la integridad de la membrana al alterar la 20
formación de la pared celular y que la occidiofungina puede inhibir la función enzimática, ya que la formación de 
cuerpos de inclusión visibles se atribuye generalmente a la acumulación de sustrato.

ANÁLISIS
25

Los hallazgos de este estudio incluyen: la elucidación de la estructura de occidiofungina que contiene un nuevo 
aminoácido; la caracterización de la actividad antifúngica de amplio espectro de occidiofungina; y la observación in 
vivo de las inclusiones celulares y de la inestabilidad de las membranas después de la exposición al compuesto 
antifúngico.

30
La caracterización estructural confirma que la occidiofungina es un agente antifúngico único. Los datos estructurales 
proporcionaron asignaciones de aminoácidos que permitieron distinguir entre las dos variantes estructurales de 
occidiofungina, occidiofungina A y occidiofungina B.

Se identificó un nuevo aminoácido que se caracteriza por los datos de RMN. Se desconoce la importancia de este 35
residuo único para la actividad antifúngica, pero es un área de enorme interés para nuestro grupo. Además, dos 
derivados de aminoácidos, β-hidroxi Asn (exclusivo de occidiofungina B) y β-hidroxi Tyr fueron identificados en los 
datos de RMN. Todavía no se ha logrado la separación cromatográfica de cada variante. Por lo tanto, aún no se 
sabe si la hidroxilación del carbono beta de Asn 1 es importante para la bioactividad del compuesto. El dramático 
desplazamiento en las frecuencias de amida de los residuos cerca de β-hidroxi Asn 1 sugiere que la conformación 40
del péptido cambió después de la hidroxilación del carbono beta de Asn 1.

Se desconoce el mecanismo exacto de actividad de la occidiofungina, pero este estudio proporciona una base sólida 
para comenzar experimentos para dilucidar el mecanismo de acción. La occidiofungina demostró una fuerte 
actividad inhibidora contra dos especies de Pythium. Pythium no es un hongo verdadero y el ergosterol no está 45
presente como esterol principal en sus membranas celulares; por consiguiente, es insensible a los antifúngicos que 
se orientan selectivamente al ergosterol. Por lo tanto, la actividad antifúngica de occidiofungina presumiblemente no 
implica la unión de ergosterol o la inhibición de la síntesis de ergosterol. También es importante destacar que la 
pared celular de Pythium no contiene quitina, y que este oomiceto contiene una gran cantidad de β-glucano en su 
pared celular. Por lo tanto, tampoco es probable que la occidiofungina se oriente selectivamente a la síntesis de 50
quitina.

La morfología de los hongos expuestos a occidiofungina se asemeja a la morfología notificada en la literatura de 
hongos expuestos a equinocandinas, lo que sugiere que la occidiofungina puede orientarse selectivamente a la 
síntesis de glucano. A. fumigatus expuesta a concentraciones inhibidoras de micafungina, una equinocandina, 55
mostró una ráfaga de hifas y mostró membranas onduladas y puntas de hifas deformadas a concentraciones 
subinhibidoras. Candida albicans expuesta a dosis letales de equinocandinas induce hinchazón y en dosis 
subinhibidoras se observaron cambios morfológicos anormales en la membrana. La formación de morfología de la 
membrana aberrante en A. fumigatus es similar a la observada cuando R. solani y M. phaseolina se cultivaron bajo 
concentraciones subinhibidoras y la hinchazón celular de C. albicans se parece a la observada para Geotrichum 60
candidum expuesta a una dosis subinhibidora de occidiofungina. De forma interesante, Fusarium spp., son 
resistentes a las equinocandinas. El mecanismo de resistencia se atribuye a mutantes naturales en la subunidad 
catalítica de la enzima (1,3)-β-glucano sintasa y a diferencias naturales en la estructura de la pared celular, de 
manera específica, Fusarium spp., posee menos de 1,3-β-glucanos. Mientras que la MIC de F. oxysporum fue >32 
µg/ml en este estudio, la occidiofungina redujo drásticamente el crecimiento de este hongo a 16 µg/ml. Estudios 65
adicionales explorarán si la occidiofungina inhibe la síntesis de la pared de la célula fúngica compuesta por glucanos, 
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en particular su capacidad para inhibir (1,3)-β-glucano sintasa. La formación de la pared celular y las respuestas al 
daño de la pared celular implican una intrincada red de señalización celular, que orquesta la comunicación entre la 
superficie de la pared celular fúngica y las enzimas biosintéticas para su síntesis y reparación. Por consiguiente, el 
mecanismo exacto de acción de la occidiofungina podría implicar una diana completamente nueva.

5
Una composición que comprende la presente invención puede ser administrada a un sujeto animal o planta en una 
cantidad terapéuticamente eficaz, dependiendo de la gravedad de la infección o enfermedad, previniendo o 
disminuyendo así cualquier efecto a corto o largo plazo de la infección por hongos.

Esta divulgación ha descrito y caracterizado por primera vez un conjunto de compuestos antifúngicos novedosos y 10
extremadamente eficaces para su aplicación en la prevención y reducción de un amplio intervalo de infecciones 
fúngicas en sujetos humanos, animales, y plantas, así como la nueva cepa bacteriana aislada que produce los 
compuestos antifúngicos.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de glicopéptido cíclico antifúngico, y sales farmacéutica y agrícolamente aceptables del mismo, 
para evitar o tratar una infección o enfermedad fúngica, siendo dicho glicopéptido cíclico derivado de la cepa 
bacteriana Burkholderia contaminans; caracterizado por tener dos variantes estructurales con una masa 5
monoisotópica de 1199,543 Da y 1215,518 Da, correspondiendo la diferencia a la masa de un átomo de oxígeno, 
compuesto por ocho aminoácidos, dos de los cuales son derivados β-hidroxi de tirosina (Tyr) y de asparagina (Asn) 
y un nuevo aminoácido que sirve como armazón para la fijación de un azúcar de xilosa y una cadena de acilo corta; 
y además se caracteriza por tener el siguiente espectro de RMN A de espectroscopia de correlación total (TOCSY) 
A:10

y por tener el siguiente espectro de RMN 2D de espectroscopia de efecto nuclear Overhauser (NOESY) B:
15
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siendo dichos espectros obtenidos al disolver una muestra de 5 mM del glicopéptido cíclico en 50 % de acetronitrilo-
d3 y 50 % de agua, en un volumen total de 700 µl, y recopilar los datos de RMN a una frecuencia de protón de 800 
MHz, una anchura de barrido espectral de 9000,0 Hz en las dimensiones del protón y del carbono, una temperatura 
de 25 ºC con la frecuencia portadora centrada en una frecuencia de resonancia de agua mientras se suprime la 5
resonancia de agua mediante una técnica de eco selectiva con gradiente de campo de doble impulso, con 
adquisición de datos, para el espectro A de RMN TOCSY, que utiliza un tiempo de mezcla de 60 milisegundos 
utilizando la secuencia DIPSI-2 y que emplea un retardo de relajación de 1,5 segundos entre barridos, y con 
adquisición de datos, para el espectro B de RMN 2D NOESY, que utiliza un tiempo de mezcla de 400 milisegundos 
utilizando la secuencia DIPSI-2 y que emplea un retardo de relajación de 1,5 segundos entre barridos.10

2. Un compuesto antifúngico de acuerdo con la reivindicación 1 para tratar patógenos fúngicos de plantas, animales 
y/o humanos que comprende la etapa que consiste en poner en contacto al menos un patógeno fúngico de plantas, 
animales y/o humanos con el compuesto antifúngico de acuerdo con la reivindicación 1.

15
3. Un compuesto antifúngico de acuerdo con la reivindicación 1 para el tratamiento de al menos un patógeno fúngico 
de plantas, animales, y/o humanos.

4. Un procedimiento de tratamiento de una infección o enfermedad fúngica en una planta que comprende la etapa 
que consiste en poner en contacto el sitio de infección o enfermedad fúngica con el compuesto antifúngico de 20
acuerdo con la reivindicación 1.

5. Utilización del compuesto antifúngico de acuerdo con la reivindicación 1 para el tratamiento de una infección o 
enfermedad fúngica en una planta.

25
6. Un compuesto antifúngico de acuerdo con la reivindicación 1 para alterar la morfología de la membrana celular de 
al menos un patógeno fúngico de plantas, animales y/o humanos que comprende la etapa que consiste en poner 
contacto la membrana celular con el compuesto antifúngico de acuerdo con la reivindicación 1.

7. Un compuesto antifúngico de acuerdo con la reivindicación 1 para alterar la morfología de la membrana celular de 30
al menos un patógeno fúngico de plantas, animales, y/o humanos.

8. Una composición farmacéutica que comprende el compuesto antifúngico de acuerdo con la reivindicación 1 y al 
menos un vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

35
9. La composición de la reivindicación 8, en la que al menos un vehículo o diluyente es un vehículo o diluyente 
agrícolamente aceptable.
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