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RESUMEN

Este trabajo se incluye dentro de un proyecto de busqueda de compuestos que presenten
accion bactericida contra el microorganismo patégeno Xanthomonas axonopodis pv citri
(Xac), una bacteria que causa la enfermedad del cancer de citricos.

Xanthomonas es una bacteria Gram negativa que posee una enzima, la NADPH-flavodoxina
(ferredoxina) reductasa (XacFPR), que se ha utilizado en este proyecto como diana
terapéutica, debido a sus diferencias estructurales y funcionales con sus homologas en las
células eucariotas vegetales, las FNRs plastidicas. De este modo se busca inhibir la enzima
del fitopatdgeno sin ocasionar dafo a la planta hospedadora mediante el descubrimiento de
un bactericida eficaz.

El objetivo supone todo un reto, ya que existe un método efectivo para evitar los efectos de
Xanthomonas, que incluyen graves dafos en los citricos de diferentes paises del mundo,
incluyendo Espaifia, reduciendo enormemente la produccién, lo que conlleva grandes
pérdidas econédmicas sin que existan métodos efectivos para frenar su avance.

Los potenciales inhibidores de la XacFPR estudiados en esta memoria, 43 compuestos,
fueron seleccionados con anterioridad mediante cribado masivo a partir de una quimioteca
formada por 11.120 compuestos. En este trabajo se ha medido el valor IC50 de estos
compuestos mediante la actividad diaforasa de la XacFPR y se han realizado ajustes globales
de los datos cinéticos obtenidos en presencia de un compuesto con alta eficacia de
inhibicidn, a las funciones de Michaelis-Menten y sus inversos modificadas por el factor de
inhibicidn para determinar el tipo de inhibicion.

En este trabajo se ha concluido que dicho compuesto produce una inhibicidon efectiva de un
94,6 % de la actividad reductasa de la XacFPR y con un IC50 de 9.7 uM mediante un posible
mecanismo de inhibicidn no competitiva, con un valor de K, de 5 uM. Los experimentos
preliminares de acoplamiento molecular, "docking”, muestran que dicho compuesto se une
a XacFPR en el sitio donde se encuentra el cofactor FAD.

Con este compuesto seleccionado se podran realizar pruebas de inhibicidn in vivo donde se
comprobara la efectividad del bactericida y su inocuidad en las plantas hospedadoras.



ABSTRACT

This work forms part of a search for compounds which exhibit bactericidal action against the
phytopathogen Xanthomonas axonopodis pv citri (Xac), a bacterium that causes citrus
canker.

Xanthomonas is a gram-negative bacterium that has an enzyme, NADPH-flavodoxin
(ferredoxin) reductase (FPR), which has been used in this project as a therapeutic target
because of its structural and functional differences with its counterpart in eukaryotic plant
cells, plastidic FNRs Thus we seek to inhibit the phytopathogen enzyme without causing
damage to the host plant, this is, finding an effective bactericide.

The goal is a significant challenge, as there are not effective ways to stop the effects of Xac,
which includes serious damage in different countries, including Spain, where there is a
significant reduction of production, leading to huge economic losses with no existence of
effective methods to stop its advance.

Potential inhibitors of XacFPR analyzed in this project, 43 compounds, were previously
selected by high throughput screening of a chemical library consisted of 11,120 compounds.
In this study it has been measured the IC50 value of these potential inhibitors in the
reductase activity of XacFPR and a kinetic characterization in the presence of one of them,
which showed high inhibitory action, was performed.

It was concluded that compound 12 produces an effective inhibition of the reductase activity
of XacFPR showing an IC50 of 9.7 uM acting through a non-competitive inhibition
mechanism, with a K, value of 5 uM . First docking studies suggest that the compound binds
to XacFPR on the FAD binding site.

This compound and others that are promising for inhibiting the activity of the XacFPR will be
later tested for in vivo inhibition assays in where true bactericidal effectiveness and safety to
the host plants will be checked.



1. INTRODUCCION
1.1 FPRs: oxidoreductasas bacterianas

Las ferredoxina-NADP" oxidorreductasas (FNRs) son un grupo de flavoproteinas encargadas
de catalizar la transferencia de electrones entre el coenzima NADP'/H y proteinas
transportadoras de un solo electréon como las ferredoxinas (Fd) o las flavodoxinas (Fid) [1].
Este grupo de enzimas se encuentra tanto en cloroplastos de plantas, como en
cianobacterias y algas e incluso en mitocondrias o bacterias no fotosintéticas. Su funcién
consiste en catalizar la siguiente reaccion reversible:

2Fd,q + NADP" + H'= 2Fd,, + NADPH

La estructura general de las FNRs se compone de dos moddulos de plegamiento
independientes: uno de unién a FAD, formado por un barril B antiparalelo con 6 hebras
organizadas en dos hojas ortogonales y separadas por una hélice a, y otro de unidn a
NADP*/H, compuesto por una ldmina de cinco hebras B paralelas rodeada por 6 hélices a,
que es una modificacion del motivo Rossman de unién a nucledtidos [2].

Las FNRs presentan como cofactor una molécula de mononucleétido de flavina y adenina
(FAD) por molécula de apoproteina, unida de forma no covalente. El FAD (Figura 1) se
sintetiza a partir de la riboflavina o vitamina B2 a través de dos reacciones consecutivas de
fosforilacién y adenililacién. Este proceso es llevado a cabo por dos enzimas independientes
en células eucariotas, y por una enzima bifuncional en células procariotas: la FAD sintetasa

[3].

La molécula de FAD contiene un triple anillo de isoaloxacina que puede encontrarse en tres
estados de o6xido-reduccion diferentes en el interior de las flavoproteinas: totalmente
oxidado o quinona (ox), reducido por un solo electrén o semiquinona (sq), y reducido por
dos electrones o hidroquinona (hq). Esta propiedad de estabilizar tres estados de 6xido-
reduccion diferentes hace de las flavoproteinas importantes conectores bioldgicos entre
donadores/aceptores obligados de uno y dos electrones.
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Las FNRs actlan con un coenzima, el NAD(P)/H. Estos nucleétidos de piridina, NAD" y
NADP?, junto con sus formas reducidas NADH y NADPH, se sintetizan a partir de la niacina o
vitamina B3. Constan de una adenosina (fosforilada en posicion 2°de la ribosa en el caso del
NADP (2°P-AMP)), un grupo pirofosfato (PP;), una ribosa y un anillo de nicotinamida unido en
B (NMN) (Figura 2). Este anillo de nicotinamida pasa de estado oxidado a reducido mediante
la captacidn o cesidn de dos electrones y un proton, o lo que es lo mismo, la transferencia de
un ion hidruro en un Unico paso.
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Las FNRs se dividen en dos clases: las de tipo planta y las de tipo glutation reductasa (GR)
(Figura 3). El primer grupo comprende a las oxidorreductasas presentes en cloroplastos,
plastidos no fotosintéticos, cianobacterias y proteobacterias, mientras que las del segundo
grupo se han encontrado en mitocondrias de animales y levaduras, asi como en algunas
bacterias. Las reductasas de tipo planta a su vez se subdividen en plastidicas y bacterianas
(que se conocen como FPRs).

Tipo hoja
Tipo plastidico

FNR tipo planta Tipo raiz
Tipo bacteriano (FPR)

Tipo adrenodoxina reductasa
FNR tipo GR

Tipo ONFR

Figura 3: Clasificacion de las FNRs.



Las FPRs bacterianas estdn presentes en a- y y-proteobacterias con metabolismos
heterdtrofos como E. coli, Xanthomonas y Pseudomonas, o que realizan la fotosintesis
anoxigénica como Rhodobacter, donde participan en procesos de detoxificacion y
eliminacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) [4]. Su sintesis se induce en presencia del
ion superodxido, y esta controlada por diversos mecanismos de respuesta a estrés oxidativo.
Cuando no se dan estas condiciones de estrés oxidativo, la FPR tiene una cierta expresion
basal y participa en diversos procesos metabdlicos, como la donacién de electrones a la
nitrogenasa en el proceso de fijacion del nitrégeno en géneros como Azotobacter y
Rhodobacter.

Las FNR plastidicas y las FPRs bacterianas presentan diferencias en su estructura, siendo las
mas importantes las que se refieren a la zona de unidn de la adenina del FAD, ya que las
enzimas bacterianas carecen del motivo Yxx de union a adenosina. También son destacables
las diferencias en su extremo carboxilo terminal, pues las FPRs presentan una extension de
entre 1y 6 residuos de longitud, que no se encuentra en las FNR plastidicas (Figura 4 y Figura
A.1 en Anexos).

Por otro lado las FNRs plastidicas unen el cofactor FAD en conformacién extendida, mientras
que sus homologas en bacterias lo unen en conformacién plegada (Figura 4). En ambos casos
las uniones se producen mediante interacciones de apilamiento, contactos de Van der Waals
y puentes de hidrégeno en el extremo carboxilo terminal de la proteina.

Tyr120

Figura 4: Conformacion del cofactor FAD en las (A) FNR de Anabaena PCC 7119, (B) FNR de hoja de maiz, (C)
FPR de R. capsulatus y (D) FPR de E. coli.

Cabe destacar que las FNRs presentan un residuo terminal de tirosina (Y308 en FNR de
guisante) clave para su eficiencia y que se apila contra el FAD. La parte que queda enterrada
en la proteina es el anillo de isoaloxacina (Figura 4 y Figura 5). Por el contrario, algunas FPRs

carecen de este residuo, presentando todas ellas una secuencia C-terminal adicional. Las



FPRs se dividen a su vez en dos tipos: de clase | ¢ Il, segin la naturaleza del residuo

enfrentado con el anillo de adenina del FAD (Figura 5).

Plastidic
FNRs
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Bacterial |
FNRs
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Figura 5: Clasificacion de las FNRs segtn sus motivos estructurales. En las FPRs, si la adenina queda enfrentada

a un residuo alifdtico o a uno aromdtico las FPRs son de clase | o Il, respectivamente.

Otra diferencia entre las FNRs plastidicas y las FPRs bacterianas es la funcién que
desempeiian en la célulay, por lo tanto, la direccién de la reaccidn que catalizan (de caracter
reductor u oxidativo) (Figura 6).

A
planta
\ I:dred

NADPH+H* \ » Fdreq
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NADPH+H

bacteria
\ Fdox

Figura 6: Reacciones de las FNRs segun sean plastidicas (A) o bacterianas(B).
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En plantas, la FNR desempefia una actividad crucial en la fase luminosa de la fotosintesis,
catalizando la transferencia electrdnica entre dos moléculas reducidas de Fd o FId y una de
NADP"* en el Gltimo paso de la cadena de transporte de electrones. Aqui, los electrones
procedentes de la luz reducen la proteina ferredoxina y, después, son transferidos a través
de la FNR al NADP*. El NADPH producido es importante después en rutas metabdlicas como
la fijacion del CO, en el ciclo de Calvin. En bacterias, sin embargo, la FPR cataliza la reaccién
contraria (Figura 6), en la que la enzima transfiere 2 electrones procedentes del NADPH a la
ferredoxina (transportador de un solo electrén), que puede asi actuar como elemento
reductor en los procesos de respuesta a estrés oxidativo. Este estrés es normalmente
provocado por las plantas como mecanismo de respuesta a bacterias patégenas como
Xanthomonas axonopodis.

La flavodoxina oxidorreductasa bacteriana de Xanthomonas axonophodis pv citri (XacFPR) es
una FNR de tipo planta, bacteriana y de clase I. Cuenta con una cadena de 262 aminodcidos y
tiene un peso molecular aproximado de 30 KDa. Su estructura consta de dos dominios
(Figura 7). El dominio N terminal, que abarca los residuos 4-98, se pliega en seis hebras
antiparalelas seguidas de una hélice a. En este dominio se produce la unién del FAD, cerca
de la hélice a y las hebras B4 y B5. El otro dominio, el C terminal (residuos 99-259) consta de
cinco hebras B paralelas rodeadas por nueve hélices a [7].

Figura 7: Representacion de la estructura tridimensional de la XacFPR. Dominio N terminal (dorado), dominio C
terminal (verde). El cofactor FAD se muestra en varillas coloreadas con el cédigo CPK. Codigo PDB: 4B4D.

1.2 El fitopatégeno Xanthomonas y el cancer de citricos

El género Xanthomonas se incluye en el grupo de las y-proteobacterias, y se compone de
bacterias Gram negativas, aerobias estrictas, con forma de bacilos redondeados y con
flagelo polar mondtrico o Unico [8]. En cultivo, este género es reconocible por el color
amarillo que presentan sus colonias no mucosas debido a un determinado pigmento
carotenoide que contiene bromo. Un buen medio para visualizar bien el color indicativo de
este género es el YDC agar (Yeast Extract Dextrose Calcium Carbonate Agar) [9].



La mayoria de los miembros del género Xanthomonas suelen presentar actividad como
importantes patdgenos en plantas ya que, junto a los hongos, las bacterias son los
fitopatdgenos mas comunes. Aunque los primeros son responsables de muchas de las
enfermedades en plantas debido a su prevalencia hay un numero significativo de
enfermedades bacterianas que se consideran extremadamente destructivas y por lo tanto
una amenaza para los cultivos en todo el mundo.

La bacteria Xanthomonas axonopodis pv citri es la responsable de la enfermedad infecciosa
llamada cancrosis o cancro, que afecta a la mayoria de las variedades comerciales de citricos,
lo que le otorga una relevancia mundial y proporciones epidémicas. Cuenta con una alta
diversidad patogénica y, a la vez, bastante uniformidad fenotipica.

La bacteria infecta a la planta a través de los estomas o heridas tisulares y la infeccion de la
bacteria en los citricos se identifica por sus lesiones en forma de manchas protuberantes de
color marrén en las hojas y zonas redondeadas con un halo amarillo y necrético en frutos,
gue a su vez presentan un aspecto aceitoso (Figura 8). Las areas afectadas en las hojas
suelen desprenderse con el tiempo dejando unos agujeros caracteristicos [11].

Figura 8: Sintomas del cdncer de citricos en frutos y hojas infectados por la bacteria Xanthomonas axonopodis

pv citri.

Estas lesiones necrdticas provocan una caida prematura del fruto y defoliacién severa
afectando asi tanto a la cantidad como a la calidad de la fruta cosechada, lo que provoca
graves pérdidas econémicas debido al descenso de la produccién. Cabe destacar que los
frutos infectados no suponen ningun peligro para el ser humano pero, evidentemente, las
cicatrices de la infeccion producen las ya mencionadas pérdidas en la produccién agricola.

El sureste de Asia parece ser donde se origind el cancer de citricos pero se ha extendido
ampliamente hacia zonas mas humedas y de mas altas temperaturas, entre ellas regiones
costeras con cultivos de citricos [12]. Especialmente dafiinos son los ataques en areas que
presentan estas condiciones tan favorables para el desarrollo del patégeno y, en
consecuencia, de la enfermedad asociada. Estas zonas se encuentran principalmente en
Australia, Japén, el Oriente Medio, Africa, Papta Nueva Guinea, Sudamérica o el estado
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de Florida. Un ejemplo de los cultivos mas afectados son la lima mexicana, la uva y la naranja
trifoliada. El principal medio por el cual parece haberse expandido es el transporte de frutas,
plantas o equipamiento, ademads de por el hombre, por fendmenos meteoroldgicos como el
viento y la lluvia. Los sistemas de riego por aspersion también facilitan la expansion de la
infeccidn, asi como los agujeros de Phyllocnistis citrella, una larva que produce heridas
profundas en los brotes mas tiernos de los citricos (minado). Los adultos realizan la puesta
de huevos en estos brotes, donde las larvas que nacen penetran en la hoja y producen los
danos tisulares que propician la infeccién de Xanthomonas.

Xanthomonas axonopodis pv citri sobrevive en restos organicos de plantas y en semillas, lo
gue provoca una continua infeccidn ciclica dificil de interrumpir o atenuar, por lo que
actualmente, no hay un método efectivo para el control de las bacterias en las plantas,
siendo la prevencion la Unica alternativa. Los bactericidas o antibidticos vegetales o los
tratamientos con cobre desarrollados hasta la fecha no son demasiado eficaces. Se ha
investigado en bacteriéfagos que inhiban a X. axonopodis pero no han demostrado ser
aplicables en un extenso niumero de cepas.

Por eso, en la actualidad estas enfermedades se controlan mediante técnicas bioldgicas y
quimicas de prevencién. Sin embargo, un control total y erradicacién de estas enfermedades
bacterianas infecciosas sigue siendo un desafio para agricultores e investigadores. Se debe
estudiar a fondo la biologia del agente causante, (X. axonopodis pv citri), la susceptibilidad
de cada planta y el efecto de los factores ambientales en la interaccién huésped-patoégeno
(prevencidon de zonas de posible expansion).

1.3 Seleccion de compuestos lideres para el desarrollo de farmacos

La forma propuesta de combatir la proliferacion de Xanthomonas es la identificacion de
agentes o compuestos que impidan alguna de sus funciones metabdlicas vitales. Esto se
puede lograr inactivando alguna enzima de una ruta metabdlica esencial o que suministre al
resto de la célula un componente clave para la realizacién de sus funciones sin afectar a las
enzimas homodlogas presentes en la planta hospedadora. En el caso de la XacFPR se ha
demostrado su implicacion en los procesos de respuesta a estrés oxidativo, y por tanto en la
supervivencia del patégeno [13]. Esto hace que se pueda considerar una interesante diana
terapéutica.

La estrategia seguida en la blisqueda de compuestos con accion inhibidora de la XacFPR se
ha basado en un primer cribado aleatorio que selecciona compuestos analizando con baja
precision una gran cantidad de moléculas, seguido de un cribado exhaustivo con un nimero
reducido de compuestos seleccionados del amplio grupo de partida.



Una vez se seleccionados los compuestos mas prometedores, se observan las caracteristicas
(grupos funcionales, estructura, enlaces...) que tienen en comun este grupo de compuestos,
para, mediante pequefias modificaciones, conseguir optimizar la molécula elegida
agregando estructuras que favorezcan su actividad o eliminando aquellas que la entorpecen.
Esto implicara una segunda fase de desarrollo racional del inhibidor.

El desarrollo racional de inhibidores enzimdticos de alta potencia requiere ademds un
conocimiento profundo de la estructura y funcién de la molécula diana, obtenido a través de
estudios fisico-quimicos de estabilidad y unién de ligandos, asi como de una caracterizacién
enzimdatica y un analisis estructural y energético mediante la resolucién a nivel atémico de
interacciones moleculares.

1.4 Antecedentes

Previo al trabajo reflejado en esta memoria se realizé un cribado de alto rendimiento o
masivo (highthroughput screening) con dos quimiotecas de 1.120 y 10.000 compuestos cada
una, disponibles en el Instituto de Biocomputacién y Fisica de Sistemas Complejos (BIFI). A
partir de dicho cribado se seleccionaron 43 compuestos que inhibian de forma clara, aunque
con distinto rango, la actividad reductasa in vitro denominada actividad diaforasa de la
XacFPR.

Se conoce como actividad diaforasa a la capacidad de algunas enzimas de catalizar la
transferencia desde B-NADH o B-NADPH a diversos aceptores artificiales. El aceptor utilizado
en este trabajo ha sido el 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP), que recibe dos electrones en
un Unico paso (Figura 9). Aprovechando esta transferencia de electrones, el DCPIP sustituye
a la ferredoxina en la reaccién proporcionando un grado de color azul medible, ya que en su
estado oxidado su pico maximo de absorcién se sitia a 600 nm, y cuando capta los
electrones del NADPH disminuye esa absorcion tornando a incoloro. Se utiliza esta pérdida
de absorbancia para calcular a qué velocidad transcurre la reaccidn en cada caso.

A pesar de no ser una actividad fisioldgica, la actividad diaforasa se utiliza habitualmente
para la caracterizacion de estas enzimas ya que proporciona informacién muy valiosa acerca
de la interaccién de la FPR con los nucleétidos de piridina como el NADP* en nuestro caso
[13].
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Cl cl NADPH DCPIP
reducido (incoloro)

FNR

N ,
NADP* DCPIP
oxidado (azul)
OH T—

Figura 9: (A) Férmula quimica del DCPIP (2,6-diclorofenol-indofenol); (B) Sentido de oxido-reduccién durante la

actividad diaforasa mediada por FNR. Cambio de color del DCPIP segtn su estado de oxidacion.

La reaccidn general que se produce es la siguiente:

FNRoy + NADPH —>FNRyq+ NADP* + H*
FNRhg + DCPIPo>FNRy + DCPIP g,

donde "hg" es "hidroquinona", el estado completamente reducido por 2 electrones del
anillo de isoaloxacina del FAD.

Es necesario conocer también las caracteristicas quimicas de los compuestos que muestran
accion inhibidora, con vistas al disefio racional del bactericida. Analizando la composicidn
quimica de los 43 compuestos de partida (Figura 10) se observd qué grupos funcionales son
los que mas se repiten: el grupo bencilo sustituido por cloro (33%) y el bencilo sustituido por
fldor (19%).

Grupos funcionales de los 43 compuestos de la quimioteca

B Grupo bencilo

B Grupo bencilo sustituido por cloro
B Grupo bencilo sustituido por flGor
B Benceno con grupo metilo

® Tiofeno

B Otros

Figura 10: Presencia en porcentajes de los grupos funcionales en los 43 compuestos seleccionados como
potenciales inhibidores de la actividad diaforasa de la XacFPR. Se observa que el grupo que mds aparece en las
estructuras quimicas de los compuestos es el bencilo con un H sustituido por un dtomo de cloro.

En este trabajo se ha avanzado en el estudio de la accidn inhibidora in vitro de 35 de estos
43 compuestos seleccionados de las quimiotecas, y se ha estudiado un compuesto en
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profundidad por su alto potencial inhibidor. En posteriores trabajos se evaluara el efecto de
los compuestos sobre el crecimiento del patégeno y sobre plantas hospedadoras
previamente infectadas con el correspondiente patdgeno. La fase final consistird en ensayos
in vivo en cultivos afectados para probar su eficacia real.

2. OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO
El objetivo principal de este trabajo es la evaluacién de la accién inhibidora de compuestos
seleccionados previamente en el grupo de investigacion para el disefio de inhibidores de la
enzima FPR del fitopatédgeno Xanthomona saxonopodis pv citri.
Las tareas que se van a realizar para alcanzar dicho objetivo son:
e Seleccionar los mejores compuestos inhibidores de la actividad de la XacFPR de entre
los 43 compuestos seleccionados previamente de una quimioteca de 11.120

compuestos a partir de los valores de IC50.

e Caracterizacién cinética de la enzima en presencia de un compuesto con accién
inhibidora y estudio de su tipo de inhibicién.

e Prediccién mediante "docking" del sitio de unién de dicho compuesto en la XacFPR.

Durante la realizacidn de este trabajo se han adquirido las siguientes competencias:

o Conocimiento tedrico y practico de un método de ensayo enzimatico en presencia y
ausencia de un agente con accién inhibidora.

o Avance en el manejo de un espectofotometro en la modalidad de medida de la
absorbancia a diferentes longitudes de onda (espectros de absorcién) y a diferentes
tiempos (cinéticas enzimaticas).

o Conocimiento y manejo de los programas graficos Sigma Plot y Origin 8.0 para el
procesamiento de los datos cinéticos y obtencién de los valores de las constantes

cinéticas ( keat, Km, Ki, ...).

o Avance en el manejo de las herramientas y servidores informaticos necesarios para
realizar estudios de "docking" o acoplamiento molecular (Chimera 1.7, SwissDock).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Medicion de la actividad diaforasa de la XacFPR

Los ensayos cinéticos se realizaron en tampon Tris/HCI 50 mM, pH 8,0 a 25 °C. Se utilizaron
concentraciones cataliticas de la enzima (~4 nM), y se partié de un stock de NADPH a una
concentracion aproximadamente 100 veces superior al valor de K, (~ 500 uM) de forma que
las adiciones de este coenzima en la mezcla de reaccidon fueran entre 1 y 50 pl. Las
concentraciones de DCPIP utilizadas garantizan condiciones de saturacién de este sustrato
durante el ensayo. Estas actividades fueron ensayadas tanto en ausencia como en presencia
de compuestos de la quimioteca (Tabla 1). El espectofotémetro utilizado fue un UV-Visible
Cary 100.

Tabla 1: Concentraciones de las soluciones y volumenes de las mismas en las
mezclas realizadas durante los ensayos cinéticos.

Volumenes (ul)
Soluciones Cubeta referencia | Cubeta muestra
DCPIP (0.19 mM) 200 500
FPR*(20 M) - 5
NADPH (500 uM) - X
Tris/HC1 50 mM, pH 8,0 | 800 495-(x+y)
Compuesto? (1 6 10mM) | - y

% en Tris/HCI 50 mM, pH 8,0
® en 100% DMSO

Para medir la actividad diaforasa de XacFPRse registré en el espectofotémetro el descenso
de la medida de la absorbancia (Abs) a 600 nm durante un periodo de 30 s. La pendiente en
el tramo inicial de la curva de la absorbancia frente al tiempo corresponde a la velocidad
inicial de la reaccién que esta teniendo lugar en la cubeta. Esta medicidon se realiza a
diferentes concentraciones de sustrato (NADPH) para obtener datos cinéticos que se ajustan
a la funcion de Michaelis-Menten (M-M).

Las medidas registradas en la cubeta de referencia son restadas por el espectrofotometro
de las medidas de las cubetas de muestra consiguiendo de esta manera que los valores de
absorbancia registrados se encuentren entre 0.5 y 1 y asi aplicar la ley de Beer-Lambert

(Ecuacion 1).

AAbs = Acx A £x |,(Ecuacion 1)
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donde “c” es la concentracion de DCPIP, “€” es el coeficiente de extincion molar del DCPIP a

620 nm(21 mM™cm™) v “I” la longitud del paso de luz de la cubeta (1 cm).

La actividad diaforasa de la XacFPR se midié6 también en presencia de 10% de DMSO
(disolvente de los compuestos) para comprobar que no afecta a los pardmetros cinéticos de
la enzima. Los volimenes de los reactivos en las cubetas fueron los mismos que los
mostrados en la tabla 1 pero afadiendo en todas las medidas a la cubeta de muestra 100 uL
de DMSO al 100%, que se restaron del volumen para afiadir del tampén Tris/HCI 50 mM, pH
8,0.

3.2 Medida de los IC50 de los compuestos

Para conocer el grado de inhibicién de los compuestos seleccionados de las quimiotecas se
calculé el valor de sus IC50, que es la concentraciéon de compuesto necesaria para inhibir la
actividad enzimatica a la mitad del valor que presenta la enzima en ausencia de dicho
compuesto. En las ocasiones en las que la actividad de la enzima no es inhibida
completamente se toma como valor de IC50 la concentracidn necesaria para reducir el valor
de la actividad a la mitad del intervalo de inhibicién del compuesto.

Todas las medidas se realizaron a una concentracidn final de NADPH de 25 puM (x = 50 pl en
Tabla 1). Esta concentracién asegura que el NADPH se encuentra a saturacién y por tanto
que los valores calculados de V, a cualquier concentracion de compuesto equivalen al valor
de Vihix aparente.

3.3 Ajustes de los datos cinéticos

Los datos obtenidos en los ensayos para medir IC50 se ajustaron a la expresion de la funcidn

sigmoide mostrada en la ecuacién 2,

1 .,
Y=T= (Ecuacion 2)

o, n

Donde “x” es el logaritmo decimal de la concentracion de compuesto e “y” es el valor de Ia
constante catalitica obtenida a esa concentracidon de compuesto que denominamos k°°".

El ajuste de los valores experimentales de V, frente a la concentracion de NADPH a la
ecuacién de Michaelis-Menten [14] (Ecuacién 3) permite calcular la constante de Michaelis-
Menten (K;,), en las unidades de concentracién utilizadas para el sustrato, es decir uM, vy la
velocidad méaxima (Vi) en unidades de uM de sustrato/s. La constante catalitica (kcat) se
obtiene a partir de la Vi, segln la ecuacién 4, teniendo en cuenta que el coeficiente de
extincion de la forma oxidada del DCPIP es de €60 = 21 mM ecm™.
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— kcat E [S] \AAbS — Ymax[S]
Kmm+[S] t Km+[s]

(Ecuacion 3)

1 _ AAbsmin™' 1 1 10nM 1 min
emM~lem~11cm XacFPRnM 1mM 60s

Keat S~ (Ecuacion 4)

Los valores de V, a concentraciones crecientes de sustrato NADPH fueron procesados por el
programa informatico OriginPro8.0, y se ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten (M-
M) (ecuacion 3). Como las concentraciones iniciales de enzima no fueron siempre las mismas
ya que estos experimentos se realizaron durante varias semanas y partiendo de
concentraciones iniciales de enzima no idénticas, los valores de V, se dividieron por la
concentracién de enzima (V,/[E]), dando el pardmetro cinético que denominaremos k®"". Los
valores de k°"° obtenidos a concentraciones de NADPH crecientes se ajustaron a la ecuacion
de M-M.

La caracterizacién del tipo de inhibiciéon de la actividad de la XacFPR por un compuesto
seleccionado de la quimioteca se llevé a cabo mediante medidas de actividad enzimatica a
distintas concentraciones del compuesto. Estos datos cinéticos se ajustaron a curvas de M-
M vy, posteriormente, a las ecuaciones lineales de Lineweaver-Burk (L-B), Eadie-Hofstee (E-H)
y Hanes-Woolf (H-W). Estas linealizaciones de la ecuacidon de M-M mejoran el ajuste de los
datos cinéticos, ya que una recta tiene un manejo matematico mads sencillo que una
hipérbola (caso de M-M). Para estos ajustes se utilizd también el programa OriginPro 8.0.

Existen tres mecanismos bdsicos de inhibicion distintos y cada uno de ellos se asocia a una
ecuacion modificada de M-M, donde el factor de inhibicion (1 + E(—]) ) afecta o bien a la K,
1

(inhibicion competitiva), a la Viax (inhibicidn no competitiva) o a ambas (inhibicion
acompetitiva) (Tabla A.1 en Anexos). La constante K; es la constante de disociacién del
complejo enzima-inhibidor o enzima-sustrato-inhibidor (segun el tipo de inhibicidn), por lo
gue a mayor valor de K|, menor accién inhibidora y mayor actividad enzimatica. Un buen
inhibidor presentara, por tanto, un valor bajo de K;.

Para conocer el tipo de inhibicidon que ejerce un compuesto sobre la actividad de la enzima,
se realizé un ajuste global de medidas de la actividad de XacFPR a distintas concentraciones
del compuesto a las tres ecuaciones de M-M con inhibicidon y a sus correspondientes
inversos (Tabla A.1 en Anexos) utilizando OriginPro 8.0. Con estos ajustes se calcularon los
valores de la K, 1a Vinax Y 1a k|, para cada tipo de inhibicion.
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3.4 Estudios de Acoplamiento Molecular enzima-compuesto (“Docking")

Se realizaron simulaciones de acoplamiento molecular sobre la estructura de la XacFPR de
uno de los compuestos utilizando el servidor en red “SwissDock” [15]. Las predicciones de

interaccion, dadas en coordenadas y obtenidas de dicho servidor, se visualizaron con los

programas Chimera 1.7 [16] y Pymol [17].

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Actividad diaforasa de XacFPR

Como punto de partida de nuestros estudios cinéticos, se caracterizd cinéticamente a
XacFPR en ausencia de inhibicidon. Mediante el programa OriginPro8.0 se representaron los
valores de la constante catalitica k**® (V,/[E]) a concentraciones crecientes del sustrato
NADPH que se ajustaron a la ecuacién de M-M, obteniendo de esta manera los valores de K,

(3,1 uM) y keat (14,6 s*) (Figura 11).

16

12}  a

10

8t Kn(uM) |3.1£0.2

Kcat (S'l) 14.6 i 0.5

K app (S_l)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
[INADPH] (uM)

Figura 11: Ajuste de los datos cinéticos de la actividad diaforasa de XacFPR a la ecuacion de Michaelis-Menten.
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4.2 Estudio del efecto del DMSO sobre la actividad diaforasa de XacFPR

Para comprobar si la presencia de DMSO (disolvente de los compuestos) afectaba o no a la
actividad diaforasa de la enzima XacFPR se ensayd dicha actividad a concentraciones
crecientes de NADPH y en presencia de DMSO al 10 % (Figura 12).

Los resultados de los ensayos control del efecto del DMSO demostraron que incluso a altas
concentraciones de este disolvente, 10 veces mayores de la maxima concentracién presente
en los ensayos cinéticos, éste no afecta a la velocidad de la reaccién de XacFPR.

16
| XacFPR
14 -

]
XacFPR + DMSO

10+

V,/[El(s™)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
[NADPH] (uM)

Figura 12: Representacion grdfica de los datos cinéticos de la actividad diaforasa de XacFPR ajustados a la
ecuacion de M-M en presencia de 10% de DMSO (azul) y en ausencia de DMSO (verde).

4.3 IC50 de los compuestos con accidn inhibidora

De los 43 compuestos del cribado anterior se analizaron 35. Los otros 8 restantes estaban
descatalogados y no fue posible disponer de ellos durante el tiempo de duracién del trabajo.

La figura 13.A muestra 14 representaciones graficas de medidas de IC50 ajustadas a la

funcién sigmoide y en la Figura 13.B se muestran dos compuestos muy diferentes en cuanto
a IC50 y efecto inhibidor.
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Figura 13: (A) Ajustes a la funcion sigmoide de los valores de k™" (s*) frente al logaritmo de la concentracién de
compuesto. (B) Representacion de los valores IC50 del compuesto con mayor actividad inhibidora (C12) y de un
compuesto con una baja actividad de inhibicién (C1).

Como muestra la figura 13.B el compuesto 1 no parece ser un buen inhibidor, ya que no
inhibe totalmente a la enzima y ademds necesita una alta concentracidon para comenzar a
mostrar accion inhibidora. En cambio, el compuesto 12 (C12) si que consigue inhibir casi por
completo a la enzima (94,6%) a una concentracion relativamente baja del mismo (1C50=9,7
uM).

Los valores IC50 de todos los compuestos se recogen en la tabla 2. También se muestra en
ella los datos de la actividad enzimatica minima (k**° a IC méaximo) que se alcanza con el
compuesto y el porcentaje de esa actividad minima respecto a la actividad enzimdtica en
ausencia de inhibicién (% inhibicién a IC maximo). icso (um)

Tabla 2:Valores de los IC50 de los compuestos ensayados.

2,5

kK™ aICmax | %o inhibicién K" aICmax | % inhibicion

N¢ compuesto | [C50 (uM) (sM) a ICmax Ne compuesto | IC50 (uM) (s a ICmax
1 111,0 8,8 32,2 21 13,8 52 60,0
2 27,2 0,2 98,2 22 15,3 0,2 98,5
3 191,4 9,5 27,0 24 34,6 6,9 46,9
5 42,7 0,2 98,2 25 25,5 0,9 93,1
6 605,6 3,3 73,1 26 32,5 0,7 94,6
7 85,2 0,2 98,2 29 10,6 10,2 21,5
8 79,2 0,7 94,6 30 28,7 0,95 92,7
9 147,4 4,9 62.3 31 89,8 2,1 83,8
10 97,7 59 54,2 32 36,4 1,9 85,4
11 63,09 03 97,7 34 58,0 2,9 77,7
12 9,7 0,7 94,6 36 602,6 3,3 74,6
13 94,9 2,4 81,7 38 4045,8 0,7 94,6
14 127,1 11,4 12,1 39 521,2 2,3 82,3
15 30,0 1,4 89,7 40 2721,2 5,4 58,5
17 13,1 1,2 90,8 41 1918,7 0,1 99,2
18 24,6 0,01 99,9 42 209,9 1,6 87,7
19 17,4 0,02 99,9 43 61,66 0,1 99,2
20 53,2 0,01 99,9
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Los valores obtenidos muestran que el 31% de los compuestos (11 compuestos) consigue
inhibir la actividad de la enzima casi por completo (> 95% de inhibicion a IC maximo) y que el
63% (22 compuestos) tiene un valor IC50 inferior a 100 uM.

A partir de los valores IC50 de la tabla 2, se seleccionaron los 13 compuestos que mostraban
un IC50 menor que 80 uM (Tabla 3).

Tabla 3: Los mejores compuestos ordenados segun el valor IC50.

Compuesto IC50 k**a ICmax % inhibicion
(uM) (s1) a ICmax
12 9,7 0,7 94,6
29 10,6 10,2 21,5
17 13,1 1,2 90,8
21 13,7 5,2 60
19 17,4 0,02 99,9
2 27,1 0,2 98,2
30 28,7 0,9 92,7
15 30,0 1,4 89,7
26 32,4 0,7 94,6
32 36,4 1,9 85,4
5 46,0 0,24 98,2
34 58,0 2,9 77,7
11 78,0 0 100

Se deduce a partir de la tabla 3 que 7 compuestos (C12, C19, C12, C2, C26, C5 y C11) logran
reducirla actividad enzimatica hasta valores cercanos al 0%, o lo que es lo mismo, consiguen
una inhibicién de la enzima cercana al 100%.

Analizando la férmula quimica de los compuestos de la tabla 4 se observa que los grupos
funcionales mas conservados son el bencilo y el bencilo sustituido por Cloro (Figura 14).
Cabe destacar que el grupo benceno con un grupo metilo no aparece en la férmula de estos
compuestos, indicando que probablemente no sea este grupo relevante o imprescindible en
el proceso de inhibicion.
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Grupos funcionales de los potenciales inhibidores

B Grupo bencilo

B Grupo bencilo sustituido por cloro
B Grupo bencilo sustituido por flior
B Benceno con grupo metilo

W Tiofeno

m Otros

Figura 14: Presencia en porcentajes de los grupos funcionales en los 9 compuestos seleccionados como
potenciales inhibidores de la actividad diaforasa de la XacFPR (tabla 4). Se observa que los grupos mds

conservados en los compuestos son el grupo bencilo y el grupo bencilo con un H sustituido por un dtomo de
cloro.

4.4 Estudio cinético de la XacFPR en presencia del compuesto 12 (C12)

Segun la tabla 3, el C12 es el compuesto que muestra menor valor IC50 (9,5 M) e inhibe casi
al 100% la actividad de la enzima (94,6%). Esto hace que se presente como un buen
candidato de partida para el disefio de un compuesto bactericida contra el patdgeno
Xanthomonas axonopodi pv citri. Se abordd, entonces un estudio detallado de la cinética de
la XacFPR en presencia de dicho compuesto.

En presencia de varias concentraciones del compuesto 12 (0, 2, 5, 8, 11 y 15 uM) se ensayo
la actividad diaforasa de la XacFPR variando la concentracién de NADPH. Los datos cinéticos
se ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten (Figura 15) con el programa OriginPro 8.0.

[Compuesto 12] (uM)

11 uM

k 8PP (5 -1)

15 uM

0 5 10 15 20 25 30 35 40
[NADPH] (uM)

Figura 15: Datos cinéticos de la actividad diaforasa de la XacFPR ajustados a curvas de Michaelis-Menten
obtenidas a varias concentraciones del C12.
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Los valores de K,y k** deducidos de los ajustes se muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Valores de K,y k™" de la actividad diaforasa
de la XacFPR a distintas concentraciones del C12.

[C12] (nM) Km (M) karr(s1)
0 2,0£0,3 14,6 £ 0,9

2 2304 12,9+0,7

5 2,1+0,3 11,2+ 0,5

8 3,1+£0,7 10,9+0,2

11 1,9+0,3 6,6+0,3

15 3,7+0,2 4,7+0,6

En la tabla 4 se observa que conforme aumenta la concentracion del compuesto, si bien el
valor de K, permanece sin apenas cambios, el valor de estos valores de k™" (Vmax/[E]) y por
tanto, también la Vnax disminuye. Este comportamiento de los parametros cinéticos con la
concentracion del compuesto sugiere una inhibicidén de tipo no competitivo.

Los resultados de las linealizaciones de Lineweaver-Burk, de Eadie-Hofstee y de Hanes-Woolf
de las curvas M-M de XacFPR en presencia de varias concentraciones de C12 se muestran en
la Figura 16. Las graficas de la parte inferior de los paneles A, B y C muestran las
linealizaciones ideales de unos datos cinéticos afectados por un tipo de inhibicion no
competitiva. La comparativa de las linealizaciones de los datos experimentales con las
ideales nos permite predecir una inhibicién de la actividad de la XacFPR de tipo no
competitivo por parte del compuesto C12.
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Figura 16: (Zona superior) Linealizacion de los datos cinéticos en presencia de C12; A: Lineweaver-Burk. B:
Eddie-Hofstee. C: Hanes-Woolf . (Zona inferior) Linealizaciones tedricas para la inhibicion no competitiva; A:
Lineweaver-Burk. B: Eddie-Hofstee. C: Hanes-Woolf.

Con el OriginPro 8.0 se realizd un ajuste global tanto de las funciones de M-M con factor de
inhibicién (1 + %) como de los inversos de éstas (Tabla A.1 en Anexos) y se confirmo el tipo
1

de inhibicion no competitivo que mostraban las primeras linealizaciones de la figura 16.
Las representaciones graficas de estos ajustes globales se muestran en la figura 17 (ajustes a

inhibicidn no competitiva), y en las figuras A.2 y A.3 (en Anexos), se muestra el ajuste de los
datos cinéticos a los otros tipos de inhibicion competitiva y anticompetitiva.
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Figura 17: Representaciones grdficas de los los ajustes globales (lineas) a los datos cinéticos experimentales
(puntos) para la inhibicion de tipo no competitiva; A) ajustes a las ecuaciones de M-M modificadas por el factor
de inhibicion y linealizaciones B) Lineweaver-Burk C) Hanes-Woolf y D) Eadie Hofstee. Con circulo rojo se
muestran los datos experimentales que fueron descartados para el ajuste.

En la tabla 5 se muestran los valores de los coeficientes de determinacién (R?) para los
ajustes a los tres tipos de inhibicidn. La inhibicién de tipo no competitivo es la que muestra
dicho valor mas elevado en todas las representaciones y deduciéndose que los datos
cinéticos se ajustan mejor a este tipo de inhibicién.

Tabla 5: Coeficientes de determinacion (R’) de los ajustes a las ecuaciones de M-M con
el factor deinhibicion (1¢ columna de datos) y a sus inversos (29 a 42 columna de

datos).
M-M L-B H-W E-H
Competitiva 0,83 0,78 0,80 0
Anticompetitiva 0,89 0,79 0,91 0,75
No competitiva 0,93 0,83 0,93 0,81
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El mecanismo al que peor se ajustan nuestros datos cinéticos es al de tipo no competitivo,
gue muestran un ajuste muy pobre de los datos cinéticos para la ecuacion de Eadie-Hofstee
(R*=0).

Los ajustes globales a un tipo de inhibicidn no competitiva proporcionan los valores de los
parametros K (5 uM) , Km (3 tM) v de kear (18 s™%) que se muestran la tabla 6. Los valores de
Kmy keat, mostrados en esta tabla sdlo se obtienen cuando la concentracion de C12 es 0 uM
y son por tanto similares a los de XacFPR en ausencia del C12 (Tabla 6 y Figura 11). A
cualquier otra concentracién de C12, el valor de ket se vera afectado por el factor de

inhibicion (1 + g—]). Asi, por ejemplo, a una concentracidon de 8 uM de C12, el valor de Kkcat
1

que ahora denominaremos k. aparente serd 6,9 s . Este valor se ha obtenido a partir de la
ecuacion de M-M con factor de inhibicion para el tipo no competitivo (Tabla A.1 en Anexos)

y mediante el siguiente cdlculo: 18 s 1 + 2 HM =695’

Tabla 6: Parametros cinéticos del ajuste global de los datos cinéticos a las funciones
inversas de M-M con factor inhibidor para el tipo de inhibicion no competitivo y
parametros cinéticos de XacFPR en ausencia de inhibicion.

Presencia C12 Ausencia
Cc12
L-B H-W E-H
K (ULM) 2,4+0,3 3,4+0,5 2,5+0,2 3,1+0,2
Kcat (s1) 20,1+0,9 20,6 £ 2,1 17,01 0,6 14,6 £ 0,5
Ki (uM) 4,6%0,8 52+0,8 50+0,6 -

A la vista de los resultados obtenidos, el tipo de inhibicién de C12 sobre la actividad de
XacFPR mas probable es el no competitivo (Figura 18).

v

B == | E —— @

1 4 v
SN (R |

Vi Fa

Figura 18: Esquema de la inhibicion no competitiva; E: enzima, S: sustrato, I: inhibidor, P: producto
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En este tipo de inhibicién la K., de la enzima aparente no varia y la V. aparente va
disminuyendo conforme aumenta la concentracidn del compuesto inhibidor.

Como muestra la Figura 18, en este tipo de inhibicién el compuesto inhibidor se une a la
enzima en una zona distinta al sitio activo del sustrato, y puede unirse tanto a la enzima libre
como al complejo enzima-sustrato. Esto explica que haya que tener en cuenta dos K|
distintas, una de la disociacién de los complejos enzima-inhibidor y otra de enzima-sustrato-
inhibidor. Nuestros ajustes globales a este tipo de inhibicién se han realizado suponiendo
que los dos valores de estas dos constantes son iguales, lo que simplifica la ecuacién y
elimina un pardmetro. En estudios posteriores mds avanzados de este compuesto seria
necesario analizar este mecanismo de inhibicidn con dos constantes de inhibicion de distinto
valor. De este modo se comprobaria si la unién del sustrato facilita o impide y en qué
medida, la unién del compuesto 12.

Después de obtener unos resultados satisfactorios de varios compuestos lideres, hay que
recordar que estos ensayos se han realizado in vitro, por lo que después seran necesarios
ensayos de los inhibidores in vivo, teniendo en cuenta la estructura completa de la bacteria
patdgena. Y es que las bacterias Gram negativas cuentan con potentes sistemas para
protegerse de compuestos nocivos para su viabilidad y crecimiento [18] como por ejemplo,
las bombas de expulsion, mecanismos que operan captando el antibidtico en el espacio
periplasmico y expulsandolo al exterior, evitando asi que llegue a su sitio de accidn, en este
caso, la diana terapéutica. También existen procesos de modificacion enzimatica, mediante
los cuales las bacterias expresan enzimas capaces de inducir cambios en la estructura del
antibidtico haciendo que éste pierda su funcionalidad, asi como cambios en la permeabilidad
de la membrana plasmatica. En estos uUltimos se incluyen canales de paso de la membrana
plasmatica como las porinas, que son regulados de forma que no dejan entrar a la célula
moléculas tales como los inhibidores [18].
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4.5 Interaccion simulada deXac FPR y el compuesto 12

Para estudiar el posible sitio de unién del C12 a la estructura de la XacFPR, se realizaron unos
primeros ensayos in silicocon el servidor swissdoc que predice acoplamientos de ligandos
sobre la estructura de proteinas.

Hay que tener en cuenta que este servidor swissdock excluye de la simulacién cualquier
elemento que no sea la propia cadena peptidica de la XacFPR, lo que incluye al cofactor FAD.
Por tanto, durante las simulaciones de unidn, el FAD fue excluido de los datos iniciales. De
esta manera se obtienen complejos XacFPR:ligando en los que el C12 se une en la zona de
unién del FAD a la enzima (Figura 19.A).

El ensayo in silico de acoplamiento se realiz6 también entre XacFPR y NADP" y el resultado
fue que el NADP" se une en el sitio del FAD como en el caso del C12. (Figura 19.B).

Las interacciones que se predicen entre el C12 y la enzima en esta primera simulacién son
principalmente hidrofébicas, a través de los anillos aromaticos presentes en C12. Los
residuos apolares de la enzima que estabilizan la unién segun la interaccién simulada son
Phe256, Ile70, Arg52 , Leu 77 y Ala53 que interaccionan con los grupos aromaticos del
compuesto (Figura 19.C).

Figura 19: (A) Representacion del resultado del acoplamiento molecular del complejo XacFPR: C12 'y
superposicion con el FAD . (B) Representacion de la interaccion del complejo XacFP: NADPH y superposicion con
el FAD. El compuesto C12 se representa como una envolvente amarilla, el NADP® como una envolvente naranja
y el FAD en varillas coloreadas con el cédigo CPK. (C) Representacion de las interacciones hidrofdbicas de los
residuos Phe 256 (circulo negro), Ile 70 (circulo azul), Arg 52 (circulo rojo), Ala 53 (circulo naranja) y Leu 77
(circulo verde) de XacFPR con C12 representado en estructura verde.

De todos modos, al unirse tanto el compuesto como el NADP* en la zona del FAD, estos
estudios son preliminares sin valor fisiolégico y deberan repetirse con un servidor que
incluya en las simulaciones al FAD.
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5. CONCLUSIONES

e Se han seleccionado 13 compuestos de los 43 de partida por mostrar un valor de IC50
menor de 80 uM : C12, C29, C17, C21, C19, C2, C30, C15, C26, C32, C5, C34y C11, de
los cuales se ha estudiado en mds detalle el C12 por ser uno de los mas
prometedores, con un IC50 de 9,7 uM vy alto porcentaje de inhibicion enzimatica
(94,6%).

e Los grupos quimicos bencilo y bencilo con un H sustituido por cloro, mas conservados
en los compuestos que han resultado mejores inhibiendo a la enzima, podrian
convertirse en grupos funcionales de la molécula activa de un futuro producto
bactericida contra el patégeno Xanthomonas.

e Los ajustes globales a las funciones de Michaelis-Menten con el factor de inhibicién y
a los inversos de ésta, realizados in silico, sugieren que el efecto inhibidor del C12 en
la actividad de la XacFPR es de tipo no competitivo, con un valor de K,de 5 uM.

e Los ensayos in silico de acoplamiento molecular del C12 en la estructura de XacFPR
no son concluyentes ya que las simulaciones se realizan sin la presencia del FAD. La
unién del C12 en el lugar donde se une el FAD se estabiliza con interacciones
hidrofébicas implicando a distintos aminoacidos apolares de la enzima y anillos
aromaticos del compuesto.

5. CONCLUSIONS

e The following compounds out of the 43 have been selected for showing an IC50 value
of less than 80 uM: C12, C29, C17, C21, C19, C2, C30, C15, C26, C32, C5, C34 and C11,
from which C12 has been studied in more detail as one of the most promising
compound, with an IC50 of 9,7 uM, and a high inhibition percentage (94,6%).

e Chemical groups benzyl and benzyl substituted with chlorine present in compounds
which have proved to be the best inhibiting the enzyme may become functional
groups of the active molecule for a future product bactericidal against pathogen Xac.

e The inhibitory effect on the XacFPR activity seems noncompetitive as global fitting for
Michaelis-Menten function with inhibition factor and its inverses inverses of

functionshave shown.

e The in silico molecular docking tests are inconclusive since simulations occur without
the presence of FAD. The binding of C12 to the FAD binding site is stabilized by
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hydrophobic interactions involving several apolar amino acids of the enzyme and
aromatic ringsof the compound.
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7. ANEXOS

Figura A.1
Consenco BEx ¥5
Anzkzanz oo DLTGENLEYTI EGJSIGIIER SVD--—-FNG --—-FPEFLEL ¥SIASTEHED

Symechococcus sp. DISEGILEYL ESJSISIIPP GED----FHG ——-FEPHFLEL ESIASTEHGD
Symechocystic sp. DLBRGNLEYL ESISIGIIFP GED----DEE ——-FEPHFLBL ¥SIASTEHGD
dpirulina sp. DISGEILEYL ESQSIGIIER STD--—MNNG ——-FEHFLEL E¥SIASTEHED
5. olaracea leaf ESHEG-EIFYR EGISVGVIED GED----FNG ——-FEFHFLEBL ¥ESIASSALGD
Q. sativa leaf STEG-ELETR EGQSIGVIAD &VD--—FNHG ---FPHFLEL ESIASSRALGD
P gotivime leaf STEG-EVETER EGJSIGIVED GID----FHG ---FPHELEL ¥3IASSATED
K. tabacte leaf STEG-EVEFYR EGQSIGVIAD SVD--—-2ANG ——-FPHELEL ESTASZALSD
A. thalioma leaf TIEG-EVFYR EGISIGVIFE GID----FNGZ ——-FPHFLBL ¥SIASSATGD
0. sativa r@oot IHEG-NVETW ESQSYGIIER GENP--FFEG -—-AFHNVEL ESIASTEEGD
P gativme root YHDG-NVESW EGQSYEUVIPR GENP--FERG —-—-SPHNVEL ¥SIASTEECD
K. tabacue root [HDG-HLEYW EGQSYEVIEP GENP--FERG ——-HPHNVEL ¥LIASTEYEGD
A. thalisma root D[HDG-HUFTW ESISTEVIER

L. interrogans v IGQSGEVIER

A. vwinelandii TTENEPELEFE HGJEVMIGLE *

P. aerugincsa TTEHPGLEEE TSIEVMIGLE

E. axonopodis TTEDRSEREE NHGJEVMIGLE

A. capsulatus WIFRPJTLEFR SGECMIGLL

A. vwinelandii CTEFFEERER AGJEARLGLC

E. coli VH-AEVLEET AGJETFLGLE

E. gphidicocla APS LH-APTEPEF AGQFHFLALY

Consenso

Anzbzana rp. ERARMFEYQE EGESWLVESS FTTEHNILYFE ELEEIQOEYP ————-—- -DHE
Jymechococcus so. ———QHEDYEE HGFAWLIEGY FYTAHNILYFD DEEFMRAENE —----—- -LHE
Symechocystis sp. —-—JHEDYEE HFSLAWLIEGL FESENILYFD DLEFMRAEEP —----—- -DHE
Spirulina sp. -——JHEDYFE FGLAWLEEGI FYSENILYQZ ELEELJQEEFP —-———-—- -ENE
5. oleracea leaf ---FHODYEE WGLAWLELGY FT355LLYFE EFEFMFEFRP —----—- -DHE
0. sativa leaf -—-F¥ODYFEF WGLAWLELGY FTSSSLLYFE EFDFMFRAFRP ————-—- -ENE
P, gativiee lsaf  —---FHEDY¥QF WGLAWLELGY FT3SSLLYFE EFEFMFEFAP ————-—- -ENE
K. tabacum lesaf  ---FHEDYEE WGTAWLELGS FT3SSLLYFE EFEFMFEFAP ————-—- -ENE
A. thaliama leafl ---EHEDYEEF HWGLAWLELGY FT355LLYFE EFEFMFEFHE —----—- -DHE
0. sativa root -—-INFFYRE GGLAWLELGY ANTDSLLYIE EFTSYLEJYP ————-—- -DHE
P. sativim root ---SUFTEFE GGELAWLELGY ANVDSLLYID EFTEYLEIER —-—--—- -DHE
. tabacum roct -—-SUFT-FF MNGLAWLELGY ANTDSLLYDD EFTEYLHDYF —-—-—-— —GHE
A. thaliama rootl ---HVEPNEEE DGLAWLELGY ANSDSLLYIE EFAGYRFIER —----—- -ENE
L. ipterrogans = —--——- FLIFE TGHITIVYGA FYSOELVMMD YLFGLESFHE ——-—-—--] HE
A. vimelandii ---DFEVIEER FEEEVVLINGY RIVHELAYQD FITEHLPQSE YEGERVEEEL
P. aerugincsa -—-DFETYER YEEWILVES/ FW#VSELAYAD FITEVLFEHE YEGDUEEFL
E. axonopodis -—-DFETYER FDEVILTQE EEVODLAYRD YEFERELPQHE FLGOLLEEFEL
R. capsulatus -—-EFEAYEE FDEVIMMHRC ETVAELEYGE JINEALJEDP LIGELVEGEL
A. vimelandii ---DFEVW#JE FEERILLVHSYV ETEGELAYRG (QILGELPARMD PP--DGEAEL
E. coli -—-LGFILIE FFHLVLVHRA FYAATLSYLP IMJELEFRYE —-—--—-— —GFL
E. aphidicola APS ---EGFNINER FHHITLTHRV EYJHELTYLE LMEELRJEYH -—--—-- —GFL

Figura A.1: Alineamiento de secuencias de FNRs de tipo planta. Se
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resaltan en morado las 6 regiones conservadas entre FNRs de tipo planta, en verde el bucle

caracteristico de FNRs plastidicas que acomoda la parte adenosina del cofactor, y en rojo los residuos correspondientes a la extension carboxilo terminal de FPRs

bacterianas.
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Tabla A.1:Ecuacionde M-M y linealizaciones sin inhibicion y para cada tipo de inhibicion.

Funcion: Inverso de Lineweaver-Burk Inverso de Hanes-Woolf Inverso de Eadie-Hofstee
Michaelis-
K, S K.+ S Vnax Km + S
- 1% S — = m B, 1] =
Menten (M-M) v = max[S] TR aF max v " S
K, + [S] max
M-M con
e Vinax|S [1] 1] ] v
inhibicién v = max[S] 1 Km 1+ 1 [s] Km 1+ 5] V=Vnax = Km 1+2> —
competitiva Km 1+38 4[s] —= + == + K; [S]
p m K v Vinax Vinax Vinax Vinax
M-M con
inhibicion 7] 1] V. K., v
acompetitiva v= Vnax[S] L K + ' K; =] — S 1+ K 4 K v 1 r:_aE(I] 14 r[III] 5
Ky +[S] 1+ I[(LI], v S Vinax Vinax v Vinax Vinax Ky Ky 1]
M-M con
inhibicién no Veoax[S] 1+ g 140 (5] Km 1+ b4 p = max__ Kmv
competitiva v= po—r = - —= L4 1+4 [5]
(Km +1[S]) 1+ P v Vinax Vinax S v Vinax Vinax K;
1
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Figura A.2
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Figura A.2:Representaciones grdficas de los ajustes globales (lineas) a los datos cinéticos experimentales

(puntos) para la inhibicion de tipo competitivo de A) las ecuaciones de M-M modificadas por el factor de

inhibicion y sus inversos B) Lineweaver-Burk C) Hanes-Woolf y D) Eadie Hofstee. Con circulos rojos se muestran

los datos experimentales que fueron descartados para el ajuste.
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Figura A.3
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Figura A.3:Representaciones grdficas de los los ajustes globales (lineas) a los datos cinéticos experimentales
(puntos) para la inhibicion de tipo anticompetitivo de A) las ecuaciones de M-M modificadas por el factor de
inhibicion y sus inversos B) Lineweaver-Burk C) Hanes-Woolf y D) Eadie Hofstee. Con circulos rojos se muestran
los datos experimentales que fueron descartados para el ajuste.
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