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INTRODUCCION

La aplicaciéon de agroquimicos conlleva a efectos deletéreos como la contaminacion de
suelo, agua, aire, la eliminacion de especies benéficas y la persistencia en el ambiente,
asi como problemas en la salud humana. Uno de los mecanismos de accién mas
importantes de los plaguicidas actuales se enfoca en el bloqueo de las enzimas
colinesterasas (AChE y BChE), pero estos poseen la desventaja de inhibirlas de modo
irreversible ocasionando un dafio severo, tanto en la biota como en el personal que lo
aplica. Ante estos efectos indeseados, se evidencia la necesidad de desarrollo de
métodos alternativos para el manejo de plagas que cumplan la funcién de proteger a los
cultivos pero que, al mismo tiempo, generen un menor impacto ambiental y mayor
inocuidad de los alimentos.

Los péptidos naturales o biopéptidos se han posicionado como moléculas pioneras tanto
en la medicina como en la biotecnologia y su aplicacién en la agricultura ha tomado gran
importancia. Esto es debido al amplio rango de bioactividades que poseen, entre las que
destaca la capacidad de inhibir las colinesterasas (R Spinelli et al., 2023). Entre ellos, de
la especie Boana cordobae (Anura: Hylidae), se destacan los péptidos Bcl-4 y Bcl-5. El
primero posee una notable capacidad de inhibir la AChE, mientras que Bcl-5 una elevada
potencia inhibitoria de la BChE, con valores de inhibiciéon superiores a inhibidores de
colinesterasas comerciales. Sin embargo, no presentan actividad dual, hecho que los
hace excelentes candidatos para la generacién de bibliotecas de moléculas hibridas. La
sintesis de péptidos en fase sélida es una metodologia versatil que permite el disefio
racional, y la realizacion de modificaciones especificas, tanto estructurales como de
aminoacidos, para la generacion de bibliotecas de moléculas de un amplio espectro (A
Petzery col., 2014).
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Este trabajo consistio en el disefio de moléculas hibridas entre Bcl-4 y Bcl-5 con el
objetivo de potenciar sus actividades inhibitorias frente a AChE y BChE y actuar como
bioplaguicidas. La capacidad inhibitoria de los hibridos se determiné siguiendo el
micrométodo de Ellman, y la capacidad insecticida a partir de un ensayo de contacto
frente a la plaga gorgojo Oryzaephilus surinamensis (gorgojo del mani) y Ulomoides
dermestoides (gorgojo chino). Todos los péptidos ensayados demostraron inhibir las
colinesterasas y contar con actividad insecticida.

OBJETIVOS
e Disefar y sintetizar bibliotecas de péptidos hibridos mediante la unién de Bcl-4 y Bcl-5,
utilizando sintesis en fase sélida Fmoc.
o Evaluar la capacidad bioldgica in vitro de los hibridos generados frente a las enzimas
colinesterasas (AChE y BChE) y la actividad biopesticida frente a gorgojos de la especie
Oryzaephilus surinamensis.

METODOLOGIA
Sintesis de los péptidos

Los péptidos fueron previamente sintetizados en el laboratorio empleando sintesis en fase
soélida. Se utiliz6 la resina Rink SS 1 % DVB. La desproteccion del grupo Fmoc se realizé con
piperidina 20 % en dimetilformamida (DMF), y los acoplamientos con tetrafluorborato de O-
(benzotriazol-1-il)- tetrametiluronio (TBTU), en presencia de 1-hidroxibenzotriazol (HOB) y di-
isopropiletilamina (DIPEA), en DMF. La separacion de la resina y la eliminacion de los
protectores fue realizada con &cido trifluoracético en presencia de scavengers. Se emplearon
linkers de 2, 4, 6 y 8 &tomos de carbono para unir los péptidos (Bcl-4 y 5), generando un total
de 8 hibridos. Estos fueron analizados mediante HPLC en fase reversa con columnas de C18.
Las corridas se realizaron con un gradiente de 5 - 80 % de acetonitrilo/ agua durante 33 min
a un flujo de 0,8 ml/min.

Actividad enzimatica de las colinesterasas

Para la determinacion de la capacidad inhibitoria de los hibridos frente a la AChE y BChE se
utilizé un micrométodo basado en el ensayo de Ellman (GL Ellman y col., 1961). Este se
enfoca en la determinacion de la cantidad de tiocolina producida por la hidrélisis enzimatica
de la acetiltiocolina o butiriltiocolina a partir de la reaccion continua de la tiocolina con el acido
5,5’- ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB), para formar el anién del acido 5-tio-2-nitrobenzoico de
color amarillo. Para el ensayo de inhibicién se utilizaron placas de 96 pocillos y se incubé la
enzima (AChE o BChE) con concentraciones crecientes de los hibridos (50, 100, 200 y 400
uM) durante 30 minutos a 25°C. Luego se agrego el sustrato de la enzima (acetiltiocolina o
butiriltiocolina) junto con el reactivo de cromogénico (DTNB). Finalmente, se determind la
absorbancia a 405 nm luego de 5 minutos de reaccion (R. Spinelli y col., 2019). El célculo de
los porcentajes de inhibicion fue realizado mediante la siguiente formula: | %= 100-
(100*(absM-absB)/(absC-absB)), donde absM, absB y absC representan la absorbancia de la
muestra, del blanco de reactivos y del basal, respectivamente. Con los porcentajes de
inhibicion se calcularon los valores de IC50 utilizando el paquete GRmetrics del software R.

Ensayo de capacidad insecticida de los péptidos frente a gorgojos del mani
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El efecto insecticida de los péptidos se estudid empleando la metodologia descripta por
Lagunes y Rodriguez (1989) con algunas modificaciones. Para dicho ensayo se utilizaron
insectos adultos jovenes alimentados de mani (O. surinamensis) y avena (U. dermestoides) e
incubados bajo condiciones controladas, con una temperatura de 25 °C, humedad del 75 % y
en oscuridad. 10 insectos fueron colocados en Placas de Petri de 9 cm de diametro.
Posteriormente, se rociaron 500 ul de una solucién de 800 uM de péptido en agua Milli Q en
cada placa, favoreciendo la distribucion de la solucion en forma de pequefias gotas sobre toda
la superficie y su contacto con todos los insectos. Luego, se cubrieron las placas con sus
correspondientes tapas. El blanco se realiz6 rociando una placa de 10 insectos con agua Milli
Q (Unicamente) y para el control positivo se empleé el insecticida comercial Clorpirifés a una
concentracion de 240 g/L (685 uM). Todos los ensayos fueron realizados por duplicado. Todas
las placas fueron incubadas a 25 °C en oscuridad. La mortalidad se calcul6 mediante el
recuento de insectos vivos y muertos observados bajo lupa binocular y fue determinada por
pérdida de movilidad y falta de respuesta a la estimulacion mecanica.

RESULTADOS
Inhibicion enziméatica de las colinesterasas

En la Tabla 1 se muestran las diferentes secuencias disefiadas y sintetizadas, junto con el
analisis mediante HPLC en fase reversa C18 para los hibridos sintetizados. Se demostré que
estos poseen una pureza mayor al 90 % en todos los casos. Ademas, los hibridos demaostraron
la capacidad de inhibir a ambas enzimas colinesterasas (AChE y BChE). En la Tabla 1 se
muestran los valores de inhibicion

Tabla 1: Secuencias sintetizadas y caracteristicas de los de los péptidos frente a las

hibridos enzimas AChE y BChE

expresados como IC50. La IC50

= Bel-4 RMACCCAPR- NH2 1;41 0,90 + 0,40 NI informa la concentracion de

©  Bas DDDHSVVYTR- NH2 11,28 NI 082£005 inhibidor necesaria para alcanzar

. B2 12,14 10,42 + 1,87 39,51 £ 5,12 el 50 % de la inhibiciobn de la
w B4 RMACCCAPR - (Linker) - 12,54 19,71 £ 0,44 4356 £0,22 enzima.

i B S L 13,27 85,08 + 2,58 80,92 & 2,47 Respecto de la AChE, los

B8 14,01 98,96 + 1,24 105,98 + 0,68

péptidos de mayor actividad
inhibitoria de la serie B resultaron
ser aquellos con linkers de menor
L& 17,95 29,52 + 5,06 291+ 057 longItUd (2 y 4 CarbonOS),
ce Rivastigmina 34172600  0,08£000 alcanzando valores de IC50 de

Tabla 1: LC2: Linker de 2 carbonos: B-Alanina; LC4: Linker 39’51 y 43,56, respectivgmente,
de 4 carbonos/Acidos y y-aminobutirico; LC6: Linker de 6 mientras que para la serie L los

L2 14,88 NI NI
L4

DDDHSVVYTR — {Linker) - 16,03 N 5814118

L& RMACCCAPR - NH2 17,37 15,85 + 1,02 1,41 40,13

SERIE L

Cc

carbonos/Acido 6 amino hexanoico; LC8: Linker de 8 mas activos fueron L8 (15,85) y
carbonos/Acido 8 amino octanoico. (a) Tr es el tiempo de L6 (29,52). Por otra parte, la
retencién en minutos en RP-HPLC C18. IC50 de los hibridos BChE demostrd un
frente a la AChE y BChE expresados en uM. Todos los comportamiento inhibitorio igual a
valores son expresados con un intervalo de confianza del lo observado para la AChE en
95%. *NI: no inhibe ambas  series.  Numerosos

reportes han demostrado la diferencia que existe entre el comportamiento de distintos hibridos
en funcion de la longitud de los linkers empleados para generarlos.

Capacidad insecticida
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Se determind la actividad de los péptidos hibridos frente a los gorgojos O. surinamensis . Los
porcentajes de mortalidad se presentan en la Figura 1A. Se evidencia que todo los hibridos
lograron niveles de mortalidad superiores al 50 %, siendo L4 el mas activo (100 % de
mortalidad). Lo siguen B8 y L6 con el 85y 75 % de mortalidad, respectivamente. El blanco de
agua Milli-Q demostr6 una viabilidad de 100 %, mientras que el control positivo (Clorpirif6s)
alcanzé un 100% de mortalidad a la concentracion ensayada. Ademas, el porcentaje de
mortalidad a las 24 y 48 hs fue el mismo para todos los casos, a excepcioén de L6 y L8 que
evidenciaron un aumento del 5 y del 1 % de mortalidad, respectivamente.

A GORGOJOS DEL MAN|

1201 B . Para determinar la especificidad que tienen los

100+ T péptidos en estudio, el ensayo también se efectud
Fvefiia: | 183 -k con organismos no blanco, los gorgojos chinos. Los
- s he resultados se muestran en la Figura 1B vy
v demuestran que a una concentracién de 800 uM los

207 hibridos no produjeron mortalidad para ninguno de

los casos. Por otro lado, el Clorpirifés alcanzo el
100 % de mortalidad. La evaluacién en organismos

B2 Ba Bé Bs L& Le Ls Ce

B GORGOJOS CHINOS . . .
o no objetivo resulta sumamente importante en las
investigaciones de nuevos compuestos bioactivos
= - ans para garantizar la seguridad ambiental y la
- ohe preservacion de la biodiversidad, asi como para
§ evitar efectos secundarios no deseados que
* pudieran surgir de la exposicion a estos
od00 00 00 00 00 00 compuestos. Los resultados revelan entonces que,
R TR T RRUR g a las concentraciones ensayadas, los hibridos no
FIGURA 1. Gréafico de barras de presentan efectos nocivos en los gorgojos chinos,
porcentaje de mortalidad de gorgojos del ~ pero si actian como plaguicidas efectivos contra
mani (A) y chinos (B) para cada grupo los gorgojos del mani.
tratamiento, blanco y control positivo a las
24y 48 hs. Clorpirifés 685 uM. CONCLUSIONES

Las estrategias de sintesis quimica en fase sélida lograron conferir actividad inhibitoria
dual frente a AChE y BChE, a moléculas que no la poseian. Este hecho es de suma
importancia ya gue las investigaciones actuales se enfocan en la busqueda de inhibidores
capaces de boquear la actividad de ambas colinesterasas de modo simultaneo. Todos los
hibridos mostraron la capacidad de producir mortalidad de gorgojos de la especie
Oryzaephilus surinamensis con valores que alcanzan hasta el 100 %, siendo ademdas no
toxicos para otras especies no blanco. Los resultados que se desprenden de la presente
investigacion son alentadores e impulsan la realizacion de nuevos estudios con mayor
profundidad de estos hibridos, a partir de lo cual se plantea la sintesis de nuevas moléculas
hibridas a partir de Bcl-4 y Bcl-5 con orientaciones alternativas.
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