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Introduccion

O pemento: fonte de capsaicinoides e capsinoides

O pemento (Capsicum spp.) € unha planta herbacea que pertence a familia das
Solanaceas e € nativa de América Central e Sur (Mosquera & Mendez, 1994). Este
xénero ten cinco especies que estdn amplamente recofiecidas como domesticadas:
Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum chinense, Capsicum frutescens e
Capsicum pubescens. Ainda que hai documentadas unhas 20 especies salvaxes
(Heiser, 1973). A especie mais comercializada € Capsicum annuum L. (Nadeem et al.,
2011). Os seus froitos cultivanse para a alimentacién e tamén son usados como
especias, proporcionando sabor e aroma a comida. Os pementos son unha fonte de
nutrientes como glicidos, azucres, calcio, magnesio, acidos fendlicos, B-caroteno,
acido ascorbico e tocoferoles (Cichewicz & Thorpe, 1996). Dentro do gran abanico de
compostos organicos que contefien os froitos do pemento, resaltan os capsaicinoides.
Estes produtos encontranse en especies picantes de Capsicum spp. e son cofiecidos
polas suias propiedades farmacéuticas, antimicrobianas e insecticidas (Cowan, 1999).
Por outra parte, os pementos son tamén populares por ser unha fonte importante de
antioxidantes (Lee et al., 1995).

Todos os capsaicinoides son amidas de entre 9 e 11 carbonos cunha cadea de &cidos
graxos mais unha vanilamida. A maior diferenza entre os distintos capsaicinoides é a
lonxitude da cadea alifatica, a presenza ou ausencia dun dobre enlace, o punto de
ramificacibn e a sUa relativa acritude (Taboa 1). Dentro dos capsaicinoides, a
capsaicina € o compofiente activo principal dos pementos picantes xunto ca
dihidrocapsaicina (Davis et al., 2007). Sintetizanse como amidas pola condensacion
de &cidos graxos e a vanilamina (Bennet & Kirby, 1968). A vanilamina dos
capsaicinoides deriva do aminoécido fenilalanina que se sintetiza a través da ruta do
acido shikimico/arogenato e a cadea alifatica deriva dunha valina. A sdia acumulacion
esta especialmente asociada co estadio particular de desenvolvemento no que se
encontra o froito (Diaz et al., 2004). Na placenta do froito é onde se sintetiza a maior
cantidade de capsaicinoides (lwai et al., 1979). Os capsaicinoides son estables tanto
en solventes polares e apolares e producen a sensacién de queimadura cando entra
en contacto coa pel (Diaz et al., 2004). Por outra parte, existen uns compostos
anélogos aos capsaicinoides denominados capsinoides, descubertos nos pementos
doces CH-19 “Sweet pepper” (Yazawa et al., 1989). Os capsinoides maioritarios son o
capsiato e dihidrocapsiato, sendo a cadea carbonada a mesma que na capsaicina e

dihidrocapsaicina; respectivamente (Kobata et al., 1998). Quimicamente, son ésteres



formados a partir da condensacién dun alcol vanillico e acidos graxos similares aos
que intervefien na formacion dos capsaicinoides (Fernandez, 2007). A diferenza
estrutural que presentan os capsinoides con respecto aos capsaicinoides € o tipo de
enlace que presenta o esqueleto bencénico coa cadea carbonada da molécula. Nos
capsinoides € de tipo éster, mentres que nos capsaicinoides € de tipo amida (Barbero
et al., 2010). En canto a percepcion sensorial os capsaicinoides mostran un caracter
picante, mentres que 0s capsinoides non presentan ningun tipo de acritude (Bernard et
al., 2008). Ao pesar destas diferenzas, 0s capsinoides tefien moitas funcions
fisioléxicas similares aos capsaicinoides, mais sen causar unha estimulacién
prexudicial. Ao non presentar as caracteristicas picantes dos capsaicinoides pero si as
stias funcions beneficiosas, fainos moi Utiles para o seu uso en medicina e

alimentacién (Fernandez, 2007).

Téboa 1. Estrutura quimica dos principais capsaicinoides e capsinoides
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Capsaicinoides e capsinoides como compostos bioactivos

A capsaicina ten efectos analxésicos. Tense utilizado para reducir inflamacions, para
aliviar episodios de alerxia a quimicos nocivos e para reducir a dor causada pola artrite
reumatoide e a fibromialxia (Fraenkel et al., 2004). Ademais, € o compofiente principal
da Adlea (ALGRX-4975), unha droga que ainda se encontra nun segundo estadio de
desenvolvemento e que esta concibida como analxésico de longa duracién para tratar
a dor post-quirarxica e a osteoartrite (Remadevi & Szallisi, 2008). Estes compostos
activan receptores de capsaicinoides, cofiecidos como receptores vaniloides (VR1) ou
receptor de potencial transitorio V1 (Transient repector potential vanilloid subfamily

member 1, TRPV1) (Zygmunt et al., 1999). TRPV1 é un canal de catiébns non selectivo
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gque se activa cunha ampla variedade de substancias quimicas e factores, como o
calor nocivo e os vaniloides (Cortright & Szallasi, 2009). En canto o seu mecanismo de
accion, os capsaicinoides son unicos entre os produtos naturais, xa que inicialmente
actlan como irritantes para a continuacion desensibilizar as neuronas sensitivas
(Kissin, 2008). Polo tanto, o mecanismo principal dos capsaicinoides na loita contra a
dor e unha insensibilizacién neuronal (Luo et al., 2011). Os capsinoides, similares aos
capsaicinoides, tamén son capaces de activar aos receptores TRPV1 e inducir
respostas nociceptivas en ratos cando se lles inxecta directamente na pel (lida et al.,
2003). Ainda asi, non hai traballos que confirmen a capacidade analxésica dos
capsinoides, xa que son pouco estables en comparacién cos capsaicinoides (Luo et
al., 2011). O capsiato e moi lip6filo e non é picante, mais se descompoén facilmente en

medios acuosos normais (lida et al., 2003).

Os capsaicinoides (capsaicina e dihidrocapsaicina) tamén se cofiecen pola sta
actividade anticarcinoxénica (Surh, 2002). Xeran actividade antitumoral tanto en
experimentos in vitro como in vivo. A capsaicina bloquea o crecemento e migracion de
células tumorais do peito, destrie células cancerixenas de cancro de prostata e xunto
coa dihidrocapsaicina fomentan a autofaxia de células cancerixenas de colon de

humanos (Luo et al., 2011).

En experimentos con animais, o consumo de capsaicina produce unha diminucion do
50% no tamafio do cancer de mama e un 80% no desenvolvemento de neoplasias
(Thoennissen et al., 2010). En estudos clinicos, a capsaicina natural mostra a
capacidade de inhibir o crecemento de células leucémicas (Ito et al., 2004). En
contraposicién, os capsinoides tefien unha literatura mais limitada sobre a sOa
capacidade anticarcinoxénica. Estudos recentes demostran que o capsiato e o
dihidrocapsiato son capaces de previr a tumoroxénese en ratos atimicos. Estes
resultados apoian a capacidade antitumoral dos capsinoides (Macho et al., 2003).
Outros estudos revelan que o capsiato induce a apoptosis de lifias celulares tumorais
por incrementar as especies reactivas de osixeno (ROS) na célula que provoca a
perda do potencial da membrana mitocondrial (Macho et al., 2003). A sGa vez, nun
estudo in vitro o capsiato e o dihidrocapsiato parece que bloquean a permeabilidade
dos factores de crecemento do endotelio vascular (VEGF), uns dos maiores indutores

da formacién de tumores vasculares (Pyun et al., 2008).

Ainda que se cofiezan estes efectos e estean demostrados como compostos
beneficiosos para o tratamento do cancer, existen resultados contraditorios. Un estudo

revela que a capsaicina poderia actuar como promotor tumoral (Surh & Lee, 1996).



Estudos epidemiol6xicos revelan que os consumidores de chile en grandes cantidades
poden ter un alto risco a padecer cancer de estomago fronte aos non consumidores
(Luo et al., 2011). Isto mostra o que parecen as duas caras dunha mesma moeda no
caso do cancer e os capsaicinoides. O descubrimento dos capsinoides (capsiato e
dihidrocapsiato) como analogos non picantes dos capsaicinoides que retefien unha
capacidade anticancerixena similar e unha actividade quimiopreventiva poderia ser
unha substitucion ideal da capsaicina, posuindo un potencial antitumoral considerable
(Luo et al., 2011).

Un dos efectos farmacol6xicos mais interesantes dos capsaiciniodes e capsinoides e a
suUa utilizacion para a perda de peso. Os pementos picantes cofiécense por provocar a
sensacion de calor e incrementar a liberacion de enerxia cando se comen. Debido a
que a termoxénese e 0 metabolismo enerxético xogan un papel fundamental na
regulacion da obesidade, entén son alimentos potenciais para o control desta
enfermidade (Luo et al., 2011). Existen evidencias confirmadas da capacidade dos
capsaicinoides como produtos contra a obesidade (Joo et al., 2010). Parece que estes
compostos alteran as proteinas relacionadas coa termoxénese e o metabolismo de
lipidos polo que xogan un papel importante no metabolismo enerxético, mais ainda
gque estean demostrados estes efectos 0 seu uso clinico esta limitado polos seus
efectos secundarios (Luo et al., 2011). Neste punto e onde cobran importancia os
capsinoides. Unha dose de pementos CH-19 “Sweet pepper” incrementa a
temperatura corporal e o consumo de osixeno mentres que doses repetidas poderian
reducir o peso corporal e promover a oxidacion de graxas (Reinbach et al., 2009).
Unha dose aguda de capsiato produce un incremento na actividade nerviosa simpatica
e a termoxénese e a sla vez un tratamento crénico deste composto poderia suprimir a
acumulacién de graxas no corpo (Kawabata et al., 2006). Actualmente o capsiato é un
produto dispofiible no mercado de Xap6n e USA para a perda de peso (Capsiate
natura, Copyright Natural Standar).

Por outra parte, existen evidencias dos efectos beneficiosos dos capsaicinoides no
sistema cardiovascular (Harada & Okajima, 2009). O sistema cardiovascular é rico en
nervios sensoriais que responden ante o contacto coa capsaicina, regulando a funcién
cardiovascular pola liberacion de neurotransmisores como o CGRP (Peng & Li, 2010).
Este neurotransmisor actia como protector da funcion cardiovascular (Li & Peng,
2002). A capsaicina estimula a liberacion de CGRP activando a sla vez os receptores
TRVP1, axudando beneficiosamente & funcién cardiovascular (Peng & Li, 2010).
Tamén parece que a capsaicina e a dihidrocapsaicina inhiben a agregacién de

plaquetas e a actividade de factores de coagulacién VIl e IX (Adams et al., 2009)
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Poderian contribuir como prevencion do comezo dunha reducidon da actividade
cardiovascular como consecuencia dunha enfermidade do corazén (Luo et al., 2011).
O sistema gastrointestinal tamén € rico en nervios sensoriais sensibles a capsaicina.
Este composto parece que xoga un papel importante en manter a integridade da
mucosa gastrointestinal fronte procesos prexudiciais (Peng & Li, 2010). No caso dos
capsinoides, ainda non existen traballos que demostren este efecto. Ainda asi,
fixéronse estudos toxicoloxicos in vivo co capsiato e non se apreciaban efectos
prexudiciais en ratos incluso con doses moi altas (1000 mg kg™) (Bernard et al.,
2008). En cambio coa capsaicina, a doses de 50 mg kg™ xa se apreciaban inhibicién
dos efectos protectores da rutaecarpina (vasodilatador e agonista de TRPV1) no dano
gastrico na mucosa por inducién do &cido acetilsalicilico (Wang et al., 2005). Polo
tanto os capsinoides mostran unha toxicidade menor que os capsaicinoides ainda que

se precisan de mais estudos.

Os pementos vermellos doces (Capsicum annuum L.) son cofiecidos polo seu alto
contido en antioxidantes (Simmone et al.,, 1997). posten unha enorme bateria de
antioxidantes e a sua composicion quimica varia en funcién do cultivo, da estacion e
das condiciéns antes e despois da colleita (Nadeem et al., 2011). Formando parte
desa gran bateria de compostos, 0s capsaicinoides (capsaicina e dihidrocapsaicina)
tefien unha elevada capacidade antioxidante ao inhibir a peroxidacion de lipidos
mediada por metais e a oxidacion dependente de cobre de lipoproteinas de baixa
densidade (Murakami et al., 2001). E un efecto debido a sta capacidade de formar
complexos con metais reducidos e actuar como doadores de proténs. A capsaicina
tamén poderia prever a oxidacién do &cido oleico durante as temperaturas que se
alcanzan cando se cocifia un alimento (Henderson & Henderson, 1992). Asi tamén, a
formacion de hidroperdéxidos lipidicos como produtos da autoxidacién do acido linoleico
(Henderson & Slickman, 1999). O grave problema dos capsaicinoides para a stua
utilizacién, como xa marcamos antes nas suas propiedades farmacoldxicas, é a sta
acritude. Por outra parte, os capsinoides tamén mostran unha importante capacidade
antioxidante. Os capsinoides actlan de maneira que rompen as cascadas na
eliminacion de radicais perdxido nos lipidos ao doar atomos de hidroxeno e ocultando
aos radicais resultantes (Rosa et al., 2002). O capsiato e dihidrocapsiato exercen unha
actividade antioxidante comparable aos dos seus correspondentes capsaicinoides
(Rosa et al., 2002).



Metabolismo e acumulacién de capsaicinoides

Como xa indicamos anteriormente, 0s capsaicinoides encéntranse en maior medida na
placenta do froito do pemento, asi como a sua biosintese (Fujiwake et al., 1980). Os
enzimas necesarias para a biosintese dos capsaicinoides tamén se encontran na
placenta (Diaz et al., 2004). Ademais, 0s capsaicinoides encontranse acumulados nos
vacuolos das células epidérmicas da placenta (Fujiwake et al., 1980). Unha vez
rematado o crecemento, prodicese un decaemento rapido dos capsaicinoides totais.
Unha das posibilidades que pode acontecer cos capsaicinoides e a conxugacién con
azucres, diminuindo os capsaicinoides libres ao largo da xénese do froito (Diaz et al.,
2004). Isto ainda non se puido confirmar e non parece que tefia significacions
relevantes nos procesos do froito do pemento. Porén, outra posibilidade para o
metabolismo dos capsaicinoides é a degradacién. Tense visto diminuciéns da
cantidade de capsaicina e dihidrocapsaicina nos froitos despois dunha rotura celular
gue parece dependente dunha oxidacion que & sla vez dependente da temperatura
(Kirschbaum-Titze et al., 2002). Ainda que, probablemente as células do froito postan
algun enzima ou enzimas capaces de oxidar aos capsaicinoides. Bernal et al. (1993a)
contemplaron evidencias do papel da peroxidasa (EC.1.11.1.7) como o enzima
relacionado directamente c6 metabolismo dos capsaicinoides por oxidacién, xa que
este enzima € capaz de oxidar a capsaicina in vitro e a sua localizacion vacuolar apoia
esta teoria. As peroxidasas de C. annuum encontranse localizadas nas células
epidérmicas da placenta do froito, especialmente as peroxidasas basicas, sendo
capaces de oxidar ademais da capsaicina aos precursores fenodlicos desta e a
dihidrocapsaicina (Bernal et al., 1994; Bernal et al., 1993b). Nada se sabe ainda da
posible degradacion dos capsinoides ni da capacidade dos complexos peroxidasa para

poder oxidar estes compostos.
Peroxidasas vexetais de clase I

As peroxidasas (EC 1.11.1.7) son hemoproteinas que catalizan a oxidacion
monoeléctrica de diferentes substratos a expensas do H,O, (Martinez, 2013). Estas
proteinas encéntranse amplamente distribuidas no reino vexetal e en todos os
Espermatofitos estudados (Siegel, 1993). Por outra parte, as peroxidasas clasificanse
en duas grandes superfamilias (Hiraga et al., 2001). A primeira inclie as peroxidasas
de vexetais, fungos e bacterias. A outra superfamilia inclie as peroxidasas animais,
non relacionadas estruturalmente cas anteriores (Hiraga et al., 2001). Asi mesmo,
dentro da superfamilia das peroxidasas de plantas, fungos e bacterias, definense tres

clases atendendo as diferenzas estruturais existentes entre elas (Hiraga et al., 2001).



As peroxidasas bacterianas compofien a clase |, sendo a citocromo ¢ peroxidasa
mitocondrial de |évedos e a ascorbato peroxidasa cloroplastica e citosolica de plantas
superiores (Eisenstadt & Bogolitsyn, 2010). A clase Il agrupa a todas as peroxidasas
de fungos, incluidas as lignina peroxidasas (LiP), as manganeso peroxidasas (MnP) e
as peroxidasas secretoras de fungos (Eisenstadt & Bogolitsyn, 2010). Por dltimo, a
clase lll recolle as peroxidasas de secrecion de vexetais que son as que nos tratamos
neste traballo. Estas proteinas son de natureza glicoproteica e estan localizadas nos
vacuolos e nas paredes vexetais. Mostran unha baixa especificidade de substrato e
unha gran termoestabilidade (Passardi et al., 2005). Ademais, presentan unha notable
afinidade polo acido coniferilico (Martinez, 2013).

As peroxidasas de clase Il séense clasificar segundo o seu punto isoeléctrico en
acidas (pl< 7.0), moderadamente basicas (7.0 <pl< 9.0) e fortemente basicas (pl> 9.0)
(Quiroga et al., 2000). Estes distintos grupos mostran unha diferente localizacién
subcelular mais unha especificidade similar polo substrato. As peroxidasas
encontranse localizadas tanto nas paredes celulares como nos vacuolos, mais
mentres todo o espectro completo de peroxidasas (acidas e basicas) localizase nas
paredes, nos vacuolos s6 hai peroxidasas fortemente basicas (Pedrefio et al., 1993).
Isto indica que na biosintese e o recambio de metabolitos, como fenois e alcaloides
que estan compartimentalizados principalmente no vacuolo, estean implicadas sé as
peroxidasas basicas e nas reacciéns relacionadas coa parede celular os dous tipos
(Pedrefio et al., 1993).

As funcions referidas as peroxidasas son dificiles de especificar pola sta particular
baixa especificidade de substrato e pola presenza de moitos isoenzimas (Hiraga et al.,
2001). Porén, poden considerarse como enzimas bifuncionais ao oxidar numerosos
substratos en presenza de H,O, ou a través de producir especies activas de osixeno
(ROS) pola acciéon dos dous posibeis ciclos cataliticos (peroxidativo e oxidativo)
(Passardi et al., 2005). Asi, estan implicadas en numerosas funciéns fisiolGxicas.
Moitas dos isoenzimas exprésanse de forma constitutiva, asi que xogan un papel
importante na estrutura e desenvolvemento das plantas, mentres que outras se
inducen como resposta ao estrés (Martinez, 2013). Na figura 1 méstrase un esquema

das funcidns fisioléxicas das peroxidasas de clase Il (Martinez, 2013).
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Figura 1. Esquema das principais funcions das peroxidasas de secrecion de plantas superiores (Cortesia
de T. Martinez, 2013)

Tendo en conta a gran variedade de substratos que son capaces de ser oxidados
polas peroxidasas, estas presentan unha comportimentalizacién tisular moi especifica.
Nos froitos, as peroxidasas estan fundamentalmente localizadas nas células
epidérmicas e no xilema (Calderén et al., 1993). En todos os tecidos as peroxidasas se
encontran localizadas tanto nas paredes celulares como nos vacuolos, mais as
localizadas nos vacuolos poden encontrarse en forma soluble (Crevecoeur et al.,
1997) ou firmemente ligadas a cara interna do tonoplasto (Sottomayor & Ros Barcel6,
1997).

Por outra parte as peroxidasas tefien unha reactividade singular. Como
hemoproteinas, gardan relacién estrutural cos citocromos e con proteinas que unen
osixeno molecular; como as hemoglobinas. De acordo coa sua similitude, as
peroxidasas sofren reaccions redox entre as formas férrica e ferrosa do enzima e, ao
igual que a hemoglobina ou mioglobina, son capaces de ligar osixeno (Pomar, 2000).
Estas duas propiedades xustifican o seu mecanismo de accién (Pomar, 2000). O ciclo
catalitico das peroxidasas foi definido por Chance (1952) para a HRP (Peroxidasa de
rabano picante) (Figura 2). O peroxido de hidroxeno (H,O,) oxida a forma férrica do
enzima (Felll) para dar o composto | (Col), un intermediario do enzima descrito como
un catién radical de natureza oxidante. A continuacién, Col acepta un electrén e un

protobn dun substrato producindo o seu correspondente radical libre (R®) e un
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intermediario hemo oxiferrilo cofiecido como composto Il (Coll). Finalmente, a reducion
monoeléctrica do Col por unha segunda molécula de substrato rexenera de novo a
forma férrica (Felll), pechando asi, o ciclo catalitico do enzima. En ausencia de H,O, e
presenza do redutor Felll, o ciclo catalitico pode ser completado con outros
intermediarios do enzima, a ferroperoxidasa (Fell), formado pola reducién da forma
férrica e o composto Il (Colll), produto da union da forma ferrosa co osixeno molecular
(Pomar, 2000). Tamén hai que sinalar que unha das caracteristicas das reaccions
catalizadas polas peroxidasas € a producion de radicais libres do substrato. Estes
radicais inestabeis poden ou ben dismutar ou xerar novas formas por acoplamento de
dimeros e polimeros ou oxidar a outros substratos secundarios en reacciéns non

enziméaticas (Pomar, 2000).

Ky
Felll > Col
RH
ka
R + H,0 ks
Coll
5
RH

Figura 2. Ciclo catalitico da peroxidasa (Chance, 1952)

As peroxidasas son altamente inespecificas, caracteristica que esta principalmente
determinada polos altos potenciais de oxidacién dos intermediarios activos das
peroxidasas (Col e Coll) o que as converte en axentes oxidantes adecuados para
todos 0s compostos quimicos que dean electrons ou atomos de hidroxeno. Asi, as
peroxidasas son capaces de oxidar unha ampla variedade de compostos naturais
como alcois cinamilicos e cinamaldehidos (Pomar, 2000) e alcaloides (Bernal et al.,
1993a). As reaccions de oxidacion da peroxidasa e a sua plasticidade metabdlica faina
unha maquina importante de catalisis na sintese de produtos bioactivos para a planta
(Ros Barcel6 & Pomar, 2002). A peroxidasa € capaz de oxidar a capsaicina cunha
constante cinética similar aos dos fenois, oxidandoa ao nivel da vanilamida (Bernal et
al., 1993a).
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O papel da peroxidasa de pemento ho metabolismo dos capsaicinoides

Pomar et al. (1997) purificaron e caracterizaron a peroxidasa de pemento, extraida do
pericarpo do froito. Como xa indicamos anteriormente, este enzima € capaz de oxidar
numerosos compostos e tamén estruturas aromaticas a expensas do H,0O,. Ademais,
0os niveis de peroxidasas e a distribucion das suas isoformas acidas e bésicas
acompafia a moitos procesos fisioloxicos en plantas superiores (Pomar et al., 1997).
Por outra parte, as peroxidasas estan implicadas na senescencia do froito (Haard &
Tobin, 1971). As peroxidasas tefien un papel importante no metabolismo dos
alcaloides, concretamente nos capsaicinoides ao modificarse e degradarse despois do
desenvolvemento do froito (Pomar et al., 1997). Asi mesmo, Bernal et al. (1993a e b)
demostrou que as peroxidasas basicas de pemento cun punto isoeléctrico alto estan
directamente relacionadas co metabolismo dos capsaicinoides desde que a
capsaicina, dihidrocapsaicina e os seus precursores fenélicos son facilmente oxidados
por este enzima. Este enzima é estritamente dependente do H,O,, esta localizada na
placenta do froito de pemento e o seu pH G6ptimo para a oxidacion dos capsaicinoides
esta cerca do 6.0, indicando unha boa adaptacién ao pH acido dos vacuolos. Polo
tanto, a peroxidasa de pemento estd no lugar correcto para a oxidacion dos
capsaicinoides (Diaz et al., 2004). Bernal e Ros Barceld (1996) identificaron un tipo de
produtos de oxidacién dos capsaicinoides pola peroxidasa; os dimeros de capsaicina,
5, 5’-dicapsaicina e 4’-O- dicapsaicina éter (Taboa 2). Por outra parte, Pomar et al.
(1997) demostrou in vitro a oxidacién dos capsaicinoides por isoenzimas de pemento
cun punto isoeléctrico acido, concluindo que a capsaicina é oxidada eficientemente por
este enzima. Todo isto corrobora o importante papel das peroxidasas presentes no
vacuolo e a sua posible accién como degradadoras dos capsaicinoides acumulados
durante o desenvolvemento do froito. En canto da importancia dos capsinoides como
analogos dos capsaicinoides, seria importante cofiecer se estas peroxidasas son
capaces tamén de oxidalos e de producir a sta mobilizacion durante o

desenvolvemento do froito.
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Téboa 2. Dimeros de capsaicina: 5, 5’-dicapsaicina e 4’-O- dicapsaicina éter. Ambos son produtos de
oxidacion da capsaicina pola peroxidasa (Bernal & Ros Barceld, 1996).

Produtos de oxidacién dos capsaicinoides

CHg CHj,

N K
HsC 7 \ CHy
5, 5’-dicapsaicina © O O ©
H,CO OCH3
OH OH
CHj

N S
CH,
o
OCH;
OH

(o]
4’-O- dicapsaicina éter HSCN)J\H
CHj
[e)

OCH3

Tendo en conta o papel fundamental dos capsaicinoides e dos seus analogos nos
diferentes casos que tratamos, este traballo ten como obxectivo analizar aos
capsinoides e ver se a peroxidasa presente nos froitos dos pementos é capaz de
oxidalas. Isto é partindo da posibilidade observada no caso dos capsaicinoides ao ser
degradados pola peroxidasa, vendo se ocorre un proceso similar nos capsinoides e
observar se se forman compostos que se mantefian no froito e estean presentes de

forma natural.
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Obxectivos do traballo

Este traballo ten como obxectivos principais 0s seguintes:

- Estudar a capacidade da peroxidasa basica de pemento (C. annuum) para
oxidar aos capsinoides maioritarios, capsiato e dihidrocapsiato.

- Caracterizar a cinética da catdlise da oxidacion dos capsinoides pola
peroxidasa basica secretora de pemento (C. annuum).

- Caracterizar espectralmente os posibles produtos de oxidacion mediado pola
peroxidasa de C. annuum.

- Avaliar a posible presenza destes produtos de oxidaciébn en distintas

variedades de pemento galego.
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Materiais e métodos

Peroxidasa semipurificada de pemento

O extracto proteico que utilizamos foi obtido en traballos anteriores e provén de froitos
de pemento do Couto en estadio comercial. O proceso de purificacion incluiu, unha
precipitacion fraccionada con sulfato aménico e dous pasos cromatograficos: unha
cromatografia hidréfoba sobre Fenil-Sefarosa ™ 6 Fast Flow, seguida dunha
cromatografia de intercambio i6nico sobre SP-Sefarosa. Este protocolo de purificacion
permitiu obter unha fraccion de peroxidasas basicas semipurificadas. Estas
peroxidasas de caracter basico son as maioritarias no vacuolo, onde previsiblemente

terd lugar a hipotética oxidacion dos capsinoides (Figura 3).

HYDROPHOBIC CATIONIC

120 - 15 A 2of 0 B 3.5 C

pl

100 200 300 400 ) 150 ) — - P o~

9,5 Cr Pr C C,

Figura 3. Semipurificacion de peroxidasas basicas. A, perfil cromatogréfico da cromatografia hidrofébica
sobre fenil-sefarosa, B, perfil cromatogréfico da cromatografia de intercambio idnico sobre SP-sefarosa,
C, Isoelectroenfoque das distintas etapas da purifiacion: extracto cru (Cr), extracto da precipitacion con
sulfato amdnico (Pr) e picos recollidos tras as dlas cromatografias (C1 e Cy)

Sintese de capsiato e dihidrocapsiato

O capsiato presenta na sua cadea lateral un dobre enlace trans. Para lograr a sta
sintese, partese do acido cis-8-metil-6-nonenoico, que se encontra dispofible
comercialmente. A continuacion, utilizase a vainillina (4-hidroxi-3-metoxi-benzaldehido)
sofre unha sililacion para protexer ao unico grupo hidroxilo da molécula con cloruro de
t-butil-dimetilsililo e permitir a reducién do grupo aldehido que permitird esterificar
nesta posicion e introducir asi a cadea alifatica (acido trans-8-metil-6-nonenoico). Ao
se formar o alcol e estar protexido o hidroxilo aromatico, poderase realizar a
esterificacion para formar o capsiato. O axente redutor utilizado foi o hidruro de
diisobutilaluminio (DIBAL). O terceiro paso é esterificar a vainillina reducida sililada co
cloruro de acilo xerado a partir do acido trans-8-metil-6-nonenoico e finalmente cunha
mixtion de HCL 0,25 M / etanol na proporcién 1:5, dessililazarse ou desprotexer ao

grupo hidroxilo do anel aromatico para obter o capsiato.
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No caso do dihidrocapsiato non se necesita a isomerizacibn xa que non posule un
dobre enlace (Taboa 1). O acido 8-metilnonanoato, cadea alifatica do dihidrocapsiato,
se transforma no seu correspondente cloruro de acilo para a sta posterior acilacion da
vainillina reducida sililada, como se comentou anteriormente na sintese do capsiato.
Seguidamente, se esterifica a vainillina reducida sililada co cloruro do acido &acido 8-
metilnonanoato que finalmente ao desprotexer o grupo hidroxilo do anel aromético coa

mixtion HCL 0,25 M / etanol na proporcién 1:5, rendera a dihidrocapsiato.
Oxidacion de capsinoides pola peroxidasa

O primeiro paso no estudio cinético da oxidacién dos capsinoides pola peroxidasa de
pemento, foi o calculo dos coeficientes de extincion molar para a reaccion, a partir das
diferenzas de absorbancia, antes e despois da oxidacion pola peroxidasa. Para o
calculo destes coeficientes de extincion incubaronse 1 pl dos capsinoides capsiato e
dihidrocapsiato a unha concentracion de 0,44 mM e 0,54 mM, respectivamente, en
presenza de peroxidasa e un exceso de H,0,, en tampdn fosfato pH 5,5 a 25°C.
Sucesivas adiciéns de enzima ou peréxido foron realizadas para asegurar a completa
oxidacion dos substratos. Realizaronse controis en ausencia de H,O, e en ausencia de
peroxidasa. O curso da reaccion seguiuse por medio de espectros consecutivos do

medio de reaccion tomados a intervalos de 30 s no rango de 200 a 400 nm.

Unha vez realizado o seguimento da oxidacion mediante os espectros consecutivos,
determinouse a lonxitude de onda na cal a variacion de absorbancia observada foi

maxima, e foi calculado o coeficiente de extincién molar da reaccion.

A natureza da peroxidasa destas reaccions testouse fronte a diferentes inhibidores,
usados todos eles a unha concentracion final de 1 mM. O primeiro grupo conférmano o
acido ferulico e a tropolona e o segundo o ferrocianuro potésico (K;Fe[CN]s) e o
ferricianuro potéasico (KsFe[CNJe). Os inhibidores engadironse ao medio de reaccion 1

minuto antes de se iniciar a reaccion coa adicién do substrato.

Para a caracterizacion cinética da oxidacién do capsiato e do dihidrocapsiato pola
peroxidasa de C. annuum, realizaronse reaccions a 25°C en tampon fosfato pH 5,5, en

presenza de distintas concentracions dos substratos:

- Capsiato: 0,22 mM, 0,44 mM, 0,87 mM, 1,31 mM; H,O,: 0,5 mM. As medidas
da oxidacion fixéronse a 230 nm, utilizando un coeficiente de extincién molar

para a reaccion de 0,27 UA uM™* cm™.
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- Dihidrocapsiato: 0,27 mM, 0,54 mM, 0,81 mM, 1,36mM; H,O,: 0,5 mM. As
medidas da oxidacion fixéronse a 235 nm, utilizando un coeficiente de extincién

molar para a reaccion de 0,22 UA uM™ cm™.

Extraccion dos produtos da oxidacion

A extraccion de produtos de oxidacion realizouse a partir de medios de reaccion tras
completarse totalmente a oxidacion do substrato pola peroxidasa. A oxidacion
seguiuse a través de espectros consecutivos de absorbancia. O medio de reaccion
cun volume final de de 40 ml, mantifia as proporcidéns de reactivos iguais as usadas
na caracterizacion cinética. Unha vez terminada a oxidacién de todo o substrato,
procedeuse a extraccion dos produtos resultantes da oxidaciéon. Para iso, dividiuse o
volume total en dous tubos de 20 ml e realizouse unha particion cun solvente organico.
A cada tubo engadiuse acetato de etilo na proporcién 1:1 e tras unha forte axitacion
recolleuse a fase superior a un matraz Erlenmeyer. Tras repetir esta operacion varias
veces, agregamos sulfato de sodio anhidro para eliminar o exceso de auga que podia
conter. Filtramos o acetato de etilo e evapordmolo a sequidade usando un rotatorio en
baleiro ou un SpeedVac evaporatorio. Tras evaporarse todo o solvente e o precipitado
formado era resuspendido en 1 ml de metanol grado HPLC e filtrado a través dun filtro
de xiringa de 0,45 ym para ser analizado polo HPLC. Paralelamente extraeuse un

control no que se preparaba un medio de reaccion sen substratos.
Extracciéon de compostos do pemento

Extraéronse os compostos de froitos de varias variedades cultivadas de pemento
(Capsicum annuum L.) propias de Galicia: Couto, Vilanova, Couto Grande, Padron,
Mougéan, Entenza, Arnoia, Oimbra, Pifieira, Punxin e Blanco Rosal. Os pementos
liofilizados moéronse cun muifio eléctrico para deseguido pesar 1 g de cada pemento
e homoxeneizarse en 5 ml de acetonitrilo (ACN). A mestura incubouse nun sonicador
Bandelin Sonorex durante 1 h a 60°C. A continuacion, centrifigase a 5000g durante 10
min a 15°C cunha centrifuga refrixerada Eppendorf. Unha vez transcorrido o tempo de
centrifugacion, recéllese o sobrenadante nun matraz de evaporacion e evaporase en
baleiro no Speedvac. Finalmente resuspéndese o precipitado do matraz en metanol,
filtrdndose a través dun filtro de xiringa de 0,45 um para posteriormente analizar por

HPLC. Este procedemento fixose por triplicado para cada mostra de pemento.
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Andlise por HPLC

As mostras analizaronse utilizando un sistema cromatogréafico Alliance de Waters
usando un detector de diodos Waters 2996 e un detector de fluorescencia Waters
2475. Para iso utilizouse una columna de fase reversa C-18 Waters SunFire de 4,6x
150 mm. A estacién de control e procesado de datos realizdbase mediante un software
Empower PRO (Copyright 2002, Waters Corporation). O volume de inxeccion utilizado
foi de 10 pl, sendo a temperatura da columna de 30°C e o fluxo de 0,8 ml minuto™. O

programa de gradiente usado foi o seguinte:

Tempo (min) Curva de Solvente B Solvente B
Gradiente (Acético 2%) (ACN)
0 6 85% 15%
15 6 20% 80%
35 6 0% 100%
40 6 0% 100%
45 6 85% 15%

Os detectores traballaron no seguinte rango de lonxitudes de onda: o detector de PDA
rexistrou desde 200 a 450 nm. Pola sua parte o detector de fluorescencia rexistrou

desde 6s 325 ata 490 nm, usando una lonxitude de onda de excitacién de 280 nm.
Andlise por Orbitrap-MS

Para a andlise de masas utilizamos un equipo HPLC Thermo Accela acoplado a un
detector de masas Thermo LTQ Orbitrap Discovery. O programa de HPLC e a
columna cromatogréfica foi igual ao usado con anterioridade. A ionizacién das mostras
realizouse mediante electrospray cunha voltaxe 3,51 kV, tanto en modo negativo
(voltaxe do capilar -35 V) como positivo (voltaxe do capilar -35 V). A temperatura de
traballo do capilar foi de 350°C. As presions de gas utilizadas foron, gas-1 50 UAT e
gas-2 10 UAT. O detector de masas rexistrou entre o rango de 80 a 800 uma cunha

resolucién minima de 30.000.
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Resultados e discusion

Oxidacion dos capsinoides pola peroxidasa de pemento (Capsicum annuum L.)

Traballos realizados previamente revelan que as peroxidasas basicas vacuolares
presentes en células da placenta dos froitos do pemento son capaces de oxidar, cunha
constante cinética similar aos fenois, aos capsaicinoides que se acumulan tamén no
vacuolo destas células. Porén, non existe ate o de agora ningunha investigacion sobre
a capacidade destes enzimas de oxidar aos compostos analogos dos capsaicinoides,
0s capsinoides. Estes compostos suponse que tefien unhas propiedades e actividades
moi parecidas aos capsaicinoides, pero que non mostran os efectos secundarios non
desexables daqueles, se encontran maioritariamente en froitos de pementos non
picantes (CH-19 Sweet pepper) ou en moi baixa concentracion. A falta de estudos
previos sobre estes compostos fai que exista un baleiro de cofiecementos sobre 0 seu
metabolismo nos pementos, sendo un dos pasos completamente descofiecidos a sta
posible oxidacién por parte da peroxidasa. O primeiro paso que se abordou foi a
comprobacion da capacidade das peroxidasas para oxidar o0s principais capsinoides, o
capsiato e o dihidrocapsiato, usando para iso un extracto semipurificado de
peroxidasas basicas de pemento. Complementariamente, e co fin de abordar un
estudio cinético da oxidacién, procedeuse a calcular os coeficientes de extincibn molar

para cada unha das reaccions de oxidacién dos substratos.

Reaccion de oxidacion do capsiato e calculo do coeficiente de extincion molar

No caso do capsiato, a sta oxidacion pola peroxidasa en presencia de H,O, (Figura 4,

A), maniféstase fundamentalmente por un ascenso na absorbancia a 230 nm.

Na figura 4 tamén se inclien os resultados obtidos para os controis realizados en
ausencia da peroxidasa (B) e en ausencia de peréxido de hidréxeno (C). En ambos
casos obtense un espectro similar ao anteriormente citado, pero nesta ocasidn 0s
cambios observados nos sucesivos espectros son de moita menor intensidade. Os
lixeiros cambios observados en ausencia de peroxidasa (Figura 4, B), pode ser debido
a unha oxidacién non enzimética do capsiato, esta ben descrito a baixa estabilidade
destes compostos en solucion (Sutoh et al., 2001). No caso do control en ausencia de
peroxido pode os cambios observados poden ser debidos de novo a esta
inestabilidade do substrato e a capacidade oxidativa das peroxidasas, que poden

chegar a autoxerar o seu propio peroxido de hidréxeno (Ros Barcel6 & Pomar, 2002).

Para calcular o coeficiente de extincion da reaccion de oxidacioén do capsiato seguiuse

0 curso da mesma durante 2 h, ao cabo do cal xa non se producia ningn cambio
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significativo nos valores de absorbancia. O coeficiente de extincion aparente para a

reaccion calculouse a través da seguinte ecuacion:

B Aao-Adag
€230= T

Onde A'230 é a absorbancia inicial e A§30 é a absorbancia final dos medios de reaccion
a 230 nm, sendo [S] a concentracion do capsiato no medio de reaccion,

concretamente 0,44 mM . O valor obtido proporcionase na taboa 3.
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Figura 4. (A) Espectros consecutivos da oxidacién do capsiato pola peroxidasa de C. annuum. O medio
de reaccion estaba composto por H.O, 0,5 mM, capsiato 0,44 mM e peroxidasa de C. annuum en
presenza de tampén fosfato pH 5,5. Os rexistros realizaronse con intervalos de 3 min. A frecha indica a
direccién dos cambios espectrais. (B) Control en ausencia de peroxidasa. (C) Control en ausencia de
H20;
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Reaccion de oxidacion do dihidrocapsiato e calculo do coeficiente de extincién molar

No caso do dihidrocapsiato, a sta oxidacion pola peroxidasa e o H,O, (Figura 5, A)
manifestase fundamentalmente polo ascenso na absorbancia a 235 nm, valor onde ten

0 seu maximo de absorcion.

Na Figura 5, tamén se presentan os resultados obtidos para os controis realizados en
en ausencia de peroxidasa (B) e ausencia de peréxido de hidroxeno (C). En ambos
casos obtense un espectro similar ao anteriormente citado, cun maximo de
absorbancia aos 235 nm, pero sen producirse 0s ascensos significativos nos valores
de absorbancia nos sucesivos espectros. De forma anéloga 6 que sucedia no caso da
oxidacibon do capsiato obsérvanse, cambios de menor rango provocados
previsiblemente por procesos de oxidacibn non enzimatica ou autoxeracion de

peroxido por parte da peroxidasa.

Para calcular o coeficiente de extincion da reaccién de oxidacion do dihidrocapsiato
seguiuse o curso da mesma durante 2 h, ao cabo do cal xa non se producia ningan
cambio significativo nos valores de absorbancia. O coeficiente de extincion aparente

para a reaccion calculouse a través da seguinte ecuacion:

B Abas-Adas
€235= T

Onde Ajzs é a absorbancia inicial e Ayss € a absorbancia final dos medios de reaccion
a 235 nm. Sendo [S] a concentracion de dihidrocapsiato usada no medio de reaccion,
concretamente 0,27 mM. O valor obtido para o coeficiente de extincibn molar da

reaccién proporcionase na taboa 3.
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Figura 5. (A) Espectros consecutivos da oxidacion do dihidrocapsiato pola peroxidasa de C. annuum. O
medio de reaccién estaba composto por H,O, 0,5 mM, dihidrocapsiato 0,27 mM e peroxidasa de C.
annuum en presenza de tampoén fosfato pH 5,5. Os rexistros realizaronse con intervalos de 3 min. A
frecha indica a direccion dos cambios espectrais. (B) Control en ausencia da peroxidasa. (C) Control en
ausencia de H20,.
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Os valores obtidos para os coeficientes de extincibn molar do capsiato e do

dihidrocapsiato para a reaccions de oxidacion, mostranse na taboa 3.

Taboa 3. Coeficientes de extincion calculados para o capsiato e o dihidrocapsiato nas suUas
correspondentes reaccions de oxidacion, catalizadas pola peroxidasa

Coeficientes de extincion (mM™ cm™) (A)
Capsiato 0,27 (230 nm)
Dihidrocapsiato 0,22 (235 nm)

Estes coeficientes de extincion usaranse a continuacion na determinacion da
velocidade de oxidacion do capsiato e o dihidrocapsiato pola peroxidasa de C.

annuum, asi como a caracterizacion das suas cinéticas.

Comprobacion da natureza peroxidasa das reaccion mediante o uso de inhibidores

O estudio do efecto dos distintos inhibidores sobre a actividade peroxidasa na
oxidacién dos capsinoides fixose para confirmar o papel deste enzima como
mediadora da oxidacion destes compostos. Os inhibidores utilizados foron o 4cido

ferdlico, a tropolona, o ferricianuro potasico e o ferrocianuro potasico.

Acido ferulico vs tropolona

No primeiro caso, utilizamos como inhibidor ao 4cido ferulico. Este composto mostra
unha afinidade moi alta pola peroxidasa, reaccionando con composto |l do enzima,
tratandose dun dos seus mellores substratos e a slUa vez, presenta unha gran
capacidade de acomodarse no centro activo do enzima. Estas caracteristicas fan ao
acido ferulico un dos mellores inhibidores competitivos da peroxidasa, provocando no
noso caso unha inhibicion total da actividade peroxidasa (Taboa 4). Ademais, o acido
ferdlico a esta concentracion de 1,0 mM non ten efecto sobre as polifenoloxidasas de
tipo lacasa (Ranocha et al.,, 1999). Polo tanto, os resultados obtidos descartan a
actividade lacasa como o enzima responsable da oxidacion dos capsinoides. Ainda
asi, o &cido ferdlico é un importante inhibidor da actividade enzimatica das
polifenoloxidasas de tipo catecolasa (Richardson et al., 1997). Por este motivo, 0 uso
do acido ferulico non nos permite discernir entre a peroxidasa e as catecolasas o que

fai necesario o uso doutro inhibidor para distinguir entre estes dous tipos de enzimas.

A continuacién, para discriminar entre as polifenoloxidasas de tipo catecolasas e as

peroxidasas, utilizamos a tropolona. A tropolona é un inhibidor selectivo das

actividades de tipo catecol-oxidasa (Savidge & Udagama-Randeniya, 1992), que non
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ten efecto conocido sobre as peroxidasas. O efecto da tropolona sobre a oxidacién dos
capsinoides pola peroxidasa de C. annuum méstrase na taboa 4. A tropolona non
mostra inhibicion a unha concentraciéon de 1,0 mM, aparecendo incluso un efecto
activador. O feito de que a actividade peroxidasa non se vexa afectada pola presenza
de tropolona na oxidacion dos capsinoides descarta as polifenoloxidasas de tipo
catecolasa como as responsables desta actividade e apoia o posible papel das
peroxidasas como responsables da oxidacion destes compostos.

Ferrocianuro potasico vs ferrricianuro potasico

Para confirmar seguidamente o papel da peroxidasa como responsable da oxidacién
dos capsinoides pola peroxidasa de C. annuum, utilizouse o ferrocianuro potasico
(K4Fe[CN]s), como inhibidor competitivo do enzima. O ferrocianuro potasico e un bo
substrato da peroxidasa, sobre todo do composto | (Henriksen et al., 1999). Na tdboa
4, mostrase o efecto do ferrocianuro potasico sobre a oxidacién dos capsinoides pola
peroxidasa de C. annuum. Igualmente, probamos como inhibidor da peroxidasa ao
ferricianuro potasico (KsFe[CN]e), andlogo do ferrocianuro potasico e non inhibidor do
enzima. O seu uso permitenos determinar si o efecto observado ao usar o ferrocianuro
potasico é debido &4 sUa natureza como substrato da peroxidasa, ou ben debido a
efectos colaterais provocados polos complexos de tipo cianuro-ferro sobre as
metaloproteinas. Os efectos do ferrocianuro potasico e do ferricianuro potasico sobre a
oxidacién dos capsinoides pola peroxidasa mostranse na tdboa 4. Como se pode
observar, na taboa dada o ferrocianuro potasico a concentracions de 1,0 mM provoca
a inhibicién total da actividade enzimatica, mentres que co ferricianuro potasico non
hai efecto. Este resultado, permitenos concluir que o efecto do ferrocianuro potasico
sobre a oxidacion dos capsinoides é debido a unha inhibicién de tipo competitiva,
actuando o ferrocianuro como substrato preferente ante os capsinoides.

Té&boa 4. Inhibidores da peroxidasa e o seu efecto sobre a oxidacion dos capsinoides, capsiato e
dihidrocapsiato, pola peroxidasa de Capsicum annuum L.

Actividade peroxidasa (nmoles s™)

Capsiato Dihidrocapsiato
Control 1,61+£0,39 1,53+0,80
Acido ferulico 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Tropolona 2,69 + 0,68 7,67 + 0,64
Ferrocianuro potasico (K4sFe[CNJe) .00 + 0,00 0,00 + 0,00
Ferricianuro potasico (KsFe[CN]e) 1554+ 057 1,80 + 2,55
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Cinéticas da oxidacion do capsiato e dihidrocapsiato

Unha vez calculados os coeficientes de extincion para as reaccions de oxidacion do
capsiato e do dihidrocapsiato e definir a peroxidasa como enzima mediadora da
oxidacion a través dos inhibidores, estudamos a capacidade da peroxidasa de C.
annuum de oxidar os capsinoides xa nhomeados. Os resultados mostranse na taboa 5.

Taboa 5. Velocidades de oxidacion do capsiato e do dihidrocapsiato pola peroxidasa de C. annuum. O

medio de reaccién estaba composto por tampén fosfato 5,5 pH, H.O2 0,5 mM, 1,31 mM de capsiato ou
1,36 mM de dihidrocapsiato e peroxidasa de C. annuum. Os datos son a media * SE (n=3).

nmoles de substrato oxidado s*

Capsiato 5,50 + 1,48
Dihidrocapsiato 3,46 £ 0,32

Como se pode ver na tdboa, a peroxidasa de C. annuum é capaz de oxidar aos dous
substratos. Ademais, os datos da taboa 5, permitennos concluir que a peroxidasa de
C. annuum mostra, en presencia de H,O,, unha actividade catalitica diferencial fronte

a cada substrato, oxidando maiormente ao capsiato fronte ao dihidrocapsiato

- Cinética da oxidacién do capsiato

Para a andlise das caracteristicas cinéticas da reaccion de oxidacién do capsiato pola
peroxidasa, efectuaronse curvas de saturacion medindo a dependencia da velocidade
de oxidacion da concentracion de capsiato. Como se pode ver na figura 6, a oxidacion
do capsiato pola peroxidasa de C. annuum mostrou unha cinética de tipo hiperbdlica
(R?= 0,96) fronte a concentraciéon do capsinoide. Isto permitenos axustar os datos a
unha ecuacion de Michaelis-Menten a baixas concentracions de substrato,
presentando inhibiciéns a altas concentraciéns de capsiato (datos xa non mostrados

no grafico).
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Figura 6. Dependencia da velocidade de oxidacion do capsiato da concentracion de substrato pola

peroxidasa de C. annuum. O medio de reaccién estaba composto por peroxidasa de C. annuum, H>O 0,5
mM e capsiato 0,22 mM, 0,44 mM, 0,87 mM, 1,31 mM, en tampédn fosfato pH 5,5.

A representacion de dobres reciprocos de Lineweaver-Burk (1/v fronte a 1/[capsiato])
permitiunos calcular os valores de Vmax € Ky. Como se pode apreciar na grafica

(Figura 7), vese unha dependencia lineal (R?= 0,99) que esta de acordo co modelo

cinético antes proposto.

0,6 t
0,4 1

0,2 t

1/V, (nmoles de S oxidado s™)

/ 1/Vméx . .
-1Kv 0,0 2.0 4,0
1/[Capsiato] (1/mM)

Figura 7. Representacion de dobres reciprocos de Lineweaver-Burk (1/v fronte a 1/[capsiato]), onde
podemos cofiecer os valores de Vimax € K.
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- Cinética da oxidacion do dihidrocapsiato

Para a analise das caracteristicas cinéticas da reacciébn de oxidacién do
dihidrocapsiato pola peroxidasa, efectuaronse curvas de saturacibn medindo a

dependencia da velocidade de oxidacion da concentracion de dihidrocapsiato.

Na figura 8, podese ver como a oxidacion do dihidrocapsiato pola peroxidasa de C.
annuum mostrou unha cinética de tipo hiperbélico (R*= 0,99) fronte a concentracién de
dihidrocapsiato, polo que pode ser axustada a unha ecuaciéon de Michaelis-Menten a
baixas concentracidéns de substrato e presentando inhibicién a altas concentracions de

dihidrocapsiato (datos xa non mostrados no grafico).

3,6 |

24 |

12}

V, (nmoles de S oxidado s™)

0,5 1,0 15
[Dihidrocapsiato] (mM)

Figura 8. Dependencia da velocidade de oxidacion do dihidrocapsiato da concentracion de substrato pola
peroxidasa de C. annuum. O medio de reaccién estaba composto por peroxidasa de C. annuum, H>O 0,5
mM e dihidrocapsiato 0,27 mM, 0,54 mM, 0,81 mM, 1,36 mM, en tampén fosfato pH 5,5.

Como xa fixemos antes no caso do capsiato, a representacion dos dobres reciprocos

de Lineweaver-Burk (1/v fronte a 1/[dihidrocapsiato]) permitiunos calcular os valores de
Vmax € Km para cada unha das concentracions de dihidrocapsiato ensaiadas.Como se

pode apreciar na gréfica (Figura 9), vese unha dependencia lineal (R?>= 0,99) que esta

de acordo co modelo cinético antes proposto.
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Figura 9. Representacion de dobres reciprocos de Lineweaver-Burk (1/v fronte a 1/[dihidrocapsiato]),
onde podemos cofiecer os valores de Vimax € Kw.

Afinidade e reactividade da peroxidasa de Capsicum annuum L. polo capsiato e
dihidrocapsiato

Os valores aparentes de Ky para o0s capsinoides, capsiato e dihidrocapsiato,
mostranse na taboa 6. A peroxidasa mostra unha afinidade maior polo capsiato fronte
ao dihidrocapsiato.

Taboa 6. Valores de Ky para os capsinoides capsiato e dihidrocapsiato durante a sda oxidacion pola
peroxidasa de C. annuum a pH 5,5 e a unha concentracion de H,0, de 0,5 mM

Substrato Kwu
Capsiato 1,36 + 0,83

Dihidrocapsiato 2,39 + 0,36

Estes valores poderianse comparar cos valores acadados polos analogos
capsaicinoides en canto os seus valores Ky ou con outras Ky de outros compostos,
ainda que existen poucas Ky calculadas para oxidaciéns catalizadas polas
peroxidasas polo seu caracteristico ciclo catalitico. Porén, Bernal et al. (1994) definiu
Ku da peroxidasa de C. annuum para precursores fendlicos da capsaicina, como a
vanilina ou o acido ferdlico, con valores de 0,98 mM e 0,18 mM, respectivamente. Polo
tanto, en comparacion a afinidade do enzima e menor nos capsinoides que nestes

compostos.

29



Na tdboa 7 médstranse os valores da relacion Vmax/Ky para cada un dos substratos.
Esta relacion danos unha medida da reactividade do enzima fronte aos distintos
substratos, e ademais mantén unha relacion directa co valor da Kz, constante cinética
do ultimo paso do ciclo catalitico da oxidacién mediada pola peroxidasa (Figura 2), que
segundo o modelo cinético caracterizado por Pomar et al. (1997) segue a relacion

seguinte:

Vméx
Km

=2[E]Ks

A constante microscopica Kz € unha medida directa da reactividade do composto Il cos
substratos capsinoides. Como se pode ver na tdboa, a peroxidasa de C. annuum
presenta, en presenza de peréxido de hidroxeno, unha maior reactividade fronte ao
capsiato que fronte ao dihidrocapsiato. O capsiato presenta case o dobre de
reactividade que o dihidrocapsiato.

Taboa 7. Valores da relacion Vmad/Km para os capsinoides, capsiato e dihidrocapsiato, durante a sta
oxidacion pola peroxidasa de C. annuum a pH 5,5 e a unha concentracion de H,O, de 0,5 mM

Substrato Vmax/Km (xK3)

Capsiato 8,690
Dihidrocapsiato 4,020

Proposta de oxidacién

Chegados a este punto é necesario establecer, xa que outro dos nosos obxectivos é
caracterizar os produtos da oxidacion dos capsinoides, cales serian 0s posibles
compostos que se formarian na catalise do capsiato e dihidrocapsiato mediado pola
peroxidasa de C. annuum. Collendo ao capsiato como modelo e como xa indicamos, a
peroxidasa oxidaria aos residuos do ciclo aromatico que conforma o alcol vanillico.
Tras esta oxidacion hai varias propostas de radicais e dimeros que se poderian formar
(Figura 10). O primeiro radical (Figura 10, A) formariase pola oxidacion do grupo
hidroxilo do C4 do grupo aromatico. Outra oxidacion poderia ocorrer no carbono 2’
(Figura 10, B), outro no carbono 5’ (Figura 10, C) e por ultimo no carbono 6’ (Figura
10, D). Estes radicais con altamente inestables e desaparecerian captando de novo
electrons do medio ou poden conxugarse e formar dimeros de capsiato. Un deses
dimeros poderia formarse ao establecerse un enlace peroxidativo entre dous radicais
A (Figura 10, A+A). Este tipo de enlace é moi inestable, polo que case esta descartada

a sla deteccion. Tamén entre o radical A mais o B, dando lugar ao 4’-O-5-dicapsiato
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(Figura 10, A+B) ou entre o radical B mais outro radical B, orixinandose 5-5’-dicapsiato
(Figura 10, B+B). Os radicais C e D terian problemas estéricos para formar dimeros xa
gue os radicais estarian oxidados nunha zona moi preto da cadea lateral. Polo tanto, e
tendo en conta o que se cofiece sobre a oxidacién da capsaicina (Diaz et al., 2004), os
produtos de oxidacién mais probables de ser detectados son os dimeros A+B: 4’-O-5-
dicapsiato, en o dimero B+B: 5-5-dicapsiato. De forma andloga sucederia na
oxidacion do dihidrocapsiato.

CH3
o
\ﬂ/\/\/\)\cHg
(¢]
Capsiato
OCH3
OH
POD| H,0,
CH3 CHg3
(0] (¢] X
\r(\/\/\)\CHB \’(\/\/\)\CH3
(o} (o}
(A) ©)
OCHj3 OCHs
o OH
CHs CH3
o] o X
\”/\A/\)\CHs WCW
o o
. : D
(B) (D)
OCHj3 OCHg
OH OH
CH3 CHg
A+A —— o o
HyC = \n/\/\/\)\cH3
o o
H5CO OCH;
O——oO
CH3 CHs

o
A+E —— 3 H3C)\/\/Wo W\/\)\CHa
o o
H3CO o OCHs
OH OH

CH3 CHg

(0] ] X
B+B —— 3 HBC)\/\/\/\[( \H/\/\/\)\CHs
JoEQN

HaCO OCH,
OH OH

Figura 10. Proposta de radicais e dimeros de capsiato tras a sta oxidacion pola peroxidasa basica de C.
annuum. (A+A) Dimeros formado polo enlace peroxidativo entre dous radicais A; (A+B) 4’-O-5-dicapsiato;
(B+B) 5-5-dicapsiato.
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Caracterizacion dos produtos de oxidacion do capsiato

Como ultimo paso neste traballo, tratamos de analizar espectralmente os produtos de
oxidacion xerados pola oxidacion do capsiato a través da peroxidasa béasica de C.
annuum. Para lograr isto, realizamos unha oxidacion de capsiato masiva e obtivemos
0s produtos da reaccidn mediante unha particion con solventes organicos. A
continuacién, analizamos a través do HPLC, varias solucions que contifian o capsiato
sintetizado quimicamente na Universidade de Cadiz, os posibles produtos de oxidacién
do capsiato mediado pola peroxidasa de C. annuum e o medio de reaccion sen
capsiato como control. Para cada mostra recolleuse o cromatograma proporcionado
polo detector de fotodiodos (PDA) e o cromatograma de fluorescencia. Os datos
mostranse na figura 11. O apartado A e D (Figura 11), mostran o cromatograma de
PDA e de fluorescencia do capsiato, respectivamente. En ambos aparece a slia vez, o
espectro de absorcién e emision do pico maioritario. Os seguintes apartados, o B e E
da figura 11, expofien os cromatogramas de PDA e fluorescencia dos produtos de
oxidacién do capsiato pola peroxidasa. Aqui ademais, se sinalan os picos de maximos
seleccionados para o sUa posterior analise. Estes picos revélanse a distintos tempos
en minutos nos dous cromatogramas, sendo en PDA os picos P1, tendo un tempo de
retencion de 9,32 min, P2, cun tempo de retencién de 18,43 min, P3, aos 19,30 min e
P4 aos 29,30 min. De mesmo xeito no cromatograma de fluorescencia (Figura 11, E)
tamén se mostran estes picos, ainda que o tempo varia un pouco pola separacién
espacial entre os detectores sendo a diferenza de tempo o0 que tarda o composto en
pasar dun detector ao outro. Os Ultimos apartados da figura 11, C e F, son o
cromatograma do medio de reaccion utilizandoo como control das mostras anteriores.
Neste caso, non se observan picos importantes que aparezan tamén nos medios de

reaccion.
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Figura 11. Analise cromatografico do capsiato, dos produtos de oxidacion do capsiato pola peroxidasa C.
annuum e o medio de reaccion polo HPLC (A) Cromatograma do fotodiodo UV-V (PDA) co espectro de
absorcion do capsiato. (B) Cromatograma de PDA dos produtos de oxidacion do capsiato pola peroxidasa
de C. annuum cos picos seleccionados P1 (9,32 min), P2 (18,43 min), P3 (19,30 min) e P4 (29,40 min).
(C) Cromatograma de PDA do medio de reaccion como control. (D) Cromatograma de fluorescencia do
capsiato co espectro de absorcion do capsiato. (D) Cromatograma de fluorescencia dos produtos de
oxidacion do capsiato pola peroxidasa de C. annuum e os picos seleccionados (P1, P2, P3 e P4). (F)
Cromatograma de fluorescencia do medio de reaccion como control. UA indica unidades de absorbancia e
UE unidades de emision
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Para continuar a caracterizacion espectral dos produtos de oxidacion fixemos unha
andlise por medio dun HPLC acoplado a un detector PDA e a un espectrometro de
masas (Orbitrap). A ionizacién dos compostos realizouse tanto por ionizacion positiva
como por ionizacion negativa. Mostramos o0s resultados obtidos trala ionizacion
negativa xa que na positiva a maior parte dos produtos de oxidacion non ionizaron. Os
resultados do capsiato e dos produtos de oxidacion deste pola peroxidasa mdstranse
na figura 12. Nesta figura, o apartado A é o cromatograma de PDA do capsiato. A sta
vez, 0 apartado B mostra o cromatograma de ions totais do capsiato e o0 seu espectro
de masas xerado a partir dos datos obtidos polo Orbitrap. Os apartados C e D da
figura 12, estan referidos aos produtos de oxidacion do capsiato. En ambos se sinala
os picos P1, P2, P3 e P4 anteriormente citados e que se corresponden cos tempos de
retencién anteriores (P1, 9,32 min, P2, 18,43 min, P3, 19,30 min e P4, 29,40 min).

C P2
2ers | A - 1 8e+5
1le+6 t 1 5e+5
< =
P1
59+5 | P3 P< 1 3e+5
pral
0 0
| B D P2 1 8e+
3e+7 169 P1 8e+7
1l00 6
1L 339
2e+7 } a7 { 5e+7
@ x
< ) <
Capsiato
le+7 1 \ { 3e+7
10 20 30 40 10 20 30 40
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 12. Cromatogramas de PDA e TIC para o capsiato e os produtos de oxidacion do capsiato pola
peroxidasa de C. annuum polo espectro de masas (Orbitrap). (A) Cromatograma de PDA do capsiato. (B)
Cromatograma de TIC do capsiato, situado na esquina superior dereita o espectro de masas do
composto. (C) Cromatograma de PDA dos produtos de oxidacidon do capsiato xerados pola oxidacion da
peroxidasa. (D) Cromatograma de TIC dos produtos de oxidacion do capsiato. No cromatograma C e D
sindlanse os picos seleccionados P1 (9,32 min), P2 (18,43 min), P3 (19,30) e P4 (29,40 min). UA indica
unidades de absorbancia y AR abundancia relativa.
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Finalmente, unha vez seleccionados os picos P1l, P2, P3 e P4 polas analises
anteriores dos produtos de oxidacion do capsiato pola accion da peroxidasa béasica de
C. annuum, pasamos a definir as caracteristicas espectrais de cada pico. Os
resultados acadados axudarannos a caracterizar 0s picos e ver se se poderian tratar
dalgun dos produtos de oxidacion esperados. Os resultados mostranse na figura 13.
De cada pico, proporcidnase os espectros de absorcion de PDA (A), os espectros de
fluorescencia (B) e os espectros de masas (C). Comparando os distintos picos, pédese
observar que todos tefien un espectro de absorcién de PDA similar, con valores de
maximos parecidos. O mesmo ocorre no caso dos espectros de fluorescencia, menos
co pico 4 (P4-B) cun espectro indicando un maximo claro de fluorescencia a 361 nm.
No caso dos espectros obtidos co detector de masas, hai que destacar o pico 4 (P4-C)
no que hai un maximo claro a 609,34 m/z, que se corresponde moi fielmente ca masa
do dimero de capsiato, 5-5’-dicapsiato (Figura 13, B+B), cunha masa de 610,35, que
en ionizacidbn negativa (que € que usamos n@és), apareceria hipotéticamente no
detector cun i6n molecular de 609,35 m/z Debido a gran exactitude do equipo que
utilizamos como espectro de masas (Orbitrap), isto dannos un camifio para crer a
posibilidade de que sexa ese composto e non outro. Ainda asi, se necesitan continuar
mellorando 0 método de analise para comprobar este feito. Debido a orixinalidade

deste estudo, non hai datos para relacionar nin discutir estes datos que obtivemos.
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Figura 13. Espectros de absorcion de PDA (A), de fluorescencia (B) e de masas (C) dos picos
seleccionados P1 (9,32 min), P2 (18,43 min), P3 (19,30 min) e P4 (29,40 min). A relacion m/z indica

masa/carga
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Andlise da presenza de capsinoides e de produtos de oxidacién do capsiato oxidados
pola peroxidasa de C. annuum en froitos maduros de variedades galegas

Analizamos a presenza dos capsinoides, preferentemente o capsiato, e os produtos de
oxidacion deste composto mediada pola peroxidasa de C. annuum nos froitos maduros
de diferentes variedades de pemento galego. A través da obtencién de extractos dos
distintos pementos e o sta analise por HPLC, intentamos determinar se aparecia
algun indicio da presenza destes compostos. Comparando os cromatogramas de PDA
e de fluorescencia de cada variedade de pemento non atopamos ningun pico que nos

fixera pensar que existisen estes compostos nas distintas mostras.
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Conclusions

Dados os resultados obtidos neste estudo, chegamos as seguintes conclusions:

As peroxidasas basicas de Capsicum annuum L. oxidan eficientemente aos
capsinoides, concretamente ao capsiato e ao dihidrocapsiato, compofientes
maioritarios destes compostos no pemento (C. annuum). A sUa vez, 0 ensaio
de inhibicibn da peroxidasa asigna a actividade catalitica observada as
peroxidasas de secrecion vexetais.

A vista dos resultados obtidos no estudo da cinética da peroxidasa basica de
C. annuum de Ky e de Vnax, pddese concluir que presentan unha maior
afinidade e reactividade fronte ao capsiato que ao dihidrocapsiato.

Obtivose unha caracterizacion espectral usando detectores de diodos, de
fluorescencia y de masas para catro posibles produtos de oxidacién do
capsiato mediado pola peroxidasa basica de C. annuum. Os datos obtidos dun
deles, da un espectro de masas que poderia ser compatible co dimero 5-5-
dicapsiato, pola sia masa semellante.

Comprobouse cal das variedades de pemento galego (C. annuum L.) poderia
presentar os produtos de oxidaciébn do capsiato mediado pola peroxidasa
basica de pemento, véndose a ausencia deles en cada unha destas.
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