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Introducao

Polifenoloxidases (PFOs), assim como peroxidases
(POX), superéxido dismutase (SOD) e outras
oxidases, sdo enzimas que oxidam substratos
organicos. Porém, PFOs se diferenciam das

demais por catalisarem uma reacao de oxidacao
dependente de oxigénio de monofendis (ex.
tirosinases ou cresolases) ou Orto-difendis (ex.
catecolases, lacases) a o-diquinonas (STEFFENS

et al., 1994). Por esse motivo, também sao
chamadas de orto-difenol-oxiredutases, por
reduzirem o oxigénio, um de seus substratos, a
agua. Embora PFOs atuem catalisando uma reacéao
de segunda ordem, a sua cinética enzimatica pode
ser considerada de primeira ordem, considerando-se
somente o consumo do substrato difenélico, em um
padrado de reacao previsto por Michaelis-Menten.

Em plantas, PFOs estdo presentes aderidas
fracamente a face luminal da membrana interna ou
no limen de tilacoides (STEFFENS et al.,1994),
sendo encontradas em multiplas isoformas. As
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o-diquinonas produzidas, sdo compostos altamente
reativos que se ligam a residuos de aminoacidos
de moléculas de proteinas, produzindo compostos
coloridos insollGiveis e com baixo potencial nutritivo
(CHAZARRA et al., 1997). Muitas polifenoloxidases
de plantas apresentam laténcia, avaliadas por um
aumento de atividade no pH 6,0, ou pela ativacao
por tratamento com proteases (tripsina ou protease
K) ou sob concentragdes milimolares do detergente
idnico dodecil sulfato de sédio (SDS) (SELLES-
MARCHART et al., 2006).

Os mecanismos que regulam a ativacao de
polifenoloxidades em plantas ainda ndo foram
esclarecidos, assim como nao é conhecido o porqué
da existéncia de polifenoloxidases ativas e latentes
em um mesmo organismo, e nenhuma suposicao foi
ainda considerada (MAYER, 2006).

Embora as PFOs ja tenham sido encontradas em
plantas ha mais de 1 século (BERTRAND, 1896),
um conhecimento completo sobre seu papel nestes
organismos ainda nao foi totalmente elucidado.
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Funcdes distintas tém sido atribuidas as PFOs, tais
como: pigmentacao e escurecimento do tecido
vegetal (BOONSIRI et al., 2007; VALENTINES et
al., 2005); acao na reacao de Mehler, uma vez que
atua transferindo elétrons de um substrato fendlico
para o oxigénio em uma cadeia transportadora de
elétrons, aumentando o consumo deste durante

a fotorrespiragcao (THIPYAPONG et al., 2004) e
protecado de plantas contra pragas e patégenos
(CONSTABEL; RYAN, 1998). Este amplo espectro
de idéias sobre os papéis das PFOs reflete o
parcial entendimento das suas funcdes nas plantas
(MAYER, 2006). A habilidade natural de uma

PFO em oxidar fendis ou polifendis reflete seu
mecanismo de acdo como proteina de defesa,
desde que as diquinonas originarias que liguem

e precipitem proteinas sejam mais téxicas aos
predadores de plantas do que os fendis originais
(FELTON et al., 1992).

O procedimento de medicao de PFOs descrito no
presente trabalho permitiu a observacao do aumento
da atividade polifenoloxidasica somente na fracao
de proteinas soluveis em plantas de feijao-de-corda
submetidas a acdo de ferimento. Observou-se que a
atividade de PFO na fracdo sollvel era dependente
de SDS para ativacao tratando-se, portanto, de uma
enzima latente. Diferentemente da atividade vista
em fracdes insollveis que, embora correspondesse
a mais de 80% da atividade enzimatica total, ndo
foi alterada em plantas de feijao-de-corda pelo
tratamento de ferimento. Constatou-se, ainda, que
a fracao de PFO insollvel é constitutivamente ativa,
nao sofrendo efeito da adicdo de SDS e portanto,
de natureza diferente da PFO encontrada na fracéo
soltvel minoritaria.

A metodologia descrita nesse estudo permite

a anélise simultanea de diferentes PFOs com
diferentes propriedades de solubilidades

em um mesmo tecido vegetal, bem como o
monitoramento de um tipo de polifenoloxidase
em particular relacionado com sua solubilidade,
0 que nao é possivel pelas anélises de atividade
polifenoloxidasica total descritas em alguns
trabalhos (CONSTABEL; RYAN, 1998).

Procedimento para a extracao e
quantificacao de PFOs em folhas

1) Inicialmente, o tecido vegetal deve ser macerado
preferencialmente em nitrogénio liquido (-190 °C)

em gral, até a sua reducao a p6. Apds esse passo,
a extracao devera ser feita com tampao fosfato de
s6dio 10 mM, EDTA 5 mM, pH 6 resfriado em gelo
(0 °C), na proporcao de 1:2, obtendo-se um extrato
bruto que seréd centrifugado a 20.000 x g, 4 °C,
durante 20 minutos. O sobrenadante obtido dever
ser definido como “fracao proteica soluvel” por
apresentar proteinas hidrossoltveis (CONCELLON et
al., 2004).

2) Ap6s a obtencao da primeira fracdo, o sedimento
da primeira centrifugacdo deve ser novamente
suspenso e homogeneizado em tampao com

a mesma composicao descrita anteriormente,
diferindo somente com o acréscimo de 1% de Triton
X-100 em sua composicao. O triton X-100 é um
detergente nao idnico que permite a solubilizacao de
proteinas hidrofébicas. O homogenato obtido deve
ser centrifugado (20.000 x g, a 4 °C, 20 minutos)

e o sobrenadante obtido, definido como “fracao

In

proteica insolivel” por ndo apresentar proteinas
hidrossollveis, necessitando do acréscimo de
1% de triton para sua solubilizacao (PINTO et al.,

2008).

3) As fracdes proteicas sollveis e insollUveis
obtidas, conforme descrito anteriormente,

devem ser dosadas em relagcao a presenca de
polifenoloxidases (PFO), segundo metodologia
descrita por Shin et al. (1997) e Pinto et al. (2008).
Teste de atividade deve ser feito utilizando-se

como substrato metil-catecol, em meio de ensaio
apresentando a seguinte composicao: tampao
fosfato de sédio 100 mM pH 6,0; catecol 5 mM

e amostra em um volume total de ensaio de

1.000 uL. Aliquotas de extratos proteicos obtidos,
conforme os itens 1 e 2, deveram ser usadas na
proporcao de 50 uL a 300 uL de acordo com o

nivel de atividade observada, sendo que volumes
maiores sao recomendados para medicao de valores
menores de atividade polifenoloxidasica, no entanto,
reduzindo-se a proporcao de tampao fosfato de
forma proporcional, de modo que o volume total de
reacao seja mantido em 1.000 uL.

4) As leituras espectrofotométricas devem ser
feitas medindo-se a variacao de absorbancia em
um comprimento de onda de 410 nm, durante os
primeiros minutos de reacao, com um tempo total
de leitura variando de 2 a 10 minutos, dependendo
do nivel de atividade enzimatica (maiores niveis
exigem maiores tempos de leitura), com intervalos
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de 10 segundos para cada ponto de leitura. Os
pontos para o célculo da cinética enzimatica deverao
ser considerados na fase inicial da reacédo, antes de
ocorrer o inicio do esgotamento do substrato.

5) Todas as medicdes devem ser feitas em
temperatura de 25°, aproximadamente, sendo
estabelecido como unidade enziméatica (UE), o
aumento de absorbancia em leitura de atividade
correspondente a 0,01 por minuto.

Recomendacdes importantes para a
execucao do protocolo de dosagem
de PFOs

— Para a otimizacdo do ensaio, é importante que o
tampao fosfato esteja bem aerado, uma vez que o
oxigénio é um dos substratos da reacao.

— A cubeta utilizada na leitura espectrofotométrica
deste ensaio deve ser adequada para o volume de 1
mL. Caso nao haja similar disponivel, um novo célcu-
lo devera ser feito para ensaio com volumes maiores.

— A amostra de extrato proteico deve ser o Ultimo

componente adicionado no meio de reacao. Deve ser
feita uma mistura com os outros componentes antes
da adicao da amostra de extrato (contendo enzima),
e outra, também réapida, apds a adicao. A leitura es-
pectrofotométrica deve ser iniciada logo em seguida.

— Como descrito anteriormente, muitas PFOs possuem
laténcia (SELLES-MARCHART et al., 2006). Em muitos
caso a laténcia pode ser eliminada pela adicdo de SDS
e a presenca desse reagente no meio de reacao pode
ser necessaria para deteccao de atividade. No entanto,
curvas de atividade com concentracdes crescentes de
SDS no meio de reacdo devem ser feitas. Nao somente
para a avaliacao desta propriedade, mas também para
determinacdo da concentracao 6tima de SDS no meio
reacional. PFOs que ndo apresentam laténcia sao,
inicialmente, ativas sem a presenca de SDS, podendo
até ser inibidas por ele.
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