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ABSTRACT

Investigation of the kinetics of the horseradish-peroxida-
se catalyzed oxidation of silyl enol ethers clearly shows that
the free enol, generated by hydrolyses of the enol ethers, is
the reactive substrate. Addition of oxygen to the enzymati-
cally formed substrate radical ultimately leads to the gene-
ration of excited carbonyl compounds, which manifest
their presence via chemiluminescence emission.

Application of the steady state approximation to the
proposed mecanistic scheme yields kinetic equations which
were investigated for several important boundary conditi-
ons. In agreement with the experimental results, various
factors can become limiting for the reaction rate.

Using an enolic form of an ester, chemiluminescence
emission and oxygen consumption can be observed, even
though no reaction occurs with the ester itself. Therefore,
the enolic form also appears to be the reactive substrate in
the peroxidase catalyzed oxidation of esters.

INTRODUCAO

Peroxidases catalisam a oxidagZo de uma grande varieda-
de de moléculas organicas utilizando perbéxidos como co-
substratos. O ciclo catalftico de tais reagdes de peroxidase
envolve geralmente dois intermedidrios, composto-I e com-
posto-11, capazes de abstrair um elétron do substrato, for-
mando um radical livre.! Para a peroxidase de raiz forte
(HRP - “horseradish peroxidase”), o ciclo de oxidago-re-

dugdo é bem conhecido: 273

HRP + Hy09 == HRPI + Hy0
HRP1 + AH, — HRP-I + AHe
HRP-II + AH, — HRP + AHe

Os radicais AHe formados estabilizam-se através de rea-
¢Oes secundérias como dimerizagdo, desproporcionamento
ou adiggo de oxigénio molecular.! Com substratos apropria-
dos, as reagBes secundérias podem levar 3 formagio de com-
postos eletronicamente excitados.*

A oxidag¢do de aldefdos contendo hidrogénio na posigao
o catalisada por HRP é acompanhada de emisso de luz na
regifo do visfvel. O consumo de oxigénio desta reagfo mos-
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tra um comportamento cinético de ordem zero, ou seja, a
velocidade de consumo independe da concentragdo de oxi-
génio. Os produtos da reagfo sdo os esperados da clivagem
de um intermedidrio do tipo dioxetano; um dos compostos
carbonflicos é formado no estado excitado triplete.’

R 0 R OH TR R *
|7 HRP Fo \ /

R-C-C +0, —s R-C-C-H—C +HOOOH
[\ ROOH (I
H H 0-0 0]

Estudos com dioxetanos isolados mostram que estes pe-
réxidos ciclicos de quatro dtomos levam preferencialmente
a formagdo de estados excitados triplete.® Por exemplo, a
decomposicio de dioxetanos substitufdos com grupos meti-
las conduz 2 formagdo de compostos carbonilicos excitados
(rendimento quintico 0,01 a 0,30) , preferencialmente no
estado triplete.’

Em estudos anteriores®’ ° foi mostrado que, na oxida-
¢do de isobutiraldefdo (IBAL) o verdadeiro substrato da pe-
roxidase ¢ a forma endlica do aldefdo. O passo limitante da
reagdo é a formagdo do enol a partir da forma cetdnica — a
forma mais estivel do aldefdo. Estas observagdes nos leva-
ram a investigar a oxidagdo de formas enolicas estdveis dos
aldeidos isobutanal e propanal, isto é, os correspondentes
trime tilsilil enol éter derivados!®.

Acidos e ésteres com hidrogénio na posigdo @, ao contré-
rio do verificado para alde{dos, ndo sofrem oxidagdo em ve-
locidade aprecidvel pelo sistema HRP/H,0,. Este compor-
tamento estd de acordo com o fato de que o equilfbrio
ceto-endlico para icidos e ésteres é totalmente deslocado pa-
ra a forma cetdnica, ou seja a constante K, . =[enol]/[ce-
to] é muito menor para estes compostos do que para aldei-
dos.!! Utilizando-se um silil ceteno acetal como o trimetil-
silil acetal do isobutirato de etila, pode-se esperar que, pela
hidrélise deste composto, seja gerada a forma endlica em
concentra¢io suficientemente elevada, para que se possa
observar uma reagdo com peroxidase.

Esta reagdo pode servir como modelo para o sistema da
«-oxidagdo de plantas que converte 4cidos graxos ao aldef-
do homoélogo imediatamente mais curto ¢ CO,, eventual-
mente via um intermediario hidroperoxidico.! > Emissio de
luz neste sistema j4 foi observada na presen;a de clorofila
como sensibilizador da quimiluminescéncia.!

O trabatho aqui apresentado tem como objetivo estudar
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o comportamento cinético destes sistemas. Aplicando-se a-
aproximagdo de estado estaciondrio ao esquema mecanf{sti-
co postulado obtem-se equagdes cinéticas para vérias condi-
¢Oes de contorno. A validade destas equagdes serd avaliada
através da comparagdo direta com resuitados experimentais.

MATERIAIS E METODOS

Os reagentes comerciais foram fornecidos pelas compa-
nhias Aldrich, Merck e Sigma. 9,10- Dibromoantraceno - 2-
sulfonato de s6dio (DBAS) e 9,10 difenilantraceno - 2- sul-
fonato de sddio (DPAS) foram sintetizados por método
descrito na literatura.!* O trimetilsilil enol éter do isobuti-
raldeido (ITSE) (2-metil-1-(trimetilsililoxi)-1-propileno) e o
trimetilsilil enol éter do propanal (PTSE) ((E/Z)-1-(trimetil-
sililoxi)-1-propileno) foram sintetizados pelo método de
House e colabs.!S O trimetilsilil acetal do isobutirato de
etila (1- etoxi - 2- metil - 1- (trimetilsililoxi) - 1- propileno)
foi sintetizado por método da literatura,! é

As medidas de consumo de oxigénio foram realizadas em
um aparelho da Yellow Springs Instruments, modelo 53. A
velocidade do consumo de oxigénio determinada da parte li-
near das curvas cinéticas é dada em moles de O, consumido
por segundo (Ms™1). As cinéticas de emissdo de luz foram
medidas em um contador de fétons Hamamatsu HTVC 767,
dotado de uma fotomultiplicadora Hamamatsu R-562. A
intensidade da quimiluminescéncia foi medida como emis-
s3o integral em contagens por segundo (cs™!).

Os estudos com os trimetisilil enol éteres dos aldefdos
foram realizados a 30°C em pH =7,4. As solugdes estoque
dos substratos em etanol foram preparadas no dia do expe-
rimento. Em geral, as misturas de rea¢do contém 0,1 mM de
etilenodiamina tetraacetato de s6édio (EDTA), 0,ImM de
Hy07 e 1 yM de HRP (Sigma, tipo VI) em tampdo fosfato
ou TRIS (tristhidroximetil-aminometano) contendo etanol
0,5M, cuja finalidade ¢ solubilizar os substratos. As rea¢des
foram iniciadas pela adigio da solugfo de enzima, seguida
pela adi¢do do substrato.

Nos estudos da variagio da intensidade de emissfo em
fun¢do de diferentes varidveis, os valores de intensidade de
emissio projetados s¥o sempre os valores referidos para o
tempo zero (intensidade inicial). O consumo de oxigénio
mostra uma dependéncia de ordem zero na concentragio de
oxigénio. O fim da reagfo é indicado pelo declinio rdpido
da intensidade da emissfio correspondendo ao consumo to-
tal ou o término do consumo antes de se esgotar totalmente
o oxigénio. Em geral, os valores utilizados nas projeces re-
ferem-se a uma média de trés determinagdes experimentais.
Em nenhum caso o desvio padrio foi maior que 10%.

Os estudos com o trimetil acetal do isobutirato de etila
foram realizados a 30°C em tampfo fosfato 2,5 mM, pH =
7.4, contendo 0,1 mM de EDTA, 0,1 mM de H703, 1 mM
de brometo de hexadeciltrimetilamonio (para solubilizar o
substrato) ¢ 1u M de HRP. O substrato (160 mM), ou o etil
isobutirato (160 mM), foram adicionados puros (sem dilui-
¢80) para iniciar a reagéo.

RESULTADOS

O trimetilsilil enol éter do isobutiraldefdo (ITSE) e o tri-
metilsilil enol éter do propanal (PTSE) sofrem hidrélise em
meio aquoso a qual pode ser catalisada por espécies idnicas,
como as constituintes de tampdes, ou com grande eficiéncia
por fluoreto.!” ~!® Assim as formas enoélicas (enol ou eno-
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lato) dos alde{fdos s3o geradas em concentragdes altas, esta-
belecendo-se o equilfbrio 4cido-base (Esquema 1).
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Esquema 1: Formagdo de espécies tripletes na oxidagdo de silil
enol éteres de aldefdos catalisada pela peroxidase de
raiz forte.

T e hvp representam o estado excitado triplete e a
emissdo de fosforescéncia.

I(es™")x10°5

t {min)
Figura 1:  Cinéticas da emissdo de luz na oxidagdo de silil enol
éteres e aldetdos catalisada pela HRP.
O inserto mostra a cinética do consumo de O para
ITSE e PTSE como substratos.

( ) [1TSE]} = 16 mM; [fosfato}F 2,0 mM
{-en-- ) [PTSE] = 13 mM;[TRIS] =0,6mM
{-,-,-) [1BAL] = 55mM; [fosfato]=0,1M

[—— [proopanal] =150 mM; [fosfato] =0,1 M
40 C

A reagdo do enol com oxigénio catalisada por peroxidase
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gera um composto carbonflico no estado triplete. A emissdo
desta espécie triplete (fosforescéncia) pode ser observada
em meio aerado porque a molécula excitada estd _garcial-
mente protegida da supressio por Oy pela enzima.* ™ Com-
petindo com a reago enzimdtica, existe também a conver-
%o do enol para a forma cetdnica do aldefdo.

A Figura 1 mostra a cinética da emissdo de luz com ITSE
e PTSE e, para efeito comparativo, a dos aldefdos corres-
pondentes.

O aumento da intensidade de emiss3o durante o desen-
volvimento da reag¢fo do ITSE e do IBAL ¢ devido ao esgo-
tamento do O2. A consequéncia deste esgotamento leva a
uma diminui¢do da supressdo da espécie triplete. Estes da-
dos mostram que a protegio da espécie triplete pela enzima
ndo ¢ total. A intensidade da emissdo verificada nos sistemas
com os enol éteres é mais alta com relagdo aquela obtida
com os dos aldefdos correspondentes. Os estudos foram fei-
tos em condig¢Oes diferentes para cada substrato, de maneira
a manter tempos de reagdo préximos com todos os substra-
tos.

As curvas cinéticas mostradas na Figura 1 foram obtidas
na presenga de Hy07 (0,1 mM) que atua como “iniciador”
da reagdo formando o composto reativo da HRP (HRP-),
A Figura 2 mostra a dependéncia da intensidade inicial de
emissdo, que reflete a velocidade da reagdo, em relagdo a
concentragdo de H>O9. Nota-se que a baixas concentrages
de peréxido a velocidade da reagdo depende da concentra-
¢do do iniciador peroxidico. Observa-se uma saturagdo a al-

tas concentragdes.
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Figura 2:  Dependéncia da intensidade da emissdo inicial na oxi-

dagdo de ITSE catalisada pela HRP com a concentra-
¢do de peréxido (H 0 adicionada).
[ITSE] =13 mM; [fosfato] =10 mM.

A baixas concentragdes de peréxido a reagdo nfo € com-
pleta, ou seja, a emissdo de luz e o consumo de oxigénio
cessam antes do esgotamento de oxigénio. Ao contrédrio das
condigdes padrdo, nas quais a concentragdo de oxigénio € li-
mitante, a concentragdo do peroxido presente no meio da
reagdo toma-se agora limitante. Determinando-se o tempo

QUIMICA NOVA 12(4) (1989)

em que a reacdo é mantida em fungfo da concentragéo de
H»09 adicionado, pode-se avaliar a quantidade de iniciador
peroxidico necessdrio para completar a reagdo, ou seja con-
sumo total de oxigénio. Este tempo de reagdo depende li-
nearmente da concentragio de H,O, na regido de baixas
concentragGes e mostra saturagdo na regido de altas concen-
tragdes (Figura 3).
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Figura 3:  Dependéncia da dura¢do da oxidagdo de ITSE catalisa-

da pela HRP com a concentracdo de peroxido (H0 )
adicionada).

[ITSE] =13 mM; [fosfato] =10 mM

{ @ ) tempo de decltnio rdpido da emissdo de luz

(o) tempo relativo ao fim do consumo de O} (corres-
pondendo ao consumo total para [H 50 3]220.1 mM).

O ponto de intersecgdo determina a concentragdo de
H909 adicionada necesséria para terminar a reagdo. A rea-
¢do na auséncia de H707 ¢ devida ao peréxido presente no
sistema provavelmente como contaminante do substrato. A
concentragdo deste perOxido pode ser determinada através
da extrapolagio da reta obtida a baixas concentragBes. A
soma dos dois valores, ou seja per6xido adicionado e per6-
xido contaminante, corresponde i quantidade do iniciador
peroxidico necessdrio para completar a reagdo, ou seja, con-
sumir totalmente o oxigénio. O valor de (1,0 £ 0,1)x10™4M
de per6xido necessdrio para consumir 2x10™* M de oxigé-
nio (concentragdo de O, dissolvido no meio nestas condi-
¢des!?), mostra que uma molécula de iniciador promove o
consumo de duas moléculas de oxigénio.

Em condi¢cOes onde o iniciador € suficiente (10™*M
H»09) a velocidade da reagdo depende somente da concen-
tragdo da forma enélica presente no meio.> Nos sistemas
dos enol éteres, esta concentragio depende da velocidade de
hidrolise destes substratos. As figuras 4 a 6 mostram que es-
ta reagdo ¢ catalisada tanto pelo tampdo, como pelo fon
fluoreto. No caso do ITSE em tampdo fosfato observa-se
uma dependéncia linear da intensidade inicial de emissdo na
concentragdo de fosfato até 50 mM. Para concentragQes
mais altas houve um desvio na linearidade, provavelmente
devido ao esgotamento do substrato (Figura 4). Usando-se
concentragSes de substrato mais altas, a dependéncia mos-
tra linearidade até 0,1 M de fosfato,1®
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Figura 4:  Efeito da concentragdo de fosfato sobre a velocidade

da oxidagdo de ITSE (10 mM) catalisada pela HRP
monitorada pela intensidade da emissdo inicial,
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Figum 5:  Efeito da concentracdo de TRIS sobre a velocidade da

oxidagdo de PTSE (13 mM) catalisada pela HRP moni-
torada pela intensidade da emissdo.

Com PTSE como substrato, a reagfio ocorre rapidamente
também a baixas concentra¢des de TRIS, q]ue catalisa 2 hi-
drélise com menor eficiéncia que o fosfato,!? A velocidade
da reagio depende linearmente da concentragfo de TRIS
somente para baixas concentragdes do tamp#fo. A altas con-
centracBes observa-se um decaimento da intensidade de
emissio, ou seja, uma diminui¢c§o da velocidade da reacfo
enzimdtica (Figura 5).

Para ambos substratos, a intensidade de emissfo mostra
uma dependéncia linear com a concentragio de fon fluore-
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to, indicando a atividade catalftica deste fon'® mesmo em
meio aquoso. .

Para ITSE como substrato, a dependéncia € linear até 1
mM de KF. No caso de PTSE, esta dependéncia é linear so-
mente para concentragSes mais baixas (até 0,1 mM), ocor-
rendo uma saturaglo a concentrag3es mais altas (Figura 6).
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Figura 6:  Efeito da concentracdo de KF sobre a velocidade da
oxidagdo de ITSE e PTSE catalisada pela HRP moni-
torada pela intensidade da emissdo.
fo) [ITSE] = 20 mM; [fosfaro] = 10 mM
(& [PTSE] = 14 mM; [TRIS] = 5mM

A baixas concentrag3es, a velocidade da reagdo depende
linearmente da concentragfo do substrato. A altas concen-
tragSes obtém-se saturagdo para ambos os substratos (Figu-
ras 7 e 8). Nestas condigcOes observa-se problemas de solubi-
lidade no meio de reagfo, Isto poderia ser uma razfo para a
n#io-linearidade das curvas mostradas nas Figuras 7 e 8,
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Figura 7:  Dependéncia da velocidade da oxidagdo de ITSE cata-

lisada pela HRP com a concentragdo de ITSE,
(e ). intensidade inicial da emissdo

{ 0 ) velocidade de consumo de oxigénio;
{fosfato] =1 mM

QUIMICA NOVA 12(4) (1989)



15k ~18
(o} *o—
Q

/ / .
x
— @ =
1o /. Jln w
® =

(03}
dt

o5k / ~08

1 \ [

[Prse],mm

Dependéncia da velocidade da oxidagdo de PTSE cata-
lisada pela HRP com a concentragdo de PTSE.
{ ®) intensidade da emissdo;
{ 0 ) velocidade de consumo de oxigénio;
{fosfato] = 1 mM.

Para baixas concentrages de enzima, a velocidade da
reagdo, determinada pela velocidade de consumo de Oy e
pela intensidade de emissio, depende linearmente da con-
centragdo de HRP para ambos os substratos utilizados. Para
altas concentragdes de HRP obtém-se uma curva de satura-
¢fo (Figura 9). Esta saturagfo é observada a partir de cerca

IJ _13
%
::—-') (Ms ) x 108

[HRP]. pm

Dependéncia da velocidade da oxidacdo de PTSE e
ITSE (inserto) catalisada pela HRP com a concentra-
¢do de HRP.

(@) intensidade inicial da emissdo;

{ 0 ) velocidade de consumo de O 5;

[PTSE] = 10 mM, [fosfato] = 1 mM;

Inserto: [ITSE] = 10 mM, [fosfato] = 25 mM;

A legenda dos eixos do inserto correspondem & da fi-
gura principal.

QUIMICA NOVA 12(4) (19889}

de 0,04 uMe 1 uM de HRP para ITSE e PTSE, respectiva-
mente, A dimimigdo da intensidade de emissdo para altas
concentragSes de HRP pode ser explicada por uma supres-
sfo fisica da espécie triplete pela enzima.

Nestes estudos foi também utilizado um trimetilsilil deri-
vado de um éster, o trimetilsilil acetal do isobutirato de
etila. A oxidagdo deste substrato ¢atalisada por HRP/H,0,
na presenga de O, € acompanhada de emiss3o de luz. Em
condi¢Bes apropriadas observa-se consumo de oxigénio (Fi-
gura 10). A emissio de luz, embora de baixa intensidade,
pode ser aumentada dez vezes na presenga de DBAS, um
bom indicador de espécies excitadas triplete! 4.
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Flgure 10: Cinética da emissdo e do consumo de oxigénio da oxi-

dagdo do trimetilsilil acetal do isobutirato de etila ca-
talisada pela HRP.

Parte A: Consumo de oxigénio do sistema,

DRAS (30 uM) ou DPAS (80 uM) ndo alteram a cineti
ca.f----- ) controle com isobutirato de etila.

Parte B: Emissdo do sistema sem sensibilizador (di.),
em presenga de DRAS (30 (M) ou de DPAS (80 uM).
f--e-- -) controle com isobutirato de etila.

Ao contrdrio, com DPAS, que amplifica somente a emis-
s3o de espécies excitadas no estado singlete,!* observa-se
uma supressfo da emissdo, A intensidade méxima de emis-
s30 é observada imediatamente apds a adigdo do substrato
seguida de um répido decaimento. O tempo de vida médio é
de aproximadamente 20 segundos. Concomitantemente
ocorre a interrupgo do consumo de 05, A adigio de fon
fluoreto no meio da reagdo nfo produz nenhum efeito, tan-
to no consumo de O9, como na emissfo.

Em experiéncias de controle com isobutirato de etila
como substrato, nio se observa emissio de luz, havendo
consumo de O, dez vezes mais lento que o obtido com o
substrato na forma enélica (Figura 10).

DISCUSSAOQ

A partir dos resultados obtidos ¢ com base em modelos
conhecidos#! 5/ 19 foi proposto um mecanismo (esquema
2) para a oxidagZo da forma enoélica de aldefdos catalisada
por HRP em presenga de peréxido. O primeiro passo da rea-
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¢80 (equagdo 1) corresponde 2 hidrélise do silil enol éter
fornecendo a forma endlica do aldeido (enol) que, em solu-
¢do, encontra-se em equilfbrio com a forma cetdnica (ceto).
As equag0es 2 a 4 representam o ciclo convencional da pe-
roxidase (HRP)2/ 3, A enzima nativa ¢ convertida 2 peroxi-
dase composto-1 (HRP-I) pela agdo do peroxido (R’O0H)
(equagdo 2). HRP-I reage com o enol formando o radical A
que ¢ estabilizado por ressonincia e transforma-se no com-
posto-Il da peroxidase (HRP-II). A reagdo da HRP-II com
enol também gera o radical A e regenera a enzima nativa
(equagdo 4). Estudos da cinética transiente do sistema
IBAL/ HRP/ H307/ O mostram que a forma enélica pro-
tonada € a espécie reativa e ndo a forma desprotonada, o
enolato.2©

O oxigénio adiciona-se ao carbono « do radical A, gera-
do no ciclo enzimético, levando 4 formagfo do radical o-pe-
roxi B (equagdo 5). Este abstrai um hidrogénio da enzima
(H-E) formando o cthidroperéxido C (equagio 6) e, por
uma reagdo ripida provavelmente via um dioxetano inter-
medidrio, sdo formados os produtos de clivagem: 4cido f6r-
mico e o composto carbonilico (acetona ou acetaldefdo) no
estado excitado triplete (3Ac) (equagdo 7). Este manifesta-
se pela emissdo de fosforescéncia (hvp) (equagdo 8).

H 051{CH,) HC OH CH, O
sc\ / 3's &\ ke 13,
c=c — =¢ = R-C-C (I)
/ \ cat / LT Y
R H R H H H
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HRP  + ROOH ——=» HRP-I + ROH (2)
HC oW C
HRP-1 + C¢=¢ —35 HRP-I + c=C (3)
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R H R H
(enol) I(A)
H,C OH H.C 0
3 Ry 3 ¥
HRP -1 + c=c\ ——> HRP + /g-—c\ (4)
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~
H,C 0 CH, O
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0, + ¢—¢C —> R—C—C (5)
/ \H c|> \H
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Esquema 2: Mecanismo da oxidagdo de silil enol éteres de aldefdos
catalisgda pela HRP.
R representa CH 3 ou H; R’O0H substitui H203 ou o
hidroperbxido produzido na autoxidagdo do substrato;
T e hvp representam o estado excitado triplete e a
emissdo de fosforescéncia.

O 4dtomo de hidrogénio deve ser abstrafdo no micro-am-
biente da enzima onde foi formada a espécie radicalar, tan-
to da forma HRP-II como da forma HRP. Ou seja, H-E re-
presenta tanto HRP quanto HRP-II. Portanto, a geragdo do
radical A seguida pela formagfo do radical B, ocorre em
contacto com HRP-II (equagdo 3 seguida das equagdes 5 e
6) ou com HRP (equagdo 4 seguida das equagdes 5 € 6), jd
que o produto excitado é formado protegido pela enzi-
ma.!%21 O 4tomo de hidrogénio pode ser abstraido do
resfduo de agtcar localizado proximo ao sitio ativo da enzi-
ma.2? A enzima pode ser recuperada a partir do radical Ee
pela acdo do etanol presente no sistema para solubilizar o
substrato.’

De acordo com o mecanismo aqui proposto, uma molé-
cula de iniciador (R’OOH) leva & formagdo de duas molécu-
las de acetona, parte no estado triplete, ou seja duas molé-
culas de oxigénio sdo consumidas. Os resultados obtidos
(Figura 3, vide Resultados) apresentam excelente concor-
dancia com a estequiometria prevista pelo mecanismo suge-
rido.

Aplicando-se a aproximagdo de estado estaciondrio aos
intermedidrios HRP, HRP-I, HRP-II, enol, radicais A ¢ B,
hidroperéxido C e acetona triplete (?"Ac) envolvidos no me-
canismo mostrado no esquema 2 (vide equagdes 9-17,
Apéndice) obtém-se expressdes equivalentes para a velocida-
de de consumo de O, e para a intensidade de emissdo de luz
(equagdes 25 e 26, Apéndice).. Usando-se condi¢Ges de
contorno, foram obtidas expressoes de velocidade da reagio
para vdrios casos estremos interessantes:

Condigdo A: Para concentragles baixas de perdxido
(R’00H), ou seja, no caso onde a reagdo de iniciagdo
(equagdo 2) torna-se a etapa limitante da velocidade da rea-
¢do:

k4 {enol] >> k, [R’'O0H]
d[0,]

- =Ip =2k, [R'OOH] [E], 27
dt

Nestas condi¢des, a velocidade da reag@o apresenta ums.
dependéncia linear com a concentragio de R’'OOH e a con-
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centragdo total da enzima ([E]y). A Figura 2 mostra que
para concentragdes baixas de per6xido a velocidade da rea-
¢do, ou seja, a intensidade da emissdo, € linearmente depen-
dente da concentragfo do peroxido adicionado. Isto estd
de acordo com a proposta contida na equagio 27.

Condico B: Para concentragdes altas de perdxido, ou se-
ja, para o caso onde a etapa de iniciagdo (equagdo 2) ndo é
a limitante da velocidade da reagdo:

kq [enol] << k, [R'OOH]
d[0,]

- m =Ip = 2k4 [enol][E],

(28)

Neste caso, a concentragdo da enzima ([E],) e a concen-
tracdo do enol no estado estacionério sfo os fatores limitan-
tes para a velocidade da reagfo.

Usando-se a aproximagio de estado estaciondrio para o
enol (equagdo 9), obtém-se (vide Apéndice):

d[0;]
- =Ip =
dt ko, + 2Kke [E]

2k4kcat [TSE] [E]o
(33)

Com base na equagdo 33 podem ser estudados os casos
limite considerando a reag@o da enzima com o enol (equa-
¢Oes 3 e 4) muito mais rdpida que a cetonizagdo (passo k
na equacgio 1) e vice-versa:

CasoI: 2k4 [E], >> k-,

d[0;]

- T =Ip = kg, [TSE]

(34)

Esta equagfo ¢ vdlida para concentrag3es altas da enzi-
ma, para substratos que apresentam valores baixos de k-,
ou em condigdes que n3o favoregam a cetonizagdo. A velo-
cidade da reagdo, neste caso, depende linearmente da con-
centragdo do trimetilsilil enol éter (TSE) e da constante da
velocidade da hidrélise (K q). Esta por sua vez, depende
da natureza do substrato e est4 sujeita a alteragSes causadas
pela concentragdo e constituigdo do tampdo e pela presenga
de fons fluoreto. Nestes casos, k.., pode ser expressa pela
Kcq:' que leva em conta a catélise pelo tampdo e por fluore-
to (CAT corresponde ao tampdo ou ao F -):

k = Keoe'

cat cat

[CAT]

—_ =Ip=k ’

cat. LCAT][TSE]

(342)
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A velocidade da rea¢o depende, portanto, da concentra-
¢do do substrato e da natureza e da concentragdo do tam-
po e/ou da concentragio de fluoreto. O tampdo, ao con-
trdrio do fluoreto, também influéncia as constantes de velo-
cidade de enolizagdo (k, ) e de cetonizagdo (k_,):

k; = k;’ [tampdo]; k_; = k_;’ [tampdo]

Casofll: 2k, [E], >> k.
d[0,] 2k4 Kkg¢

- b = [E], [TSE] 35)
dt ko

Esta equagfio é vélida para concentragdes baixas da enzi-
ma, para substratos que apresentam altas constantes de ve-
locidades da cetonizag@o (k_;) ou em condi¢Bes de altas
concentragdes de tampfo.

A validade das equagBes acima pode ser comprovada,
confrontando-as com os resultados experimentais. Para
ITSE como substrato, observa-se uma dependéncia linear da
velocidade da reago com a concentragfo de fosfato até 50
mM (Figura 4), mostrando que a equagfo 34a é vilida nes-
tas condigBes experimentais.

Com PTSE como substrato, a dependéncia linear o se
verifica para baixas concentragles de tamp3o, neste caso
TRIS. Para altas concentragdes observa-se um decaimento
da intensidade da emissdo (Figura 5). Portanto, a equagfio
34 deixa de ser vdlida e a equagio 35 deve ser aplicada. A
velocidade da reagfo nfo mais depende da concentra¢fio de
tampdo, mas € determinada pelo quociente k_,,’/k_;’ ca-
racteristico do substrato. A diferenga entre os resultados
para PTSE e ITSE pode ser explicada pelo fato de que a
constante da cetonizagfo (k_,) € aproximadamente 40 ve-
zes maior para propanal do que para IBAL.23 Portanto, no
caso de PTSE, as condi¢Bes de contorno para a equag@o 35
tornam-se vdlidas para concentragdes de tampio mais bai-
xas que a exigida para o caso de ITSE.

A dependéncia da velocidade da reagfo pela concentra-
¢do de fluoreto (Figua 6) é linear no caso do ITSE, mos-
trando que a equagfo 34a é vdlida nas condigdes experimen-
tais. Para PTSE tal fato é verdadeiro somente a concentra-
¢Oes baixas de KF. A saturagfo obtida para concentragdes
mais altas de fluoreto indica que, neste caso, o passo limi-
tante da reagdo nfo ¢ mais a hidrélise do PTSE, ou seja, a
equaco 34 nfo € mais vilida e a equagdo 27 deve ser apli-
cada.

Nota-se que sob estas condi¢des a constante k_; nfo de-
ve ser afetada, ou seja, as condigBes de contorno para a
equac¢do 35 nfo podem ser aplicadas, pois, ndo se observa
um decaimento da intensidade da emissdo para altas con-
centragSes de fluoreto. O contrério foi verificado para o ca-
so de altas concentrag@es de tamp3o,

Concordando com a equagdo 34, a dependéncia da velo-
cidade da reagfo com a concentragdo do substrato mostra,
em ambos os casos, uma regifo linear para concentragdes
baixas (Figuras 7 e 8). A ndo-linearidade observada para
concentragdes altas pode ser explicada pela mudanca da na-
tureza do passo limitante, ou seja, a concentragio do enol
no estado estaciondrio deixa de ser critica. Neste caso, a
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equag@o 27 e nfo a equagho 34 é que explica o comporta-
mento cinético. Deve-se também levar em conta a possibili-
dade de que a ndo-linearidade, para concentragdes altas do
substrato, seja consequéncia de uma dissolugdo parcial des-
te.

Da parte linear dos grificos de velocidade de consumo
de oxigénio (Figuras 7 e 8), podem ser calculadas as cons-
tantes de hidr6lise dos substratos catalisada por fosfato. Da
equagido 34a e das inclinagSes das retas, obtém-se k .’
0.053 M~'s™! para ITSE e k,,’ = 026 M5 -t para
PTSE, mostrando que a hidrolise em fosfato é 5 vezes mais
répido para PTSE do que para ITSE.

A dependéncia da velocidade da reagfo em relagdo 2
concentragfo da enzima (Figura 9) mostra que em condi-
¢Oes de baixas concentragdes de HRP a equagdo 35 ¢ vélida.
A velocidade mostra dependéncia linear com a concentra-
¢do da enzima. Como existe peréxido suficiente no meio da
reagdo, a equagdo 27 ndo se aplica neste caso. Para concen-
tragBes de HRP mais altas obtém-se saturagio, indicando
que a velocidade da reagdo nfo depende mais da concentra-
¢do da enzima, ou seja a equagio 34 passa a ser vilida, Para
ITSE observa-se saturagio para uma concentra¢do de enzi-
ma 25 vezes mais baixa do que para PTSE, refletindo a dife-
renga entre as constantes da cetonizag@o (vide condigBes de
contorno para a equagfo 34).

Os resultados demonstram que, dependendo das condi-
¢des experimentais, diferentes etapas tornam-se limitantes
da velocidade da reagdo. Este fato estd de acordo com o
conjunto das equagOes obtidas a partir do modelo mecan{s-
tico proposto, levando em conta diferentes condigtes de
contorno.

Em analogia com o8 silil enol derivados dos aldefdos, es-
perava-se que com o trimetilsilil acetal do isobutirato de
etila, fosse possfvel observar uma reagfo da peroxidase com
a forma endlica do éster formada através da hidrdlise do
substrato (esquema 3).

\c—c/ +
HaC 0S1(CHy)y / \ He0 s 0
\c c/ +2H,0 u " R——C—C +H,0
— _— B — +*
2N N N\
R H \ / " H
(CH3)3 Si OH /c +Ha0"
R=CHy; HIEe2) \
& HRP, H;0,,0;
R CH, R cHL®T
e ¢ + HCOOH + H,0

Esquema 3: Formagdo de espécies excitadas na oxidagdo do trime-
tilsilil acetal do isobutirato de etila catalisada pela
HRP.

T e hvp representam o estado excitado triplete e a
emissdo de fosforescéncia.

De forma semelhante a0 mecanismo postulado para os
silil eno} éteres, espera-se que seja formado um hidroperdxi-
do como intermedidrio. Sua ciclizag#o resultaria numa a-pe-
roxilactona, um intermedidrio instivel. A clivagem da o-pe-
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roxilactona deve produzir acetona triplete em quantidades
considerdveis e eventualmente acetona excitado no estado
singlete.24

Os resultados obtidos com este substrato mostram que,
usando-se a forma endlica de um éster, pode-se observar
consumo de oxigénio e emissdo de luz em condi¢bes nas
quais o proprio éster nio reage, Empregando-se os sensibili-
sadores DBAS (para espécies tripletes) e DPAS (para espéci-
es singletes)!*, foi possivel verificar que a reagfo produz
exclusivamente, ou pelo menos predominantemente, espé-
cies excitadas no estado triplete.

O lento consumo de oxigénio associado a uma quimilu-
minescéncia pouca intensa podem estar associados com os
seguintes fatos:

(i) A hidrdlise do silil acetal ndo conduz 3 forma endlica,
mas forma diretamente o éster. Neste caso, a hidrélise é ini-
ciada pela adi¢do de um préton ao carbono o7 A observa-
¢do de que a adigio do fon fluoreto ao meio da reagdo ndo
altera os resultados pode ser tomada como um argumento
contrédrio a esta explicagdo, este porque a hidrdlise catalisa-
da pelo fluoreto deve Sempre levar & formagdo intermedis-
ria da forma en6lica.’

(ii) Mesmo se a forma enélica é formada, a alta velocida-
de da cetonizagfio'! levard a uma baixa velocidade de rea-
¢fo (vide esquema 35). Portanto o decaimento rdpido da in-
tensidade de emissio é devido ao esgotamento do substrato
pela via da cetonizagfo.

Em conclusdo, a abordagem cinética destes sistemas evi-
dencia que a forma endlica de aldefdos é de fato a espécie
reativa na geragdo de compostos carbonflicos no estado tri-
plete catalisada pela peroxidase. O esquema proposto para
o mecanismo da reagdo estd de acordo com as observagdes
experimentais. A velocidade de formagdo do enol através da
hidrélise do silil enol éter, a concentragio de peréxido ou a
concentragio da enzima podem ser os fatores limitantes da
velocidade de reagdo.

O uso dos silil enol éteres como substratos para peroxi-
dase apresenta vdrias vantagens:

(i) podem ser utilizadas concentragBes mais baixas de
tampdo e substrato, (ii) a velocidade da reago pode ser
controlada com fluoreto, (iii) a reaga'o pode ser efetuada
mesmo em temperaturas préximas a 0°, (iv) a intensidade
de luz emitida no sistema de ITSE ¢ suflclentemente alta
para ser observada a olho mi, e (v) a emissdo pode ser foto-
grafada desde que DBAS esteja presente no meio da
reagio? S

Usando uma forma enélica estivel do isobutirato de
etila, sdo observados emissio de luz, embora fraca, e consu-
mo de oxigénio, embora lento, em condigSes em que o és-
ter nfo reage. O composto carbonflico excitado é formado
exclusivamente, ou pelo menos predominantemente, no es-
tado triplete.
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APENDICE

Aproximagio de estado estaciondrio aplicada is equa-
¢oes 1-8 do esquema 2:

d{enol]

=K a{[TSE] + kq [ceto] &k — [enol] -k3[HRP-I]  (9)
fenol]—k,[HRP-II] {enol] = 0

d [HRP)
= k4[HRP-II] [enol] -ko[HRP] [R’00H) =0 (10)

dt

d [HRP-I) |
————— =k, [HRP][R’OOH]-k3[HRP-I][encl] = 0 (11)
dt

d[HRP-1I) 4
———— =k3[HRP-I][enol]-k4[HRP-][enol] =0 (12)
dt
d[A] _
—— =k3[HRP-I][enol] + ks[HRP-I}{enol] -ks[A][02] = O
dt 13)
d[B]
Pl ks{A][O2]-ke[B)[H -E] =0 (14
d[c}
— =kg[B][H - E]-k7[C] = 0 (15)
t
d[3Ac]
= k7 [C]-kr[%Ac] = O (16) .
dt
d[hv]
=kg[3Ac] = Ip (17)
dt
d[0,]
— —— =kg[A][0;] (18)
dt

ky representa a soma das constantes de velocidade de desa-
tivagdo do composto carbonilico triplete.

kg representa a constante de velocidade de desativag@o ra-
diativa, ou seja, a constante de fosforescéncia,

Ip significa a intensidade de emissdo, normalizada pelo ren-
dimento quintico de fosforescéncia.
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Para a concentragdo da enzima total ([E],) pode-se escrever:

[E], =([HRP]+ [HRP-I] + [HRP-II] (19)

Substituindo-se as equagdes 10-12 na equagho 19 obtém-se:

Elo
[HRP] = = (20)
ko[{R'O0H] kyp[R’OOH]
1+ +
ka[enol] kq[enol]
E
(HRP-I} = lo (21)
k3 [enol] k3
s+ 1 4+
ko[R’O0H] kg
[Elo
[HRP-II] = (22)
k4 [enol] ks
+ e +1

k3 [R'OOH] kg

Substituindo-se as equagdes 12 e 22 na equaglo 13,0btém-se:

2k4[E]o[enol]
[A] = (23
ks 03] kg4 [enol] . kg o1
ko[R’OOH] k3

Substituindo-se a equagfo 23 na equagio 14, obtém-se:

2k4[E]o[endl]
[B] = 29
k[enol
kg[H-E] ( alencll | +1)
k,[R'OOH] kg

Combinando-se as equagdes 15 a 17, obtém-se:

d[hv]

=@ kg [B] [H-E]

¢y significa o rendimento quéntico ‘de radiagfo do estado
triplete (rendimento quidntico de fosforescéncia), ou seja, o
quociente kg sobre k.
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Com a equagdo 24:

d[hv] &1 2k4[E]o{enol]
dt k4[enol] kq
—_—t e+ 1 (25)
ko[R’O0H] k3
Substituindo-se a equagfo 23 na equagdo 18, obtém-se:
d[0;] 2k4[E]o[enol]
- = (26)
dt k4[enol] ks
+ +1

k[r°'00H] K3

Das equag@es 25 e 26, conclui-se:
d{O5] d[hv] 1

dt dt L

Aplicando-se as condigBes de contorno pode-se simplificar a
expressdo da velocidade da reagdo.

A velocidade da reag@o do enol com HRP-I é dez vezes
maior que a velocidade da reagfio com HRP-II:2°

ks >> kg ou seja, <1
k3
Condigdo A:
kg[enol]
kg[enol] >> ky[R’O0OH] ou seja, ————
k3[R’O0H]

Das equagdes 25 e 26, obtém-se:
d[02]

=Ip =2k[R’00H] [E], ¢2))

dt

Esta equagfo é vilida para concentragdes baixas de per6xi-
dos [R’O0H].

Condigdo B:
kg[enol]
k4[enol] << ko[R’O0H] ou seja, e
k3[R’O0H]

Esta condigdio é vdlida para conce?tragbes altas de per6xido
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‘[enol] =

[R’OOH], ou seja a “iniciagdo” (esquema 2) ndo ¢ limitante
para a reagdo.

d[0,]
- =—— =Ip = 2k4[enocl][E], (28)
dt
Das equagdes 20 e 22 obtém-se:
Para a condi¢ggo A: [HRP] =[E], 29
Para a condigdo B: [HRP-II} =[E], (30)

Substituindo-se as equagdes 12 e 30 na equagdo 9, obtém-se:

keatTSE] + ki[ceto)
[enol] =

(1)

kq + 2ky[E]o

Como a velocidade da formagao do enol a partir da forma
cetonica (kq[ceto]) é muito menor do que aquela a partir
de TSE, (k.g:[TSE]) pode-se simplificar a equagdo 31:

keat[TSE]
ky + 2k4[E],

(32)

Substituindo-se a equagdo 32 na equagdo 28, obtém-se:
d[0,) L 2k4kcar[ TSE}[E]o
- = p =
dt ko + 2K4[E]o

Aplicando-se dois casos limites na equagdo 33:

(33)

I :Quando a reagfo do enol com a enzima é mais rdpida
que a cetonizagio (2kg4 [E], >>k-q), obtém-se:

d[07]

=Ip =keoe[TSE] (39

dt

Esta equagfo ¢ vélida para altas concentragdes da enzima
total ([E],) e valores baixos de k.

Uma avaliagdo para o caso do ITSE (com valores da lite-
ratura obtido em tampdo fosfato, forca idnica 0,67M e
pH = 7,4)2%1 23 ysando [E], = 1 uM, leva a k-1= 0,0557"
2k4 [E)o =2,6 s™1. Neste caso, 2k4[E], = k- para con -
centragdo da enzima de 0.02 u M, ou seja, a equagdo 34 é
vélida para valores de [E], significativamente mais altos
que esta concentragfo,

II: Quando a cetonizagdo é mais rdpida que a reagdo do enol
com a enzima (k—y .>>2k4[E], ), obtém-se:

d{0,] 2k4 keat
- — — =lp =———— __[E], [TSE] (35)
dt ko
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Esta condi¢do ¢ v4lida quando a concentragdo da enzima
¢ baixa, ou a velocidade de cetonizago catalisada pelo
tampdo € alta.

REFERENCIAS

1 Yamazaki, 1. em “Free Radicals in Biology” (Pryer, W. A
ed.) Vol. 3, 183-218, Academic Press; New York (1977).

2 Chance, B.; Arch. Biochem. Biophys. (1952) 41, 416.

3 George, P.; Biochem. J. (1953) 54, 267.

4 Cilento, G.; Pure Appl. Chem. (1984) 56, 1179.

5 Bechara, E. J. H.; Faria Oliveira, O. M. M.; Durén, N.;
Casadei de Baptista, R.; Cilento, G.; Photochem. Photo-
biol (1979) 30, 101.

6 Adam, W. em “Chemical and Biological Generation of
Excited States” (Adam, W.; Cilento, G., eds.) 115; Acade-
mic Press; New York (1982).

7 Adam, W.; Baader, W. J.; J. Am. Chem. Soc. (1985) 107,
410.

8 Dunford, H. B.; Baader, W. J.; Bohne, C.; Cilento, G.;
Biochem. Biophys. Res. Commun. (1984) 122, 28.

® Baader, W. J.; Bohne, C.; Cilento, G.; Dunford, H. B.;
J. Biol. Chem. (1985) 260, 10217.

10 Adam, W.; Baader, W. J.; Cilento, G.; Biochim. Biophys.
Acta (1986) 881, 330.

11 Toullic, J. em “Advances in Physical Organic Chemistry”
(Gold, V.; Bethell, D.; eds.) Vol. 18, 1, Academic Press;
London (1982).

QUIMICA NOVA 12(4) (1989)

2 Shine, W. E.; Stumpf, P. K.; Arch. Biochem. Biophys.
(1974) 162, 147. '

13 Salim-Hanna, M.; Campa, A.; Cilento, G.; Photochem.
Photobiol. (1987) 45, 849.

14 Catalani, L. H.; Wilson, T.; Bechara, E. J. H.; Photochem.
Photobiol. (1987) 45, 273.

15 House, H. O.; Czuba, L. J.; Gall, M.; Olmstead, H. D.;
J. Org. Chem. (1969) 34, 2324.

16 Ainsworth, C.; Chen, F.; Kuo, Y. —N.; J. Organometal.
Chem. (1972) 46, 59.

17 Novice, M. H.; Seikaly, H. R.; Seiz, A. D.; Tidwell, T. T.;
J. Am. Chem. Soc. (1980) 102, 5835

18 Kuwajima I.; Nakamura, E.; Acc. Chem. Res. (1985) 18
181,

19 Robinson, J.; Cooper, J. M.; Anal. Biochem. (1970) 33,
390.

20 Bohne, C.; MacDonald, 1. D.; Dunford, H. B.; J. Biol.
Chem. (1987) 262, 3572

21 Rivas-Sudrez, E.; Cilento, G.; Biochemistry (1981) 20,
7329.

22 Tadros, L. K.; Andrei, D.; Montas, C.; Rev. Roum.
- Biochim. (1983) 20, 293.

23 Bohne, C.; MacDonald, L. D.; Dunford, H. B.; J. Am.
Chem. Soc. (1986) 108, 7867.

24 Adam, W.; Cilento, G.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
(1983) 22, 529. '

25 Baader, W. J.; Bohne, C.; Cilento, G.; Nassi, L.; Biochem.
Educat. (1986) 14, 190.

335






