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Introducao

A enzima trans-sialidase de T. cruzi (TcTS) é uma

transglicosidase que catalisa a transferéncia de
acido sialico de glicoconjugados do hospedeiro para
moléculas de mucina-GPIl, presentes na sua
membrana plasmética1, desempenhando papel
fundamental no processo de reconhecimento e
invasdo celular. Os inibidores de TcTS
desenvolvidos até o momento apresentam baixa
eficacia (K; <500 uM), sendo o método fluorimétrico,
prevalentemente utilizado para a avaliacdo de
possiveis inibidores desta enzima, mais especifico
para sialidases do que trans-sialidases. Desta
forma, neste trabalho sera apresentada a aplicagao
do método FACE (Eletroforese de Carboidratos
Assistida por Fluordforo) para a realizagdo de
ensaios enzimaticos utilizando-se  compostos
galactosil-triazélicos como potenciais inibidores de
TcTS? Trata-se de um método de alta resolugdo e
sensibilidade, podendo ser considerado vantajoso se
comparado a outros métodos analiticos existentes,
como CLAE.

Resultados e Discussao

Para a realizacdo dos ensaios enzimaticos de
inibigdo de TcTS empregando o método FACE foi
utilizada a molécula de galactoheptaose derivatizada
com o fluoréforo APTS (8-aminopireno-1,3,6-acido
trissulfénico) como aceptora de &acido sialico. A
reacao de sialilagcdo de galactoheptaose-APTS 1 na
presenca de TcTS foi realizada empregando-se
MUNANA  (&cido  2'-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-
acetilneuraminico) como doador de acido sialico,
sendo possivel a obteng¢ao do produto sialilado sialil-
galactoheptaose-APTS 2, conforme verificado apés
realizagao de eletroforese em gel de poliacrilamida
(Figura 1). Assim, uma vez obtida a separagao entre
o0 material de partida 1 e o produto sialilado 2 pelo
método FACE foi possivel a aplicagdo do mesmo
para a investigacao de possiveis
inibidores/aceptores de TcTS.

Os ensaios enzimaticos de inibi¢gdo utilizando 10
compostos galactosil-triazélicos em 4 concentragdes
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(1mM, 0,1mM, 10pM e 1uM) foram entdo realizados
a partir da molécula aceptora 1 (25uM), doador
MUNANA (10mM) e enzima TcTS. Todos os
compostos testados inibiram a transferéncia de
acido sialico para o aceptor 1 nas concentragdes
testadas, conforme apresentado para o composto 3
na Figura 2.
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Figura 1. Separagéo entre o material de partida 1 e
0 produto siallado 2 em gel de poliacrilamida
utilizando o método FACE.

Q 1 2 3 3 3 3

-N N
N ;j:
H(; ;N e}

O,
HO OMe

HO
Composto galactosil-triazélico 3

imM 0,imM 10pM 1pM

Figura 2. Resultado de inibigao de TcTS
apresentada pelo composto 3 ( conc. 1 mM, 0,1mM,
10 uM e 1 uM) utilizando o método FACE.

Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos, o método
FACE permitiu a avaliagdo de compostos galactosil-
triazélicos como potenciais inibidores/aceptores de
TcTS com elevada eficacia, sensibilidade e rapidez.
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