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INTRODUÇÃO: 

No organismo humano, há a presença de uma base nitrogenada chamada xantina, sendo esta 
também presente em alimentos. A xantina age como substrato para a enzima xantina oxidase (XO) 
formando ácido úrico e, consequentemente, espécies reativas de oxigênio (ROS) (MEDEIROS et al., 
2017). Parte do ácido úrico produzido pelo metabolismo é eliminado do corpo pela urina, mas outra parte 
permanece no organismo e, o excesso de ácido úrico é caracterizado por inchaço, inflamação, dor nas 
juntas e, também doenças como Gota (HOSPITAL SÃO MATHEUS, 2019). Ainda hoje, o medicamento 
utilizado para a inibição da atividade da enzima xantina oxidase, e consequente diminuição da presença 
de ácido úrico no organismo, é o alopurinol. Entretanto, este apresenta diversos efeitos colaterais, sendo 
possível citar, dermatite alérgica, urticária, anemia, dor gástrica, insuficiência renal e cefaleia, por 
exemplo (INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM FÁRMACOS FARMANGUINHOS, 2006). Visando uma 
busca de novos fármacos à base de plantas medicinais, neste trabalho foram estudadas 2 plantas ricas 
em alcaloides: folhas de Banisteriopsis caapi e a seiva do Croton lechleri (FISCHER, 2016). 

A ferramenta empregada na busca de moléculas ativas nestes extratos vegetais foi a técnica 
bioanalítica de ligand fishing (ou pesca de ligantes), utilizada na “pesca” de moléculas bioativas 
presentes no extrato. É uma técnica emergente no campo de separações realizadas por afinidade, que 
no caso, utilizou uma enzima, a xantina oxidase, como alvo proteico. Neste caso, a enzima é imobilizada 
na superfície das partículas magnéticas e incubada dentro do extrato vegetal. Após a incubação, os 
compostos com afinidade com a enzima se ligam com ela pelo sítio ativo, sendo possível separá-los dos 
não ligantes por meio de lavagens e eluições, como observado na Figura 1 (RODRIGUES, 2019). 

Essa técnica é comprovada de ter alta eficiência, taxa de acerto, estabilização e confiabilidade 
(ZHUO, et al., 2016).  

 

Figura 1: Desenho esquemático da técnica de ligand fishing - Fonte: RODRIGUES, 2019 

METODOLOGIA: 

 Os extratos de B. caapi foi preparado utilizando a extração ácido-base de alcaloides (YUBIN et 

al., 2014). A acidificação, durante a extração líquido-líquido, faz com que os alcaloides (de caráter 

alcalino) sejam transferidos para a fase aquosa e a alcalinização os transfere para a fase orgânica e 

seca em rotaevaporador. 
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O extrato de C. lechleri foi extraído em meio acidificado e fracionado com solventes de diferentes 

polaridades. Estas frações foram secas em rotaevaporador.  

Vale ressaltar que as plantas possuem taninos, e estes podem reagir com proteínas formando um 

complexo estável e insolúvel em água, levando à uma falsa interpretação em ensaios enzimáticos 

(RODRIGUES, 2019). Dessa maneira se faz necessário a remoção dos taninos antes dos ensaios 

enzimáticos, o que foi realizado através da retenção dos taninos em cartuchos de extração em fase 

sólida contendo poliamida (WALL et al., 1969).  

A determinação da atividade enzimática e ensaio de inibição, foram feitos através da 
quantificação de ácido úrico por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Também se fez 
importante as avaliações dos extratos em cromatografia de camada delgada (CCD), cromatografia a gás 
(CG) e por HPLC de maneira a definir o método para análise dos demais ensaios. 

A imobilização da enzima XO em partículas magnéticas de óxido de ferro revestidas de sílica e 
modificadas com grupamento amino, foi realizada de acordo com VANZOLINI e colaboradores (2015) e 
o esquema está apresentado na Figura 2. Também foi preparado uma amostra controle (sem enzima).  

 

Figura 2: Reação da imobilização da enzima xantina oxidase em partículas magnéticas - Fonte: Elaboração própria 

Em seguida foram realizadas análises utilizando o HPLC e, com o auxílio do mesmo, foi possível 
avaliar se a enzima estava imobilizada corretamente (sem impedimento de acesso ao sítio ativo) através 
da avaliação de sua atividade, ou seja, transformação de xantina (substrato) em ácido úrico (produto 
enzimático). O ensaio de atividade citado foi realizado diversas vezes ao longo do projeto para averiguar 
a atividade das enzimas imobilizadas (MB-XO) antes de ensaios que utilizam as mesmas. 

O ensaio de inibição (NAGAO et al., 1999) foi realizado empregando-se a determinação do 
produto enzimático (ácido úrico) por HPLC, ou seja, quanto menor o pico maior a inibição. Foi realizada 
a reação entre as MB-XO com todas as frações de extratos em busca de encontrar, a maior porcentagem 

de inibição, calculada pela equação, % 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =  
1−𝐴𝐼

𝐴𝐶
⋅ 100, tal que AI e AC são as áreas dos picos de 

ácido úrico no ensaio com inibidor e controle, respectivamente. 

Finalmente, o ensaio de ligand fishing (Wubshet, et al. 2015) foi realizado utilizando a fração de 
extrato com a melhor porcentagem de inibição obtida no ensaio previamente realizado. O ensaio conta 
com a realização de uma incubação das enzimas imobilizadas com a fração diluída a 2 μg/mL em tampão 
(S0). Assim, recolheu-se o sobrenadante (S1) por meio de separação magnética após 30 minutos de 
incubação, bem como realizou-se 3 lavagens com tampão enzimático, recolhendo os sobrenadantes (S2 
- S4). Ademais realizou-se 3 eluições com solução 90% MeOH para, assim, obter os sobrenadantes (S5 
- S7) para eluir os componentes que tiveram afinidade com os sítios ativos das enzimas. A ligação dos 
compostos fora do sítio ativo da enzima, pode ocorrer e isto é monitorado pela amostra controle, a partir 
dos cromatogramas obtidos por HPLC.  

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

Após a imobilização das enzimas nas partículas magnéticas foi possível perceber que, nas 
amostras, após a adição do substrato xantina, as MB-XO demonstraram sua atividade, ao produzir, a 
partir do substrato fornecido, o ácido úrico, o que pode ser afirmado pelo aparecimento de um pico no 
mesmo tempo que o padrão. Ademais na amostra controle esse pico não apareceu, por não possuir a 
enzima e dessa maneira o ácido úrico não foi produzido, como pode ser observado na Figura 3. Já o 
ensaio de inibição apresentou as porcentagens de inibição para cada um dos extratos como apresentado 
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na Figura 4. Como a fração éter da Croton lechleri a maior porcentagem de inibição, a mesma foi 
selecionada para a realização do ensaio de ligand fishing. 

 

Figura 3: Exemplo de cromatograma de XO-MBs e do controle - 
Fonte: Elaboração própria 

 

Figura 4: Resultados do ensaio de inibição - Fonte: Elaboração 
própria 

A fração mais ativa, em termos de inibição da XO, foi a fração éter de C. lechleri (Figura 4), 
portanto a mesma foi selecionada para o ensaio de ligand fishing. Infelizmente, os resultados deste 
ensaio, a priori, não foram satisfatórios e deverá ser refeito futuramente. Porém, foi possível verificar a 
dinâmica do ligand fishing através do ensaio de validação deste experimento, o qual utilizou a mistura 
de um inibidor conhecido da XO, o febuxostato e um não ligante, o aminoácido triptofano e o 
comportamento desta mistura nas várias etapas do ligand fishing considerando as partículas com a 
enzima ativa (Figura 5A) e não ativa (Figura 5B) apresentado a seguir. 

 Na Figura 5 é possível perceber que o ligante somente aparece nos cromatogramas após as 
eluições, pois é necessária uma solução mais forte para desprende-lo do sítio ativo da enzima. 
Enquanto, na amostra controle (sem a enzima), uma simples lavagem retira ligante e não ligante (Figura 
5B).  

 

Figura 5: Cromatogramas da análise da mistura modelo. (A) Ensaio com as MB-XO e (B) Ensaio controle. - Fonte: RODRIGUES, 2019 

A Figura 6 apresenta alguns dos resultados obtidos no ensaio de ligand fishing utilizando a fração 
éter como mistura em que se busca um composto ligante com os sítios ativos da enzima xantina oxidase. 
A principal diferença a se observar é a maior quantidade de picos que o cromatograma apresenta, a um 
comprimento de 230 nm. Isso se deve a complexibilidade da fração éter e, a maior quantidade de picos 
dificulta imensamente a análise. É possível perceber que há uma divergência entre a quantidade de 
picos entre os ensaios com a amostra com MB-XO e a amostra controle que, diferentemente do ensaio 
modelo citado anteriormente, possui a mesma fração éter em ambas as amostras, então essa 
divergência na quantidade de picos não é um resultado esperado. Por fim, os mesmos picos que foram 
observados nas eluições da amostra com as MB-XO foram observados nas eluições da amostra 
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controle, o que apresenta o resultado de que não foi encontrado um inibidor da enzima xantina oxidase 
nessa amostra, o que é um resultado que diverge do esperado para esta amostra visto que nas replicatas 
do ensaio de inibição, a porcentagem de inibição da fração éter na produção de ácido úrico foi de 54,03% 
em relação a produção de ácido úrico na amostra controle. Como no fim da terceira eluição (S7), ainda 
havia uma grande quantidade de picos, foram realizadas mais 3 eluições (S8-S10), o que não resultou 
em diferenças nos resultados discutidos anteriormente.   

 

 
 

 
 

 
 

A 
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Figura 6: Cromatogramas do ligand fishing da fr. éter da C. lechleri. (A) Ensaio com MB-XO e (B) Ensaio controle - Fonte: Elaboração própria 

CONCLUSÕES: 

 A técnica de imobilização da enzima xantina oxidase foi muito bem sucedida, pois a enzima 
continuou produzindo ácido úrico mesmo após os diversos ensaios serem realizados, comprovado pelos 
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ensaios de atividade de enzima realizados ao longo dos meses, em que a enzima perdeu um pouco de 
sua atividade, porém não desativou completamente. A fração éter da seiva da Croton lechleri obteve a 
melhor porcentagem de inibição no ensaio de inibição realizado e, assim, deve ser mais explorada, ou 
seja, o ensaio deve ser refeito num futuro próximo.    
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