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RESUMO 

 

 A Leishmaniose é uma protozoonose, considerada pela Organização Mundial de Saúde 

como uma doença negligenciada, e os tratamentos disponíveis na clínica apresentam graves 

efeitos colaterais, o que prejudica a adesão da terapia pelo(s) paciente(s). Nosso grupo testou a 

atividade anti-Leishmania amazonensis do extrato bruto etanólico do fungo endofítico Hb12b2 

isolado da planta Humiria balsamifera coletada na Restinga de Jurubatiba na busca de 

potenciais substâncias frente a leishmaniose tegumentar. O extrato apresentou boa atividade 

anti-promastigota e antiamastigota de Leishmania amazonensis in vitro, porém apresentou 

toxidez para macrófagos na concentração de 10 µg/mL. Buscando melhorar a efetividade e 

segurança do extrato bruto Hb12b2, foi proposto o fracionamento do mesmo, e a avaliação da 

atividade anti-Leishmania das frações obtidas. Para o fracionamento, foram utilizados métodos 

de partição líquido/líquido com os seguintes solventes:hexano, acetato de etila e butanol além 

do emprego de cromatografia em coluna aberta com a fração em acetato de etila. A análise do 

perfil químico das subfrações em acetato de etila foi realizada utilizando método 

cromatográfico como cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector por arranjo 

de diodos (CLAE-DAD). Nos ensaios biológicos, a atividade anti-promastigota e citotoxidade 

celular foram avaliadas através do ensaio colorimétrico de MTT. Como resultado do 

fracionamento, temos que partindo de 2,37 g do extrato bruto foram obtidas as frações hexânica, 

acetato de etila e butanólica, com os respectivos rendimentos: 0,05 g, 0,148 g e 0,493 g. Da 

fração de acetato de etila, adquiriu-se 6 subfrações (F1-F6) que tiveram sua atividade anti-

promastigota de L. amazonensis testada, sendo as subfrações F2 e F3 as que apresentaram as 

melhores atividades anti-promastigota com IC50 de 7,71 μg/mL e 18,74 μg/mL, 

respectivamente; as subfrações F3 e F6 demonstraram induzir citotoxidade relevante com DL50 

de 5,49 µg/mL e 6,90 µg/mL, respectivamente, e as subfrações F5 e F6 apresentaram um bom 

perfil de pureza. Uma vez que o fungo endofítico utilizado para a obtenção do extrato bruto 

Hb12b2 foi isolado da planta Humiria balsamifera, as frações decocto, acetato de etila, 

diclorometano e butanólica da planta tiveram sua atividade anti-promastigota avaliada, mas 

nenhuma apresentou resultado significativo. Então, nos nossos resultados apresentados, vimos 

que as técnicas utilizadas para o fracionamento do extrato bruto foram eficientes, obtendo-se 

duas subfrações com bom perfil de pureza observado através de CLAE-DAD. Nossos 

resultados demonstram que a subfração F2 foi a que apresentou atividade anti-promastigota 

mais promissora, indicando a necessidade de estudos adicionais para isolamento do produto 

ativo desta fração.  

 

Palavras chaves: Fungos endofíticos, Humiria balsamifera, Leishmania amazonensis, 

Produtos naturais. 
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1 INTRODUÇÃO 

 A leishmaniose é uma doença infecto-parasitária, considerada negligenciada pela 

Organização Mundial de Saúde e classificada como umas das seis doenças endêmicas mais 

importantes do tipo parasitária (WHO, 2021). Sua transmissão no perímetro urbano está 

relacionada a falta de saneamento básico e é uma doença com grande capacidade de causar 

deformidades.  

São causadas por protozoários da ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e 

gênero Leishmania (LAISON & SHAW, 1987). Atualmente 20 espécies de Leishmania são 

descritas como agentes etiológicos da doença. Ao total, sete espécies foram identificadas no 

Brasil, sendo seis delas do subgênero Viannia (V) e uma do subgênero Leishmania (L). Destas, 

as três principais espécies de importância médica no país devido a forma clínica a ser 

desenvolvida após a infecção, são: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis, 

e as demais espécies são L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi sendo 

identificadas em estados das regiões Norte e Nordeste (GARCIA et al., 2011).   

  

1.1 Formas clínicas e epidemiologia 

 

A leishmaniose é caracterizada por possuir duas formas clínicas, Leishmaniose 

Tegumentar e Leishmaniose Visceral (DESJEUX, 1996). A estimativa é que mais de 300 

milhões de pessoas estão em risco de adquirir a doença, e que ocorra cerca 1 milhão de novos 

casos ao ano (BURZA, CROFT, BOELAERT, 2018). Em 2018, no Brasil, mais de 16 mil 

novos casos de leishmaniose foram confirmados, sendo que a maioria dos casos corresponde a 

forma tegumentar da doença, cerca de 95%, enquanto 5% dos casos correspondem a forma 

visceral. A região Norte é a mais afetada pela doença com aproximadamente 30% dos casos 

(WHO, 2018). 

 

1.2 Leishmaniose Tegumentar 

A Leishmaniose Tegumentar ou Leishmaniose Tegumentar Americana, é uma doença 

infecciosa pouco letal e não contagiosa. Sua transmissão ocorre através de vetor, insetos 

flebotomínios, que estão infectados pelo protozoário Leishmania (VASCONCELOS, 2018). 
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Figura 1: Casos de leishmaniose tegumentar no Mundo em 2019 (WHO, 2021). 

A Leishmaniose Tegumentar é um problema de saúde pública de muitos países, 

principalmente os que apresentam clima tropical e, está presente em 85 países e em quatro 

continentes (Américas, Europa, África e Ásia) (Figura 1).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

      

A Leishmaniose Tegumentar apresenta-se nas seguintes subclassificações: cutânea, 

disseminada, mucocutânea e difusa. A Leishmaniose Tegumentar Cutânea é caracterizada por 

uma pápula eritematosa que se desenvolve em uma lesão normalmente indolor, circular, com 

bordas delimitadas e tamanhos variados, localizada onde ocorreu o repasto sanguíneo do vetor 

(REITHINGER, 2007). A forma Disseminada, é considerada uma forma clínica rara, sendo 

observada em até 2% dos casos, caracterizada pelo aparecimento de muitas lesões papulares e 

de aparência acneiforme que acometem diferentes partes do corpo, com mais frequência a face 

e o tronco. A forma clínica Mucocutânea é caracterizada como uma evolução da infecção 

primária, aparecendo lesões que atingem principalmente a região oral e nasofaringe, 

tardiamente após cicatrização das lesões primárias, podendo ocorrer uma resposta inflamatória 

exacerbada com capacidade de desfigurar devido as lesões necróticas. A forma Difusa, que tem 

como principal característica um comprometimento do sistema imunológico do hospedeiro, e 

em consequência formações de lesões como eritemas, pápulas, nódulos, tubérculos e 

infiltrações difusas na pele (BRASIL, 2017) e a uma das principais espécies responsáveis pela 

forma cutânea é a Leishmania braziliensis, e pela forma. difusa é a Leishmania amazonensis 
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1.3 A Leishmaniose Visceral 

 A forma visceral é causada pelas espécies Leishmania donovani no Velho Mundo e no 

Brasil a espécie responsável é Leishmania chagasi (VAN GRIENSVEN, DIRO, 2012). São 

mais de 80 países da África, Ásia Oriental e América do Sul que apresentam casos de 

Leishmaniose Visceral (figura 2), e a população que mais desenvolve a doença são os mais 

pobres. Os países que estão no ranking de maiores números de casos são: Brasil, Índia, Etiópia, 

Quênia, Sudão do Sul, Somália e Sudão (DNDI, 2020).  

 

A forma visceral é uma doença crônica e pode atingir uma letalidade de 10% quando o 

tratamento não é feito de forma correta. O parasito ao atingir a corrente sanguínea afeta os 

órgãos com maiores concentrações de macrófagos, principalmente o fígado, baço, medula óssea 

e linfonodo, onde pode levar a aumento do tamanho desses órgãos. Além disso sintomas como 

febre, complicações cardíacas e circulatórias, perda de peso e infecções associadas são 

relatados. O número de casos da doença no Brasil foi aumentando ao longo dos anos 80 e 90, 

principalmente na região nordeste, que até nos dias de hoje é uma região endêmica (MAIA-

ELKHOURY,  et al, 2008). 

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Casos de leishmaniose Visceral no mundo em 2019 (WHO, 2021) 

 

 

 

 

http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=MAIA-ELKHOURY,+ANA+NILCE+SILVEIRA
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=MAIA-ELKHOURY,+ANA+NILCE+SILVEIRA
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1.4 Ciclo Biológico da Leishmania spp. 

 A Leishmania é um protozoário unicelular e intracelular obrigatório que infecta células 

do sistema imune, e se apresenta em duas formas evolutivas principais: amastigotas e 

promastigotas (GARNHAM, 1971). A forma promastigota possui forma alongada com flagelo 

aparente na região anterior, vive parasitando o intestino do hospedeiro invertebrado. A forma 

amastigota é arredondada, possui flagelo não aparente e ausência de motilidade, sendo essa 

forma intracelular obrigatória. O macrófago é a célula-alvo do parasito no sistema imune 

(SACKS, 2001).  

 O vetor responsável pela transmissão da doença é a fêmea do flebotomíneo da ordem 

Diptera, da família Psychodidae, pertencentes aos gêneros Phlebotomus, responsável pela 

transmissão no Velho Mundo e Lutzomyia, responsável pela transmissão no Novo Mundo. A 

transmissão ocorre pela picada do inseto vetor. Os hospedeiros definitivos vertebrados podem 

ser de diferentes espécies. Dentre elas destacam-se os roedores, cães e primatas, incluindo 

humanos (LAINSON et al., 1994). O ciclo (figura 3) inicia-se quando durante o repasto 

sanguíneo promastigotas metacíclicas são regorgitadas no local onde ocorreu a hematofagia, 

sendo fagocitados por células fagocíticas, preferencialmente macrófagos que se deslocam para 

o local da infecção. No ambiente intracelular, no interior dos fagolisossomos o parasito passa 

para a forma amastigota, sem flagelo aparente, esse processo pode varias de 1 a 5 dias in vitro 

no caso da Leishmania amazonensis (COURRET et al., 2001). Em seguida inicia uma 

replicação binária, onde as amastigotas multiplicando-se até as células romperem, liberndo as 

mesmas para o ambiente extracelular, as quais podem infectar novos macrófagos adjacentes, 

estabelecendo a infecção e reiniciando o ciclo no hospedeiro. O ciclo tem sua continuidade ao 

ser realizado um novo repasto sanguíneo pelo vetor em um hospedeiro infectado, no qual 

parasitos em sua forma amastigota no interior de macrófagos são aspirados. Essas formas serão 

liberadas no intestino do flebotomíneo após lise do macrófago, tornando-se promastigota após 

algumas horas. Promastigotas migram para faringe, região anterior do inseto, onde em um novo 

repasto sanguíneo, esses parasitos são regurgitados no local da picada (GARNHAM, 1971).  
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Figura 3: Ciclo Biológico da Leishmania spp. (Adaptado de CDC,2021) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

1.5 Tratamento da Leishmaniose  

 

Diferentes fármacos são eficazes contra a leishmaniose. No entanto, a maioria apresenta 

toxidez considerável, com muitos efeitos colaterais, difícil administração, pois são em sua 

maioria na forma injetável, e tratamento de longa duração, consequentemente com baixa adesão 

do paciente (RATH, 2003). Por essa razão encontrar novas soluções terapêuticas anti-

Leishmania têm sido alvo de grupos de pesquisa em busca de um novo fármaco. 

 

1.6 Antimoniais   

Os antimoniais são a primeira linha de tratamento anti-Leishmania. A forma amastigota 

do parasito é sensível aos antimoniais, e a hipótese que sua destruição é feita através da inibição 

de algumas enzimas, como a tripanotiona redutase, necessária para sobrevivência do parasita 

(SOARES-BEZERRA et al; 2004).  Outra hipótese é que a enzima superóxido dismutase seja 
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inibida ocasionando o aumento dos níveis de radicais superóxidos e com isso causando a morte 

do parasito (RAYCHAUDHURY, B et al , 2005). No Brasil, o medicamento é utilizado como 

fármaco de primeira escolha na terapêutica da leishmaniose e o antimônio utilizado é o 

antimoniato de n-metil-glucamina (SILVA et al, 1997). O composto é obtido sinteticamente a 

partir do ácido antimônico e da N-metil-glucamina. Antimoniato de n-metil-glucamina é eficaz 

no tratamento de leishmaniose cutânea, mucocutânea e visceral (CARVALHO, 2019).  Embora 

seja o medicamento mais usado nas últimas décadas, a resistência e a alta toxidez colocaram 

sérios desafios em seu uso para o tratamento da leishmaniose (IRANPOUR, 

HOSSEINZADEH, ALIPOUR,2019). 

 

1.7 Pentamidina  

A pentamidina é um fármaco do grupo das diamidas utilizado no tratamento da 

leishmaniose (PAULA et al; 2003).  Ela tem sua eficácia em leishmaniose visceral, comumente 

no tratamento de casos que não respondem aos antimoniais ou aqueles em que o paciente tenha 

sensibilidade ao composto. Um fator limitante deste fármaco é que possui alta toxidez e efeitos 

colaterais como: hipoglicemia, alterações cardiológicas, nefrotoxidez e em alguns casos pode 

ocasionar a morte do paciente (PICCICA et al, 2021). O mecanismo de ação ainda não é bem 

elucidado, mas estudos sugerem que atua alterando a replicação e transcrição mitocondrial do 

parasito. Outra hipótese é que a pentamidina inibe de forma direta a S-adenosilmetionina 

descarboxilase, enzima importante para biossíntese de espermidina molécula essencial para o 

parasito (BASTOS et al, 2016). 

 

1.8 Anfotericina B 

A anfotericina B é um antifúngico desenvolvido da cepa de Streptomyces nodosus, e é 

utilizado no tratamento da leishmaniose. Seu mecanismo de ação é através da formação de 

complexos com ergosterol presente nas membranas celulares de fungos e lanosterol presente 

nas membranas celulares de espécies Leishmania, e ao formar esses complexos altera a 

permeabilidade da membrana, criando poros que permitem a saída de água e moléculas 

essenciais para à sobrevivência do parasito (ADLER-MOORE, 2016).  Sua administração mais 

eficaz é feita por via intravenosa e apesar da anfotericina B ser eficaz ela possui uma toxidez 

considerável. Por esse motivo foi formulada para ser adicionada em lipossomas, a anfotericina 

lipossomal, tornando-a menos tóxica, pois é mais absorvida pelas células fagocitárias, que são 

as células preferenciais do parasito (YARDLEY, 2000). A anfotericina B lipossomal que possui 
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o nome comercial de AmBisome®, e provou ser eficaz tanto no tratamento da leishmaniose 

cutânea, como mucocutânea e leishmaniose visceral (WEI et al, 2020), podendo ser utilizado 

por pacientes que apresentaram problemas no uso de antimoniais (AMATO, 2011).    

 

1.9 Paromomicina 

A paromomicina também conhecida como aminosidina, um aminoglicosídeo natural, é 

utilizada no tratamento da leishmaniose. Os testes utilizando a forma injetável da substância 

mostrou eficácia, tanto in vitro e in vivo (BEN SALAH, 2013). O mecanismo de ação nas 

bactérias já é bem elucidado, porém em parasitos como Leishmania sua ação não foi 

determinada com clareza, porém existem estudos in vitro que sugerem uma ação da 

paromomicina em um efeito inibitório no ribossomo do parasita, desta forma o complexo de 

formação é prejudicado rompendo polissomos em monossomos não funcionais, causando uma 

alteração na sínteses de proteínas, dificultando o crescimento do parasito (SHALEV-BENAMI 

et al, 2017). 

 

1.10 Produtos naturais no tratamento da Leishmaniose 

Os produtos naturais são a subárea da química orgânica mais estudada. Desde a época 

do homem primitivo a natureza era a fonte fundamental e ele se utilizava dela, principalmente 

das plantas, para cura de enfermidades.  O avanço da tecnologia na área de biologia molecular 

tornou possível análises de maior qualidade em sistemas biológicos. Hoje se sabe o vasto uso 

dos produtos naturais na indústria alimentícia e farmacêutica, e países como o Brasil, que 

possuem grande biodiversidade, têm um crescimento nas pesquisas principalmente com foco 

em produtos naturais de micro-organismos (OLIVEIRA, 2013).   

Produtos naturais ainda são uma das principais fontes de novos medicamentos. Bactérias 

e fungos provaram ser ótimas fontes de novos produtos naturais, e avanços de pesquisas nessas 

áreas mostraram que o potencial na biossíntese de produtos naturais oriundos de fungos vem 

crescendo a cada ano (XIE, 2014). Plantas podem ter sua composição química alterada através 

de organismo endofíticos, como fungos, portanto produtos naturais podem conter metabólitos 

ativos desses organismos (ATANASOV, 2015).  

Substância isolada do extrato etanólico retirados da planta da Amazônia, Aniba 

panurensis, em diferentes concentrações, foi utilizada em testes usando cepas de Leishmania 

amazonensis, e observou-se que o crescimento dos parasitos foi afetado após 72 horas de 

tratamento, com IC50 de 95,7 µM (DE SOUZA, 2020). O óleo essencial extraído das folhas da 
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planta Scheelea phalerata, sob duas condições sazonais diferentes (estações seca e chuvosa) e 

suas atividades biológicas foram testadas contra promastigotas de Leishmania amazonensis, 

onde o óleo essencial da estação chuvosa apresentou atividade leishmanicida, com IC50 165,05 

μg/mL (OLIVEIRA, 2020). 

Extratos de culturas do fungo Apiospora montagnei Sacc., forma sexuada de 

Arthrinium, isolado como endofítico de Smallanthus sonchifolius (yacon), demonstrou em 

estudos anteriores ser uma fonte promissora de metabólitos secundários distintos, apresentando 

atividade antiparasitária contra Leishmania tarentolae. O extrato em acetato de etila foi 

posteriormente fracionado por cromatografia líquida a vácuo e as frações resultantes foram 

subfracionadas em diferentes tipos de cromatografia onde dez substâncias foram isoladas, 

sendo a substância VII e IX substâncias derivadas do ergosterol (figura 4), apresentando IC50 

12,54 e 3,04 µg/mL contra Leishmania braziliensis e 8,78 e 2,87 µg/ mL, contra Leishmania 

chagasi respectivamente, reforçando que fungos endofíticos e seus metabólitos são fontes 

promissoras para tratamento de leishmanioses (RAMOS, 2013). 

Fungos endofíticos associados a planta Piper sp., coletada no Parque Estadual do Rio 

Doce em Minas Gerais, foram usados como fonte de metabólitos ativos e utilizados em testes 

biológicos, sendo a Piperovatina (figura 4) o principal constituinte encontrado nos óleos 

essenciais de várias espécies do gênero Piper. Esses fungos foram usados para produzir extratos 

etanólicos, que foram testados para sua atividade antiparasitária. Ao total foram produzidos 540 

extratos. Dentre eles 5 deles apresentaram atividade contra Leishmania amazonensis e o extrato 

UFMGCB 15841 apresentou maior inibição, com percentual de inibição de crescimento de 72% 

(FLORINDO, 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Estruturas química da Piperovatina e dos derivados do ergosterol (substância VII e IX). 

FONTE: Marques et al. (2017), Ramos, (2013). 
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 Os fungos são considerados fontes prósperas de novos fármacos para uso terapêutico, e 

de fato, diversos medicamentos utilizados na clínica são derivados de metabólitos de fungos 

(STROBEL & DAISY, 2003). Testes utilizando fungos para verificar possíveis metabólitos 

com atividades leishmanicidas são conduzidos por muitos grupos de pesquisa. Estes testes 

buscam não só descobrir se os fungos possuem metabólitos ativos, mas também, identificar 

classes de metabólitos das quais as substâncias ativas façam parte, analisar mecanismos de ação 

e verificar atividade in vivo e in vitro de possível potencial terapêutico (AZEVEDO, 2020). 

Um exemplo é o fungo Penicillium janthinellum, isolado como um fungo endofítico dos 

frutos de Melia azedarach, exibindo 100% de atividade anti-promastigotas de Leishmania 

mexicana depois de 48 h a uma concentração de 40 µg/mL (MARINHO, 2005). Um novo fungo 

endofítico, Mycosphaerella sp. associado à folhagem da planta Psychotria horizontalis 

apresentou cercosporina, um metabólito que foi utilizado contra amastigotas de Leishmania 

donovani. As amostras foram testadas e foi obtido a inibição do crescimento do parasito 

superior a 70%, com IC50 0,46 µM (MORENO, 2011).  

 

1.11 Estado da Arte 

 

Um total de 45 extratos de fungos endofíticos de Humiria balsamifera e Tocoyena 

bullata, plantas da Restinga de Jurubatiba, foi testado em ensaio anti-promastigota de 

Leishmania amazonensis in vitro. Somente o extrato etanólico bruto do fungo endofítico 

Hb12b2 foi ativo (IC50 = 10 μg/mL). Este extrato também apresentou atividade antiamastigota 

in vitro (IC50 = 1,8 μg/mL) em macrófagos de medula de camundongos BALB/c. Depois, na 

avaliação de toxidez celular, o extrato apresentou toxidez nas concentrações mais elevadas 

testadas (ROCHA, 2016). 

 

2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Fracionar o extrato etanólico bruto do fungo endofítico HB12b2 isolado da planta 

Humiria balsamifera e avaliar o potencial uso terapêutico das frações no modelo de 

leishmaniose tegumentar. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

➢ Fracionar o extrato etanólico bruto do fungo endofítico HB12b2.  
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➢ Avaliar a atividade anti-promastigota de L. amazonensis das frações do extrato etanólico 

bruto do fungo endofítico HB12b2.   

➢ Avaliar a toxidez in vitro das frações do extrato etanólico bruto do fungo endofítico 

HB12b2 em linhagem de macrófagos RAW267.4.   

➢ Avaliar a atividade anti-promastigota de L. amazonensis das frações da planta Humiria 

balsamifera. 

3 MATERIAL E MÉTODOS  

3.1 Cultivo e obtenção do extrato bruto etanólico do fungo HB12b2 

A espécie vegetal selecionada para o isolamento dos micro-organismo, a planta Humiria 

balsamifera, foi coletada na Restinga de Jurubatiba, localizada no município de Quissamã - RJ. 

O cultivo do fungo foi realizado em meio sólido de arroz e extraído com etanol para a obtenção 

do EEA (extrato etanólico de Arroz). O arroz de cultivo é o mesmo utilizado para análise do 

branco do fungo. Essa etapa foi em parceria com o grupo de pesquisa da Professora Drª Denise 

Guimarães- UFRJ/Macaé, e toda coleta e acesso à biodiversidade desta planta e do fungo seguiu 

a legislação vigente, sob o protocolo SisGen n° do cadastro AAA989F. Devido a não 

identificação até o presente momento do fungo isolado, foi utilizado um código de acordo com 

a espécie na qual foi coletado e o meio de cultivo, sendo então denominado HB12b2. 

3.2 Partição líquido-líquido do extrato bruto   

 Inicialmente, foi realizada uma partição líquido-líquido, a partir de 2,37g do extrato 

bruto. Foram utilizados 90 mL de água destilada e 10 mL de metanol para a dissolução do 

extrato. Após a dissolução, foi feita a partição líquido-líquido utilizando três solventes 

diferentes: hexano (Tedia®), acetato de etila (Tedia®) e butanol (Tedia®) A solução 

hidroalcóolica do extrato bruto HB12b2 (100 mL) foi colocada em funil de partição e procedeu-

se com a partição em ordem crescente de polaridade (3 x 40 mL, cada) dos solventes listados 

acima. Após agitação do funil, foi coletado a fração orgânica e a fração aquosa. 

 

3.3 Secagem dos extratos  

  O processo de retirada do solvente orgânico foi por meio de evaporador rotatório 

(BUCHI®), as frações de acetato de etila, hexânica e butanólica foram levadas separadamente 

ao aparelho como rotação, temperatura e pressão específicas para cada solvente conforme na 

Tabela 1.  
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Tabela 1: Dados utilizados no evaporador rotatório de acordo com cada solvente orgânico 

 FRAÇÃO 

HEXÂNICA 

FRAÇÃO 

BUTANÓLICA 

FRAÇÃO EM 

ACETATO DE 

ETILA 

Rotação (rpm) 80 80 80 

Temperatura (° C) 35,8 35,8 35,8 

Pressão (mbar) 300 50 200 

 

3.4 Cromatografia em coluna a partir da fração butanólica e acetato de etila  

 A fim de dar continuidade ao processo de separação iniciado pela partição líquido-

líquido, a cromatografia em coluna foi feita. A  fração butanólica foi submetida em 

cromatografia em coluna  utilizando-se como fase estacionária a Sephadex, e o eluente utilizado 

foi o metanol (Tedia®). 17 subfrações da fração butanólica foram coletadas.       

A partir da fração em acetato de etila utilizou-se como fase estacionária sílica gel. Os 

eluentes utilizados foram solventes em proporção crescente de polaridade listados na tabela 2, 

indo do hexano (Tedia®) ao metanol (Tedia®). Subfrações da fração de acetato de etila foram 

recolhidas com 1 minuto de fluxo a cada amostra recolhida. 

Tabela 2: Solventes e proporções utilizadas 

SOLVENTES PROPORÇÃO VOLUME TOTAL 

Hexano/Acetato de etila 7:3 100 mL 

Hexano/Acetato de etila 1:1 100 mL 

Acetato de etila/Hexano 7:3 100 mL 

Acetato de etila/Hexano 4:1 100 mL 

Acetato de etila/Hexano 9:1 100 mL 

Metanol 100% 50 mL 

 

 

3.5 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)   

 

 Para análise prévia, tanto das frações iniciais quanto das subfrações, foi utilizado a 

cromatografia em camada delgada. Para tal utilizou-se como fase móvel o acetato de etila 

(Tedia®) e hexano (Tedia®) (7:3) para as frações em acetato de etila e hexânica. Para a fração 

butanólica a melhor fase móvel utilizada foi o BAW (Tedia®) (4:1:5). A revelação foi através 
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de luz UV (254 e 366 nm). Um resumo das etapas anteriores foi representado no fluxograma 

da figura 5.  

 

 

Figura 5: Fluxograma das etapas no fracionamento do extrato bruto do fungo endofítico de HB12b2. 

 

3.6 Cromatografia líquida de alta eficiência 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector por arranjo de diodos 

(CLAE-DAD) da marca Shimadzu® foi realizada utilizando coluna C18 fase reversa (Luna-

Phenomenex). Sistema de fase móvel constituído por solvente A: água ultrapura e B: metanol 

em gradiente iniciando em 20% de metanol e terminando em 95% de metanol em 60 min, 

injeção de 10 µL com vazão de 1 mL/min. Comprimento de onda analisados foram 254 nm e 

365 nm. Foram injetados extratos na concentração de 0,5 mg/mL.  

      

3.7 Parasitos 
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Foi utilizada a cepa MHOM/BR/75/Josefa (Josefa) de Leishmania amazonensis isolada 

de lesões de camundongos, mantida em cultura sob a forma promastigota a 26º C em meio 

Schneider (Gibco) com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor (HIFCS), penicilina (100 

UI/mL) e estreptomicina (100 μg/mL). Os parasitos foram utilizados na fase estacionária da 

cultura. 

 

3.8 Linhagem Celular       

Foi utilizada a linhagem celular de macrófagos RAW 264.7, obtida de cultivos celulares 

pré-existentes. As células foram mantidas em garrafas de cultura de 50 mL com meio DMEM 

(Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37o C / 5% de CO2. Repiques celulares 

foram feitos quando a confluência celular foi alcançada na garrafa, em média a cada 3 dias de 

cultura, utilizando rodinho para raspar as células e fazer uma nova cultura com a proporção de 

1:10 com 5 mL no volume total. Células confluentes foram utilizadas para o desenvolvimento 

do ensaio de citotoxidade.         

 

3.9      Atividade Anti-promastigota  

Promastigotas de L. amazonensis (2,5x106/mL) cultivadas em meio Schneider (Gibco) 

foram plaqueadas em placa de 96 poços com as subfrações do extrato etanólico bruto de fungos 

endofíticos HB12b2 nas concentrações indicadas ou Anfotericina B (10 µM) por 48 horas a 26o 

C.  Já para os extratos da planta Huminira balsamifera, promastigotas (107/mL) foram 

incubadas com diferentes concentrações dos extratos ou Anfotericina B (10 uM) por 48 horas 

a 26º C. A viabilidade dos promastigotas foi analisada através de ensaio colorimétrico de MTT 

(MOSMANN,1989). Resumidamente, ao final do experimento 10 µL de uma solução de MTT 

(5 mg/mL) foram adicionados em cada poço. A placa é deixada em repouso, ao abrigo da luz e 

a 26° C por 4 horas. Então, 100 µL de DMSO/poço foram adicionados e a leitura realizada 

através espectrofotometria (490nm).   

      

3.10 Ensaio de Citotoxicidade   

Para análise da citotoxicidade, macrófagos da linhagem celular imortalizada RAW 

264.7 (2x106/poço) em placas de 96 poços, foram deixados em repouso por 24 horas em estufa 

a 37º C / 5% de CO2, e então incubados com as concentrações indicadas das amostras por 48 

horas a 37o C / 5% de CO2. Então a  viabilidade dos macrófagos foi avaliada através de ensaio 
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colorimétrico de MTT conforme descrito no item 3.9. Triton 2% foi utilizado como controle 

positivo do ensaio.  

 

 

3.11      Análise estatística 

Para comparar as diferenças entre as médias das replicatas dos experimentos, o teste T 

de Student ou a Análise da Variância (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey de múltiplas 

comparações foram utilizados utilizando GraphPad Prism 5. 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Fracionamento do extrato bruto do fungo endofítico HB12b2 

  

Após a partição líquido-líquido a partir de 2,37 g do extrato bruto etanólico do fungo 

endofítico HB12b2, as frações hexânica, em acetato de etila e butanólica obtiveram as 

respectivas quantidades: 0,05 g, 0,148 g e 0,493 g. A porção hidroalcólica remanescente obteve 

rendimento de 1,13g. 

 A cromatografia em camada delgada revelou o perfil químico em cada fração. De acordo 

com os números de bandas formadas foi possível verificar que substâncias possuíam diferentes 

polaridades, ilustrando a eficiência do processo de partição líquido-líquido (Figura 6). 

 

Figura 6: Placa de CCD das frações butanólica (1), em acetato de etila (2) e hexânica (3). Revelação 

UV 254 nm. Sistema de fase móvel BAW(4:1:5) na fração butanólica , acetato de etila/hexano (7:3) na 

fração em acetato e acetato de etila/Hexano (1:1) na fração hexânica. 
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Figura 7: Placa de CCD da partição líquido-líquido (A) e da coluna cromatográfica (B)  da fração em 

acetato de etila, e bandas que se assemelham entre as duas placas (1-5). Revelação UV 254 nm. Sistema 

de fase movél Acetato de etila/Hexano (7:3) 

 

 Após a cromatografia em coluna feita com a fração butanólica foi possível a obtenção 

de 17 amostras. Durante a tentativa de grupamento das amostras foram feitas CCDs utilizando 

sistema de fase móvel com BAW (4:1:5), hexano, hexano/acetato de etila (1:2/1:3/1:4) e acetato 

de etila, porém sem sucesso no agrupamento.  

 A CCD da fração em acetato de etila citada anteriormente obteve 5 bandas distintas, 

indicando 5 possíveis substâncias com polaridades diferentes. Com base nesse resultado foi 

preparada uma coluna cromatográfica a fim de aumentar o grau de pureza da separação. Com 

isso foram coletadas 50 amostras iniciais (Figura 7) e com ajuda de análises cromatográficas 

foi possível agrupá-las em 6 subfrações com respectivas massas: 7,5 mg (Fração F1 - amostras 

1 a 7), 1 mg (Fração F2- amostras 8 e 9), 5,2 mg (Fração F3 -amostras 10 e 11 ), 3,1 mg (Fração 

F4 -amostras 12 a 19), 6,4 mg (Fração F5 - amostras 20 a 37) e 10,1 mg (Fração F6 – amostras 

38 a 50). 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Avaliação do perfil químico da fração em acetato de etila do extrato bruto do fungo 

endofítico  HB12b2 através de CLAE-DAD. 

 

     Essa análise permitiu identificar o perfil químico das subfrações através dos picos 

gerados de acordo com tempo de retenção no espectro de ultravioleta gerado em 254 nm. O 

cromatograma da subfração F1 (figura 8) apresentou três picos majoritários nessa condição 

analítica, nos tempos de retenção de 40,1, 57,0 e 60,9 minutos. O cromatograma da subfração 
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Figura 8: Análise do perfil cromatográfico da subfração F1 da fração em acetato de etila do extrato bruto 

do fungo endofítico HB12b2, realizada em sistema de fase móvel constituído por solvente A: água 

ultrapura e B: metanol em gradiente iniciando em 20% de metanol e terminando em 95% de metanol 

em 60 min, injeção de 10µL com vazão de 1 mL/min.. 

Figura 9: Análise do perfil cromatográfico da subfração F2 da fração em acetato de etila do extrato bruto 

do fungo endofítico HB12b2, realizada em sistema de fase móvel constituído por solvente A: água 

ultrapura e B: metanol em gradiente iniciando em 20% de metanol e terminando em 95% de metanol 
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F2 (figura 9) apresentou dois picos, no tempo de retenção 57,0 e 60,9 minutos, sendo o pico 

majoritário o de 60,9 minutos. O cromatograma da subfração F3 (figura 10) apresentou quatro 

picos, no tempo 55,7, 56,1 57,0 e 60,9 minutos. A subfração F4 (figura 11) obteve três picos no 

tempo de retenção de 13,6, 35,5 e 57,0 minutos. A subfração F5 (figura 12) apresentou um pico 

majoritário no tempo de retenção de 5,5 minutos.  O cromatograma da subfração F6 (figura 13) 

apresentou dois picos, no tempo 5,6 e 60,9 minutos. O cromatograma do branco do meio  

apresentou diversos picos conforme pode ser observado na figura 14. 
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Figura 10: Análise do perfil cromatográfico da subfração F3 da fração em acetato de etila do extrato 

bruto do fungo endofítico HB12b2, realizada em sistema de fase móvel constituído por solvente A: água 

ultrapura e B: metanol em gradiente iniciando em 20% de metanol e terminando em 95% de metanol em 

60 min, injeção de 10 µL com vazão de 1 mL/min 

Figura 11: Análise do perfil cromatográfico da subfração F4 da fração em acetato de etila do extrato 

bruto do fungo endofítico HB12b2, realizada em sistema de fase móvel constituído por solvente A: água 

ultrapura e B: metanol em gradiente iniciando em 20% de metanol e terminando em 95% de metanol 

em 60 min, injeção de 10 µL com vazão de 1 mL/min 
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Figura 12: Análise do perfil cromatográfico da subfração F5 da fração em acetato de etila do extrato 

bruto do fungo endofítico HB12b2, realizada sistema de fase móvel constituído por solvente A: água 

ultrapura e B: metanol em gradiente iniciando em 20% de metanol e terminando em 95% de metanol 

em 60 min, injeção de 10 µL com vazão de 1 mL/min. 
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Figura 13: Análise do perfil cromatográfico da subfração F6 da fração em acetato de etila do extrato 

bruto do fungo endofítico HB12b2, realizada sistema de fase móvel constituído por solvente A: água 

ultrapura e B: metanol em gradiente iniciando em 20% de metanol e terminando em 95% de metanol em 

60 min, injeção de 10 µL com vazão de 1 mL/min 

Figura 14: Análise do perfil cromatográfico do branco da cultura do fungo endofítico HB1b2, realizada 

sistema de fase móvel constituído por solvente A: água ultrapura e B: metanol em gradiente iniciando 

em 10% de metanol e terminando em 100% de metanol em 45 min, injeção de 100 µL com vazão de 1 

mL/min. 
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4.3 Espectro de UV das subfrações e branco do arroz. 

 

O espectro UV faz com que observe, na varredura de 200 a 400 nm, comprimentos de 

onda com maior absorção, conseguindo uma melhor interpretação do sinal cromatográfico. 

Foram analisados tanto as subfrações do extrato bruto do fungo endofítico HB12b12 (figura 

15), quanto o do branco da cultura de arroz (figura 16).  As condições de fase móvel para 

asanálises das frações foram iniciando com metanol a 20% e finalizando em 95% com tempo 

de analise de 65 minutos, já para o branco da cultura de arroz  foi iniciado a 10% e finalizado a 

100%, com tempo de analise de 45 minutos.  Os principais espectros das subfrações foram 

demostrados na figura 16, onde a subfração F2 apresentou banda no comprimento 198, nm. A  

subfração F3 banda no comprimento 197nm. A subfração F4 banda no comprimento 195 nm. 

A F5 194, 215, 267 e 349 nm e a F6 291 e 324 nm. Já os espectros do branco (Figura 16) 

referente aos principais picos não apresentaram perfil similar aos observados para as frações do 

fungo, indicando que as substâncias químicas de interesse nas frações são provenientes de 

metabólitos secundários do fungo HB12b12 
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Figura 15:Principais espectros de UV do branco da cultura do fungo endofítico HB12b2 
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4.4 Atividade anti-promastigota de L. amazonensis das subfrações acetato de etila do 

extrato etanólico bruto de fungo endofítico Hb12b2 isolado da planta Humiria balsamifera  

 

Para verificar a atividade leishmanicida das subfrações em acetato de etila produzidas 

foi feito o teste de atividade anti-promastigas de L. amazonensis conforme descrito no item 3.9.. 

As concentrações das subfrações utilizadas no ensaio foram 2,5, 5, 10 e 20 µg/mL. O controle 

positivo utilizado foi a Anfotericina B a 10 µM, e o controle negativo foram poços não tratados. 

A atividade anti-Leishmania foi expressa através da porcentagem de inibição de crescimento 

dos parasitos, e a subfração F2 e F3 apresentaram melhor atividade anti-Leishmania com IC50 

7,71 µg/mL e 18,14 µg/mL (Figura 17).  

 

 

 

 

  

 

  

 

 

 

  

 

 

 

Figura 17: Atividade anti-promastigota das subfrações acetato de etila do extrato etanólico bruto do 

fungo endofítico Hb12b2 de extraído de Humiria balsamifera. Promastigotas (2,5x105/poço) de L. 

amazonensis foram incubadas com as concentrações indicadas dos extratos ou Anfotericina B (10 M) 

durante 48 horas a 26º C. Após incubação, a viabilidade dos parasitos foi avaliada através de ensaio 

colorimétrico de MTT. Média ± SD. *Comparação entre F2 e controle  # comparação entre F3 e controle. 

p ≤ 0,05; n=3 em triplicatas.  
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4.5 Citotoxidade in vitro das subfrações acetato de etila do extrato etanólico bruto do 

fungo endofítico Hb12b2 em macrófagos RAW 264.7.   

 

A avaliação de possível citotoxidade causada pelas subfrações de acetato de etila foi 

feita utilizando macrófagos da linhagem RAW 264.7 (2x106/poço) e as concentrações 5 e 20 

µg/mL das subfrações conforme descrito no item 3.10. Poços com macrófagos não tratados 

foram utilizados como controle negativo (100% de sobrevivência) e Triton 2% foi utilizado 

como controle positivo (100% de morte). As subfrações F3 e F6 na maior concentração testada 

(20 ug/mL) apresentaram citotoxidade significativa com DL50 de 5,49 µg/mL e 6,90 µg/mL 

respectivamente. (figura 18).      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18:Avaliação da citotoxidade induzida pelas subfrações acetato de etila do fungo endofítico 

HB12b2 em macrófagos RAW164,7. nas concentrações de 5μg/mL e 20µg/mL. Macrófagos em repouso 

por 24 horas a 37o C/5% CO2 foram tratados com as concentrações indicadas do extrato durante 48 horas 

a 37º C/5% CO2. A viabilidade das células foi avaliada através de ensaio colorimétrico de MTT.  

*Comparação entre não tratado e F3 na menor e maior concentração p ≤ 0,01; # comparação entre não 

tratado e F6 p ≤ 0,01; n=2 em triplicatas 
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4.6 Atividade anti-promastigota de L. amazonensis das frações da planta Humiria 

balsamifera 

Conforme descrito no estado da arte (ROCHA, 2016) e no item 1.12, extratos feitos a 

partir do fungo endofítico HB12b2 isolado da planta Humiria balsamifera apresentaram efeito 

anti-Leishmania. Então, avaliou-se uma possível correlação dessa atividade com a planta 

diretamente, utilizando as frações decocto, acetato de etila, diclorometano e butanólica da 

Humiria balsamifera, nas concentrações 50, 25, 12,5 e 6,25 µg/mL no ensaio anti-promastigota 

conforme descrito no item 3.9. Anfotericina B foi usada como controle positivo na concentração 

de 10 µM.  Nenhuma das frações testadas apresentaram ação antiparasitária. (figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Atividade anti-promastigota de L. amazonensis de frações da planta Humiria balsamífera. 

Promastigotas de L. amazonensis (1x106/poço) foram incubadas com concentrações indicadas dos 

extratos durante 48 horas a 26º C. Após incubação, a viabilidade dos parasitos foi avaliada através de 

ensaio colorimétrico de MTT. Média ± SD. p > 0,05. N=3 em triplicata 

 

Figura 16: Atividade anti-promastigota de frações da planta Humiria balsamífera. Promastigotas de L. 

amazonensis (1x106/poço) foram incubadas com concentrações indicadas dos extratos durante 48 horas 

a 26º C. Após incubação, a viabilidade dos parasitos foi avaliada através de ensaio colorimétrico de 

MTT. P > 0,05. N=3 em triplicata 

 

Figura 17: Atividade anti-promastigota de L. amazonensis de frações da planta Humiria balsamífera. 

Promastigotas de L. amazonensis (1x106/poço) foram incubadas com concentrações indicadas dos 

extratos durante 48 horas a 26º C. Após incubação, a viabilidade dos parasitos foi avaliada através de 

ensaio colorimétrico de MTT. Média ± SD. p > 0,05. N=3 em triplicata 

 

Figura 18: Atividade anti-promastigota de frações da planta Humiria balsamífera. Promastigotas de L. 

amazonensis (1x106/poço) foram incubadas com concentrações indicadas dos extratos durante 48 horas 

a 26º C. Após incubação, a viabilidade dos parasitos foi avaliada através de ensaio colorimétrico de 

MTT. P > 0,05. N=3 em triplicata 
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5 DISCUSSÃO   

 

       As leishmanioses são doenças endêmicas principalmente nos países com clima 

tropical, como exemplo os países da América do Sul. Dentre esses países, o Brasil é o que 

possui uma taxa de letalidade expressiva (PAHO,2018). Os tratamentos existentes são 

administrados por um longo período e com efeitos colaterais graves, o que dificulta a adesão 

do paciente. Os principais fármacos utilizados são: anfotericina B, antimoniato de metil-

glucamina e pentamidina (BRASIL, 2011). Compostos isolados de produtos naturais possuem 

substâncias promissoras para o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos. Esses produtos 

naturais servem muitas das vezes como bases para produção de derivados sintéticos. Produtos 

Naturais dão origem a extratos que possuem metabólitos secundários, gerados a partir da 

interação com meio ambiente ou outras espécies (WAGENAAR, 2008). Diversos metabólitos 

extraídos de produtos naturais já foram descritos na literatura por possuírem uma ação em 

Leishmania spp., em ambas as formas evolutivas do parasito. (BEKHIT et al. 2018).  

 É pressuposto que existem mais de 1,5 milhões de fungos na terra, mas grande parte 

desses fungos ainda não foram descritos. A descrição desses fungos é de grande importância, 

pois além de expandir a coleção micológica e descobrir sobre ao a biodiversidade microbiana, 

esses organismos podem ser promissores para melhorar o aprendizado com questões da 

medicina e agricultura, dentre outros (TAKAHASHI et al.,2017). O presente estudo foi baseado 

em um estudo anterior do grupo, onde foi utilizado extrato bruto do fungo endofítico extraído 

da planta Humiria balsamifera. Planta que foi coletada na restinga de Jurubatiba, para avaliar 

o potencial leishmanicida. O extrato HB12b2 foi ativo contra cepa de Leishmania amazonensis 

com IC50 10 ug/mL no ensaio anti-promastigota e IC50 1,8 ug/mL no ensaio antiamastigota. Mas 

o extrato bruto também apresentou citotoxidade celular elevada nas maiores concentrações 

testadas (ROCHA, 2016). A alternativa proposta para melhorar o perfil da citotoxidade foi o 

fracionamento do extrato etanólico HB12b2, em busca de extratos menos complexos.   

      

Para identificar os constituintes químicos ou torná-los menos complexos é necessário 

uso de métodos de purificação. A extração consiste em uma técnica físico-química de 

transferência de massa através do contato dessa massa que possui sólidos solúveis e voláteis, 

com solventes. Vários fatores devem ser considerados para a escolha do método, incluindo 

origem do extrato, seletividade, tempo e recursos disponíveis. (NEWMAN; CRAGG, 2016). 

Então, primeiramente o extrato bruto HB12b2 passou por um fracionamento, que foi iniciado 
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com a dissolução 2,37 g do extrato bruto utilizando metanol e água. Após isso foi iniciada a 

partição líquido-líquido, com três solventes diferentes: hexano, acetato de etila e butanol. Ao 

final dessa etapa foram obtidas 3 frações distintas: a de hexano com massa de 0,05 g, a de 

acetato de etila com massa de 0,148 g e a de butanol com massa de 0,493 g. O rendimento foi 

de 6,2 % da fração de acetato de etila, 20,8% da fração butanólica e 2,1% da fração hexânica. 

Na literatura, frações com rendimentos similares foram obtidos da espécie vegetal Senecio 

desiderabilis, após fracionamento utilizando diclorometano (DEUSCHLE et al,2007).  

 Com auxílio da análise fitoquímica utilizando CCD (Cromatografia em Camada 

Delgada) na fração de acetato de etila, foram identificadas 5 bandas com polaridades diferentes, 

dando início então a Cromatografia em Coluna em Sílica Gel para aumentar o grau de pureza 

do fracionamento. Após eluição dos solventes foram coletadas 50 amostras. A análise prévia 

das 50 amostras foi feita utilizando CCD e elas foram reunidas pelas suas semelhanças no perfil 

de polaridade, produzindo então 6 subfrações menos complexas com substâncias de polaridades 

diferentes. As subfrações foram divididas, pesadas e nomeadas da seguinte maneira: 7,5 mg 

(Fração 1 - F1), 1 mg (Fração 2 - F2), 5,2 mg (Fração 3 - F3), 3,1 mg (Fração 4 - F4), 6,4 mg 

(Fração 5 - F51) e 10,1 mg (Fração 6 - F6). Na literatura esse método de separação é bastante 

utilizado, como no caso de fungos filamentosos isolados na Antártica, onde foram produzidos 

extratos e avaliado a atividade antibacteriana em Xanthomonas spp. Os extratos que 

apresentaram melhores atividades foram selecionados para purificação utilizando método de 

cromatografia em fase normal onde o extrato bruto inicial com 90 mg, e após o fracionamento 

as frações foram coletadas e agrupadas de acordo com a similaridade em CCD e então obtidas 

6 frações com massa total de 17,2 mg (VIEIRA, 2018). 

Para atingir o sucesso em uma extração devemos nos atentar na seleção, custo da 

extração, preparação da amostra e revisão dos protocolos apropriados para atingimos 

rendimentos satisfatórios para análises de possíveis classes a serem encontradas. A 

complexidade de substâncias presente em uma amostra de produto natural é grande, e a 

caracterização dessas substâncias requer um eficaz método de análise química refinado (PEZO 

et al., 2006).  Em comparação com o branco do arroz, os cromatogramas das subfrações geradas 

do fracionamento do extrato bruto do fungo endofitico Hb12b2 possuem alguns pontos que tem 

tempo de retenção próximos, como a subfração F1 possui um pico no tempo 40,1 min próximo 

ao pico 35,2 min e 44,8 min do branco do arroz. A subfração F4, que possui um pico no tempo 

de retenção 13,6 min e 35,5 min., próximo ao pico 13,0 min., 18,8 min. e 27,7 min. do branco 

do arroz. A subfração F1 possui um pico no tempo 40,1 min. próximo ao pico 44,8 min do 

branco do arroz. A subfração F5 com pico no tempo 5,5 min e a subfração F6 5,6 min, próximo 
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ao pico no tempo 2,9 min do branco do arroz. Foram analisados os principais espectros de UV 

no comprimento de 200 a 400 nm, onde a subfração F2 apresentou banda no comprimento 198 

nm. A  subfração F3 banda no comprimento 197 nm. A subfração F4 banda no comprimento 

195 nm. A F5 194, 215, 267 e 349 nm e a F6 291 e 324 nm. Já os espectros do branco não 

apresentaram bandas no comprimentos semelhantes aos das subfrações do fungo. Apesar de 

possuir tempos de retenção similares, os gráficos dos espectros de UV possuem diferenças 

como mostrado na figura 15 e 16. As diferenças entre os cromatogramas e espectros de UV do 

branco do arroz e das subfrações sugere que as substâncias detectadas são produtos do 

metabolismo do fungo HB12b2.  

Das subfrações do fungo endofitico Hb12b2 que tiveram sua atividade testada com a 

cepa Josefa de Leishmania amazonensis, as subfrações F2 e F3 apresentaram ação 

leishmanicida, com valores de IC50 7,71 µg/mL e 18,14 µg/mL respectivamente (Tabela 3). Na 

literatura encontramos que outros extratos de fungos apresentaram atividade contra leishmania, 

como o extrato do fungo Trichoderma asperelloides, onde o extrato etanólico produzido a partir 

da cultura desse fungo apresentou atividade contra promastigotas de Leishmania amazonensis, 

reduzindo a viabilidade do parasito em 30-90%, com IC50 1,09 ng/mL (LOPES et al., 2020). 

Um outro exemplo são extratos contendo enzimas produzidas pelo fungo endofítico 

Dichotomophthora portulacae, que foram submetidos a teste anti-promastigota de Leishmania 

amazonensis reduzindo a viabilidade de para cerca de 60% com IC50 de 0,834 mg/mL (ALVEZ 

et al., 2018). Um outro caso foi um metabolito de um fungo endofitico, o ácido (9Z, 11E) -13-

oxooctadeca-9,11-dienóico obtido do fungo endofítico Penicillium herquei cepa BRS2A-AR 

apresentou ação contra Leishmania sp., com IC50 de 100 µM (HAYIBOR et al., 2019). Segundo 

a pesquisa realizada utilizando 18-Des-hidroxi Citocalasina, um composto isolado do fungo 

endofítico Diaporthe phaseolorum-92C, apresentou atividade antiparasitária reduzindo a 

viabilidade celular de promastigotas de Leishmania amazonensis com IC50 9,2 µg/mL, resultado 

similar ao encontrado nesse trabalho (BRISSOW et al,2017). 

Os macrófagos são as células do sistema imune que possuem maior participação no 

combate desse parasito. De acordo com a polarização da resposta inflamatória o macrófago irá 

se diferenciar em fenótipos com funções distintas. Ele é responsável pela produção de 

mecanismo importante contra o parasito, o óxido nítrico, junto com a produção de citocinas e 

espécies reativas de oxigênio (ROS), que são de extrema importância na eliminação de 

infecções (EPELMAN; LAVINE; RANDOLPH, 2014). Então, é importante que o extrato 

testado tenha eficácia antileishmani, mas que não apresente toxidez às células. Os resultados de 

citotoxidade do nosso estudo demostraram que, as subfrações F3 e F6 demonstraram induzir 
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citotoxidade relevante com DL50 de 5,49 µg/mL e 6,90 µg/mL respectivamente (Tabela 3) em 

células de linhagem RAW 264.7. Estudos utilizando protocolo semelhante utilizando 

macrófagos RAW 264.7 demostraram que constituintes químicos da Annonaceae apresentaram 

citotoxidade variando de 43,5 a 79,7 µg/mL, e o medicamento padrão, Glucantime, mostrou 

toxidade maior que 100 µg/mL (VILA-NOVA et al., 2011). O composto 18-Des-hidroxi 

Citocalasina isolado do fungo endofítico Diaporthe phaseolorum-92C teve sua citotoxidade 

testada em linhagem celular de fibroblastos GM07492-A apresentando DL50 521,3 µg/mL, 

demonstrando uma citotoxidade baixa (BRISSOW et al,2017).                                                   

Extratos da planta Humiria balsamifera também foram testados para avaliar seus efeitos 

leishmanicidas. Os extratos foram fornecidos pela Profª Denise Guimarães, e as frações testadas 

foram: decocto, acetato de etila, diclorometano e butanólica.  Nenhum dos extratos apresentou 

ação leishmanicida significativa, descartando alguma correlação entre o efeito produzido pelo 

fungo endofítico e a planta. Na literatura a mesma planta teve extratos da sua folha testados 

contra Plasmodium falciparum, protozoário causador da malária in vitro. A fração de acetato 

de etila apresentou mais atividade antimalárica com IC50 49,65 mg/mL e a fração em metanol 

com IC50 90,28 mg/mL (DA SILVA et al., 2004). Um outro exemplo do uso da planta Humiria 

balsamifera são os extratos produzidos da casca da Humiria balsamifera que tiveram suas 

atividades testadas como larvicida contra larvas de Aedes aegypti. Testes mostraram que o 

extrato em acetato de etila apresentou mortalidade de 84% da cepa de Aedes aegypti em 48 

horas em concentração de 100µg/mL, com LD50 49 µg/mL (FALKOWSKI et al, 2020). 

Nota-se que ocorreu um aumento nas pesquisas com produtos naturais no sentido de 

isolar e identificar em extratos bruto qual(is) possível(is) metabólito(s) ou substância(s) 

responsável(is) pelo efeito biológico (CASANOVA e COSTA, 2017). No entanto como 

mostrado nesse trabalho a subfração mais pura não foi a que apresentou a melhor ação anti-

leishmania. Resultados semelhantes já foram demonstrados anteriormente (VILAS BOAS et 

al., 2017). Uma possível explicação para este efeito é que a atividade de um extrato pode ser 

devida ao sinergismo das substâncias presentes nele (CECHINEL e YUNES, 1998), como o 

óleo essencial de Tetradenia riparia em combinação com cetoconazol ou anfotericina B, onde 

mostrou resultados promissores contra formas amastigotas de Leishmania amazonensis in vitro 

(TERRON, 2017). Esse mesmo efeito sinérgico foi observado in vitro contra Leishmania 

brazilliensis onde se associou benzilpenicilina e estreptomicina e obteve-se ação melhor em 

conjunto do que quando utilizados separadamente (MELLO et al.,2010). 

Com os resultados obtidos foi possível observar que houve uma diminuição da 

complexidade das subfrações comparado ao extrato etanólico bruto, com toxidadade e ação 
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anti-promastigota variando conforme resumido nos dados demonstrados na Tabela 3. A ordem 

de pureza foi estabelecida através de comparações entre os cromatogramas das subfrações e 

expresso de forma crescente numérica. 

 

Tabela 3: Dados de pureza, IC50 e DL50 das subfrações do extrato bruto do fungo endofítico HB12b2 

SUBFRAÇÕES PUREZA IC50 (µg/mL) DL50 (µg/mL) 

F1 IV 34,42 12,61 

F2 II 7,71 X 

F3 III 18,14 5,49 

F4 I 41,29 38,16 

F5 V 136,0 146,1 

F6 V 31,85 6,90 

Legenda: X= não possui o dado, nível de pureza em ordem crescente, indo de I a V sendo o V 

mais puro. 

6 CONCLUSÕES      

6.1 Conclusões Parciais  

  

1.  A metodologia utilizada para o fracionamento foi eficaz, pois chegou a subfrações 

menos complexas comparadas ao extrato bruto.  

2.      A subfração F2 foi a que apresentou a melhor atividade anti-promastigota com IC50 de 

7,71 µg/mL.        

3.      As subfrações F3 e F6 apresentaram citotoxidade significativa,  DL50 de 5,49 µg/mL e 

6,90 µg/mL, respectivamente.  

4. As subfrações F5 e F6 demonstraram um perfil de pureza satisfatório. 

5. Os extratos da planta Humiria balsamifera não apresentaram atividade anti-promastigota, 

demonstrando que não há correlação entre o extrato produzido pelo fungo endofítico e a planta. 

 

6.2  Conclusão Geral 

O fracionamento do extrato bruto de HB12b2 foi eficiente, mas as frações mais puras 

não mantiveram o efeito anti-promastigota do extrato bruto. A fração de melhor atividade (F2) 

apresentou menor pureza, sendo necessários estudos adicionais para isolamento do produto 

ativo.  
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