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RESUMO  

 

As leishmanioses são doenças infecto-parasitárias causadas por espécies de 

protozoários do gênero Leishmania. O tratamento disponível para a doença possui 

muitos efeitos colaterais, o que diminui a adesão da terapia pelo paciente. Na busca 

de um novo fármaco para a leishmaniose cutânea, nosso grupo tem estudado o 

extrato de fungo endofítico isolado da planta Humiria balsamifera (HB12b2) que 

demonstrou atividade anti-promastigota. A Homeopatia tem como um de seus 

princípios o uso de doses mínimas, com o objetivo de diminuir efeitos colaterais dos 

medicamentos utilizados. Com isso, o objetivo deste trabalho foi testar o extrato do 

fungo HB12b2 manipulado conforme a farmacotécnica homeopática e avaliar sua 

atividade anti-promastigota de Leishmania amazonensis nas cepas Josefa e LV78. Os 

medicamentos HB12b2 10 CH (EtOH 30%) e 30 CH (EtOH 30% e água destilada) 

foram manipulados segundo o método da Farmacopeia Homeopática Brasileira 3ª 

Edição. Para avaliar o perfil químico dos medicamentos manipulados, utilizou-se a 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) acoplada a detector de arranjo de 

diodos. As análises foram realizadas por fase reversa, empregando uma coluna 

Synergi Fusion RP (Phenomenex), C18 (150 x 4,6 mm e partícula de 4 µm). A fase 

móvel foi composta por metanol e água ultra-pura com eluição em gradiente, vazão de 

1 mLmin e detecção em 268nm, com volume de injeção de 50 µL e temperatura de 

análise de 35 °C. Como o intuito do método era identificar os picos majoritários 

presentes no extrato, o método mostrou-se linear na faixa de concentração de 1,25 - 

20 µg/mL de extrato, fornecendo um coeficiente de correlação linear de 0,9927. Além 

disso, forneceu limites de detecção e quantificação de 0,98 e 3,27 µgmL. Após 

análise dos cromatogramas dos medicamentos das diluições 10 e 30 CH, não foram 

observados picos diferentes aos dos controles, que se justifica através do princípio da 

homeopatia que menciona não ser possível detectar moléculas ou átomos da 

substância original após as potências de 12CH e 24DH, pois nestas escalas, o número 

de Avogadro (6,02 x 1023 átomos) é ultrapassado. No ensaio anti-promastigota de L. 

amazonensis, os parasitos foram tratados durante 48 horas/26° C com os 

medicamentos (10% medicamento/poço) e o número de parasitos avaliado através de 

ensaio fluorimétrico com Alamar blue (Josefa) e contagem de promastigotas (LV78). 

Na cepa Josefa, a atividade anti-promastigota apresentada por HB12b2 10 e 30 CH foi 

similar ao veículo EtOH 30% (20 % de inibição). Já na cepa LV78, o HB12b2 30 CH 

manipulado em água destilada não apresentou inibição de crescimento significativa 

comparado ao veículo controle (água), e o HB12b2 30 CH em álcool 30%  teve 



 

atividade similar ao  controle EtOH 30%, entretanto, o EtOH 30% 30 CH demonstrou 

efeito anti-promastigota de LV78 significativo. Neste trabalho demonstramos que o 

preparado homeopático de Hb12b2 utilizando como veículo álcool 30% e água 

destilada apresentou atividade anti-promastigota similar aos veículos utilizados, e que 

métodos analíticos mais sensíveis são necessários para avaliação do perfil químico do 

medicamento. 

 

Palavras-chave: Homeopatia, Leishmania amazonensis, Leishmaniose, medicamento 

homeopático, tratamento. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A palavra homeopatia se origina do grego homolós= semelhante + 

páthos= doença. A mesma é considerada uma prática médica, farmacêutica e 

filosófica que se baseia em conceitos e ações através da cura do indivíduo 

enfermo utilizando uma substância semelhante e capaz de causar os sintomas 

desta enfermidade em um indivíduo saudável, chamada Lei dos Semelhantes 

(Similia similibus curentur) (KOSSAK-ROMANCH, 1984; HAHNEMANN, 2001; 

FURUTA, et al., 2003) que foi uma das formas de tratamento proposta por 

Hipócrates (460-350 a.C.), médico grego. Além da Lei dos Semelhantes, 

Hipócrates também propôs o princípio da cura pelos contrários (Contraria 

Contrariis Curentur) e a força de cura natural (Vis medicatrix naturae) 

(DUDGEON, 1994; CORRÊA et al., 1997).   

Christian Friedrich Samuel Hahnemann (1755-1843) é dito como o “pai” 

da Homeopatia. Nascido na Alemanha, Hahnemann se formou em medicina 

aos 24 anos pela Universidade de Erlangen, em 1779. Mas foi somente aos 35 

anos de idade que realmente se envolveu com os princípios da Homeopatia, ao 

experimentar em si mesmo, durante a tradução da Matéria Médica, de William 

Cullen, uma substância chamada quinina, que era utilizada para o tratamento 

da malária. A quinina foi capaz de manifestar em seu organismo os sintomas 

da doença, e a partir desse experimento, Hahnemann concluiu que a mesma 

tratava a malária pelo poder de despertar em um indivíduo sadio os sintomas 

produzidos pela enfermidade. Consolidando as suas pesquisas, ele seguiu 

experimentando diversas substâncias para comprovação dos fundamentos 

inicialmente descritos por Hipócrates (DUDGEON, 1994; CORRÊA et al., 

1997). 

Hahnemann criou então, com base em seus fundamentos, os quatro 

princípios básicos pelos quais a homeopatia se baseia até os dias atuais: 

princípio da similitude, experimentação no homem são e patogenesias, 

medicamento único e doses infinitesimais e escalas de diluição do 

medicamento homeopático. 
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1.1 Princípio da Similitude 

  

A Lei dos Semelhantes foi descrita por Hipócrates e testada 

experimentalmente por Hahnemann, que fez experimentos com medicamentos 

em indivíduos sadios correlacionando propriedades dos medicamentos com 

sintomas produzidos pelas drogas experimentadas (TEIXEIRA, 2006).  

Em 1796, Hahnemann publicou o seu primeiro ensaio intitulado “Ensaio 

Sobre um Novo Princípio para se Averiguar o Poder Curativo das Drogas”, que 

traz a descrição de substâncias e suas propriedades farmacológicas através do 

princípio da similitude (CORRÊA et al., 1997).  

Esses ensaios descrevem as reações provocadas no organismo pela 

utilização de um medicamento homeopático. O efeito primário provocado pelo 

uso de um medicamento homeopático inclui a acentuação e piora dos 

sintomas, causando uma alteração da saúde por um tempo mais prolongado, 

na tentativa de alcançar o equilíbrio homeostático que é visto no efeito 

secundário, tendo a melhora dos sintomas e consequentemente a promoção da 

cura, pois o organismo é induzido a reagir contra os sintomas (TEIXEIRA, 

2006). 

 

1.2 Experimentação no Homem São e Patogenesias  

  

A experimentação no homem são é dita como a utilização de ensaios 

através de protocolos específicos que tem a finalidade de elucidar qual seria o 

melhor medicamento homeopático ou substância capaz de provocar no 

indivíduo sadio os mesmos sintomas primários vistos no indivíduo enfermo 

(CORRÊA et al., 1997).  

 Os sintomas despertados pelas drogas em indivíduos sadios são 

chamados de sintomas patogenéticos ou patogenesias (TEIXEIRA, 2013).  
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1.3 Medicamento Único  

  

O medicamento único consiste em um tratamento individualizado 

(também conhecido como simillimum), baseado nas semelhanças físicas, 

emocionais e mentais do paciente (TEIXEIRA, 2006). Com esse princípio, 

pode-se afirmar que cada indivíduo vai possuir um medicamento único de 

acordo com as características apresentadas pelo mesmo.  

Hahnemann acreditava muito nesse princípio, e pregava que o melhor 

tratamento seria aquele composto por apenas um medicamento, sendo este 

mais eficaz para atingir a cura (TEIXEIRA, 2006; SANTOS e SÁ, 2014). A 

Matéria Médica Homeopática deve ser aplicada pelo clínico com muita cautela 

para se chegar ao medicamento único do paciente em questão, de forma que 

ele (o medicamento) seja capaz de se adaptar aos sintomas apresentados 

(SIQUEIRA, 2009; SANTOS e SÁ, 2014). 

 

1.4 Doses Infinitesimais e Escalas Homeopáticas 

 

As doses infinitesimais representam as diluições do medicamento 

homeopático que foram introduzidas na técnica de manipulação homeopática 

feitas para reduzir os efeitos colaterais desses medicamentos. Hahnemann 

propôs também uma metodologia de dinamização, ou seja, fortes sucussões 

entre cada diluição, na tentativa de diminuir o efeito primário provocado pela 

administração da droga (TEIXEIRA, 2011). 

As três principais escalas para a diluição e o desenvolvimento de um 

medicamento homeopático segundo a farmacotécnica homeopática são as 

centesimal hahnemanniana (CH), decimal de Hering (DH) e cinquenta 

milesimal (LM) (FONTES, 2012). 

Na escala decimal, a diluição é preparada na proporção de 1:10, ou 

seja, uma parte do insumo ativo é diluída em nove partes do insumo inerte, 

totalizando dez partes. A escala decimal foi criada por Hering nos Estados 

Unidos e disseminada por Vehsemeyer na Alemanha, sendo proposta a fim de 

se reduzir as distâncias entre as quantidades de insumo ativo e insumo inerte, 

para que a diluição torne-se mais uniforme com fácil preparo (FONTES, 2012).  
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A escala de diluição centesimal possui a proporção de 1:100, ou seja, 

uma parte do insumo ativo é diluída em 99 partes do insumo inerte, totalizando 

100 partes. Essa escala foi criada por Hahnemann, sendo a única citada por 

ele nas cinco primeiras edições do Organon. Por influencia da escola francesa, 

a escala mais difundida no Brasil é a centesimal (FONTES, 2012).  

Na escala cinquenta milesimal, a diluição é preparada na proporção de 

1:50000. Para o preparo de uma potência a partir da escala cinquenta 

milesimal, alguns fatores importantes devem ser considerados. Deve ser feita a 

técnica de trituração até a potência 3 CH; então, faz-se a diluição do 3 CH 

triturado (1:1.000.000): pesa-se 63 mg do 3 CH triturado, e dissolve em 400 

gotas de água e 100 gotas de álcool 96%. Então, coloca-se em frasco 

apropriado 1 gota da solução anterior + 100 gotas de EtOH 96% e aplicar 100 

sucussões. Em seguida, faz a impregnação de 500 microglóbulos com 1 gota 

da solução anterior: 1 microglóbulo = 1 LM (FONTES, 2012).  

Para preparo das drogas através das escalas mencionadas acima, 

pode-se utilizar diferentes insumos inertes dependendo do ponto de partida, 

dentre eles temos a lactose, água purificada e álcool em diferentes graduações 

(ANVISA, 2010).  

 

1.5 Leishmaniose 

Leishmaniose é uma protozoonose causada por protozoários do gênero 

Leishmania que está entre as seis endemias consideradas prioritárias no 

mundo (LESSA et al., 2007). Os reservatórios geralmente são pequenos 

roedores e outros mamíferos, e os parasitos são transmitidos aos humanos 

através da picada do mosquito fêmea do gênero Phlebotomus (CAMARGO, 

2008). A leishmaniose apresenta diferentes processos patológicos (de quadros 

cutâneos a viscerais), em função da proliferação da Leishmania nas células do 

retículo endotelial do hospedeiro que a mesma é capaz de infectar (CAMPILLO 

e VÁZQUEZ, 2002; DUARTE, 2009). 

1.5.1 Epidemiologia  

As leishmanioses compõem um conjunto de doenças de importância 

clínica e epidemiológica. Existem cerca de 20 espécies consideradas 
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patogênicas para o homem e 30 vetores diferentes capazes de transmitir a 

doença (DESJEUX, 1996). Os principais agentes causadores da leishmaniose 

no Velho Mundo são: L. tropica, L. major e L. aethiopica, que causam 

leishmaniose tegumentar, e a L. donovani e L. infantum que causam 

leishmaniose visceral. No continente americano, o agente L. chagasi é o 

principal responsável por casos de leishmaniose visceral e as espécies de L. 

braziliensis, L. amazonensis, L. guianensis, L. panamensis e L. mexicana, são 

predominantemente responsáveis pela transmissão de leishmaniose 

tegumentar (GRIMALDI, 1987; LESSA, 2007).  

 A leishmaniose é considerada endêmica em cerca de 98 países e os 

principais casos da doença ocorrem nos países da Ásia, África e América 

Latina, estando associados a isso fatores como condições precárias de 

habitação, desnutrição, falta de recursos, dentre outros. Estima-se que ocorram 

a cada ano aproximadamente 200 a 400 mil novos casos de leishmaniose 

visceral e 700 mil a 1,2 milhões de novos casos de leishmaniose cutânea. Mais 

de 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, 

Etiópia, Índia, Sudão do Sul e Sudão (OMS, 2016). A leishmaniose visceral 

possui grande distribuição geográfica. Ela é considerada uma das formas 

clínicas mais letais e com maior taxa de incidência, principalmente em 

populações de indivíduos com sistema imune comprometido (portadores do 

vírus HIV) e crianças desnutridas (REIMÃO, 2012).   

No Brasil, entre a década de 90 e o ano de 2007 foram registrados 

561.673 casos, com 2.422 entre o início desse século e o ano de 2010, onde 

as maiores ocorrências foram registradas no Sudeste e Nordeste. O Nordeste 

era líder em registro de casos de leishmaniose até a década de 90, onde 

ocorriam 90% dos casos de leishmaniose visceral. Nos dias atuais, ela ocorre 

com mais frequência em 20 estados brasileiros com 2,1 casos a cada 100.000 

habitantes e 3095 mortes entre 1996 e 2005 (ALVES, 2009; REIMÃO, 2012). 

Em 2012, dados mostram que o Brasil teve um aumento no número de 

casos de leishmaniose visceral, registrando mais de 1000 ocorrências neste 

ano (Figura 1). Ainda em 2012, foram registrados no Brasil aproximadamente 

mais de 5000 novos casos de leishmaniose cutânea, mostrando que o país 

ainda está entre os principais na ocorrência de infecções por leishamnia 

(Figura 2) (OMS, 2013).  
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Figura 1: Distribuição mundial da ocorrência de novos casos de 

leishmaniose visceral no ano 2012. Fonte: OMS, 2013.  

 

 

Figura 2: Distribuição mundial da ocorrência de novos casos de 

leishmaniose cutânea no ano 2012. Fonte: OMS, 2013.  
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1.5.2 Formas Clínicas 
 

As leishmanioses acometem o homem em 4 formas principais: 

leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose cutânea difusa (LCD), leishmaniose 

visceral (LV) e leishmaniose muco-cutânea  (LMC) (SILVA-LÓPEZ, 2010). 

 

1.5.2.1 Leishmaniose Cutânea 

  

A LC (FIGURA 3A) é caracterizada pelo surgimento de ulcerações de 

bordos altos na pele do indivíduo de forma localizada.  A lesão inicial aparece 

geralmente de 2 a 8 semanas após a picada do inseto e progride até uma 

úlcera que pode persistir de meses até anos (PEARSON et al., 1995). 

 

1.5.2.2 Leishmaniose Cutânea Difusa 

 

A LCD (Figura 3B) é considerada uma variação da leishmaniose 

tegumentar americana e aparece em áreas onde a doença é endêmica. Ela é 

causada principalmente por L. amazonensis e se manifesta através de nódulos, 

que não formam ulcerações. A mucosa nasal não é afetada nesse tipo de 

infecção (LESSA et al., 2007).   

 

1.5.2.3 Leishmaniose Visceral 

  

A LV (Figura 3C) ou Calazar é transmitida principalmente por L. 

donovani na Índia e África, L. infantum no Mediterrâneo e L. chagasi na 

América Latina. Nessa variação de leishmaniose, o indivíduo infectado pode 

apresentar o envolvimento generalizado do sistema retículo endotelial. A forma 

clássica se caracteriza por sinais e sintomas de doença crônica persistente 

como hepatoesplenomegalia, perda de peso, fadiga e febre. Em alguns casos 

os indivíduos acometidos podem apresentar quadros assintomáticos ou 

infecções leves, sem necessidade de tratamento (WILSON, 2005). Em outros 

casos podem surgir lesões crônicas na pele, após a melhora do quadro de LV, 

se apresentando como pápulas ao redor da boca podendo se espalhar pelo 
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corpo. Esta é denominada como cutânea pós-calazar (LDPK). (CALDAS et al., 

2001). 

 

1.5.2.4 Leishmaniose Muco-Cutânea 

 

A LMC (Figura 3D) é uma forma de leishmaniose tegumentar associada 

com a L. braziliensis, L. panamensis e menos frequentemente com a L. 

amazonensis. É caracterizada por afetar regiões de mucosa, podendo 

desenvolver lesões mutilantes. Um fator que pode contribuir para o surgimento 

de uma lesão do tipo tissular na leishmaniose mucosa é o sistema imune do 

indivíduo acometido e também características do parasito. A mucosa nasal é o 

principal local atingido, porém locais como faringe, laringe e mucosa nasal 

também podem ser contaminadas pelo parasito (LESSA et al., 2007).  

 

Figura 3: Manifestações clínicas das diferentes formas de leishmaniose: leishmaniose 

cutânea (A), leishmaniose cutânea difusa (B), leishmaniose visceral (C) e 

leishmaniose mucocutânea (D). Fonte: PEARSON et al., 1995; WILSON et al., 2005. 
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1.5.3 Ciclo Parasitário 

  

A transmissão da leishmaniose ocorre quando fêmeas da família 

Psychodidae dos gêneros Lutzomyia e Phlebotomus ao fazerem repasto 

sanguíneo inoculam no hospedeiro mamífero as formas promastigotas 

metacíciclas infectantes. As promastigotas são fagocitadas por macrófagos, e 

no interior do vacúolo parasitóforo se transformam em formas amastigotas. As 

amastigotas se multiplicam por divisão binária até o macrófago se romper e 

liberar o parasito no meio extracelular, onde as amastigotas infectam células 

adjacentes.  O ciclo tem sua continuidade quando um novo repasto sanguíneo 

acontece, e neste o vetor adquire células infectadas com formas amastigotas, 

que no inseto se transformam novamente em formas promastigotas (VOLF et 

al., 2008). A Figura 4, a seguir, ilustra o ciclo de transmissão da leishmaniose.  

 

Figura 4: Ciclo parasitário da Leishmania. Fonte: CHAPPUIS et al., 2007; REIMÃO, 

2012.  

1.5.4 Tratamento das Leishmanioses  

 

Os medicamentos de primeira escolha designados para o tratamento de 

infecção por leishmaniose incluem os antimoniais. Em casos de resistência, ou 

dependendo do grau de infecção, são utilizados os medicamentos de segunda 
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escolha, onde os principais incluem a anfotericina B e o isotionato de 

pentamidina (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2007; NEVES et al., 2011). 

Os antimoniais têm como indicação principal a leishmaniose visceral e 

cutânea, sendo utilizados desde o início do século passado. Além de possuir 

efeitos adversos muito intensos como mialgia, arritmia, cardiotoxicidade, 

pancreatite, por exemplo, a administração do antimonial é de difícil adesão pelo 

paciente por ser pela via intramuscular (SUNDAR et al., 2007; SILVA-LÓPEZ, 

2010). Os medicamentos disponíveis na clínica (Figura 5) são administrados 

aos pacientes por via intravenosa ou intramuscular, o que contribui para a 

baixa adesão ao tratamento (MOORE e LOCKWOOD, 2010; REIMÃO, 2012)  

Além da anfotericina B e da pentamidina, outros medicamentos são 

utilizados como segunda escolha, dentre eles a miltefosina (utilizada em países 

como a Índia e o Sudão) e paramomicina. Porém, a anfotericina B é a que 

possui um maior espectro de ação com atividade leishmanicida e antifúngica, 

pois interage com o ergosterol do parasito, alterando a permeabilidade de sua 

membrana (BRAY et al., 2003; SILVA-LÓPEZ, 2010).  

 

Figura 5: Estrutura dos principais fármacos no tratamento das leishmanioses.  

Estiboglunonato de sódio (Pentostam®) (A), Antimoniato de 

meglumina (Glucantime®) (B), Anfotericina B (Fungizone®) (C), Isotionato de 

pentamidina (Lomidina®) (D), Miltefosina (E) e  Paramomicina (F) (RATH, e 

TRIVELIN, 2003; SILVA-LÓPEZ, 2010). 
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1.5.5 Alternativas Fitoterápicas para o Tratamento das Leishmanioses 

 A busca de novos produtos naturais tem impulsionado a pesquisa 

visando à descoberta de novos agentes para o tratamento de várias doenças. 

(PRESCOTT et al., 2002). Sabendo disto, a pesquisa na busca de novos 

fármacos tem voltado atenção aos produtos naturais a fim de descobrir e 

elucidar substâncias que venham ter atividade farmacológica (PINTO et al., 

2002). 

Os micro-organismos endofíticos são aqueles que habitam o interior de 

plantas por pelo menos um período de seu ciclo de vida e são isolados de 

órgãos e tecidos saudáveis. São obtidos após esterilização superficial de várias 

partes do vegetal, como folhas, ramos e raízes. Esses micro-organismos vivem 

em simbiose com a planta hospedeira sem causar dano aparente ao mesmo 

(SCHULZ e BOYLE, 2005). 

Existe pouca informação descrita sobre a influência dos fungos 

endofíticos em plantas, e também quanto a sua base biológica. Isso se torna 

um fator importante para a investigação da contribuição/benefício destes em 

relação às plantas (SCHULZ e BOYLE, 2005).    

1.5.6 Medicamentos Homeopáticos usados para Leishmaniose 

Em busca de alternativas para o tratamento de leishmaniose, já foram 

descritos na literatura experimentos demonstrando a ação de medicamentos 

homeopáticos em doenças parasitárias (PEREIRA et al., 2005; SMIT et al., 

2009; FERRAZ et al., 2011). Um dos medicamentos homeopáticos descritos é 

a Timulina, que tem ação bastante ampla no sistema imune, em várias 

espécies. Outro medicamento é o Antimonium crudum, que ocasiona no 

indivíduo sadio fraqueza, erupções crostosas, espessas e duras na pele, 

onicogrifose, entre outros, que são sintomas vistos em pessoas infectadas 

(DUJANY, 1995).  

O medicamento Canova® (que é o conjunto dos medicamentos 

Aconitum napellus 11 DH, Arsenicum album 19 DH, Bryonia alba 18 DH, 

Lachesis muta 18 DH e Thuya occidentalis 19 DH) tem efeito anti-inflamatório 

conhecido em infecções por Leishmania amazonensis (PEREIRA et al., 2005). 
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1.6 Uso de medicamentos alopáticos manipulados homeopaticamente 

O efeito rebote dos medicamentos alopáticos que se baseiam na cura da 

doença e alívio dos sintomas através de uma substância contrária ao que 

esteja causando a enfermidade, poderia ser empregado segundo o modelo 

homeopático, estimulando reações homeostáticas favoráveis, como por 

exemplo, um anticoncepcional capaz de promover a ovulação e concepção 

rebote em mulheres com esterilidade funcional (TEIXEIRA, 2003; TEIXEIRA 

2005; TEIXEIRA 2011). 

 Pesquisas mostram que uma solução concentrada de uma substância 

denominada Causticum possui relevante poder inflamatório. Essa mesma 

substância inflamatória preparada nas potências de 6CH, 12CH, 30CH e 

200CH foi capaz de demonstrar diminuição da inflamação. Essa pesquisa 

mostra o efeito do princípio da semelhança promovido pelo uso de uma diluição 

homeopática (NETO et al., 2004). 

 

 1.7 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) é uma técnica 

analítica empregada na separação de substâncias em mistura, com base nas 

diferenças das velocidades de migração dessas em função das afinidades 

pelas fases móvel e estacionária (COLLINS et al., 1995).  

 Nas separações por CLAE, a amostra é transportada pela fase móvel 

líquida através da fase estacionária, sólida. As duas fases são selecionadas de 

modo que os componentes da amostra se distribuam entre as mesmas 

(HOLLER et al., 2009). 

 A CLAE, quando acoplada a um detector, tem capacidade de realizar 

análises quantitativas e qualitativas. Além disso, possibilita a separação de um 

grande número de substâncias presentes em vários tipos de amostras 

(COLLINS et al., 1995).  

Nas análises por CLAE as substâncias com maior afinidade pela fase 

estacionária movem-se mais lentamente, enquanto que as substâncias que tem 

pouca afinidade por esta fase se movem mais rapidamente. Ao sair da coluna, 

os componentes passam por um detector que emite um sinal elétrico o qual é 

registrado, constituindo um cromatograma, que é um gráfico que relaciona 

intensidade do sinal do detector em função do tempo de análise (CRQ, 2010).  
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   O mecanismo de separação mais empregado em CLAE consiste na 

cromatografia líquida em fase ligada. Neste tipo de CLAE, substituintes polares 

ou apolares são ligados ao suporte de sílica da fase estacionária. Quando 

grupos polares, como amina, diol e ciano são ligados a sílica e a fase móvel é 

menos polar (mistura de hexano e álcoois) que a estacionária temos o 

mecanismo de fase normal (SIMPSON & WELLS, 2000; QUEIROZ et al., 

2001). Por sua vez, quando o ligante da sílica é um grupamento apolar, 

frequentemente octadecilsilano (C18), e a fase móvel é mais polar que a fase 

estacionária (misturas de água e metanol eou acetonitrila), temos o 

mecanismo de fase reversa (HARRIS, 2005), que foi empregado neste estudo. 

Nesse tipo de separação, a retenção é controlada pela hidrofobicidade do 

soluto (analito). Quanto maior for a polaridade dos analitos em estudo, maior 

será sua afinidade pela fase móvel polar e menor o tempo de retenção. Solutos 

apolares vão possuir comportamento inverso (GARCIA, 2011).   

 Na CLAE, a eluição pode ser conduzida em dois modos: isocrático, onde 

a proporção dos solventes da fase móvel permanece constante ao longo de 

toda a análise, ou gradiente (usado neste estudo), onde a proporção dos 

solventes da fase móvel é alterada ao longo da análise (SKOOG et al., 2002). 

A separação por gradiente é geralmente empregada na separação de misturas 

complexas de substâncias como é o caso de substâncias em extratos vegetais 

e de micro-organismos, pois apresenta como vantagens a redução do tempo 

de análise, aumento da resolução por gerar picos mais eficientes e simétricos 

(SKOOG et al., 2002; CECCHI, 2003). Mas também apresenta algumas 

desvantagens como o aumento do custo, já que necessita de bomba de 

gradiente quaternário com misturador; não ser compatível com todos os 

detectores, como por exemplo, com o detector de índice de refração e 

apresentar menor estabilidade da linha de base pela variação da fase móvel 

(CECCHI, 2003).  

 

1.8 Validação de métodos analíticos 

A validação de métodos analíticos é um procedimento necessário para 

demonstrar que o método é adequado para a intenção pretendida, ou seja, a 

determinação quantitativa, semi-quantitativa e/ou qualitativa de fármacos e 

outras substâncias em produtos farmacêuticos. O método será considerado 
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validado, desde que sejam avaliados os parâmetros de especificidade e 

seletividade, linearidade, intervalo, precisão, limite de detecção (sensibilidade), 

limite de quantificação, exatidão e robustez (ANVISA, 2003). 

 A especificidade e seletividade avaliam a capacidade do método em 

medir exatamente um composto na presença de outros componentes como 

impurezas, produtos de degradação e componentes da matriz. Para métodos 

cromatográficos é importante demonstrar que não existem picos com o mesmo 

tempo de retenção dos analitos. (ANVISA, 2003). 

 A linearidade é definida pela capacidade de uma metodologia analítica 

em demonstrar que os resultados obtidos são diretamente proporcionais à 

concentração do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. É 

recomendado que a linearidade seja determinada pela análise de, no mínimo, 5 

concentrações diferentes. O critério mínimo aceitável do coeficiente de 

correlação linear (r) deve ser = 0,99 (ANVISA, 2003). 

 O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificação 

superior e inferior de um método analítico. Normalmente é derivado do estudo 

de linearidade e depende da aplicação pretendida do método. É estabelecido 

pela confirmação de que o método apresenta exatidão, precisão e linearidade 

adequadas quando aplicados a amostras contendo quantidades de substâncias 

dentro do intervalo especificado (ANVISA, 2003). 

 A precisão é definida pela avaliação da proximidade dos resultados 

obtidos em uma série de medidas de uma amostragem múltipla de uma mesma 

amostra. Esta é considerada em três níveis: repetibilidade, precisão 

intermediária e reprodutibilidade (ANVISA, 2003).  

 O limite de detecção é a menor quantidade do analito presente em uma 

amostra que pode ser detectado, porém não necessariamente quantificado, 

sob as condições experimentais estabelecidas. O limite de detecção é 

estabelecido por meio da análise de soluções de concentrações conhecidas e 

decrescentes do analito, até o menor nível detectável. No caso da CLAE, a 

estimativa do limite de detecção pode ser feita com base na relação de 3 vezes 

o ruído da linha de base e pela equação: LD = DPa x 3/IC; onde DPa é o desvio 

padrão dos coeficientes lineares de no mínimo três curvas de calibração e IC é 

a média do coeficiente angular de no mínimo três curvas de calibração 

(ANVISA, 2003). 
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 O limite de quantificação é dito como a menor quantidade de analito em 

uma amostra que pode ser determinada com exatidão e precisão aceitáveis 

sob condições experimentais estabelecidas. Esse parâmetro é utilizado, 

principalmente, para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de 

degradação em fármacos e produtos de degradação em formas farmacêuticas 

e é expresso como concentração do analito na amostra. Ele é estabelecido por 

meio de análise de soluções com concentrações decrescentes do fármaco até 

o menor nível determinável com precisão e exatidão aceitáveis. Pode ser 

expresso pela equação: LD = DPa x 10/IC (ANVISA, 2003).  

 A exatidão de um método analítico é dita como a proximidade dos 

resultados obtidos pelo método em estudo em relação ao valor verdadeiro 

(ANVISA, 2003). 

 A robustez de um método analítico é a medida de sua capacidade em 

resistir a pequenas e deliberadas variações dos parâmetros analíticos. Indica 

sua confiança durante o uso normal. Durante o desenvolvimento da 

metodologia, deve-se considerar a avaliação da robustez. Constatando-se a 

susceptibilidade do método à variações nas condições analíticas, estas 

deverão ser controladas e precauções devem ser incluídas no procedimento 

(ANVISA, 2003). 

 A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) reconhece quatro 

categorias de métodos analíticos (Quadro 1) e determina os testes que devem 

ser avaliados para cada categoria (Quadro 2) (ANVISA, 2003). Sendo os 

métodos de identificação classificados como categoria IV, os quais requerem 

somente a avaliação do parâmetro de validação especificidade.  

 

Quadro 1: Classificação dos testes segundo a finalidade. 

Categoria Finalidade do teste 

I Testes quantitativos para a determinação do princípio ativo em produtos 

farmacêuticos ou matérias-primas. 

II Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinação de impurezas e 

produtos de degradação em produtos farmacêuticos e matérias-primas. 

III Testes de performance (por exemplo: dissolução, liberação do ativo). 

IV Testes de identificação. 
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Quadro 2: Ensaios necessários para validação do método analítico, segundo sua 

finalidade. 

Parâmetros 

Categoria 

I 

Categoria II 
Categoria 

III 

Categoria 

IV Quantitativo 
Ensaio 

Limite 

Especificidade Sim Sim Sim * Sim 

Linearidade Sim Sim Não * Não 

Intervalo Sim Sim * * Não 

Precisão 

Repetibilidade Sim Sim Não ** Não 

Precisão 

Intermediária ** ** Não * Não 

Limite de 

detecção Não Não Sim * Não 

Limite de 

quantificação Não Sim Não * Não 

Exatidão Sim Sim * * Não 

Robustez Sim Sim Sim Não Não 

* pode ser necessário dependendo da natureza do teste específico. 

** se houver comprovação da reprodutibilidade não é necessária a comprovação da 

Precisão.   

  

Neste trabalho, além do parâmetro especificidade, a fim de conhecer a 

detectabilidade do método foram também avaliados os parâmetros linearidade, 

limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ).   

 

1.9 ESTADO DA ARTE  

 Nosso grupo têm estudado a atividade anti-Leishmania do extrato de 

fungo endofítico HB12b2 extraído da planta Humiria balsamifera coletada na 

Restinga de Jurubatiba em Macaé, Rio de Janeiro. Vimos que o extrato possui 

boa atividade in vitro anti-promastigota e antiamastigota de Leishmania 

amazonensis cepa Josefa, mas em concentrações mais altas, o extrato é tóxico 

para macrófagos, a principal célula alvo da Leishmania.   
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2 JUSTIFICATIVA 

   

Os medicamentos atualmente utilizados no tratamento das 

leishmanioses levam a efeitos adversos graves e indesejáveis, e produtos 

naturais têm sido estudados como potencias fontes de novos medicamentos 

anti-leishmania. Nossos estudos anti-leishmania do extrato de fungo endofítico 

HB12b2 demonstraram que em concentrações mais altas o extrato foi tóxico 

para macrófagos. A homeopatia possui como um de seus pilares o uso de 

doses infinitesimais, onde diluições seguidas de sucussões fortes são utilizadas 

para potencializar a força medicamentosa e diminuir efeitos colaterais. Dessa 

forma, o uso da Farmacotécnica Homeopática para diminuir a toxidez do 

extrato HB12b2 pode ser uma alternativa eficaz para seu uso no tratamento da 

leishmaniose com um maior índice terapêutico, além da formulação ser 

manipulada para administração por via oral, que poderia aumentar a adesão 

dos pacientes á terapia. 
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3 OBJETIVO 

 

 Avaliar se o extrato de fungo endofítico HB12b2 isolado da planta 

Humiria balsamifera coletada na Restinga de Jurubatiba/Macaé, que 

apresentou promissora ação anti-Leishmania in vitro com baixo índice 

terapêutico, mantém a sua atividade anti-Leishmania na forma de medicamento 

homeopático.     

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

3.1.1 Avaliar a ação anti-promastigota de Leishmania amazonensis cepa 

MHOM/BR/75/Josefa do HB12b2 B 10 e 30 CH utilizando como veículo etanol 

30%.   

 

3.1.2 Avaliar a ação anti-promastigota de Leishmania amazonensis cepa 

MPRO/BR/72/M1845 (LV78) do HB12b2 30 CH utilizando como veículo etanol 

30% e água destilada. 

 

3.1.3 Desenvolver e validar um método por cromatografia líquida de alta 

eficiência para possível identificação de componentes majoritários do extrato 

do fungo endofítico HB12b2 nos medicamentos homeopáticos manipulados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Parasitos 

 

Foram utilizadas as cepas MHOM/BR/75/Josefa (Josefa) e 

MPRO/BR/72/M 1845 (LV78) de Leishmania amazonensis isolada de lesões de 

camundongos, mantida em cultura sob a forma promastigota a 26 °C em meio 

199 (Sigma) Schneider com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor 

(HIFCS), penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 g/mL), e 

periodicamente selecionada em geneticina (1000 µg/mL). Os parasitos foram 

utilizados na fase estacionária da cultura. 

 

4.2 Amostras 

 

 HB12b2 10 µg/mL em meio 199;  

 HB12b2 10 µg/mL em H2O; 

 HB12b2 10 µg/mL em EtOH 30%; 

 HB12b2 30 CH em H2O; 

 HB12b2 30 CH em EtOH 30%; 

 HB12b2 10 CH em EtOH 30%; 

 Anfotericina B 3 µM em meio 199; 

 Anfotericina B 3 µM em EtOH 30%; 

 Antimonium crudum 30 CH em EtOH 30%; 

 Antimonium crudum 10 CH em EtOH 30%; 

 

4.3 Controles 

 

 H2O ultrapura 30 CH; 

 H2O ultrapura; 

 EtOH 30% 30 CH; 

 EtOH 30% 



33 
 

 

4.4 Atividade Anti Promastigota 

 

Promastigotas de L. amazonensis (2x105/200 µL poço) em meio 199 

(Cultilab) foram plaqueadas em placa de 96 poços com as amostras descritas 

no item 4.2 e 4.3, deixando-os incubados com 48 horas a 26o C. Para os 

medicamentos homeopáticos foi utilizada uma dose de 10% do volume do poço 

(20 μL em 200 μL). A viabilidade dos promastigotas foi analisada por contagem 

de promastigotas em microscópio ótico ou avaliação de respiração celular 

através de ensaio fluorimétrico de Alamar blue. 

 

4.4.1 Extrato Bruto do Fungo Endofítico HB12b2 

  

O extrato bruto do fungo endofítico HB12b2 isolado da planta Humiria 

balsamifera coletada na Restinga de Jurubatiba/Macaé, foi obtido através de 

cultivo em meio de crescimento contendo arroz, por colaboração com a 

professora Denise Guimarães, fornecido na forma de extrato bruto seco (5 mg 

e 10 mg) e reconstituído para uso em DMSO. A concentração de IC50 anti-

promastigota do extrato HB12b2 é de 10 µg/mL, tendo sido avaliada por nosso 

grupo anteriormente.  

 

4.4.1.1 Manipulação dos Medicamentos Homeopáticos 

 

Os medicamentos foram preparados na escala centesimal (1:100) 

(Centesinal Hahnemanniana). Resumidamente, 50 µL do extrato HB12b2 em 

estoque (DMSO) foram acrescentados em 4,95 mL de etanol 70% (alcoolatura 

utilizada na Farmacotécnica Homeopática para estoque e passagem de 

potências) em frasco âmbar de 10 mL aplicando 100 sucussões (1 

dinamização) para obtenção da potência 1 CH. Depois, foram transferidos 50 

µL do HB12b2 1 CH a outro frasco âmbar de 10 mL contendo 4,95 mL de 

etanol 70 % aplicando 100 sucussões para obter a potência de 2 CH. Esse 

procedimento foi repetido até a obtenção da potência 9 e 29 CH. Para 
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obtenção da 10 e 30 CH, foram utilizados 50 µL da 9 e 29 CH, 

respectivamente, e 4,95 mL de etanol 30% (alcoolatura de dispensação do 

medicamento) ou água destilada (veículo de dispensação da forma 

farmacêutica Dose Única) em frasco de 10 mL aplicando 100 sucussões. Antes 

do uso no ensaio biológico, todos os medicamentos homeopáticos e controles 

foram filtrados utilizando filtro de seringa de 22 μm. O mesmo procedimento 

aplicado aos medicamentos foi feito para os controles de H2O 30 CH e Etanol 

30% CH. 

 

4.5 Análise cromatográfica dos medicamentos homeopáticos 

4.5.1 Materiais 

4.5.1.1 Reagentes e solventes 

 

 O metanol usado na preparação da fase móvel foi adquirido da Tedia 

(Fairfield, OH, EUA). A água ultrapura foi obtida do equipamento ELGA (High 

Wycombe, Inglaterra).  

 

4.5.1.2 Referência química 

 

Neste estudo foi empregada como referência química o extrato etanólico 

de fungo endofítico HB12b2 incubado em meio de crescimento de arroz. O 

fungo HB12b2 foi isolado como endofítico da planta Humiria balsamifera, 

coletada na restinga de Jurubatiba no Norte Fluminense do estado do Rio de 

Janeiro 

A solução estoque do extrato HB12b2 foi preparada em DMSO, na 

concentração de 1 mgmL. As soluções empregadas na validação do método 

foram preparadas a partir desta nas concentrações de 20; 10,0; 5; 2,5; 1,25; 

0,625, 0,3125 e 0,15625 µg/mL, usando como solvente a mistura de H2O: 

MetOH (50:50).  
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4.5.1.3 Coluna cromatográfica 

 

As análises foram realizadas por fase reversa empregando uma coluna 

Synergi Fusion RP 18 (150 x 4,6 mm e partícula de 4 µm) (Phenomenex, 

Torrance, CA, EUA). 

 

4.5.1.4 Equipamentos 

4.5.1.4.1 Sistema Cromatográfico 

 

Foi empregado o equipamento para cromatografia liquida de alta 

eficiência da marca Shimadzu (Kyoto, Japão), composto de uma bomba de 

gradiente quaternário LC-20AT, um auto injetor modelo SIL-10AF, um detector 

de arranjo de diodos, modelo SPD-M20A, uma controladora modelo CBM-20A, 

forno modelo CTO-20A, um desgaseificador, modelo DGU-020A5 (Shimadzu, 

Kyoto, Japão) e um sistema de aquisição de dados com software LCsolution® 

versão 1.25 SP1. 

4.5.2 Métodos 

4.5.2.1 Avaliação da coluna cromatográfica  

 

A análise cromatográfica do extrato HB12b2 foi avaliado à temperatura 

de 35 °C. Alíquotas de 50 μL da solução estoque de HB12b2 na concentração 

de 1 mgmL preparadas em DMSO foram cromatografadas. 

A coluna avaliada para a análise cromatográfica do extrato HB12b2 foi a 

Synergi Fusion RP 18  por fase reversa, empregando no modo gradiente de 

eluição, devido a complexidade do extrato, com diferentes proporções de 

metanol e água ultrapura.  
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4.5.2.2 Validação do método para determinação do marcador do extrato 

Hb12b2 

 

A validação de métodos exige o emprego de padrões de referência 

farmacopeicos ou certificados (ANVISA, 2003). Neste trabalho foi empregado 

um extrato, cujos constituintes não foram identificados, impossibilitando a 

busca e a aquisição do marcador do extrato. Dessa forma, para avaliação dos 

parâmetros de linearidade, limite de detecção e limite de quantificação, foi 

selecionado o pico cromatográfico, presente no extrato HB12b2, que 

apresentou a maior absorção no ultravioleta. Este critério foi adotado no 

sentido de maximizar a detectabilidade do método, ou seja, possibilitar a 

obtenção de limites de detecção e quantificação o mais baixo possíveis. Para 

tanto, foi cromatografada a amostra do extrato HB12b2 na concentração de 1 

mgmL e definiu-se o pico com tempo de retenção de 3,8 min, como sendo o 

pico marcador 

 

4.5.2.2.1 Parâmetros avaliados na validação do método 

 

O método foi validado conforme recomendações de guia oficial da 

ANVISA (2003) pela avaliação dos seguintes parâmetros: linearidade, limite de 

quantificação (LQ), limite de detecção e especificidade. 

 

4.5.2.2.1.1 Linearidade 

 

A linearidade do método foi avaliada pela construção de três curvas de 

calibração nas concentrações de 0,15625; 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 

µg/mL. 

 

4.5.2.2.1.2 Limite de quantificação 

 

O limite de quantificação foi calculado usando a seguinte equação: LQ = 

DPa x 10/IC, onde DPa é o desvio padrão dos coeficientes lineares de no 
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mínimo três curvas de calibração e IC é a média do coeficiente angular de no 

mínimo três curvas de calibração (ANVISA, 2003). 

4.5.2.2.1.3 Limite de detecção 

  

O limite de detecção foi calculado utilizando a seguinte equação: LD = 

DPa x 10/IC (ANVISA, 2003).   

 

4.5.2.2.1.4 Especificidade 

 

 A especificidade do método foi avaliada pela análise cromatográfica dos 

veículos empregados no preparo dos medicamentos homeopáticos, etanol 30% 

(vv) e água destilada. O cromatogramas gerados para os veículos foram 

comparados ao cromatograma do extrato preparado na concentração de 5 

µgmL, a fim de verificar a presença de picos interferentes no veículo com o 

mesmo tempo de retenção do pico marcador. 

 

4.5.2.2 Análise cromatográfica dos medicamentos homeopáticos 

 

A análise cromatográfica dos medicamentos homeopáticos: HB12b2 30 

CH em EtOH 30%, HB12b2 30 CH em H2O; H2O ultrapura 30 CH e EtOH 30% 

30 CH, bem como a solução do extrato HB12b2 na concentração de 5 µgmL 

foram conduzidas empregando o método cromatográfico desenvolvido e a 

presença do pico cromatográfico referente ao marcador do extrato HB12b2 foi 

avaliada. 

 

4.6 Análise Estatística 

 

 Para análise estatística comparativa da atividade entre as amostras, foi 

utilizado ANOVA ONE WAY (análise de variância) e posteriormente o teste de 

Tukey.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Atividade anti-promastigota de L. amazonensis Josefa dos 

medicamentos HB12b2 10 CH e 30 CH 

 

A atividade anti-Leishmania do extrato de fungo endofítico HB12b2 

manipulado de forma homeopática nas potências 10 CH e 30 CH em EtOH 

30% (veículo de dispensação na clínica) foi avaliada inicialmente na cepa 

Josefa de Leishmania amazonensis. Essa cepa foi escolhida por já ser modelo 

de trabalho do nosso grupo em pesquisas de leishmaniose cutânea.  

 Os parasitos foram tratados durante 48 horas/26° C com os 

medicamentos homeopáticos (10% medicamento (20 μL) / volume final do poço 

(200 µL)) ou Anfotericina B (3 μM). De acordo com o princípio de similitude 

proposto por Hahnemann, ao administrar em indivíduos enfermos substâncias 

que causaram sintomas semelhantes em indivíduos sadios, há a estimulação 

da reação de homeostase do organismo, fazendo com que o corpo reaja contra 

os próprios sintomas (TEIXEIRA, 2006) foi escolhido como controle 

homeopático para leishmaniose o Antimonium crudum, medicamento utilizado 

na clínica. O número de parasitos foi avaliado através de ensaio fluorimétrico 

com corante fluorescente Alamar blue (Figura 6).  

 Vimos que o HB12b2 10 CH e 30 CH inibiram o crescimento das 

promastigotas de forma semelhante ao controle positivo Anfotericina B e 

Antimonium crudum. No entanto o veículo EtOH 30% apresentou taxa de 

inibição igualmente alta em relação aos controles positivos, demonstrando que 

o veículo apresentou toxidez à Leishmania. 

  Apesar de nosso resultado demonstrar que o efeito anti-promastigota do 

HB12b2 10 CH e 30 CH em EtOH 30% foi devido a toxidez do veículo, já é 

descrito na literatura protocolos utilizando modelos anti-promastigotas para 

avaliação da atividade anti-Leishmania de medicamentos homeopáticos. Um 

estudo analisou a atividade anti-promastigota de um bioterápico homeopático 

obtido de promastigotas de L. brasiliensis, dinamizado nas potências de 30 CH, 

200 CH, 30 DH e 200 DH. Os medicamentos foram preparados até as 

potências 3 CH e 6 DH utilizando NaCl 0,9% como insumo inerte, já que este 

era o solvente presente na solução mãe; para as potências intermediárias 

utilizou-se EtOH 70% a fim de estocagem e EtOH 30% para as potências 
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usuais. As formas promastigotas foram cultivadas em meio axênico (Liver 

Infusion Tiptose – LIT), na concentração de 106 formas do parasita/mL, O 

ensaio foi realizado em triplicata com placa de microtitulação, adicionando os 

bioterápicos para reagirem em um período de incubação de 24 horas a 23° C. 

Os resultados mostraram que na potência de 200 CH houve uma porcentagem 

de lise de 60% de promastigotas, quando comparada ao controle. Houve uma 

pequena variação em relação à atividade das demais potências, mas todas 

apresentaram valores um pouco acima de 50% para lise celular. Não foi 

possível estabelecer uma relação com o controle positivo de Anfotericina B, 

pois não existe a possibilidade de determinar uma concentração em relação ao 

bioterápico; foi utilizado o controle negativo de NaCl a 0,9%, que não 

apresentou lise celular. O estudo salienta que o veículo utilizado nas 

preparações dos ensaios in vitro em relação ao bioterápico não foi o mesmo 

estabelecido pela Farmacopéia Homeopática (EtOH 30%), pois ele poderia 

alterar os resultados, já que induz por si só a lise celular. Porém, o estudo 

afirma que a força medicamentosa apresentada pelo bioterápico não 

corresponde a uma dependência direta do efeito terapêutico (PONTIN, 2003).  
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Figura 6: Teste da atividade anti-promastigota do extrato de fungo endofítico HB12b2 

10 e 30 CH manipulados em etanol 30%. Promastigotas (2x105/poço) foram tratadas 

por 48 horas/26° C com os medicamentos homeopáticos (20 µL / 200 μL poço) e 

controles nas concentrações indicadas, % de inibição do crescimento foi avaliado 

ensaio fluorimétrico com Alamar blue. Média ± DP. 
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5.2 Atividade anti-promastigota de L. amazonensis JV78 do medicamento 

HB12b2 30 CH 

 
No ensaio anti-promastigota com a cepa Josefa de L. amazonensis 

vimos que o veículo EtOH 30% foi tóxico para a Leishmania e que não houve 

diferença entre as potências 10 CH e 30 CH do Antimonium crudum e HB12b2. 

Então, avaliamos o efeito do HB12b2 30 CH em outra cepa de L. amazonensis, 

a LV78, para verificar se a toxidez do EtOH 30% era específica para a cepa 

Josefa. Também utilizamos como veículo, além do EtOH 30% (Figura 7), a 

H2O destilada (Figura 8).   

A atividade inibitória do Hb12b2 30 CH em EtOH 30% no ensaio anti-

promastigota in vitro, mostrou que o medicamento foi mais eficaz na inibição do 

crescimento das promastigotas LV78 que o HB12b2 controle. Porém, essa 

atividade possivelmente ocorreu por toxidez ao EtOH 30%, similar ao resultado 

visto para a cepa Josefa. Surpreendentemente, o EtOH 30% 30 CH apresentou 

uma atividade de inibição do crescimento da Leishmania significativamente 

maior que o veículo não dinamizado (Figura 8). A literatura aponta estudos 

que, assim como o nosso, utilizaram o EtOH 30% como veículo. Pesquisadores 

analisaram o efeito homeopático de Arnica montana preparada em diferentes 

escalas em EtOH 30% no tratamento de estresse oxidativo e também a função 

mitocondrial, comparado com controles. Os estudos in vitro demonstraram que 

o EtOH 30% dinamizado teve pouco efeito nas mitocôndrias, diferente das 

amostras de Arnica montana (CAMARGO, et al., 2013). Como já mencionado, 

em contraste a esse resultado, nosso estudo demonstrou que a dinamização 

potencializou a atividade do EtOH 30%, e que a presença do HB12b2 diminuiu 

essa potencialização, uma vez que o HB12b2 30 CH foi menos ativo que o 

EtOH 30% 30 CH (controle).  

Na Farmacotécnica Homeopática, o veículo de dispensação do 

medicamento é o EtOH 30%, mas para dispensação da forma farmacêutica 

Dose Única, utiliza-se H2O destilada ou EtOH 5%, conforme a Farmacopeia 

Homeopática Brasileira 3ª edição. Para verificar se o uso da água como veículo 

poderia diminuir a toxidez induzida pelo EtOH 30% no tratamento das 

promastigotas, o HB12b2 30CH e os controles foram manipulados em água 

destilada (Figura 8). As amostras em veículo H2O apresentaram 50% de 
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inibição de crescimento de promastigotas, mas novamente, como o resultado 

do EtOH 30%, o veículo induziu toxidez. Em busca de modelos que trouxessem 

protocolos similares que utilizassem água purificada como veículo para 

preparos homeopáticos e análise de sua atividade, bem como uma possível 

toxidez induzida pela presença do solvente, foram realizadas buscas utilizando 

palavras chaves relacionadas ao modelo descrito acima. Um estudo publicado 

em 2013 avaliou a atividade de um bioterápico desenvolvido a partir do vírus 

influenza A (A/Aichi/2/68 H3N2) e sua resposta in vitro. Este bioterápico foi 

preparado a partir de uma solução suspensa do vírus na proporção de 10,240 

HAU/ 25 µL diluída em 0,9 mL de água destilada estéril para fazer a primeira 

dinamização na escala decimal (1:10) e obter a 1 DH. Este processo foi 

repetido até chegar a potência 30 DH (Influenzinum RC 30dH (Inf RC)). Os 

controles do bioterápico foram similares ao nosso estudo, utilizando água 

dinamizada até a potência 30DH sem adição do vírus e água destilada estéril 

sem dinamização. Os efeitos citotóxicos do bioterápico foram avaliados pelo 

ensaio de vermelho neutro, utilizando Inf RC 10%/v/v. A citotoxicidade dos 

controles foi avaliada pela mesma metodologia. Ao contrário do que vimos em 

nosso modelo, o Inf RC não foi citotóxico para as células MDCK utilizadas no 

ensaio e a incubação dessas células com o bioterápico promoveu uma 

aceleração dos índices de metabolismo celular, o que foi comprovado por 

observação diária da cultura de células (SIQUEIRA, et al., 2013).  
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Figura 7: Teste da atividade anti-promastigota de L. amazonensis LV78 do extrato de 

fungo endofítico HB12b2 30 CH manipulados em etanol 30%. Promastigotas 

(2x105/poço) foram tratadas por 48 horas/26 °C com os medicamentos homeopáticos 

(20 µL / 200 μL poço) e controles nas concentrações indicadas. % de inibição do 

crescimento foi avaliada por contagem de promastigotas em hemocitômetro. Média ± 

DP. 
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Figura 8: Teste da atividade anti-promastigota de L. amazonensis LV78 do extrato de 

fungo endofítico HB12b2 30 CH manipulados em água destilada. Promastigotas 

(2x105/poço) foram tratadas por 48 horas/26 °C com os medicamentos homeopáticos 

(20 µL / 200 μL poço) e controles nas concentrações indicadas. % de inibição do 

crescimento foi avaliada por contagem de promastigotas em hemocitômetro. Média ± 

DP. 
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5.3 Análise Cromatográfica dos Medicamentos Homeopáticos 

 

Neste trabalho, em virtude da complexidade dos extratos de origem 

natural, caso do extrato do cultivo do fungo HB12b2 em meio arroz, optou-se 

por empregar o modo gradiente de eluição buscando o menor tempo de análise 

associado a suficiente resolução entre os picos. As fases móveis empregadas 

foram constituídas por diferentes proporções de metanol e água ultrapura.  

A condição cromatográfica que permitiu melhor resolução com tempo 

adequado de análise está apresentada na Tabela 1: 

 

Tabela 1: Condições Cromatográficas Otimizadas da Coluna. 

Parâmetro Condição Otimizada 

Coluna Synergi Fusion RP 18 (150 x 4,6 mm e 

partícula de 4 µm) 

Modo de Eluição Gradiente 

Fase Móvel Metanol (B): Água (A) 

Vazão da fase móvel 1 mL/min 

Detecção 268 nm (UV) 

Volume de injeção 50 µL 

Tempo de análise 40 min 

Temperatura do forno 35°C 

  

A fase móvel foi eluida no modo gradiente conforme Tabela 2: 

 

Tabela 2: Gradiente da fase móvel utilizado no sistema cromatográfico. 

Tempo Concentração de Fase Móvel B* 

0,01 min 10% 

25,00 min 100% 

30,00 min 100% 

30,01 min** 10% 

40,00 min** 10% 

 

* Fase móvel A = água; Fase móvel B = metanol; 

** Tempo para reequilíbrio da coluna. 
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 O comprimento de onda selecionado foi 268 nm, pois representa o 

comprimento de onda de máxima absorção no ultravioleta para o pico com 

tempo de retenção de 3,8 min (Figura 9), empregado como marcador do 

extrato etanólico do fungo HB12b2.  

 

5.4 Validação do método por cromatografia líquida de alta eficiência para 

identificação do constituinte majoritário do extrato em medicamentos 

homeopáticos. 

 

A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência foi escolhida como técnica 

analítica na tentativa de se detectar a substância marcadora do extrato nos 

medicamentos homeopáticos. O método desenvolvido foi validado objetivando 

a identificação do componente majoritário do extrato, pela avaliação dos 

parâmetros: especificidade, linearidade, limite de detecção e quantificação. 

 

5.4.1 Linearidade 

 

 Para avaliar a linearidade foram construídas três curvas de calibração na 

faixa de concentração de 0,156 a 20,0 µg/mL, utilizando para isso a média (n = 

3) da área de cada replicata da substância marcadora (pico 3,8 min).  

 

 

 

Gráfico 1: Representação gráfica da curva de calibração das diluições seriadas de 

HB12b2.  
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 Na avaliação da linearidade das curvas de calibração das amostras de 

HB12b2, os resultados apresentaram correlação linear satisfatória na faixa de 

concentração de 1,25 a 20 µg/mL (Gráfico 1). Nesta faixa de concentração, o 

coeficiente de correlação linear médio, para as três curvas de calibração 

analisadas foi de 0,9927, em acordo com o mínimo estabelecido pelo guia de 

ANVISA que é de 0,99 e com um mínimo de cinco concentrações analisadas 

 

5.4.2 Limite de Quantificação  

  

 O limite de quantificação do método foi  calculado conforme a equação 1: 

1: LQ = DPa x 10/IC 

1: LQ = (8591,31 x 10) / 26245,667 =  3,27 µgmL 

 

5.4.3 Limite de Detecção 

 

 O limite de detecção do método foi calculado e determinado 

pelaequação 2: 

2: LD = DPa x 3/IC 

2: LD = (8591,31 x 3) / 26245,667 =  0,98 µgmL 

  

A partir dos valores dos limites de quantificação e detecção, não foi 

possível indentificar a substância marcadora do extrato nos medicamentos 

homeopáticos. 

5.4.4 Especificidade  

 

Na avaliação da especificidade do método foram comparados os 

cromatogramas das amostras dos veículos etanol 30% (vv) e água destilada 

frente ao cromatograma do extrato preparado na concentração de 5 µgmL. Ao 

observar a Figura 9, verificamos a ausência de picos cromatográficos no 

veículo com o mesmo tempo de retenção do pico marcador (3,8 min), 

demonstrando a especificidade do método. O espectro de absorção molecular 

no UV do pico em 3,8 min, também está representado na Figura 9. 
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Figura 9: Cromatograma representativo da análise do extrato etanólico do fungo 

HB12b2 5µg/mL, EtOH 30% e H2O. (1) pico marcador (3,8 min). 

 

5.5 Análise cromatográfica dos medicamentos homeopáticos 

 

 Os medicamentos dinamizados a partir do extrato bruto de HB12b2 

foram analisados por CLAE. Na Figura 10, somente observamos a presença 

do pico marcador do extrato (3,8 min) na solução do extrato preparada a 5 

µgmL de maneira alopática. No medicamento homeopático 30 CH preparado a 

partir do extrato HB12b2 não foi observada a presença do pico marcador, bem 

como nos medicamentos EtOH 30% 30 CH e H2O 30 CH.  
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Figura 10: Cromatograma representativo da análise do extrato etanólico do fungo 

HB12b2 5µg/mL, medicamento homeopático obtido do extrato etanólico do fungo 

HB12b2 preparado em EtOH 30% 30CH, medicamento homeopático EtOH 30% 30CH 

e medicamento homeopático H2O 30 CH. (1) pico marcador (3,8 min). 

 

Após análise dos cromatogramas do medicamento em 30 CH, não foram 

observados picos diferentes aos dos controles, o que se justifica pelos limites 

de detecção e quantificação obtidos de 0,98 e 3,27 µgmL, respectivamente, 

para o método cromatográfico. Através do princípio da homeopatia que 

menciona não ser possível detectar moléculas ou átomos da substância 

original após as potências de 12 CH e 24 DH, pois nestas escalas, o número 

de Avogadro (6,02 x 1023 átomos) é ultrapassado (TEIXEIRA, 2011). Como 

perspectiva o uso de detectores mais sensíveis como os espectrômetros de 

massas poderiam aprimorar a detectabilidade do método. 

A CLAE não é um método analítico capaz de identificar/quantificar 

metais. Em contraste, a literatura demonstra estudos que procuram utilizar 

técnicas analíticas de alta sensibilidade como a espectroscopia de emissão 

óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e a espectrometria de 

massas com plasma individualmente acoplado (ICP-MS), para identificar a 

presença de metais em preparos homeopáticos. No estudo de Nogueira e 

colaboradores, foram utilizadas amostras nas potências entre 3 e 12 CH em 

busca de quantificar a presença de cobre, utilizando matrizes com bases em 
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metais. Porém, ambos os métodos utilizados não se mostraram sensíveis o 

bastante para quantificar/detectar a presença de cobre. Alguns fatores podem 

ter contribuído para isso, como os preparos diferentes dos medicamentos 

homeopáticos (variações referentes as escalas, como a matriz sólida (3 CH), 

matriz líquida em álcool a 20 % contendo 1 % de lactose (4 CH) e outras 

matrizes líquidas em álcool a 70 % com menor concentração de lactose); o 

etanol presente nas amostras líquidas que também é um importante 

interferente nas análises por ICP-OES e ICP-MS, já que pode levar a um 

resfriamento do plasma; o número de etapas utilizadas para preparo de 

amostras foi alto em alguns casos, o que aumentou as chances de erro, perda 

do metal e também contaminação (NOGUEIRA, 2010). Dessa maneira, mesmo 

empregando detectores mais sensíveis que o ultravioleta, e que em teoria 

poderiam detectar a presença da substância no medicamentos homeopático, 

outros fatores como os acima listados podem também interferir na análise, 

impossibilitando sua identificação. 
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6 CONCLUSÃO 

   

 Em conclusão, o medicamento homeopático dinamizado a partir do 

extrato de fungo endofítico HB12b2 nas potência 10 e 30 CH em EtOH 30%  

apresentou atividade anti-promastigota de Leishmania amazonensis Josefa, 

mas essa atividade foi devida a toxidez do veículo etanol 30%. 

 O medicamento homeopático dinamizado a partir do extrato de fungo 

endofítico HB12b2 na potência 30 CH em EtOH 30%  e água destilada 

apresentou atividade anti-promastigota de Leishmania amazonensis LV78 

similar aos seus veículos controles não dinamizados, mas o EtOH 30% 30 CH 

apresentou atividade significativa anti-promastigota.   

 Foi desenvolvido e validado um método por CLAE para identificação da 

substância majoritária do extrato em medicamentos homeopáticos. O método 

mostrou-se específico e linear. A partir dos limites de detecção e quantificação 

observados não foi possível identificar o marcador do extrato nos 

medicamentos homeopáticos. 

Estudos em modelos celulares in vitro e em camundongos in vivo são 

necessários para melhor avaliar o potencial anti-Leishmania do HB12b2 30 CH, 

pois será possível avaliar se o medicamento será capaz de promover atividade 

anti-parasitária através do estímulo da reação celular e orgânica de 

camundongos. 
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