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EFEITO DA TERAPIA FOTODINÂMICA SERIADA COM CURCUMINA EM 
PROMASTIGOTAS DE Leishmania braziliensis E Leishmania amazonensis 

 
RESUMO 

A Terapia Fotodinâmica (TFD) consiste na utilização de uma fonte de luz e um fármaco 
fotossensível em comprimento de onda adequado e oxigênio molecular desencadeando a 
morte celular por meio da formação de espécies reativas de oxigênio. Por se tratar de uma 
terapia utilizada de forma localizada, a TFD mostra-se ideal para doenças cutâneas. A 
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma protozoose de elevada prevalência 
mundial que apresenta diferentes evoluções clínicas podendo resultar em ulcerações e 
lesões desfigurativas em pele e cartilagens. O presente estudo teve por objetivo avaliar o 
efeito in vitro da TFD de forma seriada com duas aplicações utilizando curcumina como 
fotossensibilizador. Para isto, utilizou-se a concentração de 125 µg.mL-1 de curcumina em 
cepas de Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis, com fluência de luz de 10 
J.cm-2 e irradiância de 110 mW.cm-2. Os testes realizados foram a análise da viabilidade, 
pelo teste de exclusão com Azul de Tripan, análise da internalização do FS por 
Microscopia Confocal e as alterações morfológicas, por coloração de Giemsa/May- 
Grunwald. Observou-se que houve internalização do FS antes da primeira e segunda 
aplicação de TFD, com mortalidade de 92% e 82% das cepas de L.braziliensis e L. 
amazonensis, respectivamente, após a segunda aplicação, e indução de alterações na 
conformação estrutural, como tamanho da célula e não evidenciação de núcleo e flagelo, 
demonstrando-se que a TFD foi efetiva. Conclui-se que a TFD seriada apresentou-se 
efetiva na indução de mortalidade in vitro de formas promastigotas de L. braziliensis e L. 
amazonensis destacando-se assim o seu potencial para tratamento da leishmaniose. 

Palavras-chave: Terapia fotodinâmica; Leishmaniose tegumentar americana; 
Curcumina. 



EFFECT OF SERIAL PHOTODYNAMIC THERAPY WITH CURCUMIN ON 
Leishmania braziliensis AND Leishmania amazonensis PROMASTIGOTES 

 
ABSTRACT 

Photodynamic Therapy (PDT) consists of using a light source and a photosensitive drug at the 
appropriate wavelength and molecular oxygen triggering cell death through the formation of 
reactive oxygen species. As it is a therapy used in a localized way, PDT proves to be ideal for 
skin diseases. American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a protozoan disease with a high 
worldwide prevalence that presents different clinical evolutions and may result in ulcerations 
and disfiguring lesions in the skin and cartilage. The present study aimed to evaluate the in vitro 
effect of PDT serially with two applications using curcumin as a photosensitizer. For this, a 
concentration of 125 µg.mL-1 of curcumin was used in Leishmania braziliensis and Leishmania 
amazonensis strains,with light fluence of 10 J.cm-2 and irradiance of 110 mW.cm-2. The tests 
performed were a viability analysis, by the Tripan Blue exclusion test, analysis of FS 
internalization by Confocal Microscopy and as morphological changes, by Giemsa/May- 
Grunwald staining.. It was observed that there was internalization of the PS before the first and 
second application of PDT,with mortality of 92% and 82% of L. braziliensis and L. amazonensis 
strains, respectively, afterthe second application, and induction of alterations in the structural 
conformation, as cell size and no evidence of nucleus and flagellum, demonstrating that PDT 
was effective. It isconcluded that serial PDT was effective in inducing in vitro mortality of 
promastigote forms of L. braziliensis and L. amazonensis, thus highlighting its potential for 
treating leishmaniasis. 

 
Key-words: Photodynamic therapy; American tegumentary leishmaniasis; Curcumin. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma protozoose infecciosa 

negligenciada, não contagiosa, causada por diferentes espécies do gênero Leishmania, sendo 

uma enfermidade com potencial desfigurativo. A transmissão ocorre por picada durante o 

repasto sanguíneo de dípteros flebotomíneos, levando a manifestações clínicas de pele e mucosa 

(SULAIMAN et al., 2019). 

A LTA é uma doença endêmica em mais de 98 países e estima-se que 350 milhões de 

pessoas estejam expostas ao protozoário, com aproximadamente dois milhões de novos casos 

ao ano, tornando-se um grave problema de saúde pública (DE VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 

2015). A doença está difundida por todos os estados da federação brasileira, havendo casos de 

transmissão autóctones em 1.600 municípios (ALVAR et al., 2012; ANVERSA et al., 2018). 

De acordo com o Ministério da Saúde (MS), o Brasil é o país que apresenta o maior número de 

casos notificados de LTA na América Latina (BRASIL, 2021). 

Entre as espécies de maior prevalência que induzem a LTA está a L. braziliensis 

pertencente ao subgênero Viannia. Esta espécie é a mais prevalente no homem e é responsável 

pela forma cutânea mais agressiva dentre as demais espécies, estando presente em todas as 

regiões do país. Já entre as espécies do subgênero Leishmania destaca-se L. amazonensis, capaz 

de manifestar as formas cutânea e cutânea difusa (SILVA et al., 2015; ANDRADE et al., 2018). 

Há escassez de terapias disponíveis para essa enfermidade, sendo os antimoniais 

pentavalentes (Sb 5+) considerado padrão ouro, devido a rápida depuração nos rins e baixo 

acúmulo nos tecidos. Porém, a necessidade de sucessivas administrações parenterais e a 

evidenciação de resistência do parasito a estes medicamentos têm influenciado negativamente 

na evolução para um prognóstico de cura (AURELIANO et al., 2018), trazendo à tona a 

necessidade da introdução de terapias secundárias e adjuvantes, como forma de auxiliar e 

ampliar o leque de tratamento para esta enfermidade (TORRES-GUERRERO et al., 2017). 

Tratando-se de um protozoário intracelular obrigatório e que possui elevada 

porcentagem de infecção na pele e mucosa, terapias inovadoras, tais como a Terapia 

Fotodinâmica (TFD), vêm se destacando de forma promissora, como tratamento menos 

invasivo, proporcionando diminuição de reações adversas, uma vez que os tratamentos 

alopáticos convencionais promovem inúmeros efeitos indesejados em seus pacientes 

(CALVOPIÑA et al., 2017). 
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Esta modalidade inovadora de tratamento, baseia-se na excitação de um fármaco 

fotossensível sob exposição de luz em comprimentos de onda adequados (FAKHAR-E-ALAM 

et al., 2017), e na presença de oxigênio molecular, para destruir tecidos ou células alvo mediante 

a geração de espécies reativas de oxigênio, dentre eles o oxigênio singleto, que pode ocasionar 

danos oxidativos a substrato biológicos induzindo a morte celular (BERNDT-PAETZ et al., 

2019). 

A curcumina é uma substância comumente utilizada como corante e conservante 

alimentar, extraído do pó da raiz da cúrcuma ou Açafrão-da-Terra (SUETH-SANTIAGO et al., 

2015; YANG; LI; ZHAO, 2017). Além de apresentar efeitos terapêuticos, a curcumina também 

vem sendo estudada como FS na TFD, demonstrando grande potencial em estudos in vitro frente 

a diversas espécies de Leishmania (PINTO et al., 2016; MARCOLINO et al., 2021;  PEREIRA 

et al., 2021). 
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2 OBJETIVO 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o efeito da terapia fotodinâmica de forma seriada, utilizando curcumina como 

fotossensibilizador, em promastigotas de Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

• Avaliar a internalização do fotossensibilizador por microscopia confocal; 

• Avaliar, in vitro, a viabilidade celular por meio do método de exclusão comAzul de Tripan; 

• Avaliar morfologia dos promastigotas por coloração de Giemsa/May- Grunwald. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 LEISHMANIOSE 

A leishmaniose é uma enfermidade antropozoonótica, não contagiosa de grande 

importância para saúde pública de forma global, devido a sua ampla distribuição e elevada 

prevalência, tratando-se de uma doença negligenciada (GERMANÓ et al., 2020). A 

leishmaniose possui como agente etiológico o protozoário unicelular e digenético, que 

pertence ao gênero Leishmania, família Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida (ROSS, 

1903), no qual se diferencia por conter em sua morfologia uma organela específica, 

denominada de cinetoplasto, localizado no interior da célula e rica em Ácido 

Desoxirribonucleico (DNA) (REPOLÊS; MACHADO; FLORENTINO, 2020). 

Esse gênero está classificado e dividido em três subgêneros, Leishmania e Viannia 

prevalente nos mamíferos e Sauroleishmania, que infecta apenas répteis (SAF'JANOVA, 

1982; CROAN; MORRISON; ELLIS, 1997; KAUFER et al., 2017). 

Existem aproximadamente 53 espécies já descritas do gênero Leishmania, sendo 

31 capazes de parasitar mamíferos e cerca de 20 espécies de importância médica já 

identificados por todo o mundo, que se manifestam por duas formas distintas, tais como 

cutânea e visceral (AKHOUNDI et al., 2016; HORNEMANN et al., 2017). Durante seu 

ciclo biológico, esses parasitos necessitam de um hospedeiro vertebrado (ocasionalmente 

o homem) e um hospedeiro invertebrado (inseto vetor), caracterizando-se como um 

parasito heteroxênico. 

Esses protozoários, ao serem observados por microscópio de luz e corados por 

métodos derivados de Romanovsky como Leishman, panótico rápido ou Giemsa, 

apresentam duas formas evolutivas distintas: Forma promastigota ou flagelada, medindo 

entre 10,0 – 40,0 x 1,5 – 3,0 µm, encontrada no trato digestivo do hospedeiro invertebrado 

e em meios de cultura artificial. Possue corpo alongado com flagelo livre e extenso, 

emergindo do corpo do parasito na sua porção anterior. O núcleo é oval ou arredondado 

e o cinetoplasto em forma de bastão, presente na porção mediana entre a extremidade 

anterior e o núcleo. Já a forma aflagelada ou amastigota, mede aproximadamente cerca de 

1,5 – 3 x 3 – 6,5 µm e apresenta um corpo pequeno, oval, esférico ou fusiformes e sem 

motilidade. Em seu citoplasma é encontrado um núcleo grande e arredondado, 

cinetoplasto em forma de bastão, vacúolos, podendo ser visíveis ou não, e flagelos não 

apresentados de forma livre (Figura 1) (NEVES, 2016). 
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Estes protozoários são obrigatoriamente encontrados no interior das células do 

Sistema Mononuclear Fagocitário (SMF), células dendríticas, cuja maior frequência 

ocorre nos macrófagos de hospedeiro vertebrado (animais ou humanos). Após a 

fagocitose, as formas amastigotas começam a se multiplicar e assim, após rompimento da 

célula parasitada, fica livre para poder infectar novas células (CARVALHO, 2012). 
Figura 1. Formas evolutivas de Leishmania spp. (A) amastigotas e (B) promastigotas. 

 

Fonte: Moreira, 2017. 
 

3.2 CICLO BIOLÓGICO 

O ciclo de vida do gênero Leishmania é heteroxênico (Figura 2), necessitando de 

hospedeiro vertebrado, entre eles os seres humanos, e um hospedeiro invertebrado, neste 

caso o mosquito vetor, transmitindo o parasito durante o repasto sanguíneo (ROQUE; 

JANSEN, 2014). 

A transmissão ocorre quando uma fêmea infectada do mosquito da subfamília 

Phlebotominae, conhecido popularmente como mosquito-palha, cangalha ou cangalhinha, 

se alimenta do sangue de um hospedeiro vertebrado saudável e pela saliva presente na 

probóscide do inseto, liberando a forma promastigota metacíclica (forma infectante) na 

corrente sanguínea (ARAÚJO et al., 2014). No organismo, a forma promastigota é 

fagocitada por macrófagos e outras células fagocíticas mononucleares, e, durante o 

processo de fagocitose, se diferenciam em amastigotas e começam a se multiplicar por 

divisão binária. Após atingir uma grande quantidade de amastigotas no meio intracelular, 

as células fagocíticas se rompem e liberam as amastigotas no meio extracelular ficando 

livres para infectar outras células ou podendo ser ingeridas por flebotomíneos durante o 

repasto sanguíneo. O ciclo no hospedeiro invertebrado se inicia quando o flebotomíneo 

durante o repasto sanguíneo, ingere células fagocitárias contendo as formas amastigotas 
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no seu interior, as quais migram para o intestino médio do mosquito e se diferenciam em 

promastigotas, onde se multiplicam, desenvolvem e migram para a probóscide para 

realizarum novo ciclo (REY, 2008). 

Figura 2. Ciclo de vida do gênero Leishmania. 
 

 
i = Estágio infectivo 
d = Estágio diagnóstico 

Fonte: Quinete, 2013. 
 

3.3 EPIDEMIOLOGIA 

A leishmaniose é uma enfermidade endêmica e cosmopolita, sendo a forma visceral 

presente em 76 países, destes, 12 no continente americano. Segundo o MS, dos casos registrados 

na região da América Latina, 90% estão presentes no Brasil, dado registrado pela primeira vez 

em 1913, em um paciente proveniente do estado do Mato Grosso, região Centro-Oeste do país. 

Desde então, novos casos vêm sendo descritos em diversos municípios brasileiros, apresentando 

importantes mudanças em relação a sua forma de transmissão, uma vez que a doença era 

primordialmente transmitida em áreas rurais e silvestres, e vem se alastrando para área urbana. 

Os registros apresentam aumento de 3.500 novos casos por ano, obtendo aumento no coeficiente 

de dois casos para 100 mil habitantes. Segundo relatórios recentes, a letalidade da doença 

aumentou de 3,1% no ano de 2000 para 7,1% em 2012 (BRASIL, 2021). 

Apesar de menos letal, a forma tegumentar é considerada um grande problema de saúde 

pública em áreas tropicais e subtropicais, estando presente em 85 países dos quatro continentes 

do mundo (Europa, África, Américas e Ásia) e obtendo registro anual de 0,7 a 1,3 milhões
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de casos por ano. É considerada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como uma das seis 

mais importantes doenças infecciosas, devido ao seu alto potencial de detecção e capacidade 

em produzir deformidades. Além de proporcionar riscos de ocorrências de deformidades no 

homem, tal enfermidade também afeta não somente o físico como o psicológico, gerando 

reflexos no campo econômico e social, visto que na maioria dos casos pode se tornar uma 

doença ocupacional (BRASIL, 2017). 

Na América Latina, o Brasil é o país que mais apresenta casos notificados de 

Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Em 1909 foi descrito o primeiro caso de LTA no 

Brasil, com a presença de lesões nasobucofaríngeas e úlceras cutâneas em trabalhadores que 

construíam uma rodovia no interior de São Paulo. Desde então, a enfermidade vem sendo 

relatada por diversos municípios do país. São registrados em média, cerca de 21.000 casos por 

ano, apresentando coeficiente de incidência de 8,6 casos para 100.000 mil habitantes nos 

últimos cinco anos. A região Norte apresenta o maior coeficiente, seguido das regiões Centro- 

Oeste e Nordeste com 46,4 casos/100.000 habitantes, 17,2 casos/10.000 habitantes e 8 

casos/100.000 habitantes, respectivamente (VASCONCELOS et al., 2018). 

Foram registrados casos de LTA em 19 estados durante a década de 80. Após 23 anos, 

o Brasil já apresentava casos autóctones registrados em todos os estados. Demonstrando desta 

forma que a enfermidade vem aumentando e se expandindo conforme os anos. De acordo com 

as imagens fornecidas pela Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde (figura 

3), é possível visualizar a ampla dispersão de casos de LTA no país (BRASIL, 2017). 

Figura 3. Casos de Leishmaniose Tegumentar Americana (A) e sua densidade (B), por município no 
Brasil no ano de 2015. 

B  

Fonte: Secretaria de Vigilância em Saúde, Ministério da Saúde, Brasil, 2017. 
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3.4 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 
 

Essa enfermidade possui um grande espectro de manifestações clínicas, e essas 

diferenças estão relacionadas à espécie de Leishmania envolvida na infecção, podendo se 

manifestar de maneira cutânea ou visceral. 

As manifestações clínicas da leishmaniose (Figura 4) dependem do agente etiológico 

em questão, uma vez que a espécie é fator determinante para designar qual será a maneira que 

a doença irá se manifestar, podendo ser dividida em quatro grupos (NEVES, 2016): 

● Leishmaniose Tegumentar ou Cutânea: Infecção limitada na derme, com ulcerações na 
epiderme. Espécies causadoras: L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis e L. 

lainsoni. 

● Leishmaniose Muco-cutânea ou Cutâneo-mucosa: Infecção presente na derme com 
ulcerações. Podem ocorrer lesões metastáticas, com invasão de mucosa e destruição da 
cartilagem. Espécies causadoras: L. braziliensis e L. guyanensis. 

● Leishmaniose Cutânea difusa: Infecção presente na derme, com formação de nódulos 
não ulcerados. Podendo se disseminar por todo o corpo. Espécie causadora: L. 

amazonensis. 

● Leishmaniose Visceral ou Calazar: Infecção presente em células do SMF do baço, 
fígado, medula óssea e dos tecidos linfóides, levando a crescimento atípico desses 
órgãos. Espécies causadoras: L. donovani e L. infantum. 

 
Figura 4. Manifestações Clínicas da Leishmaniose. (A) Forma cutânea; (B) Forma Muco- cutânea; 
(C) Forma Cutânea Difusa; (D) Forma Visceral. 

 

 
Fonte: Brasil, 2017. 

 
As manifestações cutâneas apresentam bom prognóstico, quando diagnosticadas 

precocemente e tratadas de forma correta, proporcionando elevada porcentagem de cura. 
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As formas muco-cutâneas, dependendo do progresso da doença, podem levar a deformações na 

face. Porém, das manifestações clínicas apresentadas, a forma visceral é considerada a mais 

grave e de alta mortalidade, quando não tratada de forma correta (REY, 2008; PACE, 2014; 

VON STEBUT, 2015; PINTO et al., 2016). 
 

3.5 DIAGNÓSTICO E TRATAMENTO 
 

A avaliação clínica da LTA baseia-se nas características da lesão que o paciente 

apresenta, em conjunto com a anamnese e dados epidemiológicos daquela região, a fim de 

auxiliar no diagnóstico, contudo, é necessário realizar diagnósticos diferenciado, uma vez que 

outras enfermidades apresentam manifestações clínicas semelhantes à LTA, entre elas, 

tuberculose cutânea, blastomicose, esporotricose, hanseníase, neoplasmas e úlcera tropical 

(NEVES, 2016). Todavia, o resultado positivo só pode ser confirmado com a presença do 

parasito, pelos exames direto e indireto. 

O exame direto visa realizar análises por esfregaços de material oriundos de 

escarificações, biópsia de borda de lesão ou aspiração corada por técnicas derivadas de 

Romanowsky, Giemsa ou Leishman, para evidenciar a presença do parasito (GOTO; 

LINDOSO, 2010; BHARGAVA; SINGH, 2012; RANAWAKA; ABEYGUNASEKARA; 

WEERAKOON, 2012). 

Outras formas de exame direto empregado na procura do parasito são: o exame 

histopatológico, utilizando fragmentos de pele obtidos de biópsia e avaliada por um patologista 

a procura das formas amastigotas; meio de cultura, que semelhante ao histopatológico também 

utiliza fragmentos de pele ou aspirados das bordas da lesão e de linfonodo infartados ou de áreas 

próximas. O meio de cultura mais utilizado para o isolamento de Leishmania é o meio Neal, 

Novy, Nicolle (NNN) associado ao meio Liver Infusion Triptose (LIT), suplementado com soro 

fetal bovino e antibiótico, para que não ocorra contaminação. A cultura então é mantida por três 

repiques seguidos com intervalo de 10 dias. A inoculação em animais, também é uma forma de 

exame, porém restrita a instituições de pesquisa, devido ao seu elevado custo (NEVES, 2016). 

Os métodos moleculares vêm crescendo e surgindo como uma nova opção para a 

detecção da LTA. A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) torna-se promissora, devido a sua 

grande sensibilidade e suprindo eventuais deficiências de outras técnicas, revelando o agente 
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etiológico e dependendo do protocolo utilizado, torna-se possível identificar a espécie 

envolvida (SANTOS et al., 2019). 

Já no que concerne o exame indireto, os métodos imunológicos são bastante utilizados 

no diagnóstico da LTA, dentre eles, o método para a avaliação da resposta celular como o teste 

de Montenegro e métodos para avaliação da resposta humoral, como Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI), sendo utilizado para as formas cutâneas, mucosas e difusas 

(ALVES et al., 2008; BHARGAVA; SINGH, 2012). 

A forma visceral da doença pode ser diagnosticada pelas mesmas técnicas da LTA já 

supracitada, tais como, a análise histológica de biópsia ou punção aspirativa de baço, fígado, 

medula óssea ou linfonodos, meios de cultura, testes imunológicos de aglutinação direta, 

Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) e ensaios imunoenzimáticos (ELISA). Contudo, 

no Brasil, os testes mais utilizados no diagnóstico da leishmaniose visceral humana e canina 

são a RIFI e ELISA (ALMEIDA; SANTOS, 2011; BHARGAVA; SINGH, 2012). 

O tratamento da leishmaniose foi inicialmente introduzido pelo médico Gaspar Vianna, 

no ano de 1912, com uso do antimonial tártaro emético. Por muito tempo, este foi o único 

tratamento disponível para todo mundo. De modo geral, atualmente os tratamentos de primeira 

escolha utilizados para leishmaniose são os antimoniais pentavalentes (Sb 5+), sendo os 

medicamentos, Glucantime® - Antimoniato de N-metilglucamina e Estibogluconato de sódio, 

vendido comercialmente como Pentostam®, os mais utilizados. A via de administração 

geralmente é intramuscular, mas também pode ser feita de forma endovenosa. Portanto, é 

realizada injeção de 17 mg Sb 5+/kg peso/dia, por um período de dez dias, em seguida um 

intervalo de dez dias para que, novamente seja realizada uma série de 10 dias de tratamento. O 

processo de cura determina o protocolo a ser utilizado. Por causa dos seus efeitos adversos, os 

antimoniais pentavalentes não são recomendados para pacientes cardíacos, por provocar 

alterações eletrocardiográficas, e gestantes, por ser abortivo (ABADIR; PATEL; HAIDER, 

2010; MURRAY, 2012). 

O tratamento estabelecido com os antimoniais pentavalentes, apesar de ser eficaz contra 

o protozoário, apresenta diversos efeitos colaterais devido a sua alta toxicidade, tais como, dores 

articulares, dores musculares, náusea e vômito, cefaléia, febre, anorexia, alterações nos testes 

de função hepática (elevação das transaminases e fosfatase alcalina), níveis de lipase e amilase, 

leucopenia, anormalidades no Eletrocardiograma (DINIZ et al., 2012). Entretanto, terapias 
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alternativas, tais como a TFD, vem sendo pesquisadas a fim de obter um melhor resultado 

terapêutico e por serem menos invasivas. 

O tratamento de segunda escolha para leishmaniose, as pentamidinas, possui um 

potencial efeito terapêutico inferior aos de primeira escolha, além disso, apresenta maior 

toxicidade, exigindo um monitoramento constante do paciente. As pentamidinas de maior uso 

são pentamidina-isotionato, estilbamidina e hidroxiestilbamidina. Caso os tratamentos de 

primeira e segunda escolha não surtirem efeito desejado, podem ser utilizados os tratamentos 

de terceira escolha, com os antibióticos Rifampicina e Anfotericina B (REY, 2008). 

Além dos tratamentos supracitados, a miltefosina, vem surgindo como nova abordagem 

terapêutica para LTA. Inicialmente usada para tratamentos de canceres, tal molécula possui o 

mecanismo de ação inibindo a biossíntese de fosfolipídios e esteróis e interferindo nas vias de 

transdução de sinal celular. Este fármaco já demonstrou grande potencial in vitro e em in vivo 

para diversas espécies do gênero Leishmania (MACHADO; PENNA, 2012). 

Na última década, pesquisas com TFD frente à LTA vêm se destacando, com estudos 

utilizando diversos fotossensibilizadores, como, por exemplo ácido 5-aminolevulínico (ALA), 

azul de metileno, curcumina e diferentes protocolos, obtendo-se resultados promissores no que 

concerne à morte dos parasitos (PINTO et al., 2016; VOLPE et al., 2018; JOHANSEN; 

JERNEC; FABRÍCIUS, 2019; RIBEIRO et al., 2019; GOLDIN et al., 2020). 
 

3.6 TERAPIA FOTODINÂMICA 
 

A terapia fotodinâmica (TFD) é um método de tratamento de doenças que consiste na 

associação de uma substância fotossensível denominado de FS, fonte de luz em comprimento 

de onda adequado a absorção do FS e oxigênio molecular para produzir uma reação 

fotoquímica, transferindo energia ao oxigênio molecular presente no tecido, formando 

espécies reativas de oxigênio (ERO). Tal mecanismo de ação ocorre por conversão 

intersistema e induz a duas reações distintas, tais como, reação do tipo 1: onde ocorre a 

formação de radicais livres e reação do tipo 2: por meio da qual ocorre formação de oxigênio 

singleto, a fim de causar a destruição seletiva das células, induzindo a morte celular (Figura 

5). Este processo ocorre em duas etapas, sendo a primeira a aplicação do fotossensibilizador, 

podendo ser de forma tópica ou injetável, seguido da radiação de luz visível para sua ativação. 

(AKILOV et al., 2007; ANDREEVA et al., 2010; BASTOS et al., 2012). 
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Figura 5. Princípio da Terapia Fotodinâmica. 
 
 

 
Fonte: Ling, 2016. 

 
O método teve seu início em meados do século XX, com Oscar Raab e seu professor 

Hernan von Tappeiner, que observaram os efeitos da fotossensibilização frente ao protozoário 

Paramecium caudatum, utilizando a luz branca e o corante acridina. O termo TFD, 

propriamente dito, surgiu quando o professor Hernan von Tappeiner através de diversos estudos, 

observou que para a reação acontecer, era necessária a presença de oxigênio (ISSA; MANELA-

AZULAY, 2010). 

Em paralelo o estopim para o início dos estudos médicos envolvendo a combinação de 

luz e um agente fotossensível, foi em 1903, quando Niels Finsen recebeu o prêmio Nobel pelo 

tratamento de lúpus vulgar com a radiação ultravioleta. A partir deste momento a fototerapia 

começou a ser estudada e praticada para tratamento de várias dermatoses (RAJESH et al., 2011). 

Já na era moderna, em 1993, uma formulação de hematoporfirina (Photofrin®), obteve 

aprovação clínica e vem sendo utilizada em TFD, na área de oncologia e dermatologia e desde 

então, o interesse pela ação fotodinâmica vem aumentando por todo o mundo (BASTOS et al., 

2012). 

Diversos estudos têm demonstrado que a TFD é altamente eficaz em diversas áreas, 

como dermatologia para o tratamento de câncer de pele (RODRIGUES et al., 2017; SANTILE 

et al., 2020), para tratamento de acne (JUNIOR et al., 2020), bem como em tratamento conjunto 

para a melhora nos aspectos dermatológicos (DIAS; LOGSDON, 2021). Na odontologia 

(TERRA-GARCIA et al., 2021; OLIVEIRA, 2017), entre outras áreas relacionadas 
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a microbiologia bacteriana (DAI; HUANG;  HAMBLIN, 2010; PEREIRA et al., 2018; 

FREITAS et al., 2019; MAGACHO et al., 2020). 

Os fungos, como do gênero Candida, são amplamente estudados, principalmente em 

correlação com outras áreas como odontologia, bem como no auxílio do tratamento de 

comorbidades decorrentes de outras doenças, como vírus da imunodeficiência humana (HIV) e 

a propensão à infecção com Candida (KHARKWAL et al., 2011; LEITE; PIVA; MARTINS- 

FILHO, 2015). Além das bactérias e fungos, outro microrganismo estudado e fonte desse 

trabalho são os protozoários, como as espécies de Leishmania. Estudadas a fim de melhorar 

comorbidades e auxiliar no tratamento em conjunto com terapias convencionais (PINTO et al.,  

2016; PEREIRA et al., 2021). 

Cabe destacar que, para se obter resultado positivo no uso da TFD, é necessário ter 

conhecimento quanto ao uso do fotossensibilizador, sua estrutura química e sua interação com 

a célula alvo. Estas características serão de suma importância para que se obtenha o efeito 

desejado, como a morte celular (CASTANO; DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004). 
 

3.7 FOTOSSENSIBILIZADOR 
 

Fotossensibilizadores são compostos capazes de interagir com a luz de modo a produzir 

espécies reativas de oxigênio, como o oxigênio singleto. Possivelmente, são os principais 

componentes da TFD, sendo que os resultados terapêuticos a serem obtidos devem estar 

concentrados em sua estrutura química (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2017). 

Segundo Issa e Manela-Azulay (2010), dentre as características ideais de um FS estão a 

pureza química, a capacidade de localização específica em tecido ou célula alvo, o curto 

intervalo entre a administração do fármaco e o acúmulo máximo no tecido ou célula alvo,a meia- 

vida curta, a eliminação rápida das células normais, a ativação por comprimentos de onda com 

ótima penetração no tecido alvo e a capacidade de produzir grande quantidade de produtos 

citotóxicos. A eosina e a acridina foram os primeiros FS utilizados por Tappenier em estudos 

do câncer de pele não melanoma. Já na década de 60, um novo composto foi obtido a partir da 

purificação de hematoporfirina (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010). 
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Kennedy et al. (1990) introduziram nos anos 90, um método alternativo com o uso do 

ácido 5-aminolevulínico (5-ALA) tópico, utilizado como precursor metabólico de porfirinas 

endógenas, que permitiu o uso restrito da fototoxicidade no local de aplicação. Como precursor 

metabólico de porfirinas endógenas, na via de biossíntese da heme, a absorção do 5-ALA induz 

a produção e o acúmulo da propotorfirina IX (Pp-IX), que é uma substância fluorescente e eficaz 

como fotossensibilizador (KENNEDY et al., 1990; FELICIO et al., 2008). 

Abrahamse e Hamblin (2016) classificou os fotossensibilizadores em três grupos: I. FS 

de tetrapirrol, sendo porfirina (Pp-IX), cloro (Foscan, Verteporfina e Cloro e6) e ftalocianinas 

(Alumínio ftalocianina tetrasulfonada – AlPcS4), como exemplos. II. Corantes sintéticos, azul 

de metileno, azul de toluidina e Rosa bengala. III. Produtos naturais, Hipericina, Riboflavina e 

Curcumina (ABRAHAMSE; HAMBLIN, 2016). 
 

3.8 CURCUMINA 

A curcumina é uma substância constantemente utilizada como corante e conservante 

alimentar, extraído de um rizoma chamado Curcuma longa, mas conhecido como Açafrão-da- 

Terra. Além da sua utilização na culinária, diversos pesquisadores vêm apontando o seu efeito 

terapêutico, como anti-inflamatório, antimicrobiano, ação cicatrizante e digestivo. Mas também 

para tratamento de doenças, como Mal de Alzheimer, doenças parasitárias e em alguns tipos de 

cânceres (SORIA-LOZANO et al., 2015; SUETH-SANTIAGO et al., 2015; YANG; LI; 

ZHAO, 2017). 

Sua ativação corresponde a 300 e 500 nm de comprimento de onda (Figura 6). 

Entretanto, por se tratar de doença que acarreta uma lesão superficial, o comprimento de onda 

emitido pela curcumina possibilita e viabiliza a utilização dela para o tratamento de LTA. Outro 

ponto de extrema importância para um fotossensibilizador ser considerado ideal é a sua ação 

tóxica no escuro, ou seja, sua citotoxicidade nas células estudadas, quando em contato apenas 

com o FS. 
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Figura 6. Espectro de emissão e excitação da curcumina. 
 
 
 

 
Fonte: Marcolino et al., 2021. 

 
Ao se tratar da propriedade antiparasitária da curcumina frente às cepas do gênero 

Leishmania, tal molécula apresenta baixa citotoxicidade no escuro, ou seja, quando do uso sem 

a adição da luz, conforme demonstrado por Pinto et al., 2016 e Pereira et al., 2021. Além da 

citotoxicidade, fatores como interação com o material genético (genotoxicidade) mostram- se 

importantes, pois algumas alterações genéticas podem influenciar em diversas fases do ciclo 

celular de uma célula tornando-a inviável, desencadeando assim, morte celular. Das et al. (2008) 

e Ogiwara et al. (2013) demonstraram a interação de curcumina com o material genético de 

diferentes células, mediante interação com o sistema de reparo celular, e, consequentemente, 

induzindo apoptose de células cancerígenas e também a influência da curcumina no ciclo celular 

das Leishmania, estimulando a formação de ERO, respectivamente, fatores estes que 

potencializam o uso de curcumina como fotossensibilizador, e, consequentemente, as 

aplicabilidade na terapia fotodinâmica. 
 

3.9 TERAPIA FOTODINÂMICA SERIADA 
 

A Terapia Fotodinâmica Seriada (TFDs) consiste na utilização de diversas aplicações 

da TFD, visando uma resposta terapêutica melhor, uma vez que, resultados de diversos 

pesquisadores utilizando apenas uma única aplicação da terapia não têm induzido uma completa 

eliminação de diferentes linhagens celulares e alvos biológicos (FREITAS et al., 2019; 

PEREIRA et al., 2021; VITORIO et al., 2021). 
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No que concerne a LTA, a potencialidade do uso da TFDs também tem sido 

demonstrada por diversos pesquisadores, dentre os quais Johansen, Jernec e Fabricíus (2019) 

os quais reportaram o uso de TFDs em um paciente acometido por leishmaniose multirresistente 

utilizando ALA como FS com duas aplicações semanais, resultando em completa regressão da 

úlcera. De forma semelhante, Goldin et al., (2020), demonstraram a eficácia de três aplicações 

de TFDs utilizando como FS o azul de metileno, culminando com a regressão de uma lesão não 

ulcerosa decorrente de infecção por L. tropica. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 PREPARO DAS CEPAS DE Leishmania 

Cepas de Leishmania braziliensis (M2904) e Leishmania amazonensis (M2269) foram 

mantidas em meio de cultura Liver Infusion Triptose (LIT), suplementado com Soro Fetal 

Bovino a 10%, 2,5 μg.mL-1 de hemina, urina estéril 2% e 1% de solução de 

penicilina/estreptomicina. Os protozoários foram mantidos em estufa de crescimento à 26ºC e 

repiques de manutenção realizados semanalmente, após a determinação da fase logarítmica de 

crescimento da cepa. 

4.2 DETERMINAÇÃO DA CURVA DE CRESCIMENTO DOS PARASITOS EM 
CULTURA 

A determinação da fase estacionária de crescimento parasitário em cultura, foi realizada 

por meio de contagens diárias dos protozoários, iniciando com 1x106 da cultura, com auxílio de 

uma câmara de Neubauer e observação em microscópio DM2500 LEICA, durante um período 

de 7 dias consecutivos. 
 

4.3 PREPARAÇÃO DO FOTOSSENSIBILIZADOR 

A curcumina, fotossensibilizador utilizado no estudo, foi cedida pelo Laboratório de 

Biofotônica - Instituto de Física, USP – São Carlos, sendo diluída inicialmente em 

Dimetilsulfóxido (DMSO) (0,1% do volume final) e diluída com Phosphate Buffer Solution 

(PBS) na concentração de 125 μg.mL-1 (MARCOLINO et al., 2021). 

4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

A TFD foi realizada em dois experimentos independentes, cada um em triplicata (n = 

6), estando as culturas de Leishmania na fase estacionária de crescimento. Os grupos com 1x106 

parasitos foram divididos em: Controle (sem tratamento), FS (tratado com 125 μg.mL-1 de 

curcumina), Luz (irradiado com 10 J.cm-2) e TFD (tratado com 125 μg.mL-1 de curcumina e 

irradiado com 10 J.cm-2), dividido em primeira e segunda aplicação da TFD. Os grupos FS e 

TFD foram incubados com curcumina por uma hora em estufa a 26ºC. 

Para a irradiação dos grupos Luz e TFD utilizou-se um equipamento de LED, Biotable 

(450 nm, 110 mW.cm-2, Biopdi®) por 91 segundos resultando em fluência de luz de 10 J.cm-2 

(MARCOLINO et al., 2021). Após o processo, as placas irradiadas foram armazenadas 

protegidas da luz em estufa a 26ºC por um período de 48 horas, sendo o mesmo procedimento 
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aplicado para os grupos escuros. Após esse período efetuou o segundo procedimento de 

incubação e posterior irradiação com os mesmos parâmetros, totalizando duas aplicações. 

Foram realizadas as análises de internalização, viabilidade celular pelo teste de exclusão com 

azul de tripan e morfologia por coloração pelo método de Giemsa/May-Grunwald, após a 

primeira aplicação e, após a segunda aplicação, sendo os resultados avaliados e comparados 

estatisticamente. 
 

4.5 ANÁLISE DA INTERNALIZAÇÃO DA CURCUMINA POR MICROSCOPIA 
CONFOCAL 

Para verificar a internalização da curcumina antes da primeira aplicação da TFD, ambas 

as espécies foram incubadas por 1 hora com FS na concentração de 125 μg.mL-1. Após o período 

de incubação, o meio contendo o FS foi retirado e os parasitos foram lavados por duas vezes 

com PBS. Em seguida, as formas promastigotas foram fixadas em solução de paraformaldeído 

a 4% diluída em PBS e então aderidas em lamínulas circulares tratadas com Poli-l-lisina. As 

lamínulas foram montadas com ProLong™ Live Antifade Reagent (Thermofisher). 

Em acréscimo, dois grupos das cepas de Leishmania que haviam sido previamente 

submetidos à primeira aplicação de TFD, receberam após 48 horas, um novo tratamento com 

curcumina e posteriormente foram fixados para análise da internalização. Todo o procedimento 

experimental foi realizado no escuro, e as lâminas foram examinadas em microscópio confocal 

Zeiss LSM 700. Os espectros de emissão da curcumina foram registrados de 450 a 650 nm com 

onda de excitação em 405 nm. 
 

4.6 ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR DOS PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis 
E L. amazonensis PELO DO MÉTODO DE EXCLUSÃO COM AZUL DE TRIPAN 

Para a determinação da viabilidade celular dos promastigotas das cepas avaliadas, 

realizou-se o teste de exclusão com Azul de Tripan. Foram adicionados 10 μL da cultura do 

parasito nos grupos Controle, FS, Luz e TFD, 125 μg.mL-1 de curcumina, para os grupos FS e 

TFD e 90 μL do azul de Tripan para todos os grupos analisados. Após homogeneizar e aguardar 

5 minutos, os parasitos foram contados em câmara de Neubauer, determinando-se o número de 

parasitos vivos e mortos. Tal procedimento foi igualmente estabelecido nos grupos submetidos 

à segunda aplicação de TFD sendo realizado em triplicata em ambas as aplicações. 
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4.7 ANÁLISE MORFOLÓGICA POR COLORAÇÃO DE GIEMSA/MAY- GRUNWALD 

Para a análise morfológica, uma alíquota de cada grupo foi retirada e foram preparados 

os esfregaços, que após secos foram corados. Para a coloração de Giemsa/May-Grunwald, a 

lâmina foi coberta com o corante May-Grunwald, por 1 minuto. Em seguida foi adicionado o 

mesmo volume de água, e após 1 minuto retirado. 

Posteriormente, acrescentou-se o mesmo volume do corante Giemsa, diluído em 

Tampão fosfato, por 20 minutos. Após os 20 minutos, foi retirado todo excesso de corante, 

sendo as lâminas lavadas em água corrente, secas e analisadas por meio do microscópio DM 

2500 LEICA, com câmera LEICA DFC 425 acoplada. Este procedimento foi realizado após a 

primeira e segunda aplicação de TFD. 
 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para a análise estatística, os dados obtidos foram submetidos ao teste de ANOVA One- 

way com teste de Tukey como confirmação, utilizando o software GraphPad Prism 6.0, com 

nível de significância p<0.0001. 
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5 RESULTADOS 
 

5.1 DETERMINAÇÃO DA FASE ESTACIONÁRIA 

Após a realização da curva de crescimento dos parasitos durante o período de 7 dias, 

observou-se que ambas as espécies apresentaram um crescimento progressivo, conforme 

esperado (Figura 7). L. braziliensis (1,9 x 106 - dia 1), atingiu o pico de crescimento no dia 5 

(94,2 x 106), mantendo-se o platô durante o dia 6 (93,4 x 106), porém com uma pequena 

diminuição do número de parasitos no dia 7 (92,7 x 106). Já a espécie L. amazonensis (1,1 x 

106 - dia 1), apresentou o pico de crescimento no dia 6 (83,5 x 106) e manteve o platô no dia 

7 (83,3 x 106). Após determinada a fase estacionária, os experimentos foram realizados no dia 

5 para a espécie L. braziliensis e dia 6 para a espécie L. amazonensis, conforme observado na 

figura 7. 

Figura 7. Curva de crescimento de L. braziliensis e L. amazonensis durante 7 dias consecutivos. 
 
 

 
Fonte: Autor. 

 
 

5.2 INTERNALIZAÇÃO DA CURCUMINA 

Observou-se, após a primeira incubação, a presença de curcumina no citosol e flagelo de 

ambas as espécies de Leishmania testadas. Já a análise, após a segunda incubação com o FS, 

foi possível verificar a presença de curcumina no citoplasma de ambas as espécies, no entanto, 

observou-se que houve a perda do formato fusiforme característico das espécies e de grande 

parte do flagelo após a aplicação da TFD, como demonstrado nas figuras A2 e B2 (Figura 8). 
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Figura 8. (A1) Presença do fotossensibilizador no interior de L. amazonensis após a primeira incubação, 
sendo 1 – Flagelo e 2 - Citoplasma (A2) L. amazonensis após a segunda incubação, com presença de 
curcumina no interior do citoplasma e baixa fluorescência no flagelo. (B1) Curcumina presente no 
flagelo (1) e citoplasma (2) de L. braziliensis, após primeira incubação. (B2) L. braziliensis após segunda 
incubação, evidenciando citoplasma, com baixa fluorescência no flagelo. 

 

 
Fonte: Autor. 

 
5.3 ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR DOS PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis 
E L. amazonensis PELO TESTE DE EXCLUSÃO COM AZUL DE TRIPAN 

Após a realização do tratamento seriado da TFD com curcumina, o teste de viabilidade 

demonstrou que os grupos Escuros (Controle e FS), bem como o grupo Luz não apresentaram 

impacto na viabilidade da espécie de L. braziliensis confirmando ausência de toxicidade da 

curcumina e luz de forma isolada para a célula. 

O grupo TFD, apresentou alta toxicidade celular, com diferença significativa (p<0.0001) 

em relação ao grupo controle, obtendo-se índice de mortalidade de 68% e 92% após a primeira e 

segunda aplicação da terapia, respectivamente (Figura 9). 
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Figura 9. Porcentagem de promastigotas viáveis de L. braziliensis: Primeira e segunda aplicação de 
TFD com curcumina na concentração de 125 μg.mL-1. 

 

 
Fonte: Autor. 

 
Já a espécie L. amazonensis, demonstrou resultados semelhantes aos observados na 

espécie L. braziliensis, de forma que os grupos Controles, FS e Luz, não apresentaram diferença 

significativa estatisticamente, porém o grupo TFD apresentou alta toxicidade quando 

comparado ao grupo Controle, obtendo-se um índice de mortalidade de 67% (p<0.0001) após 

a primeira aplicação da TFD e de 82% (p<0.0001) na segunda aplicação (Figura 10). 

Figura 10. Porcentagem de promastigotas viáveis de L. amazonensis: Primeira e segunda aplicação 
de TFD com curcumina na concentração de 125 μg.mL-1. 

 
 

 
Fonte: Autor. 
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5.4 ANÁLISE MORFOLÓGICA DOS PROMASTIGOTAS APÓS TRATAMENTO 
SERIADO COM CURCUMINA 

De maneira geral, a análise morfológica de L. braziliensis e L. amazonensis, 

revelou que os grupos Escuros (Controle e FS) e o grupo Luz não apresentaram alterações 

morfológicas visíveis, mantendo aspecto fusiforme, com núcleo, cinetoplasto e flagelo 

evidente. 

Após a primeira e segunda aplicação da TFD, os parasitos apresentaram alterações 

morfológicas significativas quando comparado aos demais grupos não tratados, 

observando-se de maneira geral diminuição do citoplasma, alteração do formato fusiforme 

e em alguns casos ausência de flagelo. 

Em relação à morfologia de L. braziliensis (figura 11) após a primeira aplicação 

da TFD houve alteração no aspecto fusiforme e no tamanho do parasito, entretanto a cepa 

ainda demonstrou flagelo evidente. Quanto às organelas presentes no citoplasma, ainda 

pode-se observar a presença do núcleo e cinetoplasto. Já após a segunda aplicação, 

observou-se uma diminuição mais acentuada e alterações mais evidentes do formato 

original do protozoário. No que diz respeito às estruturas, o flagelo não se mostrou 

evidente, com evidência apenas do núcleo. 

Figura 11. Morfologia de L. braziliensis em todos os grupos experimentais, escuro e luz na 
fluência de 10 J.cm-2 - 110 mW.cm-2, após duas aplicações de TFD. 

 

 
Fonte: Autor. 

 
Nas análises feitas com a cepa de L. amazonensis (Figura 12), as alterações 

morfológicas foram ainda mais evidentes do que as observadas na cepa de L. braziliensis. 
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Após a primeira aplicação de TFD nas cepas de L. amazonensis, observou-se alteração 

de sua estrutura, com perda do formato alongado e fusiforme, entretanto o núcleo e flagelo 

ficaram evidentes. Após a segunda aplicação da TFD, foi observado a não presença do núcleo 

e cinetoplasto. Com relação ao formato, houve uma alteração ainda mais acentuada, uma vez que 

passou de um formato grande alongado e fusiforme, para pequeno e arredondado. 

Figura 12. Morfologia de L. amazonensis em seus respectivos grupos experimentais, escuro e luz na 
fluência de 10 J.cm-2 e 110 mW.cm-2 após duas aplicações de TFD. 

 
 

 
Fonte: Autor. 
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6 DISCUSSÃO 

No presente trabalho observou-se que a curcumina foi internalizada em promastigotas 

das espécies de L. braziliensis e L. amazonensis nos dois momentos observados, a saber: 

primeira e segunda incubação. Tais resultados corroboram com os apresentados por Pinto et al. 

(2016), os quais demonstraram a capacidade de internalização da curcumina por promastigotas 

de L. braziliensis e L. major, após uma hora de incubação, apresentando uma distribuição difusa 

no citosol, com acumulação específica no núcleo e cinetoplasto. 

Um dos objetivos do presente estudo foi o de avaliar se após uma aplicação de TFD, 

ainda existiriam células viáveis que pudessem ter capacidade novamente de internalizar o FS e, 

em consequência, serem passíveis de eliminação após estabelecido uma segunda aplicação da 

TFD. Os resultados obtidos não só permitiram observar a internalização do FS após a primeira 

aplicação da TFD, como também evidenciaram a eficiência da segunda aplicação de TFD, 

demonstrando maiores alterações morfológicas e de viabilidade das formas promastigotas. 

Considerando-se que a observação de internalização de curcumina se deu apenas de 

forma qualitativa, mediante evidenciação visual em microscópio confocal, não se permitiu 

inferir a respeito da existência ou não de diferenças quantitativas na internalização do FS, o que 

se tornaria possível por meio do uso de técnicas mais acuradas para além da simples 

visualização, como, por exemplo, a indução de ruptura dos parasitos com liberação de seus 

conteúdos intracelulares e posterior determinação da quantidade de FS, mediante uso de 

espectrofotometria (AKILOV et al., 2007). 

De fato, a eficácia de internalização é um dos fatores fundamentais para o sucesso da 

TFD de modo que, havendo persistência de células viáveis após uma primeira aplicação de 

TFD, o sucesso de uma nova internalização do FS seria crítico para a eficácia de uma segunda 

aplicação. Neste sentido, o dano decorrente da primeira aplicação de TFD pode ter sido crucial 

não só para induzir a morte de formas promastigotas como também para causar alterações 

morfológicas nas formas que sobreviveram, e, consequentemente, permitir uma persistência ou 

até mesmo um aumento da internalização do FS para aplicações seguintes, e consequentemente, 

um aumento da eficácia da terapia. 

A eficácia da curcumina como FS possivelmente está relacionada com a capacidade de 

tal molécula induzir estresse oxidativo em experimentos de fotodegradação, com produção de 

ERO, mais especificamente oxigênio singleto, peróxido de hidrogênio e radicais hidroxila, 
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impulsionando a biodisponibilidade de tais substâncias, o que possivelmente culminaria com 

um colapso na capacidade de resistência a ERO que o parasito comumente apresenta, o 

tornando, dessa forma, mais susceptível a ser eliminado (KAZANTZIS et al., 2020). 

De fato, para a manutenção da longevidade de uma célula parasitária, é defundamental 

importância que esta célula mantenha a homeostase celular frente a ERO, e, quando uma célula 

falha em manter sua homeostase mediante o uso de sua capacidadeantioxidante, é gerado 

estresse oxidativo, que leva a apoptose. Assim, para se proteger da apoptose mediada por ERO, 

o parasito deve controlar rigorosamente os níveis de tais substâncias, de forma a regular 

positivamente a defesa antioxidante (HA et al., 1998). Com o aumento da disponibilidade de 

ERO induzida pela TFD utilizando curcumina como FS, este equilíbrio tende a se desfazer de 

forma desfavorável ao parasito, extrapolando sua capacidade de depurar ERO, e, 

consequentemente o levando a morte (MANDAL et al., 2016). 

As ERO representam um importante papel na defesa contra Leishmania, porém o 

parasito apresenta arsenais de defesa de forma a sobreviver sem que seja destruído por tais 

moléculas. De acordo com Marcolino et al. (2021), as ERO, quando produzidas em excesso, 

são capazes de induzir danos ao DNA, e, dessa forma, causar a morte celular de diversos 

patógenos, inclusive de espécies do gênero Leishmania. Em contrapartida, estes protozoários 

são capazes de evadir da ação das ERO principalmente por desregulação de enzimas envolvidas 

na produção de tais moléculas, bem como regulando negativamente a produção destas a nível 

mitocondrial. Tais autores enfatizam o potencial do uso de compostos geradores de ERO como 

ferramentas para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para controle de 

leishmaniose, podendo-se neste caso, destacara potencialidade da terapia proposta no presente 

trabalho, a TFD utilizando curcumina como fotossensibilizador. 

Cabe destacar que no presente trabalho foram utilizadas apenas formas promastigotas 

nos procedimentos experimentais. Apesar de tais formas evolutivas não estarem presentes na 

lesão de um paciente diagnosticado com leishmaniose, fato este que poderia limitar a relevância 

de algum possível resultado de eficácia in vitro, segundo Van Assche et al. (2011), o fato de 

uma terapia baseada na produção de ERO, se apresentar eficiente na indução de mortalidadede 

formas promastigotas é de elevada importância, uma vez que estas formas parasitárias são 

capazes de produzir elevadas quantidades de enzimas antioxidantes frente a ERO, sendo tal 

capacidade mantida quando da progressão para a condição amastigota, embora possíveis ajustes
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na concentração/dose do FS e luz sejam necessários quando do uso de formas amastigotas, 

conforme exposto por Pereira et al. (2021) . 

De acordo com Cabral et al. (2020) os padrões antioxidantes da Leishmania são 

essenciais para a resistência a drogas, recaídas e patogenicidade, e, dessa forma, danos 

oxidativos mais intensos, induzidos pela TFD podem causar a destruição do parasito. 

Kocyigit e Guler (2017) evidenciaram a capacidade da curcumina induzir estresse 

oxidativo e demonstraram o potencial uso desta para tratamento de câncer, induzindo, in vitro, 

dano ao DNA de células B16-F10 de melanoma murino, bem como apoptose e citotoxicidade 

via sua atividade pró-oxidante, porém tal capacidade sendo de uma maneira dose-dependente. 

No presente trabalho, o tratamento apenas com a curcumina na concentraçãoaplicada não foi 

capaz de induzir danos perceptíveis as formas promastigotas do parasito e consequentemente 

não afetou sua viabilidade, porém apresentou uma maior eficácia possivelmente não devido ao 

aumento da concentração do FS, mas sim pela TFD ou mais precisamente pela TFDs (Terapia 

Fotodinâmica Seriada). 

No que diz respeito à morfologia das cepas estudadas, ambas demonstraram alterações 

nos grupos em que foram aplicadas a TFD quando comparadas com os grupos escuros. Os 

grupos irradiados com 125 µg.mL-1 de curcumina apresentaram alterações morfológicas 

relevantes desde a primeira aplicação, sendo possível observar perda do formato fusiforme e do 

flagelo nas cepas de L. braziliensis, mas o núcleo ainda se mostrou evidente nas duas aplicações. 

Entretanto, nas cepas de L. amazonensis, pode-se observar que em comparação com a outra 

cepa estudada, as alterações foram ainda mais acentuadas, pois em uma segunda aplicação, além 

de perder o formato fusiforme e apresentar-se de forma arredondada o núcleo não foi 

evidenciado. 

Segundo Basmaciyan e Casanova (2019), para que seja definida apoptose em 

Leishmania diversos critérios devem ser considerados, e, em relação à morfologia deve ser 

evidenciado pelo menos duas das cinco alterações que seguem: encolhimento celular, 

arredondamento celular, alterações na membrana plasmática com a manutenção de sua 

integridade, fragmento nuclear e condensação da cromatina. 

Mediante os procedimentos experimentais delineados no presente estudo foi possível 

identificar encolhimento e arredondamento celular nas duas espécies de Leishmania avaliadas 

podendo-se, deste modo, sugerir que a utilização da TFD, mais precisamente a TFDs foi capaz 
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de causar danos irreversíveis a estrutura destes protozoários, provavelmente induzindo 

apoptose. 

Ainda segundo Basmaciyan e Casanova (2019), a indução de estresse oxidativo com 

produção de ERO promove estímulos que induzem fenótipos semelhantes à apoptose. Estas 

alterações morfológicas também foram relatadas em um estudo com curcumina e utilizando 

fluência de 10 J.cm-2 feito por Pinto et al. (2016). O estudo corrobora com o presente resultado, 

pois também obtiveram alterações em sua morfologia com a perda da formade fuso, além de não 

evidenciarem em alguns casos o cinetoplasto e flagelo em cepas de L. braziliensis e L. major. 

Em outro experimento delineado por Marcolino et al. (2021), a indução de apoptose mediada 

pela aplicação da TFD utilizando curcumina como FS foi mais fortemente evidenciada, já que 

tais pesquisadores observaram que essa estratégia terapêutica induziu fragmentação do DNA 

nas mesmas cepas alvo utilizadas por Pinto et al. (2016), alteração esta que também é 

considerada um importante pré-requisito para caracterizar a ocorrência deste processo de 

indução de morte celular. 

As alterações morfológicas se mostraram diferentes, sendo tais discrepâncias 

possivelmente decorrentes de peculiaridades estruturais de cada espécie de Leishmania, as quais 

apresentam particularidades na sua estrutura, conforme descrito por Sunter e Gull (2017). Tais 

pesquisadores demonstraram que a membrana celular deste protozoário possui microtúbulos, 

que além de auxiliarem no formato fusiforme, também auxiliam na proteção, impedindo que 

algumas substâncias estranhas sejam absorvidas, porém, tais autores não inferem diferença 

estrutural dos microtúbulos em diferentes espécies de Leishmania. 

Dubey e Chinnatahambi (2021) afirmaram, com base em evidências científicas de 

diversos pesquisadores, que a TFD modula a dinâmica estrutural do citoesqueleto de várias 

linhagens celulares, podendo induzir a ruptura da rede de tubulina e de filamentos 

intermediários em células tumorais, bem como alterações da organização e rompimento do 

citoesqueleto de actina, desorganização dos microtúbulos das células, aumento do cálcio 

intracelular, o que leva a despolimerização dos microtúbulos, além da indução de um grande 

número de pequenas invaginações do citoplasma na superfície celular, possivelmente em função 

da despolimerização de microtúbulos. Segundo tais autores, os microtúbulos fazem parte do 

citoesqueleto celular e podem ser alvo da TFD. 
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Levando-se em consideração a importância dos microtúbulos na manutenção da 

estrutura fusiforme e na limitação de internalização de moléculas, pode-se sugerir que as 

alterações morfológicas aqui demonstradas podem ser consequentes da indução de danos aos 

microtúbulos, decorrentes do uso da TFD utilizando curcumina como FS. 

Conforme já explicitado, a eficácia da aplicação de apenas uma aplicação de TFD foi de 

68% para espécie L. braziliensis e 67% para espécie L. amazonensis sendo evidenciado por meio 

do teste de viabilidade por exclusão com azul de tripan. Tais resultados corroboram com os 

resultados de Pinto et al. (2016), no entanto, os autores utilizaram apenas uma aplicação da 

terapia e obtiveram resultados promissores, com cerca de 80% de redução de viabilidade, sendo 

estes valores próximos aos obtidos quando da primeira aplicação de TFD. Porém, no presente 

trabalho realizou-se a TFDs, alcançando índices de mortalidade superiores nas duas espécies de 

Leishmania avaliadas, com o aumento da mortalidade de 68% para 92% nas cepas de L. 

braziliensis e 67% para 82% nas cepas de L. amazonensis. 

Ainda no que concerne a TFDs utilizando curcumina como FS, os achados evidenciados 

no presente trabalho corroboram com os de outros pesquisadores (JOHANSEN; JEMEC; 

FABRÍCIUS, 2019; GOLDIN et al., 2020), os quais, apesar de haverem utilizado outros FS e 

experimentos in vivo, evidenciaram, que a utilização de TFDs permitiu maximizar a eficácia da 

terapia, mediante a indução de uma maior taxa de cura, quando comparada a TFD em aplicação 

única, inclusive minimizando a possibilidade da ocorrência de recidiva, a qual pode ocorrer 

mediante a adesão a outras estratégias “alternativas” de tratamento alopático, à exemplo do uso 

de alopurinol (LIMA, 2007). 

Em acréscimo, a TFDs, assim como a TFD, tem a potencial vantagem de provavelmente 

não vir a induzir incomodo significativo para os pacientes, nem reações adversas ou demanda 

por longos períodos de tratamento, desvantagens estas que são observadas, por exemplo, 

mediante uso da terapia “gold standard” preconizada atualmente, que se dá mediante uso de 

drogas antimoniais pentavalentes, as quais necessitam de administração parenteral, longo 

período de tratamento e ocorrência de reações adversas, dentre as quais nefrites, 

cardiovasculares, distúrbios gastrintestinais e respiratórios (MAIA; MONTE, 2019), 

demostrando-se dessa forma que a TFDs utilizando curcumina como FS se destaca como 

potencial alternativa para o tratamento da LTA devido ao sua grande potencial leishmanicida in 

vitro e evidenciando a demanda por protocolos in vivo, de forma a demonstrar segurança e 



41 
 

eficácia, e destacando esta estratégia como perspectiva para o tratamento dessa importante 

protozoose. 

Apesar dos resultados promissores aqui apresentados, a não indução de 100% de 

mortalidade das cepas de Leishmania submetidas a duas aplicações de TFD utilizando 

curcumina como FS, permite sugerir a demanda por novos protocolos experimentais, 

objetivando obter uma maior eficácia mediante o uso de um número maior de aplicações de 

TFD e/ou de ajustes na concentração de curcumina, principalmente quando se objetivar a 

destruição de formas amastigotas. 
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7 CONCLUSÃO 
 

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que: 

- Houve internalização de curcumina tanto na primeira incubação, antes da TFD, como 

após a primeira aplicação de TFD, destacando, dessa forma a sua potencialidade como FS. 

- A TFDs, com duas aplicações demonstrou efetividade frente a cepas de L. braziliensis 

e L. amazonensis, na forma promastigota, induzindo mortalidade superior, quando comparada 

aos resultados obtidos após apenas uma aplicação da TFD. 

- A TFD e a TFDs induziram alterações morfológicas em ambas as espécies avaliadas, 

implicando dessa forma na viabilidade dos parasitos. 
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