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Drogas fotossensíveis para o estudo da atividade anti Leishmania na terapia 

fotodinâmica 

RESUMO 

As leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero Leishmania e são um 

importante problema de saúde pública em todo o mundo. Inúmeros fatores dificultam o 

tratamento, como efeitos adversos, baixa adesão do paciente ao tratamento e a resistência dos 

parasitos às drogas disponíveis, o que implica na necessidade de novos agentes terapêuticos. 

A fotólise de Leishmania é uma técnica promissora para o tratamento e dentre as drogas 

fotossensibilizadoras as ftalocianinas são candidatas para uso na terapia fotodinâmica.  Este 

estudo teve como objetivo investigar a atividade de ftalocianinas fotossensíveis sobre formas 

promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. Para isso, as ftalocianina de 

alumínio-cloro (AlPcCl), ftalocianina de alumínio-hidróxido (AlPcOH) e ftalocianina de 

zinco (PcZn) e, como fonte de luz, um diodo emissor na região do vermelho do espectro 

eletromagnético (670-780 nm). As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram 

tratadas com AlPcCl (0,015 a 31,6 µM), ou AlPcOH (0,005 a 10,8 µM) ou PcZn (0,005 a 11,5 

µM), na presença e na ausência de luz. A viabilidade dos parasitos foi avaliada após 24, 48 e 

72 h. A citotoxicidade para macrófagos J774.A1 e hemácias humanas também foi avaliada. 

Os resultados mostraram que L. (L.) amazonensis é altamente susceptível in vitro à citólise 

mediada pelas AlPcCl e AlPcOH na presença de luz, sem causar citotoxicidade para 

macrófagos J774.A1 e hemácias do tipo O. A concentração inibitória de 50% dos parasitos 

(IC50) 24 h após a exposição à luz foi de 0,2 µM para AlPcCl e AlPcOH. A concentração 

citotóxica de 50% dos macrófagos J774.A1 (CC50) > 31,6 µM para a AlPcCl e > 10,8 µM 

para a AlPcOH em 24 h. Após 48h e 72h de tratamento a IC50 para a AlPcCl e AlPcOH foi de 

0,1 µM. Os índices de seletividade de (IS), mostram que a AlPcCl e a AlPcOH foram menos 

fototóxicas para as células J774.A1 do que para as formas promastigotas de L. (L.) 

amazonensis, com IS > 147,1 e > 43,7, respectivamente. A ftalocianina de zinco não 

apresentou atividade sobre as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis. Os resultados 

obtidos reforçam a possibilidade de utilização das ftalocianinas de alumínio na terapia 

fotodinâmica para o tratamento da leishmaniose tegumentar americana. 

Palavras-chave: Leishmaniose cutânea. Ftalocianinas. Fotólise. Leishmania amazonensis. 

      Citotoxicidade. 

 



Photosensitive drugs for the study of anti Leishmania activity in photodynamic 

therapy 

 

ABSTRACT  

Leishmaniasis are diseases caused by protozoa of the genus Leishmania and are a major 

public health problem worldwide. Several factors complicate the treatment, as adverse effects, 

poor adherence to treatment and the resistance of parasites available drugs, which implies the 

need for new therapeutic agents. Leishmania photolysis is a promising technique for the 

treatment and among photosensitizing drugs the phthalocyanine are candidates for use in 

photodynamic therapy. This study aimed to investigate the activity of the phthalocyanines 

photosensitive on promastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis. For this, have 

been studied chloro-aluminum phthalocyanine (AlPcCl), aluminum-hydroxide phthalocyanine 

(AlPcOH) and zinc phthalocyanine (PcZn) and as a light source an emitter diode in the red 

region of the electromagnetic spectrum (670- 780 nm). Promastigotes of L. (L.) amazonensis 

were cultured in AlPcCl concentrations (0.015 to 31.6 µM), AlPcOH (0.005 to 10.8 µM) and 

PcZn (0.005 to 11.5 µM) in the presence and in the absence light and viability of the parasites 

was evaluated after 24, 48 and 72 h. Cytotoxicity to human erythrocytes and J774.A1 

macrophages was also evaluated. The results showed that L. (L.) amazonensis is highly 

susceptible in vitro to lysis mediated by AlPcCl and AlPcOH in the presence of light without 

causing cytotoxicity to J774.A1 macrophages and erythrocytes of type O. The inhibitory 

concentration of 50% the parasites (IC50) after 24 h light exposure was 0.2 µM for AlPcCl and 

AlPcOH. The cytotoxic concentration of 50% the J774.A1 macrophages (CC50) > 31.6 µM 

for AlPcCl and > 10.8 µM for AlPcOH in 24 h. In 48h and 72h after treatment the IC50 for 

AlPcCl and AlPcOH was 0.1 µM. The results of IS (selectivity index) show that AlPcCl and 

AlPcOH were less phototoxic to J774.A1 cells than for promastigotes of L. (L.) amazonensis, 

and the IS > 147.1 and > 43.7 respectively. The zinc phthalocyanine showed no activity on 

promastigotes of L. (L.) amazonensis. The results support the possibility of using the 

aluminum phthalocyanine in photodynamic therapy for the treatment of cutaneous 

leishmaniasis. 

Keywords: Cutaneous leishmaniasis. Phthalocyanines. Photolysis. Leishmania amazonensis.

        Cytotoxicity. 
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CAPÍTULO I 

 

LEISHMANIOSES 

As leishmanioses são doenças infecciosas causadas por várias espécies de protozoários 

do gênero Leishmania, que acometem o homem e animais.  Considerada de importância para 

a saúde pública, uma análise recente da Organização Mundial da Saúde (WHO), mostrou que 

mais de 98 países e territórios são endêmicos para leishmaniose, com mais de 350 milhões de 

pessoas em risco de transmissão. Globalmente, mais de 12 milhões de pessoas estão 

infectadas e estima-se que 1,3 milhões de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes ocorrem 

anualmente 
(1)

. 

As leishmanioses são consideradas doenças negligenciadas e estão diretamente ligadas 

à pobreza e fatores sociais, mas o ambiente e o clima influenciam diretamente a sua 

epidemiologia. As populações rurais e de baixa renda, e que não podem arcar com os altos 

custos dos tratamentos, são as mais afetadas 
(1)

. Além disso, a ocorrência das formas mucosas, 

que causam deformidades, pode resultar em prejuízos psico-sociais e econômicos 
(2)

. 

As manifestações clínicas variam de acordo com as espécies de Leishmania. A 

leishmaniose cutânea (LC), determinada por L. (L.) braziliensis e L. (L.) amazonensis, dentre 

outras, produz exclusivamente lesões cutâneas, ulcerosas ou não, porém, limitadas. Na 

leishmaniose mucocutânea ocorrem lesões nos tecidos cartilaginosos da boca, nariz e 

garganta, e podem causar mutilações na região acometida 
(3)

. A leishmaniose cutânea difusa é 

caracterizada pela formação de múltiplos nódulos e placas, principalmente na região da face e 

nas partes externas das pernas e dos braços 
(4,2)

 e a espécie envolvida é a L. (L.) amazonensis. 

A leishmaniose visceral, causada por L. (L.) chagasi, é a forma mais severa da doença, afeta 

órgãos como fígado, baço e medula óssea e pode ser fatal se não tratada 
(5)

 (Figura 1). 

Nas Américas, a LTA está presente em 18 países. No ano de 2012 foram registrados 

52.919 casos, distribuídos em 16 países da região, sendo que a Venezuela e a Guiana Francesa 

não reportaram os dados. Do total de casos, 82,6% (43.798) estão concentrados no Brasil e 

nos países da sub-região Andina 
(6)

. 

Segundo dados divulgados pelo Ministério da Saúde (MS), em março de 2014 houve 

uma redução dos casos de LC no Brasil, passando de 24.753 casos no ano de 1990 para 

18.226 casos em 2013, sendo a região norte a que apresentou o maior número (8.407) e a 

região sul o menor número (296) de casos 
(7)

. 
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Figura 1: Manifestações clínicas da leishmaniose. A) Caso com ulceração recente e de bordas 

bem talhada no dorso da mão. B) Leishmaniose mucocutânea envolvendo nariz e lábio 

superior. C) Paciente com Leishmaniose cutânea difusa. D) Crianças de Sobral, CE, com 

leishmaniose visceral por Leishmania infantum. Fonte: Rey (2008). 

 

LEISHMANIA 

 Os agentes causadores das leishmanioses humanas são protozoários da divisão 

Kinetoplastea (ordem Kinetoplastidae, família Trypanosomatidae) e gênero Leishmania 
(8, 9)

. 

A diferenciação das espécies de Leishmania é baseada em características genéticas, 

bioquímicas e imunológicas e os parasitos são agrupados em diferentes complexos. (Figura 2) 

(1)
. No Brasil seis espécies de Leishmania já foram identificadas como causadoras da LC em 

humanos, sendo as principais Leishmania (Viannia) brasiliensis, Leishmania (Leishmania) 

mexicana, Leishmania (Viannia) guyanensis 
(10, 11)

. 

Estes protozoários são unicelulares e digenéticos, com um hospedeiro vertebrado e um 

invertebrado em seu ciclo biológico. Os hospedeiros vertebrados incluem mamíferos 

silvestres e domésticos 
(8, 9)

, nos quais apresenta a forma amastigota, que é intracelular e é 

fagocitada por  macrófagos,  onde se multiplica (Figura 3A). O hospedeiro invertebrado é um 

inseto vetor da subfamília Phlebotominae, que tem o seu trato digestório colonizado pela 

forma extracelular do parasito (Figura 3B). 
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Figura 2: Classificação taxonômica da Leishmania. Fonte: Adaptado (WHO, 2010). 

*Status da espécie está em discussão. L. chagasi no novo mundo é da mesma espécie que a L. 

infantum. 

 

  

Figura 3: Formas amastigotas (A) e promastigotas (B) de Leishmania. Fonte: Brasil, 

Ministério da Saúde. Manual de vigilância da leishmaniose tegumentar americana, 2010.  

 

As formas infectantes de Leishmania, que são transmitidas para o hospedeiro são 

chamadas metacíclicas 
(11)

.  A infecção no inseto ocorre quando a fêmea do flebotomíneo pica 

o vertebrado para exercer o repasto sanguíneo e juntamente com o sangue ingere macrófagos 

parasitados por formas amastigotas. Durante o trajeto pelo trato digestório anterior, ou ao 

chegarem no estômago, os macrófagos se rompem liberando as amastigotas, que sofrem 

divisão binária e se transformam rapidamente em promastigotas, que continuam se 

multiplicando no sangue ingerido, que é envolvido por uma membrana peritrófica secretada 

 

Figura 3: Formas amastigotas (A) e promastigotas (B) de Leishmania. Fonte: Rey (2008). 

A B 
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pelas células do estômago do inseto. Após a digestão do sangue essa membrana se rompe e as 

formas promastigotas ficam livres 
(9)

 (Figura 4). 

No intestino do inseto as formas promastigotas continuam se multiplicando, de forma 

a causar uma obstrução mecânica ou dificultar a ingestão de sangue pelo inseto. Quando o 

inseto tenta se alimentar, os músculos responsáveis pela sucção relaxam, e o inseto regurgita a 

promastigota em suas formas metacíclicas, sendo então inoculadas dentro da pele do 

hospedeiro 
(8)

. No homem, os parasitos são rapidamente internalizados pelos macrófagos, 

células dendríticas ou neutrófilos, localizando-se dentro dos fagolisossomos, transformando-

se assim em amastigotas. Estas se dividem por fissão binária até ocupar todo o citoplasma e 

romper a membrana do macrófago, sendo assim liberadas no tecido e fagocitadas novamente, 

iniciando uma reação inflamatória local 
(8, 10)

 (Figura 4). 

 

 

 Figura 4: Ciclo de vida de Leishmania. Fonte: Adaptado de National Institute of Allergy and 

Infectious Diseases (Niaid. Nih. Gov, 2013). Disponível em: 

http://www.niaid.nih.gov/topics/leishmaniasis/pages/lifecycle.aspx. 

 

DIAGNÓSTICO 

O diagnóstico clínico da LC é baseado nas características das lesões apresentadas pelo 

paciente, associado à anamnese e ao estudo de dados epidemiológicos. O exame 
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parasitológico continua sendo o padrão de referência para o diagnóstico por causa da sua alta 

especificidade. A forma mais simples de diagnóstico é a pesquisa direta de formas 

amastigotas em material obtido da lesão por escarificação, aspiração ou biópsia da borda da 

lesão e corado por derivados de Romanowsky, Giemsa ou Leishman. O material obtido por 

qualquer um destes métodos pode ser usado para o exame microscópico, cultura e as técnicas 

de diagnóstico molecular 
(1, 10)

. 

O diagnóstico sorológico é de uso limitado por causa da sua baixa sensibilidade e 

especificidade variável. O teste de Montenegro pode ser útil em estudos epidemiológicos, mas 

é de pouco valor no diagnóstico. Pode ser feito ainda a cultura de fragmentos do tecido ou de 

aspirados nos bordos da lesão e de linfonodos infartados nas áreas próximas a estas 
(1, 10)

. 

Pacientes com lesões típicas nas mucosas e uma história de LC com uma ou mais 

cicatrizes visíveis ou, mais raramente, com LC concomitante são suspeitos de apresentar a 

doença. Uma sorologia positiva (por exemplo: Ensaio imunoenzimático (ELISA) ou 

imunofluorescência) ou um teste positivo para pesquisa direta de Leishmania aumenta a 

suspeita clínica. Os parasitos são escassos nas lesões mucosas devido a forte reação 

imunológica local, revelando a baixa sensibilidade para a pesquisa de parasitos em amostras 

de mucosa (obtido pela escovação ou biópsia) para exame microscópico ou cultura. A 

amplificação do DNA do parasito por técnicas moleculares, como a reação em cadeia da 

polimerase (PCR), tem se mostrado uma abordagem mais sensível para confirmar a 

leishmaniose mucosa 
(1)

. 

 

TRATAMENTO 

As drogas de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses cutâneas e 

mucosas são os antimoniais pentavalentes (Sb+5), o antimoniato de N-metilglucamina 

(Glucantime®) e o estibogluconato de sódio (Pentostam®), sendo este último não 

comercializado no Brasil. Com o objetivo de padronizar o esquema terapêutico, a OMS 

recomenda que a dose deste antimonial seja calculada em mg Sb+5/kg/dia 
(12)

. Estes 

medicamentos foram introduzidos em 1945 e continuam sendo efetivos para algumas formas 

de leishmaniose. Contudo, são necessárias altas doses, apresentam elevada toxicidade, e o 

paciente precisa ser hospitalizado para a administração parenteral 
(13)

. 

Não havendo resposta satisfatória com o tratamento pelo antimonial pentavalente, as 

drogas de segunda escolha são a anfotericina B e as pentamidinas (sulfato de pentamidina e 

mesilato de pentamidina) 
(12)

. Embora existam vários medicamentos antiparasitários, o 
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número de casos de leishmaniose não tem diminuído, já que muitas dessas drogas empregadas 

atualmente estão associadas com graves efeitos colaterais tóxicos e têm aumentando a 

resistência dos parasitos aos medicamentos normalmente prescritos 
(14)

. 

Terapias alternativas têm sido pesquisadas e alguns estudos mostraram que a LC 

causada por várias espécies de Leishmania sp pode ser tratada por termoterapia, 
(15, 16) 

 uma 

opção atraente, de baixo custo e bem tolerada. Porém, são necessários estudos clínicos mais 

avançados antes de ser recomendada como terapia de primeira linha. Outra opção é a 

crioterapia, que também apresenta as vantagens de boa tolerabilidade e baixo custo, e ainda 

estudos revelaram que sua eficácia é melhorada quando combinada com a terapia antimonial 

(17, 18)
. 

 O uso da terapia fotodinâmica (TFD) para o tratamento da LC é uma alternativa que 

têm mostrado efetividade 
(19-21)

. Estudos como os de Peloi et al. (2011) 
(22

,
)
 que utilizaram o 

corante azul de metileno, e Gardner et al. (2010) 
(23)

, utilizando acenaporfirinas, apresentaram 

resultados satisfatórios com o emprego da TFD no tratamento da leishmaniose.  Akilov et al. 

(2009) 
(21)

 publicaram um estudo com o uso tópico do brometo 3,7-bis(di-n-butilamino) 

fenotiazinium para LC, apresentando ótimo resultado, com aplicações periódicas que 

diminuiram a carga parasitária, além de fornecer um bom resultado estético. 

 

TERAPIA FOTODINÂMICA 

A TFD é uma técnica cada vez mais utilizada para tratar uma série de doenças e 

distúrbios envolvendo diversos sistemas do organismo. Relatos antigos mostram que há mais 

de 4.000 anos os antigos egípcios usaram o extrato da planta Amni majus combinada com a 

luz solar para tratamento de vitiligo 
(24-27)

. Os gregos e indianos utilizaram as sementes de 

Psoralea corylifolia para o tratamento de psoríase e vitiligo, mas estas informações foram 

sendo perdidas durante séculos. Posteriormente, o efeito fototóxico sobre as células tumorais 

levou ao desenvolvimento da terapia fotodinâmica como uma ferramenta promissora no 

tratamento do câncer.  

A primeira observação de sensibilização química do tecido pela luz foi descrita, em 

1900, por Rabb 
(28)

, seguida por muitos outros estudos. Em 1993 uma formulação contendo 

derivados diméricos e oligoméricos de hematoporfirina (Photofrin®) teve aprovação clínica e 

vem sendo utilizada em TFD, na oncologia e dermatologia. Desde então, um aumento no 

interesse da ação fotodinâmica de porfirinas surgiu em todo o mundo 
(28)

. 
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As principais aplicações da TFD estão na oncologia, sendo as mais comuns aquelas 

contra queratoses actínicas, carcinoma basocelular nodular ou superficial e a doença de 

Bowen 
(29)

. No entanto, existem outras indicações terapêuticas não-oncológicas, sendo 

também uma alternativa promissora para o tratamento da leishmaniose, pois, além de 

demonstrar resultados satisfatórios in vitro e in vivo, é uma técnica simples, não invasiva e 

não requer tecnologia de alto custo, o que é conveniente para o uso em países em 

desenvolvimento 
(30-33)

. 

O procedimento requer três componentes essenciais: um fotossensibilizador (FS), uma 

fonte de luz e oxigênio molecular. O FS é uma molécula que se localiza na célula e/ou tecido 

alvo e só pode ser ativado pela luz. Quando o FS é exposto a comprimentos de onda 

específicos, a absorção de fótons de luz resulta na transferência de energia para o FS, o qual 

se torna ativado passando de um "estado fundamental" para um "estado excitado" 
(34)

. A 

excitação do FS, na presença de oxigênio, induz a formação de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), que levam a citotoxicidade da célula e/ou tecido alvo 
(35, 36,37)

 (Figura 5). 

 

Figura 5: Esquema da reação fotoquímica durante a TFD (Adaptado: WAN, 2014). 

As etapas fotofísicas e fotoquímicas envolvidas no processo de fotossensibilização do 

fármaco, após receber radiação visível que pode gerar espécies reativas capazes de promover 

a morte celular, podem ser explicadas pelo diagrama de Jablonski (Figura 6) onde uma 
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sequência de eventos radioativos e não radioativos desativam as moléculas 

fotossensibilizadoras que absorveram luz 
(37)

. 

 

 

Figura 6: Diagrama de Jablonski simplificado. S0: estado singlete fundamental; S1: estado 

singlete excitado; T1: estado triplete excitado; (Adaptado: PRIMO, 2009). 

 

Após a absorção da luz, o FS que se encontrava no estado singlete fundamental (S0) é 

excitado a um estado singlete de mais alta energia (S1). No estado S1, este pode voltar ao seu 

estado fundamental por decaimento radioativo na forma de calor, por emissão de energia de 

forma radioativa (fluorescência) ou pode fazer um cruzamento intersistema, indo para o seu 

estado triplete. No cruzamento intersistema, o FS passa para o mais baixo estado triplete 

excitado (T1). Neste estado, ele pode voltar para o seu estado fundamental através da emissão 

de energia de forma radioativa (fosforescência), ou transferir sua energia para o oxigênio 

triplete, que se transforma no seu estado excitado singlete gerando as EROs. As EROs podem 

reagir com diferentes moléculas como: lipídeos, proteínas e ácidos nucléicos desencadeando 

processos que levam a morte celular 
(23, 33)

 . 

Para que a TFD seja eficiente, em relação ao aspecto fotofísico, o FS deve ser 

fotoquimicamente ativo e com alta eficiência de absorção na porção do espectro que 
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compreende a faixa do vermelho ao infravermelho próximo (600-900 nm) 
(38, 39)

. Além disso, 

é fundamental utilizar FS que apresente as seguintes características, ditas ideais: não ser 

decomposto rapidamente pela absorção da luz visível; possuir alta afinidade e penetração no 

tecido doente em detrimento ao tecido saudável, fator este que é facilitado pelo aumento no 

grau de hidrofobicidade da molécula; ser fotodinamicamente eficiente na destruição do tecido 

sobre a ação de baixos níveis de luz visível 
(40)

. 

 

FOTOSSENSIBILIZADORES 

Os FS são componentes indispensáveis para o êxito da TFD, pois possuem diferentes 

características que os tornam uma das peças chave para excelência da terapia. São moléculas 

com a propriedade especial de absorver energia luminosa, e com utilização desta mesma 

energia em reações químicas nas células e tecidos submetidos à terapia fotodinâmica 
(41)

.  

Entre as características idealmente presentes nestes fototerápicos, está a pureza 

química, o acúmulo preferencial em tecidos alvos (lesados), a ativação em comprimento de 

onda específico, a capacidade de geração de elevadas quantidades de EROs, a rápida 

eliminação tecidual, minimizando danos a tecidos normais, e serem atóxicos sem a exposição 

luminosa. A função principal dos FS na TFD é a transição da energia luminosa para energia 

química, essencial para a geração das EROs 
(42, 43)

. 

Existem diferentes tipos de FS e atualmente, um dos mais utilizados e aprovados 

clinicamente é um derivado da hematoporfirina, conhecido comercialmente como Photofrin®. 

Contudo, esses derivados, chamados de FS de primeira geração, apresentam algumas 

desvantagens para o uso na TFD, como prolongada fotossensibilidade cutânea, baixa 

seletividade ao tecido alvo e baixa absorção de luz na região do vermelho 
(28)

.  

Na tentativa de minimizar os problemas encontrados com os FS de primeira geração, 

tem-se buscado o desenvolvimento de novas moléculas, chamadas de FS de segunda geração, 

como as ftalocianinas, clorinas e bacterioclorinas 
(41, 44, 45)

. A segunda geração de FS possui 

absorção em comprimentos de onda maiores, períodos de fotossensibilização mais curtos e 

taxas de oxigênio singlete mais elevadas 
(46)

. Outras características que os fazem melhores 

fármacos fotossensíveis são o seu elevado rendimento quântico na geração de oxigênio 

singlete, maior estabilidade química e física, atóxico na ausência de luz, alto grau de pureza 

química e redução de efeitos secundários 
(47)

. 
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FTALOCIANINAS 

As ftalocianinas (corantes sintéticos), conhecidas como FS de segunda geração, são 

lipofílicas, o que influencia em sua localização em membranas plasmáticas, microssomos e 

mitocôndrias 
(48, 49)

. Contudo, por apresentarem baixa solubilidade em água, o seu uso em 

TFD é limitado, uma vez que impede a administração da mesma pela via intravenosa (meio 

fisiológico). Apesar disto, possuem propriedades fotofísicas vantajosas e diversos estudos 

demonstram seu potencial para a terapia fotodinâmica 
(36, 44, 50, 51)

. São pigmentos tetra-

azoindólicos análogos às porfirinas, com forte absorção na região do vermelho do espectro 

eletromagnético (670- 780 nm), cuja estrutura molecular pode ser modificada inserindo-se 

ligantes periféricos e/ou axiais, bem como metais entre os quatro nitrogênios centrais 
(36)

 

(Figura 7). 

 

 

Figura 7: Estrutura molecular das Ftalocianinas 

 

Até o momento, são poucos os estudos publicados envolvendo a TFD e as 

ftalocianinas como FS para o tratamento da leishmaniose. Contudo, os estudos disponíveis, 

tanto in vitro como in vivo, mostram que o tratamento da leishmaniose com essa combinação 

é promissor, visto que os resultados obtidos foram satisfatórios contra formas promastigotas e 

amastigotas em diferentes espécies de Leishmania. Dutta et al. (2005) 
(31)

 testaram a 

ftalocianina de alumínio cloro (AlPcCl) in vitro para o tratamento de LC, bem como Escobar 

et al.  (2006) 
(32)

 que testaram a ftalocianina de alumínio (AlPc) e a  ftalocianina de zinco 

ftalocianina (ZnPc) em promastigotas in vitro, obtendo resultados  em ambos os estudos. 
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FONTES DE LUZ 

 No tratamento fotodinâmico podem ser empregadas como fonte de luz os lasers, as 

lâmpadas de amplo espectro e lâmpadas de diodo (LED - Light Emitting Diode). As primeiras 

fontes de luz utilizada em quimioterapia fotodinâmica antimicrobiana foram as luzes não 

coerentes, que são seguras, possuem menor custo, seu espectro abrange vários 

fotossensibilizadores e podem ser utilizadas com filtros ópticos para selecionar um 

determinado comprimento de onda 
(49)

. 

Apesar de os lasers de baixa potência serem convencionalmente utilizados como fonte 

de irradiação na TFD, o uso do LED tem se fortalecido 
(52)

. Este possui propriedades que 

resultam em bandas de emissão mais largas, beneficiando a agregação com o FS e a absorção 

de energia luminosa 
(53)

.  

 

JUSTIFICATIVA 

Devido a ocorrência de novos casos de leishmaniose no Brasil e no mundo, a 

agressividade e limitações dos tratamentos convencionais, existe a necessidade de terapias 

mais seguras e simples e de baixo custo. Poucos estudos estão disponíveis sobre a atividade 

da TFD na LC, mas seu uso é uma proposta promissora para o tratamento deste agravo.  Desta 

forma, são necessários estudos para definir as drogas mais adequadas quanto à toxicidade e à 

atividade em Leishmania sp.  

 

OBJETIVOS  

 

OBJETIVO GERAL  

Este trabalho tem como objetivo investigar a eficácia da TDF sobre formas 

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, usando como substâncias fotossensibilizantes 

compostos do grupo das ftalocianinas e um diodo emissor de luz (LED) como fonte luminosa. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar in vitro a influência da variação da concentração das ftalocianinas na eficácia 

da terapia fotodinâmica. 

 Avaliar o efeito citotóxico e fototóxico das ftalocianinas em hemácias humanas e em 

macrófagos da linhagem J774.A1 não infectados e infectados com Leishmania 

amazonensis. 
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Resumo 

As leishmanioses são doenças causadas por protozoários do gênero Leishmania e são um 

importante problema de saúde pública em todo o mundo. Inúmeros fatores dificultam o 

tratamento, como efeitos adversos, baixa adesão do paciente ao tratamento e a resistência dos 

parasitos às drogas disponíveis, o que implica na necessidade de novos agentes terapêuticos. 

A fotólise de Leishmania é uma técnica promissora para o tratamento e dentre as drogas 

fotossensibilizadoras, as ftalocianinas são candidatas para uso na terapia fotodinâmica.  Este 

estudo teve como objetivo investigar a atividade de ftalocianinas fotossensíveis sobre formas 

promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. Para isso, foram utilizadas as 

ftalocianinas de alumínio-cloro (AlPcCl), ftalocianina de alumínio-hidróxido (AlPcOH) e 

ftalocianina de zinco (PcZn) e, como fonte de luz, um diodo emissor na região do vermelho 

do espectro eletromagnético (670-780 nm). As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis 

foram tratadas com AlPcCl (0,015 a 31,6 µM), ou AlPcOH (0,005 a 10,8 µM) ou PcZn (0,005 

a 11,5 µM), na presença e na ausência de luz. A viabilidade dos parasitos foi avaliada após 

24, 48 e 72 h. A citotoxicidade para macrófagos J774.A1 e hemácias humanas também foi 

avaliada. Os resultados mostraram que L. (L.) amazonensis é altamente susceptível in vitro à 

citólise mediada pelas AlPcCl e AlPcOH na presença de luz, sem causar citotoxicidade para 

macrófagos J774. A1 e hemácias do tipo O. A concentração inibitória de 50% dos parasitos 
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(IC50) 24 h após a exposição à luz foi de 0,2 µM para AlPcCl e AlPcOH. A concentração 

citotóxica de 50% dos macrófagos J774.A1 (CC50) > 31,6 µM para a AlPcCl e > 10,8 µM 

para a AlPcOH em 24 h. Após 48h e 72h de tratamento a IC50 para a AlPcCl e AlPcOH foi de 

0,1 µM. Os índices de seletividade de (IS), mostram que a AlPcCl e a AlPcOH foram menos 

fototóxicas para as células J774.A1 do que para as formas promastigotas de L. (L.) 

amazonensis, com IS > 147,1 e > 43,7, respectivamente. A ftalocianina de zinco não 

apresentou atividade sobre as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis. Os resultados 

obtidos reforçam a possibilidade de utilização das ftalocianinas de alumínio na terapia 

fotodinâmica para o tratamento da leishmaniose tegumentar americana. 

Palavras-chave: Leishmaniose cutânea Ftalocianinas. Fotólise. Leishmania amazonensis.

                  Citotoxicidade. 

 

Abstract 

Leishmaniasis are diseases caused by protozoa of the genus Leishmania and are a major 

public health problem worldwide. Several factors complicate the treatment, as adverse effects, 

poor adherence to treatment and the resistance of parasites available drugs, which implies the 

need for new therapeutic agents. Leishmania photolysis is a promising technique for the 

treatment and among photosensitizing drugs the phthalocyanine are candidates for use in 

photodynamic therapy. This study aimed to investigate the activity of the phthalocyanines 

photosensitive on promastigotes of Leishmania (Leishmania) amazonensis. For this, have 

been studied chloro-aluminum phthalocyanine (AlPcCl), aluminum-hydroxide phthalocyanine 

(AlPcOH) and zinc phthalocyanine (PcZn) and as a light source an emitter diode in the red 

region of the electromagnetic spectrum (670- 780 nm). Promastigotes of L. (L.) amazonensis 

were cultured in AlPcCl concentrations (0.015 to 31.6 µM), AlPcOH (0.005 to 10.8 µM) and 

PcZn (0.005 to 11.5 µM) in the presence and in the absence light and viability of the parasites 
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was evaluated after 24, 48 and 72 h. Cytotoxicity to human erythrocytes and J774.A1 

macrophages was also evaluated. The results showed that L. (L.) amazonensis is highly 

susceptible in vitro to lysis mediated by AlPcCl and AlPcOH in the presence of light without 

causing cytotoxicity to J774.A1 macrophages and erythrocytes of type O. The inhibitory 

concentration of 50% the parasites (IC50) after 24 h light exposure was 0.2 µM for AlPcCl 

and AlPcOH. The cytotoxic concentration of 50% the J774.A1 macrophages (CC50) > 31.6 

µM for AlPcCl and  > 10.8 µM for AlPcOH in 24 h. In 48h and 72h after treatment the IC50 

for AlPcCl and AlPcOH was 0.1 µM. The results of IS (selectivity index) show that AlPcCl 

and AlPcOH were less phototoxic to J774.A1 cells than for promastigotes of L. (L.) 

amazonensis, and the IS > 147.1 and  > 43.7 respectively. The zinc phthalocyanine showed no 

activity on promastigotes of L. (L.) amazonensis. The results support the possibility of using 

the aluminum phthalocyanine in photodynamic therapy for the treatment of cutaneous 

leishmaniasis. 

Keywords: Cutaneous leishmaniasis. Phthalocyanines. Photolysis. Leishmania amazonensis. 

        Cytotoxicity. 
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 INTRODUÇÃO 

A leishmaniose é uma doença crônica, causada por protozoários flagelados 

Leishmania da família Trypanosomatidae, que afeta a pele, mucosas e órgãos internos, Está 

amplamente distribuída em todo mundo e afeta homens e animais. Segundo a Organização 

Mundial da Saúde (WHO), é uma doença endêmica em 98 países e territórios, com cerca de 

350 milhões de pessoas em risco de contrair a infecção, mais de 12 milhões de pessoas 

infectadas e estima-se 1,3 milhões de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes a cada ano 
(1)

.  

A doença pode ocorrer na forma cutânea e visceral. No continente americano a 

leishmaniose visceral (LV) é causada pela Leishmania chagasi, enquanto as espécies 

Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis são agentes etiológicos da leishmaniose 

cutânea (LC). A LC é uma doença polimorfa da pele e mucosas, provoca lesões ulceradas, 

nodulares, únicas ou múltiplas, e é transmitida pela picada de insetos denominados 

flebotomíneos
 (2,3)

.  

 Os antimoniais pentavalentes (N-metil-glucamina) são usados como primeira escolha 

para o tratamento.  Porém, podem provocar efeitos colaterais graves e abandono do 

tratamento pelo paciente. Ocorrem também, casos em que não há cura. Com o elevado 

número de casos, tanto no Brasil como no mundo, terapias alternativas têm sido pesquisadas, 

tais como a utilização de imunoterapia e o uso da Terapia Fotodinâmica (TFD), que tem se 

mostrado efetivas no tratamento da LC 
(4-6)

.  

A citólise de formas amastigotas e promastigotas de Leishmania sp mediada por luz é 

uma nova técnica no tratamento da LC 
(4-7)

. Além disso, os efeitos colaterais da TFD são 

restritos ao desconforto gerado pelo calor durante a terapia, hiperpigmentação e eritema local 

(6, 8, 9)
.  
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O uso da luz como uma modalidade terapêutica ganhou forte impulso recentemente 

devido ao desenvolvimento de fontes de luz eficientes e acessíveis. Consequentemente, as 

drogas ativadas pela luz (fotossensibilizadores - FS) desempenham um papel chave neste 

processo, sendo a peça principal no desenvolvimento de novos medicamentos para tratar 

várias doenças, tais como câncer, infecções microbianas e doenças tropicais. No entanto, o 

aumento da eficiência de FS utilizando a TFD permanece um desafio 
(10-12)

. Como 

fotossensibilizadores de segunda geração, as ftalocianinas são fortes candidatas a utilização 

em TFD, pois além de possuirem propriedades fotofísicas vantajosas, e diversos estudos 

demonstram seu potencial para a TFD 
(13-15)

.  

O tratamento da LC é dificultado pelos efeitos colaterais e pela resistência do parasito 

aos medicamentos disponíveis, o que pode levar ao desenvolvimento da forma mucosa e a 

deformidades e sequelas. Assim, torna-se necessário a busca de novos agentes terapêuticos 

que ofereçam maior segurança e eficácia, com um custo acessível para o tratamento. Portanto, 

o objetivo deste trabalho foi investigar a eficácia da TDF sobre formas promastigotas de 

Leishmania (L.) amazonensis, usando como substâncias fotossensibilizantes compostos do 

grupo das ftalocianinas e um diodo emissor de luz (LED) como fonte luminosa. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Preparo das Ftalocianinas: Foram avaliados três componentes deste grupo (Figura 1): 

ftalocianina de alumínio-cloro (AlPcCl) (Acros Organics
®
, Germany), ftalocianina de 

alumínio-hidróxido (AlPcOH) (Sigma-Aldrich
®
 Inc., USA) e ftalocianina de zinco (PcZn) 

(Sigma-Aldrich
®
 Inc.,EUA), com graus de pureza de 98%, 85% e 97%, respectivamente. As 

soluções estoques foram dissolvidas em dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma
®

, St Louis, EUA) e 

armazenadas no escuro à temperatura ambiente. No momento do uso, as soluções estoques 

foram incubadas durante 1 hora no ultrassom, a fim de minimizar ao máximo a formação de 
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agregados, A seguir, foram centrifugadas (2500 rpm por 10 min). O sobrenadante foi diluído 

8 vezes em meio de cultura RPMI 1640 pH 6,8 (Gibco
®
, New York, EUA). A concentração 

final de DMSO foi 6,25%, quando não mais apresenta toxicidade para as células. Nesta 

solução a concentração de cada ftalocianina foi determinada através de análise 

espectrofotométrica. Para isso, o espectro ultravioleta visível (UV-Vis) foi determinado na 

região de 670 nm e a concentração final da solução estoque foi determinada segundo a lei de 

Lambert-Beer. 

Cultura e manutenção de Leishmania: L. (L.) amazonensis foi mantida pela inoculação de 

1x10
6
 parasitos nas patas posteriores de camundongos BALB c. Após 30 a 40 dias os animais 

foram sacrificados em câmara de CO2 e retirados fragmentos de gânglios, que foram 

inoculados em meio de cultura 199 (Gibco
®
), suplementado com soro bovino fetal (SBF) 10% 

(v/v), 1% de urina humana, 20 mM de L-glutamina e antibióticos (100 UI/mL de penicilina e 

0,1 mg/mL de estreptomicina), e incubados a 25
o
C. Os parasitos foram mantidos por repiques 

semanais.    

Ensaio leishmanicida com promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis: Formas 

promastigotas de L. (L.) amazonensis foram cultivadas até a fase log de crescimento em meio 

RPMI 1640 pH 6,8  suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal (SBF) (Gibco
®
, New 

York, EUA),  e 20 mM de L- glutamina, a 25ºC. As culturas foram centrifugadas a 2500 rpm 

por 10 minutos,  ressuspensas em meio de cultura na concentração de 4x10
6
 células/ml e  

foram distribuídos 100 µL por poço, em placas de 96 poços. As ftalocianinas foram 

adicionadas em 12 diferentes concentrações: AlPcCl  (0,015-31,6 µM) e AlPcOH (0,005-10,8 

µM) e ZnPc (0,005-11,5 µM),  e as placas foram  incubadas com as ftalocianinas por 30 

minutos. Logo após, uma placa permaneceu na ausência de luz e a outra foi iluminada com 

LED vermelho fosco (potência de 2,5 -2,3 µW e comprimento de onda 630 nm) por 30 

minutos. Em seguida, ambas as placas foram incubadas a 25°C por mais 24, 48 e 72 horas. A 



35 
  

 

seguir a viabilidade dos parasitos foi determinada pelo método colorimétrico do XTT (2,3-bis 

(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-carboxanilida) e a porcentagem de inibição 

foi estimada por comparação com as culturas controles não tratadas. A razão concentração 

inibitória de 50% (IC50) e a concentração inibitória de 90% (IC90) foram calculadas por 

análise de regressão polinomial. Todos os testes foram realizados ao menos três vezes e em 

triplicata, usando a anfotericina B
 
(Anfotericin B

®
-Cristália) como controle positivo. 

Citotoxicidade para macrófagos J774.A1: Os macrófagos foram cultivados em meio RPMI 

1640  (Gibco, New York, EUA) pH 7,6, suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) 

(Gibco, New York, EUA), 100 UI/mL de penicilina G (Sigma
®
, St Louis, USA) e 0,1 mg/mL 

de estreptomicina (Sigma
®
, St Louis, USA). Depois foram centrifugados (2500 rpm, 10 

minutos) e a seguir distribuídos em placas de cultura de 96 poços (5x10
4
/ml) e incubados por 

48 horas em estufa de CO2 a 37°C. Posteriormente as ftalocianinas foram adicionadas em 

diferentes concentrações: AlPcCl  (0,015-31,6 µM) e AlPcOH (0,005-10,8 µM),  e as placas 

foram incubadas por 30 minutos. Em seguida, as placas foram incubadas por mais 30 minutos 

na presença ou ausência de luz. Após, as placas foram mantidas por 24 horas em estufa de 

CO2 a 37°C. A seguir a viabilidade dos macrófagos foi determinada pelo método 

colorimétrico do XTT. Após incubação por 3 horas em estufa de CO2 a 37°C, protegido da 

luz, foi realizada a leitura em leitora de microplacas (Asys Hitech GMBH, Eugendorf, 

Áustria) a 450 nm e 620 nm. Os valores de concentração citotóxica de 50% (CC50) foram 

calculados por análise de regressão polinomial. O índice de seletividade (IS) foi calculado por 

meio da razão CC50/ IC50. 

Determinação da Atividade Hemolítica: Para a avaliação da atividade hemolítica foi 

preparada uma suspensão de hemácias humanas tipo O a 6% em solução salina glicosada (1% 

glicose e 0,9% de NaCl). O teste foi realizado em placas de 96 poços, onde cada ftalocianina 

foi diluída: AlPcCl  (0,015-31,6 µM) e AlPcOH (0,005-10,8 µM) e ZnPc (0,005-11,5 µM). A 
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seguir, foram adicionados 100 μL da suspensão de hemácias (6%). Depois de 30 minutos de 

incubação com a ftalocianina uma das placas foi iluminada por 30 minutos. Em seguida 

ambas as placas foram mantidas em estufa a 37°C, por 2 horas e centrifugadas a 1100 rpm por 

3 minutos (Rotina 420 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany). O sobrenadante foi 

transferido para nova placa e a leitura realizada a 550 nm em leitora de microplaca (Asys 

Hitech GMBH, Eugendorf, Áustria). Os resultados foram expressos como porcentagem de 

hemólise e calculados pela equação de hemólise: (%) = 100−[(Ap−As)/(Ap−Ac)], na qual Ap, 

As e Ac são as absorbâncias do controle positivo, da amostra teste e do controle negativo, 

respectivamente. A anfotericina B foi utilizada como droga de referência, Triton X-100 a 4% 

(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) como controle positivo de hemólise e a suspensão de hemácias 

sem adição de nenhum dos compostos foi usada como controle negativo. 

Análise estatística: Os dados obtidos foram digitados em planilha do programa Microsoft 

Excel 2010 e analisados estatisticamente com o auxílio do Software R.3.1.1. Foi realizada a 

avaliação de médias e os desvios padrão para as variáveis, seguido do teste de Mann-Whitney 

quando havia dois grupos para comparação de dados não pareados. O nível de significância 

adotado nos testes foi de 5%, ou seja, foram consideradas significativas as associações cujo 

p<0,05.   

 

RESULTADOS 

Todas as ftalocianinas  (figura 1) foram avaliadas em 12 concentrações diferentes, 

AlPcCl (0,015- 31,6 µM), AlPcOH (0,005- 10,8 µM) e PcZn (0,005-11,5 µM). As 

promastigotas de L. (L.) amazonensis foram altamente fotossensíveis para o tratamento com a 

AlPcCl e AlPcOH, sendo que IC50, 24 h após a exposição à luz foi de 0,2 µM para ambas as 

ftalocianinas. A PcZn não mostrou atividade leishmanicida após a exposição à luz nas 

concentrações analisadas. O valor da CC50 pra os macrófagos J774.A1 foi superior a 31,6 µM 
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para a AlPcCl e superior a 10,8 µM para a AlPcOH em 24 h (Tabela 1). Em 48 h e 72 h após 

o tratamento a IC50 para a AlPcCl e AlPcOH foi de 0,1 µM.  

A citotoxicidade para os macrófagos J774.A1 e  os parasitos foi comparada utilizando 

o índice de seletividade (IS), que consiste na razão entre a concentração citotóxica 50% 

(CC50) para células J774.A1 e IC50 para parasitos. Os resultados de IS apresentados na tabela 

1 mostram que a AlPcCl e a AlPcOH foram menos fototóxicas para as células J774.A1 do que 

para as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, com IS maior 147,1 e maior que 

43,7, respectivamente. Portanto, os resultados do presente estudo demonstram que as 

ftalocianinas referidas apresentam atividade leishmanicida expressiva. Em contraste, em 

culturas nas mesmas condições, porém na ausência de luz, não observamos atividade para 

nenhuma das ftalocianinas analisadas nas referidas concentrações. 

Na figura 2 podemos observar a percentagem de morte de formas promastigotas de L. 

amazonensis de acordo com as concentrações da AlPcCl  na presença e na ausência de luz, em 

24, 48 e 72 horas. Quando comparadas a percentagem de morte na presença de luz  e na 

ausência de luz, diferenças estatisticamente significativas foram observados nas 

concentrações de 31,643 µM a 0,494 µM em 24 horas, 31,643 µM a 0,123 µM em 48 horas e 

31,643 µM a 0,247 µM em 72 horas após os tratamentos. Portanto, nestas concentrações a 

AlPcCl na presença de luz, apresentou maior fototoxicidade  para as formas promastigotas. 

Diferenças significativas também foram observadas quando comparados a 

percentagem de morte das formas promastigotas iluminadas em relação ao controle nas 

concentrações de 24, 48 e 72 horas, sendo de 31,643 µM a 0,494 µM, 31,643 µM a 0,062 µM 

e 31,643 µM a 0,247 µM, respectivamente (figura 2). 

Na figura 3 podemos observar a percentagem de morte de formas promastigotas de 

Leishmania amazonensis de acordo com as concentrações da AlPcOH na presença e na 
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ausência de luz, em 24, 48 e 72 horas. Quando comparada a percentagem de morte das formas 

promastigotas na presença de luz com a  ausência de luz e controle, diferenças 

estatisticamente significativas foram observados nas concentrações de 10,812 µM a 0,337 µM 

em 24 h, 10,812µM a 0,168 µM em 48 h e 72 h após os tratamentos. Portanto, nestas 

concentrações a AlPcOH na presença de luz, apresentou maior toxicidade para as formas 

promastigotas. 

O tempo de incubação das formas promastigotas com a AlPcCl e AlPcOH não 

influenciou na percentagem de morte para nenhuma das concentrações que causaram 50% ou 

mais de inibição de promastigotas em cultura, exceto para a AlPcCl na concentração de 0,247 

µM, onde houve diferença estatisticamente significativa quando comparamos a percentagem 

de morte no tempo de 24 h em relação aos tempos de 48 h (p= 0,03) e 72 h (p= 0,02) (Figura 

4).  

As ftalocianinas de AlPcCl e AlPcOH não apresentaram citotoxicicidade para 

macrófagos J774.A1 nas concentrações ativas (50% ou mais de inibição) contra formas 

promastigotas na presença de luz. Além disso,  não houve diferenças estatisticamente 

significativas para a citotoxicidade  com as AlPcCl (A) e AlPcOH (B) na maioria das 

concentrações avaliadas, em relação a presença ou ausência de luz, exceto para  a maior 

concentração de cada FS, onde ambos foram fototóxicos na ausência de luz, com percentagem 

de morte acima de 50% (Figura 5). 

A toxicidade das ftalocianinas  sobre hemácias humanas foi avaliada após a incubação 

a 37°C por 2 horas. A porcentagem de hemólise com e sem iluminação para as três Pcs em 

todas as concentrações avaliadas foi inferior a 4%, sendo que a maior taxa de hemólise foi 

observada para a AlPcCl na presença de luz (3,8%). 
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DISCUSSÃO 

O tratamento da LTA ainda é um desafio a ser superado. Neste contexto vários estudos 

mostram que TFD é uma alternativa promissora para o tratamento, pois apresenta resultados 

satisfatórios quando utilizada para a atividade anti Leishmania 
(16-18)

.  

Este trabalho demonstrou  o efeito fototóxico das AlPcCl e ALPcOH contra formas 

promastigotas de Leishmania (L.) amazonesis, e que não apresentou citotoxicidade para os 

macrófagos J774.A1 nas concentrações capazes de inibir 50% do número de parasitos viáveis. 

Resultados semelhantes foram demonstrados por Escobar e col. (2006) 
(19)

, com L. 

panamensis e L. chagasi usando a ftalocianina de alumínio (AlPc) e a ftalocianina de zinco 

(ZnPc) como FS para reduzir a viabilidade celular e inibir o crescimento in vitro. A 

ftalocianina de alumínio cloro (AlPcCl) nas concentrações 0 a 10 ug/ml também foi fototóxica 

para formas intracelulares e extracelulares de Leishmania (L.) amazonensis, quando irradiados 

com 3,6 J/cm2, não tendo efeito sobre os parasitos ou macrófagos quando não irradiadas 
(16)

. 

Os efeitos fototóxicos contra as formas promastigotas dependem de fatores como: tipo 

da ftalocianina, concentração e carga, bem como as espécies de Leishmania 
(8)

. Neste estudo, 

a Leishmania amazonensis apresentou sensibilidade semelhante aos efeitos tóxicos das 

AlPcCl e AlPcOH, sendo que ambas apresentaram a mesma IC50: 0,2 µM no tempo de 24 

horas e 0,1 µM nos tempos de 48 e 72 horas, quando iluminadas.  

Um estudo utilizando a ftalocianina de alumínio tetrasulfonada (AlPcS4) contra as 

espécies Leishmania major e Leishmania brasiliensis, também mostrou uma redução 

significativa de parasitos viáveis em relação aos controles, onde a TFD mais eficaz  foi obtida 

com AlPcS4 a 10,0 µM e 10 J/cm2, sendo a Leishmania braziliensis a que apresentou a maior 

taxa de mortalidade após o tratamento 
(20)

. 
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Dutta et al. também publicou um estudo que descreve a utilização de  uma combinação 

de uroporfirina e a AlPcCl em Leishmania (L.) amazonensis.   Foi avaliada a associação de 

ambas as drogas em formas promastigotas com e sem irradiação com luz vermelha. Os 

resultados mostraram fotólise dos parasitos irradiados com ambos os FS ao passo que os 

parasitos não irradiados não mostraram nenhum dano 
(21)

. 

 Até o momento este é primeiro relato da atividade leishmanicida da AlPcOH, que 

apresentou-se como um potente inibidor de Leishmania, mesmo em baixas concentrações, 

sem causar citotoxicidade aos macrófagos. É notável no presente estudo o fato de a atividade 

leishmanicida ocorrer em baixas concentrações de AlPcCl e de AlPcOH em relação às 

condições necessárias para lisar macrófagos J774.A1, como demonstrado através do IS. 

Não observamos atividade da ZnPc, em nenhum dos tempos avaliados. No entanto, 

num estudo com 17 diferentes Pcs (13 ftalocianinas de zinco e 4 de silício), uma delas, nas 

concentrações de 10 e 100 µM, foi 20-50 vezes mais ativa contra Leishmania (L.) 

amazonensis do que para macrófagos 
(17)

. Esta diferença pode ser explicada pelo fato da 

estrutura molecular da ZnPc que apresentou atividade, diferir daquela avaliada em nosso 

estudo, já que a partir da estrutura base é possível adicionar diferentes radicais. Outros dois 

pontos importantes a serem destacados são as divergências entre os tempos de exposição à 

luz, e também em relação às fontes e intensidades da luz utilizadas. 

Mudanças no sistema de entrega do FS também podem influenciar na ação 

fotodinâmica. Hernández et al 
(22)

 publicou outro estudo que comparou a AlPcCl encapsulada 

em lipossomos e livre em solução. Os experimentos foram realizados com duas espécies de 

Leishmania do Novo Mundo, nas formas promastigotas e amastigotas e em células THP1. O 

experimento tentou verificar a capacidade do FS em alcançar a Leishmania dentro da célula 

hospedeira THP1. De acordo com os autores, o FS encapsulado em lipossomos era quase 10 
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vezes mais fotoativo do que a forma livre em células THP1, bem como em formas 

promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania chagasi e Leishmania panamensis. 

Portanto, o FS não foi seletivo para as formas amastigotas intracelulares. 

Vale ressaltar que neste estudo  utilizou-se como fonte de iluminação as lâmpadas de 

diiodo emissor de luz (LED). Este é um ponto importante, pois estas lâmpadas mostram-se 

eficientes para fotoativar as ftalocianinas e apresentam baixo custo, o que viabiliza o seu uso 

em larga escala 
(23)

. 

A terapia fotodinâmica revelou-se como uma estratégia promissora para o tratamento 

da leishmaniose. Os resultados apresentados neste estudo reforçam a possibilidade de 

utilização da terapia fotodinâmica no tratamento da leishmaniose tegumentar americana, os 

quais mostraram que a terapia fotodinâmica associada à fotossensibilizadores do grupo das 

ftalocianinas na presença de luz LED tem potente atividade sobre as formas promastigotas de 

Leishmania (L.) amazonensis. 
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Tabela 1. Valores de CC50 para macrófagos J774.A1, IC50 e IC90 para formas promastigotas  

e Leishmania (Leishmania) amazonensis e seus respectivos índices de seletividade (IS) 24h 

após a exposição à luz (LED) 

IC50 e IC90=Concentração capaz de inibir 50% e 90% de L. (L.) amazonensis em cultura; 

CC50= Concentração citotóxica para 50% de macrófagos J774. A1; IS= Índice de Seletividade 

dado pela razão CC50/IC50. 

 

Ftalocianinas (µM) IC50 IC90 CC50 IS 

ALPCCL 0,2 2,1 > 31, 6 > 147,1 

ALPCOH 0,2 2,2 >10, 8 > 43,7 

ZNPC > 11,5 > 11,5 - - 
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Figura 1: Estruturas das ftalocianinas de Alumínio-cloro (AlPcCl), Alumínio-hidróxido 

(AlPcOH) e zinco (ZnPc). Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/ 
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Figura 2: Efeito do tratamento de formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis com 

a ftalocianina de alumínio cloro (AlPcCl), na presença LED vermelho fosco (potência de 2,5-

2,3 µW) ou ausência de luz, após 24 , 48  e 72 horas . Ftalocianina testada nas concentrações 

de 31,643 a 0,015 µM contra formas promastigotas (4x10
6
/ml); percentagem de morte 

determinada pelo ensaio do XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-

carboxanilida). Cada ponto representa a média das medidas de percentagem de morte em 

triplicata. (*) p < 0,05 em relação as amostra não iluminadas. (†) p < 0,05 em relação ao 

controle. 
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Figura 3: Efeito do tratamento de formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis com 

a ftalocianina de alumínio hidróxido (AlPcOH), na presença LED vermelho fosco (potência 

de 2,5-2,3 µW) ou ausencia de luz, em 24 , 48  e 72 horas . Ftalocianina testada em 

concentrações de 10,812 a 0,005 µM contra formas promastigotas (4x10
6
/ml);  percentagem 

de morte determinada pelo ensaio do XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-

tetrazolium-5-carboxanilida). Cada ponto representa a média  das medidas de percentagem de 

morte em triplicata. (*) p < 0,05 em relação as amostra não iluminadas.  (†) p < 0,05 em 

relação ao controle. 
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Figura 4: Efeito do tratamento de formas promastigotas de Leishmania (L) amazonensis com 

as AlPcCl (A) e AlPCOH (B) na presença LED vermelho fosco (potência de 2,5-2,3 µW) em  

24, 48 e 72 horas. Ftalocianinas testadas em concentrações de 31,643 a 0,015 µM (AlPcCl) e 

10,812 a 0,005 µM (AlPcOH) contra formas promastigotas (4x10
6
/ml) de L. (L.) 

amazonensis; percentagem de morte determinada pelo ensaio do XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-

nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-carboxanilida). Cada ponto representa a média das 

medidas de percentagem de morte em triplicata. (*) p < 0,05 em relação a mesma 

concentração no tempo de 24 horas. 
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Figura 5: Fotossensibilidade de macrófagos J774.A1 com as AlPcCl (A) e AlPcOH (B) na 

presença LED vermelho fosco (potência de 2,5-2,3 µW) ou ausência de luz em 24 horas. 

Macrófagos J774.A1 (5x10
4
/ml) tratados com AlPcCl (31,643-0,247 µM) e AlPcOH (10,812-

0,084 µM). Macrófagos não tratados foram utilizados como controles. Para cada concentração 

que causou  citotoxicidade para 50% ou mais  de macrófagos J774.A1 com as AlPcCl 

(31,643µM) e AlPcOH (10,812µM), foram avaliadas as diferenças entre o tratamento com a 

luz (30 minutos com luz LED) e sem luz.  Cada ponto representa a média  das medidas de 

percentagem de morte em triplicata. (*) p < 0,05 em relação as amostras na mesma 

concentração iluminadas. 
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CAPÍTULO III 

CONCLUSÕES 

 As ftalocianinas de alumínio cloro (AlPcCl) e alumínio hidróxido (AlPcOH) na 

presença de luz LED têm potente atividade sobre formas promastigotas de Leishmania 

(L.) amazonensis; 

 As ftalocianinas ALPcCl e AlPcOH mostraram-se seletivas para os parasitos, e 

apresentaram baixa citotoxicidade para macrófagos J774.A1 e hemácias do tipo O; 

 A ftalocianina de zinco (ZnPc) não apresentou atividade sobre formas promastigotas 

de Leishmania (L.) amazonensis; 

 Os resultados apresentados neste estudo reforçam a possibilidade de utilização da 

terapia fotodinâmica no tratamento da leishmaniose tegumentar americana; 

 A terapia fotodinâmica revelou-se como uma estratégia promissora para o tratamento 

da leishmaniose; 

 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

 Avaliar a atividade leishmanicida das ftalocianinas incorporadas em sistemas 

nanoparticulados como nanoemulsões, ou lipossomos, o que poderá aumentar a 

solubilidade dos mesmos, assim como aumentar sua seletividade no tecido alvo; 

 Testar a fotoatividade destes compostos em formas amastigotas, as quais são 

encontradas intracelularmente (tecidual); 

 Verificar a atividade das ftalocianinas em modelos animais; 

 Demonstrar através de ensaios de microscopia eletrônica de varredura e de 

transmissão, as alterações morfológicas causadas nos parasitos; 


