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RESUMO 

 

A doença de Chagas e a Leishmaniose cutânea são duas doenças de grande relevância a saúde 

pública mundial. Acredita-se que as duas doenças juntas infectam aproximadamente 20 milhões 

de pessoas atualmente, em mais de 80 países. Trypanosoma cruzi e Leishmania braziliensis são 

os agentes etiológicos da doença de Chagas e Leishmaniose cutânea, respectivamente, e fazem 

parte da família dos Tripanossomatídeos. De acordo com a Organização Mundial de Saúde, são 

classificadas como Doenças Tropicais Negligenciada pela carência de tratamentos disponíveis, 

sendo os disponíveis repletos de efeitos colaterais, pelos poucos financiamentos de pesquisas 

para diagnóstico e tratamento das mesmas. Atualmente, estas doenças contam com 

medicamentos comercializados a mais de 40 anos, os quais já não são tão eficazes em várias 

situações, além de serem tóxicos e alguns necessitarem de uma intervenção hospitalar. A 

pesquisa por novos tratamentos e terapias são incentivados pela Organização Mundial de Saúde. 

A fotoquimioterapia antiparasitária é uma técnica que baseia-se na administração de uma 

substância sensível a luz (fotossensibilizador) e em seguida, a irradiação desta substância por 

uma fonte de luz (Laser ou LED), para que haja excitação da molécula fotossensibilizadora e 

esta reaja com o parasito a ser eliminado através da formação de Espécies Reativas de Oxigênio 

(EROs). Os derivados fenotiazínicos (azul de metileno e azul de toluidina) apresentaram-se 

como ótimos candidatos a moléculas fotossensibilizantes. O objetivo deste trabalho foi avaliar 

a capacidade tripanocida e leishmanicida da Fotoquimioterapia Antiparasitária, utilizando os 

derivados fenotiazínicos azul de metileno e azul de toluidina, como moléculas 

fotossensibilizantes, identificando as suas máximas concentrações atóxicas e a melhor 

configuração do laser excitante destas moléculas. Para avaliar a citotoxicidade dos compostos 

foram realizados três experimentos distintos (incorporação de timidina tritiada, ensaio com o 

cristal violeta e através do Alamarblue). Posteriormente foi realizado teste de atividade 

tripanocida e leishmanicida destes composto. Testou-se a ação isolada dos compostos (fase 

escura) contra as diversas formas evolutivas do T. cruzi e do L. braziliensis bem como com os 

compostos sendo excitados pelo laser (fase clara). Após estes experimentos constatou-se uma 

boa ação da Fotoquimioterapia Antiparasitária utilizando os derivados fenotiazínicos como 

fotossensibilizadores. Os resultados de citotoxicidade pelos três métodos testados, indicaram 

que a máxima concentração atóxica dos compostos foi equivalente a 20 µg/ml ou 25 µM. O 

laser em sua melhor configuração (λ = 660 nm, 40 mW, 4.2 J/cm2, CW) ocasionou modificações 

morfo-estruturais nas formas epimastigotas de T. cruzi, porém não apresentou estimulação ou 

inibição na proliferação parasitária. Foi constado apenas uma espécie de resistência dos 

macrófagos irradiados à infecção por amastigotas de T. cruzi. Para os T. cruzi o composto Azul 

de Metileno apresentou os melhores resultados como fotossensibilizador associado ao laser, 

com um IC50 (0,4607 µM) bem menor que o do fármaco padrão de tratamentos que é o 

benzonidazol (IC50 = 3,8 µM) e contra o L. braziliensis o composto Azul de Toluidina 

apresentou os melhores resultados (10 µg/ml) associado ao laser. Desta forma conclui-se que a 

Fotoquimioterapia Antiparasitária utilizando os derivados fenotiazínicos Azul de Metileno e 

Azul de Toluidina como fotossensibilizadores foi eficaz nos ensaios in vitro e revela-se 

promissora para ensaios clínicos contra a doença de Chagas e a Leishmaniose cutânea.  

 

 

Palavras-Chave: Azul de Metileno, Azul de Toluidina, Fenotiazinas, Laser, Leishmaniose, 

Doença de Chagas 
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ABSTRACT 

 

Chagas disease and cutaneous leishmaniasis are two diseases of great importance to public 

health worldwide. It is believed that the two diseases together infect about 20 million people 

currently in more than 80 countries. Trypanosoma cruzi and Leishmania braziliensis are the 

etiological agents of Chagas disease and cutaneous leishmaniasis, respectively, and are part of 

the family of trypanosomatids. According to the World Health Organization, are classified as 

Neglected Tropical Diseases by the lack of treatments available, and the available full of side 

effects, the few funding research for diagnosis and treatment of the same. Currently, these 

diseases have marketed drugs for more than 40 years, which are not as effective in many 

situations, besides being toxic and some requiring hospital intervention. The search for new 

treatments and therapies are encouraged by the World Health Organization. Antiparasitic 

Photochemotherapy is a technique that is based on the administration of a substance sensitive 

to light (photosensitizer), and then irradiation of the substance by a light source (laser or LED), 

so that there excitation photosensitizer and the molecule that react with the parasite to be 

eliminated. Phenothiazine derivatives (methylene blue and toluidine blue) were as great 

candidates photosensitizing molecules. The aim of this study was to evaluate the ability 

trypanocidal and leishmanicidal of the Antiparasitic Photochemotherapy, using phenothiazine 

derivatives as methylene blue and toluidine blue as photosensitizing molecules, identifying 

their maximum non-toxic concentrations and the best configuration of the laser that exciting 

these molecules. To evaluate the cytotoxicity of the compounds were performed three separate 

experiments (tritiated thymidine incorporation, crystal violet assay and AlamarBlue). Later 

tests were trypanocidal and leishmanicidal activity of these compounds. We tested whether the 

isolated action of the compounds (dark phase) against the various evolutives forms of T. cruzi 

and L. braziliensis as well as the compounds being excited by the laser (light phase). After these 

experiments it was found a good action Antiparasitic Photochemotherapy using phenothiazine 

derivatives as photosensitizers. The results of cytotoxicity by three methods indicated that the 

highest non-toxic concentration of the compounds was equivalent to 20 mg / ml or 25 μM. The 

laser in its best configuration (λ = 660 nm, 40 mW, 4.2 J/cm2, CW) caused morpho-structural 

changes in epimastigotes of T. cruzi, but no showed stimulation or inhibition of parasite 

proliferation. It featured in only one species of resistance to infection by macrophage irradiated 

amastigotes of T. cruzi. For the T. cruzi, the compound Methylene Blue showed the best results 

as a photosensitizer associated with the laser, with an IC50 (0.4607 µM) much smaller than the 

standard drug treatments is benzonidazole (IC50 = 3.8 µM) and against the L. braziliensis 

compound toluidine blue showed the best results (10 µg/ml) associated with the laser. Thus it 

is concluded that the Antiparasitic Photochemotherapy using phenothiazine derivatives as 

methylene blue and toluidine blue as photosensitizer was effective in in vitro and shows promise 

for clinical trials against Chagas disease and cutaneous leishmaniasis. 

 

 

Key Words: Methylene blue, toluidine blue, Phenothiazines, Laser, leishmaniasis, Chagas 

disease 
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1. INTRODUÇÃO 

A família Trypanosomatidae é composta por um grande grupo de protozoários parasitas 

flagelados que causam infecções em humanos e animais. As doenças infecciosas mais 

importantes para o homem são causadas por espécies de Trypanosoma (doença do sono e 

doença de Chagas) e Leishmania (leishmaniose). A maioria dos afetados por estas doenças 

parasitárias são as populações de baixa renda dos países em desenvolvimento em áreas tropicais 

e subtropicais do mundo. Estas doenças são transmitidas ao humanos (ou para outros 

hospedeiros mamíferos) por um inseto vetor, e afetam mais que 500 mil pessoas pelo mundo. 

Devido ao fato destas doenças terem poucos tratamentos disponíveis e as pesquisas se limitarem 

pelos financiamentos, estas têm sido consideradas como Doenças Tropicais Negligenciadas 

(CAFFREY, 2008). 

O tratamento clínico das doenças causadas por tripanossomatídeos continua sendo 

basicamente através de quimioterápicos. No entanto, as drogas convencionais estão longe de 

satisfazer a demandas atuais das populações endêmicas, devido ao seu custo, problemas de 

toxicidade e de resistência, resultando em uma urgente necessidade de identificar e desenvolver 

novas alternativas terapêuticas (FIDALGO, 2011) De acordo com o DNDi (Iniciativa 

Medicamentos para Doenças Negligenciadas) são necessárias melhores opções de tratamento 

para todas as infecções tropicais. 

Em sua essência, a Fotoquimioterapia Antiparasitária significa destruição de células ou 

tecidos-alvo induzida por uma reação fotoquímica onde uma luz em comprimento de onda 

específico excita uma substância fotossensível (fotossensibilizador). O fotossensibilizador 

ativado e na presença do oxigênio da célula, pode reagir com moléculas na sua vizinhança por 

transferência de elétrons ou hidrogênio, levando a produção de radicais livres (reação tipo I) ou 

por transferência de energia ao oxigênio molecular distribuído pelo sistema vascular (reação 

tipo II), levando a produção de oxigênio singleto, altamente oxidante. Ambos os caminhos 

podem levar a morte celular e a destruição de tecido doente (BARBOSA, 2012). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade e os melhores parâmetros da 

Fotoquimioterapia Antiparasitária - FQTAp contra parasitas da família dos Tripanossomatídeos 

(Trypanosoma cruzi e Leishmania braziliensis). Para isto, buscou-se avaliar a citotoxicidade 

dos derivados fenotiazínicos utilizados como fotossensibilizadores, avaliou-se a atividade 

fotossensibilizante dos derivados fenotiazínicos contra os parasitos e analisou-se todos os dados 

obtidos para se determinar o melhor ajuste de Dose, Potência e comprimento de onda do Laser 
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em combinação com diferentes concentrações dos fotossensibilizadores e seus respectivos 

tempos de pré-incubação. 

Um dos principais problemas com os medicamentos convencionais é seu único sítio e 

modo de ação. Após determinada exposição, a maioria dos microrganismos são capazes de 

desenvolver mecanismos resistentes para um único ponto de ataque. (CORREA et al, 2001, 

PARVEEN, 2005; LIMA e BARREIRO, 2005) Ao contrário dos medicamentos convencionais, 

os fotossensibilizadores agem via produção de oxigênio singleto e ROS (do inglês espécies 

reativas de oxigênio), os quais não apresentam uma especificidade com relação ao alvo 

biomolecular, reagindo rapidamente com uma variedade de substratos incluindo o colesterol, 

acilas insaturadas das camadas lipídicas das membranas, resíduos de aminoácidos tais como 

cisteína, histidina e triptofano das proteínas, bem como bases de ácidos nucléicos do DNA, 

particularmente a guanina e timina. Desta forma, a fotodinamização poderá induzir danos nas 

biomoléculas que conduzirão à perda da funcionalidade biológica apropriada, levando a 

inativação da célula. (CAMINOS, 2006)  

As fenotiazinas tem demonstrado grande afinidade pelos Tripanossomatídeos (T´UNG, 

1938, FERREIRA, 2006; BUCHHOLZ, 2008) Possuem ação contra duas enzimas importantes, 

a Trypanothiona redutase e a Superóxido Desmutase. Todos estes tripanossomatídeos possuem 

em comum uma única via de metabolismo de thiol no qual o sistema ubíquo glutationa / 

glutationa redutase é substituído por trypanotiona e trypanotiona redutase (metabolismo 

antioxidante). Uma outra enzima encontrada nos tripanossomatídeos, a Superóxido Dismutase 

(SOD) (TEMPERTON, 1998), tem seu mecanismo de ação envolvidos com enzimas anti-

oxidantes as quais catalizam a dismutação do O2
- a H2O2 e O2 protegendo a catalase e a 

peroxidase contra a inibição pelo O2
-, que pode ser proveniente dos derivados fenotiazínicos 

como demonstrado por Kim et al (2001).  

 Baseado nas informações existentes sobre a eficácia da FQTAp contra vírus, fungos e 

bactérias, agindo principalmente sobre suas membranas ou estruturas internas, associado a 

afinidade e atuação química que os derivados fenotiazínicos possuem pelos tripanossomatídeos, 

acreditamos que esta nova abordagem para uma Fotoquimioterapia Antiparasitária, utilizando 

derivados fenotiazínicos como fotossensibilizadores, também será eficaz contra o Trypanosoma 

cruzi e Leishmania braziliensis.  
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1.2. OBJETIVOS 

1.2.1. Geral 

- Verificar a melhor condição de Fotoquimioterapia Antiparasitária sobre parasitos de 

Trypanosoma cruzi e Leishmania braziliensis 

1.2.2. Específicos 

- Avaliar citotoxicidade dos novos compostos candidatos a fotossensibilizantes; 

- Avaliar a atividade fotossensibilizante dos novos compostos contra o parasito do 

Trypanosoma cruzi e Leishmania braziliensis  

- Analisar o melhor ajuste de Dose e potência do Laser, a serem empregados na 

Fotoquimioterapia Antiparasitária associados as melhores concentrações dos 

fotossensibilizadores; 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1.Tripanosomatídeos: 

Trypanosoma cruzi e Leishmania sp. são protozoários parasitas unicelular e uniflagelados, 

pertencentes ao filo Euglenozoa, classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida e família 

Trypanosomatidae, que é uma das linhagens mais antigas da evolução dos Eucariotas, 

responsáveis pela Doença de Chagas e a Leishmaniose, respectivamente. Estas doenças são 

transmitidas ao humanos (ou para outros hospedeiros mamíferos) por um inseto vetor, e afetam 

mais que 500 mil pessoas pelo mundo. Durante a infecção, estes parasitas migram através da 

circulação do hospedeiro, onde eles tem que evitar a resposta imune inata do hospedeiro, e 

infectar as células (SIQUEIRA-BATISTA, 2007, CESTARI, 2013).  

Assim, as características típicas dos tripanosomatídeos extracelulares são: (a): corpo em 

geral alongado contendo um único flagelo, que emerge na extremidade anterior da célula (o 

protozoário nada com o flagelo à frente, isto é, o batimento flagelar puxa o corpo); (b) o 

cinetoplasto, um local da mitocôndria (um túbulo alongado e único) onde DNA mitocondrial 

(próximo ao flagelo) está acumulado. Um conjunto de microtúbulos subpeliculares 

regularmente espaçados está presente abaixo da membrana plasmática (ICC/FIOCRUZ, 2013).  

O ciclo de vida das espécies patogénicas aos humanos envolve a adaptação do parasita a 

viver dentro do inseto vetor ou o hospedeiro mamífero. Para lidar com diferentes ambientes do 

hospedeiro, esses organismos têm desenvolvido mecanismos adaptativo baseados em recursos 

bioquímicos e ultra estruturais excepcionais (MANTA, 2013). 

O primeiro tripanosoma foi descoberto, evidentemente, sem qualquer relação a essas 

doenças devastadoras, como um aparentemente e inofensivo parasita no sangue dos símios em 

meados do século 19. Em geral, porém, as pesquisas relacionadas foram impulsionadas por 

pressão econômica, seja por problemas na pecuária devido à doenças no gado na faixa 

endêmica, pela mosca tsé-tsé, ou as perdas no comércio de escravos, devido à doença do sono 

Africana, ou a preocupação dos governos coloniais com a saúde de seus soldados e oficiais na 

África. Não surpreendentemente, o primeiro tripanosoma patogênico a ser identificado foi 

aquele que afeta o gado, tais como T. evansi causando surra em cavalos e T. brucei brucei 

causando nagana ao gado. Os mais importantes parasitos que infectam humanos foram aqueles 

identificados na primeira década do Século 20: T. brucei gambiensi em 1902 por Joseph Everett 

Dutton, L. donovani por William Leishman e Charles Donovan em 1903, L. braziliensis por 

Gaspar Viana em 1906, T. cruzi, por Carlos Chagas em 1909 e o T. brucei rhodensiense em 

1910 por John William Watson Stephens e Harold Benjamin Fantham (FLOHÉ, 2012). 
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2.2. Leishmaniose 

Leishmaniose é uma infecção ocasionada por protozoários parasitas transmitidos para 

os mamíferos, incluindo os seres humanos, pela picada de um minúsculo inseto vetor, apenas 

2-3 mm de comprimento, o flebotomíneo, e clinicamente classificadas em três formas: visceral, 

cutânea e mucocutânea (DE MUYLDER, 2011; TAVARES, 2011). A Leishmaniose ameaça 

cerca de 350 milhões de pessoas em 88 países pelo o mundo e estima-se que cerca de 12 milhões 

de pessoas atualmente estejam infectadas, com cerca de 1-2 milhões de novos casos estimados 

que ocorrem a cada ano (MONTE-NETO, 2011). 

Os parasitas residem intracelularmente causando a doença. Os hospedeiros primários 

são vertebrados, entre eles os humanos, cães e ratos. Depois da Malária e da Doença do Sono, 

a Leishmaniose é a terceira mais importante doença transmitida por insetos e em nono lugar no 

ranking global de todas as doenças infecciosas e parasitárias. Aproximadamente 90% da 

Leishmaniose cutânea ocorre no Afeganistão, Paquistão, Síria, Arábia Saudita, Argélia, Irã, 

Brasil e Perú (STOCKDALE, 2013). 

 Os protozoários do gênero Leishmania são os agentes etiológicos da doença tegumentar 

ou visceral em humanos. As diferenças entre as espécies de Leishmania resultam na diversidade 

de manifestações clínicas na leishmaniose. Leishmania braziliensis é o agente etiológico da 

Leishmaniose Cutânea Americana, a qual a caracterizada por sua cronicidade e a possibilidade 

de uma metástase levando a forma clínica denominada mucocutânea. (TAVARES, 2011).  

No momento em que um a fêmea de um flebotomíneo infectado realiza o repasto 

sanguíneo, injeta parasitos em seu estágio infectivo (promastigota) (Figura 1b) no hospedeiro 

vertebrado, através da probóscide do inseto. Os promastigotas que chegam até o local da picada 

são fagocitados pelos macrófagos e outros tipos de células mononucleares fagocitárias. No 

interior destas células, os promastigotas transformam-se na forma intracelular deste parasita, 

amastigota (Figura 1a). Estes amastigotas continuam a se multiplicar por divisão simples e 

procedem a infecção de outras células mononucleares fagocitárias. Alguns fatores que 

interagem entre os parasitas e o hospedeiro afetam e/ou determinam o curso da infecção, 
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Fig. 1:  A – Amastigotas Leishmania sp; B – Promastigotas de Leishmania sp. Obtidos: 

http://dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Leishmaniasis_il.htm 

 

 

 

resultando nas formas de Leishmaniose visceral ou cutânea. Posteriormente, um novo inseto, 

ao picar este hospedeiro infectado, ingerirá sangue com macrófagos infectados com 

amastigotas, e no intestino do inseto, estes amastigotas transformam-se em promastigotas e em 

seguida migram para a probóscide do inseto conforme figura (Figura 2) (CDC, 2013). 

As apresentações clínicas da Leishmaniose cutânea variam desde ulcerações na pele a 

vários graus de envolvimento das mucosas (cutânea difusa ou muco cutânea). A mortalidade 

associada à Leishmaniose cutânea não é significativa, no entanto, a morbidade, sob a forma de 

deformação, com a subsequente estigma social, que surge a pessoas têm a crença de que partir  

 

 

Fig. 2 - Ciclo de vida Leishmania sp. Obtido em 

http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html 

A B 
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de lesões cutâneas e as cicatrizes resultantes são muito importante. Em áreas endêmicas, muitas 

a doença pode ser transferido através do contato físico, resultando em restrição de participação 

social. Indiscutivelmente, os efeitos econômicos e na saúde ocasionados pela doença causam 

um impacto na qualidade de vida e na saúde mental dos pacientes resultante de estigma social 

(STOCKDALE, 2013).  

 

2.3. Leishmaniose - Tratamento: 

Devido à falta de uma vacina segura e eficaz, a quimioterapia tem sido uma alternativa 

preferida no controle desta doença, e em particular os antimoniais pentavalentes que têm sido 

utilizados no tratamento das lesões cutâneas. No entanto, os efeitos adversos foram notificados 

desde os primeiros testes em populações afetadas, incluindo outros vertebrados, tais como 

caninos, sendo esta toxicidade principalmente relacionada com danos no fígado e pâncreas. 

Tendo em conta estes efeitos adversos, a segurança das formulações de antimoniais 

pentavalentes está sendo objeto de intenso debate, sugerindo que estes formulações também são 

potencialmente imunotóxicas. Outro aspecto importante relacionado com esta doença são seus 

altos encargos econômicos impostos pelo seu tratamento no Sistema de Saúde (DELGADO, 

2011). 

 Vários medicamentos disponibilizados para o tratamento da leishmaniose já possuem 

mais de 50 anos. O desenvolvimento de novos procedimentos terapêuticos tem sido um dos 

setores mais interessantes da medicina humana e veterinária. O principal alvo de novas drogas 

é o combate contra o parasita em seus diferentes aspectos: fisiológicos e bioquímicos, e para 

promover a resposta imune do hospedeiro. Até agora, não tem-se visto medicamentos que 

pareçam ser eficaz, de baixo custo financeiro, fácil de manipular, e sem quaisquer efeitos 

secundários, ao mesmo tempo (MASMOUDI, 2013). 

 Alguns tratamentos sistêmicos tem sido utilizados para o tratamento da leishmaniose 

cutânea. Derivados de Antimoniais Pentavalentes como o Glucantime (antimoniato de 

meglumine) (Figura 3A) tem sido utilizado atualmente e preferencialmente ao francofone e o 

stibogluconato, como medicamentos de primeira opção para o tratamento da leishmaniose 

cutânea (MASMOUDI, 2013).  

 A anfotericina B (Figura 3B)  é o segundo fármaco de escolha, quando não há nenhuma 

resposta ao tratamento com antimoniais ou quando não é possível utilizá-lo. O Isotionato de 

Pentamidina (Figura 3C), o terceiro fármaco de escolha, é utilizado já há alguns anos contra a 
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leishmaniose visceral e tem sido usado atualmente em diferentes protocolos para o tratamento 

de leishmaniose cutânea (BARBOSA, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

Vários efeitos colaterais tem sido atribuídos a estes compostos e podem ser observados na 

literatura (BARBOSA, 2012; MASMOUDI, 2013). 

Outros tipos de tratamentos também veem sendo empregados no tratamento da 

leishmaniose cutânea como: injeções intralesional com derivados antimoniais pentavalentes, a 

crioterapia (baseado na sensibilidade doas parasitos a baixas temperaturas ocasionada pela 

aplicação do Nitrogênio líquido através de um criospray), antibióticos (Paromomicina), 

Termoterapia (realizando um aquecimento controlado que é doloroso e requer anestesia), além 

de técnicas promissoras in vivo como a eletroterapia e a fitoterapia (MASMOUDI, 2013) 

 

2.4.Doenças de Chagas 

 A doença de Chagas (Tripanossomíase Americana), descoberta por Carlos Chagas 

(Figura 4) em 1909 através de um grande feito na medicina onde identificou a doença, o agente 

vetor e o parasito, é causado por um protozoário intracelular obrigatório chamado Trypanosoma 

cruzi (Bilate, 2008). É endêmica entre as Américas do Sul e Central, onde estima-se que cerca 

de 8 a 11 milhões de pessoas estão infectadas com o parasito e a cada ano que de 10 a 14 mil 

pessoas morram por conta da doença. É reconhecida pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS) como uma das 13 doenças tropicais mais negligenciadas no mundo (COURA, 2010; 

RASSI, 2012; NAKAJIMA-SHIMADA, 2013).   

 

  

 

A 
B 

C 

Fig. 3- Estrutura química dos compostos utilizados para o tratamento da Leishmaniose: A- Glucantime; B- 

Anfotericina B; C- Isotionato de Pentamidina. 
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A doença de Chagas afeta principalmente as populações pobres, rurais e apresenta duas 

fases clínicas: a fase aguda, que aparece logo após a infecção, e a fase crônica, a qual 

desenvolve-se em cerca de um terço das pessoas infectadas após um período assintomático (fase 

indeterminada) que pode durar anos ou décadas (BILATE, 2008; CLAYTON, 2010; DE 

CASTRO 2011).  

O T. cruzi, pode ser transmitido para humanos através dos seguintes mecanismos 

divididos em dois grupos: (i) de insetos triatomíneos sugadores de sangue, por via oral ou 

contato com o sangue contaminado, e (ii) por acidentes de laboratórios, manejo de animais 

infectados, transplantes de órgãos, transmissão sexual, ferimentos, contato com esperma ou 

fluido menstrual contaminado e, hipoteticamente, inoculação criminal proposital ou 

contaminação de comida com o parasita (CHAGAS, 1909; MONCAYO, 2009;  DIAS, 1997; 

COURA, 2007, DE CASTRO, 2011). Recentemente, a doença de Chagas vem gerando uma 

nova preocupação devido a globalização mundial, onde a imigração de indivíduos infectados 

para regiões não-endêmica, tem espalhado a doença (DE CASTRO, 2011). 

O ciclo de vida (Figura 5) deste parasita envolve um inseto vetor triatomíneo 

hematófago, e diversos hospedeiros animais (mamíferos). Inicialmente, os tripomastigotas 

sanguíneos (Figura 6a) são ingeridos pelos insetos no momento que picam e sugam o sangue 

de um animal infectado. Em seguida, estes tripomastigotas são convertidos em epimastigotas 

(Figura 6b) no intestino deste inseto, e em sua porção posterior, se proliferam e diferenciam em 

Fig. 4: Carlos Chagas no dia de sua posse como professor catedrático de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina 

do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 23 maio 1925. Departamento de Arquivo e Documentação da Casa de Oswaldo 

Cruz /Fiocruz. Obtido em: http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=33 
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formas tripomastigotas metacíclicos (Figura 6c), por um processo denominado metaciclogênese 

(BONALDO, 1991; DE CASTRO, 2011). Estas formas evolutivas, misturam-se em meio as 

fezes e urina do inseto a serem excretadas pelo inseto. Ao realizar o hematofagismo, o inseto 

infectado alimenta-se do sangue do hospedeiro invertebrado o que o força a eliminar sua massa 

de excreta depositada em seu sistema digestivo, sendo geralmente depositada na superfície da 

pele. Nestas fezes encontra-se a forma infectante tripomastigota metacíclico. Devido à 

movimentação dos parasitos e a presença de enzimas histolíticas, o indivíduo picado causa 

escoriações ou feridas na pele facilitando a entrada dos protozoários para a circulação e para 

outras regiões do corpo como a mucosa ocular, formando o conhecido Sinal de Romaña. Os 

tripomastigotas metacíclicos são extremamente infectantes, podendo invadir os primeiros tipos 

celulares que encontram – fibroblastos, macrófagos ou células epiteliais, que geralmente os 

fagocitam. No interior destes elementos do Sistema Mononuclear fagocitário (SMF), ocorre à 

proliferação e liberação de formas tripomastigotas e estas formas por sua vez podem atingir a 

corrente circulatória e atingir todos os tecidos do hospedeiro, onde sofreram por grandes 

transformações estruturais tornando-se amastigotas (Figura 6d) multiplicativos. Tais formas 

sofrerão uma série de divisões binárias sucessivas no interior das células infectadas. 

Aproximadamente 12 horas antes da ruptura da célula, as formas amastigotas transformam-se 

em tripomastigotas sanguíneas, os quais após a lise das células, poderão invadir novas células, 

viabilizando a permanência no hospedeiro. (SIQUEIRA-BATISTA, 2007; FIOCRUZ-DE 

SOUZA, 2009). 

 As manifestações clínicas apresentadas na fase aguda podem variar entre febre, 

taquicardia não relacionada com o grau de hipertermia, linfadenopatia, esplenomegalia leve e 

edemas. As células brancas apresentam-se em linfocitose e o envolvimento do coração é 

semelhante aqueles que ocorrem com outros tipos de miocardites. Já na fase crônica, 2 a 4 

meses após as manifestações agudas desaparecerem e os parasitas serem raramente 

identificados no sangue periférico, a doença entra em sua fase crônica. Em geral, inicia-se com 

um longo período de latência, denominado forma indeterminada o qual poderá durar vários 

anos. Após este período vários pacientem relatam o comprometimento de alguns órgãos como 

o coração, esôfago, cólon e o sistema nervoso, caracterizando a segunda forma clínica (PRATA, 

2001). 
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A prevenção e o controle da Doença de Chagas podem ser feitos através de várias 

estratégias: tratamento das residências com inseticidas, triagem sanguínea nas transfusões, 

tratamento com medicamentos em determinados casos, melhoria da estrutura das casas 

(substituindo paredes e telhados), entre outros (COURA, 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Obtido em: 

http://www.google.com.br/imgres?rlz=1C1NNVC_enBR492BR497&biw=1600&bih=799&tbm=isch&tbnid

=FvYxNJAH2kRsgM:&imgrefurl=http://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%25C3%25A7a_de_Chagas&docid=3e

Y4sPHnMFQl5M&imgurl=http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a9/Chagas_ciclo_de_doen%2

525C3%2525A7a.JPG&w=700&h=533&ei=paKkUcjCMZDo8QSsmICIAQ&zoom=1&ved=1t:3588,r:0,s:0,

i:92&iact=rc&dur=802&page=1&tbnh=176&tbnw=231&start=0&ndsp=20&tx=147&ty=100 

A 
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2.5. Doença de Chagas – Tratamento: 

Poucos investimentos tem sidos alocados para o desenvolvimento de novos agentes anti-

T. cruzi. Passados mais de 100 anos após o seu descobrimento por Carlos Chagas, a Doença de 

Chagas, atualmente, só possui dois fármacos com eficácia comprovada para o seu tratamento, 

o Benzonidazol e o Nifurtimox. Desenvolvidos em meados dos anos 60, são utilizados 

principalmente para tratar a fase aguda e a etapa inicial da fase crônica da doença. 

Frequentemente ambas substâncias apresentam efeitos adversos (possuem similaridade química 

e vias metabólicas comuns possibilitando que haja reações cruzadas entre eles). Apresentam 

uma relação desfavorável entre suas doses seguras e eficácia de cura na fase crônica tardia. Esta 

real eficácia do tratamento é desconhecida em virtude da paralisação do tratamento a longo 

prazo. Desta forma, prefere-se o benzonidazol ao nifurtimox pois este primeiro é mais tolerável, 

possui uma melhor penetração tecidual e uma melhor eficácia (BERN, 2007; COURA, 2011; 

PEREZ-MOLINA, 2012; PÉREZ-MOLINA, 2013) 

Benzonidazol (Figura 7), um derivado nitroimidazol com atividade contra as formas 

tripomastigota e epimastigota, é localmente produzido pelo Laboratório Farmacêutico do 

Estado de Pernambuco (LAFEPE), antes foi produzido pela Roche com o nome Radanil® ou 

Rochagan®. Ele foi introduzido no mercado, em 1971, e tem sido largamente utilizado como 

D B 

C 

A 

Fig. 6: Formas evolutivas do T. cruzi. A – tripomastigotas sanguíneas; B – Epimatigotas; C – tripomastigotas 

metacíclicas; D- Amastigota intracelular. Obtidos em: 

http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=69 
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um agente efetivo para terapia antiparasitária nos casos agudos ou subagudos da doença de 

Chagas, incluindo transfusões e doenças adquiridas em laboratório e reativação da infecção em 

transplantados e outros pacientes imunossuprimidos (MARIN-NETO, 2009). Nifurtimox 

(Figura 8), um derivado nitrofurano, de nome comercial Lampit® (Bayer 2503, Leverkusen, 

Alemanha) tem sido extensivamente utilizado por mais de três décadas, mas atualmente não é 

mais recomendado em vários países, incluindo o Brasil (URBINA, 2003; MARIN-NETO, 

2009). 

 

 

 

 

Benzonidazol e o Nifurtimox são pró-fármacos e precisam submeter-se a uma ativação 

mediada por enzimas dentro do patógeno para gerar efeitos citotóxicos; reações que são 

catalisadas pela nitrorredutase tipo II. Estes compostos induzem a formação de espécies reativas 

de oxigênio (ERO) que em humanos são eliminados pela Superóxido Dismutase I (SOD 1). Os 

parasitos que tiveram o gene de SOD 1 danificados ficam mais sensíveis a estes compostos 

(NAKAJIMA-SHIMADA, 2013).  

 

 

 

 

 

 

Diversos efeitos colaterais são descritos na literatura pelo uso destas medicações. 

Efeitos colaterais cutâneos, gastrointestinais e neurológicos são mais comumente observados 

na terapia com o benzonidazol. Já com o nifurtimox, as manifestações gastrointestinais, perda 

de peso, fadiga, dor de cabeça, mudança de humor, artralgia, mialgia, erupções na pele e 

neuropatia periférica (PÉREZ-MOLINA, 2013). Por estas restrições, destaca-se a necessidade 

Fig. 7: Benzonidazol: (N-benzyl-2-nitroimidazol acetamida (COURA, 2002) 

Fig. 8: Nifurtimox: 3-metil-4-(5´-nitrofurfurilidenoamino)tetrahidro-4H-1, 4-tiazina-1,1-dióxido (COURA, 2002) 
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de desenvolvimento de novos compostos, sintéticos ou naturais, ou novas terapias mais efetivas 

para o tratamento da doença de chagas (ADADE, 2013) 

Desde a introdução da Benzonidazol e Nifurtimox, apenas o alopurinol e algumas azóis, 

tais como o itraconazol, fluconazol e cetoconazol, passaram para ensaios clínicos. Na verdade, 

esforços para o desenvolvimento de drogas para a doença de Chagas são quase exclusivamente 

em pesquisa pré-clínica, embora estudos de fase II para o fármaco antifúngico posaconazol e 

de um pró-fármaco de ravuconazol estão sendo planejadas (DE CASTRO, 2011).  

2.6. Fotoquimioterapia Antiparasitária - FQTAp  

A Fotoquimioterapia Antiparasitária tem sido considerada uma terapia 

relativamente nova uma vez que começou a ser empregada com uma sistemática científica 

recentemente (SIMPLICIO, 2002). Baseia-se numa derivação da Terapia Fotodinâmica 

antitumoral, que é uma forma de tratamento cuja eficácia depende da produção e liberação de 

altas quantidades de Espécies Reativas de Oxigênio (ERO), após a administração tópica ou 

sistêmica de uma substância fotossensibilizadora, em concentrações não tóxicass e sensível a 

luz, seguida pela irradiação com uma luz visível em um comprimento de onda apropriado ao 

fotossensibilizador, e na presença de oxigênio (GAD, 2004; COUPIENE, 2011).  Porém há 

mais de 3400 anos, os indianos deram início a esta terapia, visando o tratamento do vitiligo, ao 

empregar um fotossensibilizador exógeno obtido de plantas (Psoralenos), usado sob a forma 

de uma loção aplicada sobre a pele e que era capaz de absorver a luz solar (PINHEIRO, 2010). 

 No início do século XX, Raab e Von Tappeiner, constataram acidentalmente que 

um meio de cultura contendo Acridina diluída, quando exposto a uma luz intensa, apresentava, 

como consequência, a morte dos microrganismos cultivados. Estes pesquisadores, em 

experimentos subseqüentes, observaram que quando da associação do corante e da exposição à 

luz sobre os meios contendo os microrganismos, apresentava como resultado maior toxicidade, 

em relação àquela observada com o uso isolado de luz ou Acridina. Postulou-se, portanto, que 

algum produto da fluorescência e não a luz por si só, seria responsável pela elevada toxicidade 

observada (PINHEIRO, 2010). 

Em 1913, Mayer-Betz fez uma auto injeção de 200mg do que ele pensava ser 

hematoporfirina pura e não sentiu nenhum efeito, porém ao se expor à luz apresentou 

fotossensibilidade na pele por vários meses. Em 1924, ocorreu o primeiro relato de 

fluorescência espontânea de tumores induzidos experimentalmente com o auxílio de uma 

lâmpada de Wood. Neste mesmo ano, Policard, postulou ser este fenômeno ocasionado pela 
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Porfirina (PINHEIRO, 2010). 

Com o atual fenômeno da resistência aos antibióticos em diversas doenças infecciosas 

pelo mundo, o interesse por novas alternativas de tratamento vem se multiplicando. A QTFAp 

volta ao cenário de pesquisas como uma nova alternativa de tratamento a estes patógenos 

resistentes a fármacos, pois não existe relatos na literatura de microrganismos resistentes a 

técnica, mesmo aqueles submetidos a vários ciclos de tratamento (KHARKWAL, 2012). 

Na presença de oxigênio encontrado nas células, os fotossensibilizadores excitados 

podem reagir com moléculas de sua vizinhança através da transferência de elétrons ou 

hidrogênio, levando a produção de radicais livres (reação Tipo I) ou pela transferência de 

energia para o oxigênio, levando a produção de oxigênio singleto (reação Tipo II). Ambas as 

vias levam a morte das células ou tecido alvo (DEMIDOVA, 2005; LAMBRECHTS, 2005; 

BARBOSA, 2011). As espécies reativas de oxigênio (EROs) atacam múltiplas moléculas 

responsáveis pelas mais variadas propriedades, FQTAp não deve causar resistência às drogas 

utilizadas e merece atenção especial como uma nova estratégia para contornar este problema 

tão comum encontrado no tratamento convencional de certas doenças (Figura 9) (DUTTA, 

2011). 

A FQTAp é potencialmente segura, aplicável e oferecem opções de tratamento para 

pacientes que sofrem de muitos problemas (gestantes, imunocomprometidos, idosos, crianças) 

se tornando uma outra opção de tratamento as quimioterapias tradicionais. Também não induz 

resistência aos microrganismos e não necessita de inúmeras sessões de tratamento (BARBOSA, 

2012). Segundo a Sociedade Americana de Câncer, vários fatores são favoráveis ao tratamento 

a Fotoquimioterapia, quando realizada corretamente, não apresenta efeitos colaterais a longo 

prazo; é menos invasiva que uma cirurgia; normalmente é um procedimento muito rápido e 

pode ser realizado em ambulatórios; caso seja necessário, o procedimento pode ser repetido 

diversas vezes, ao contrário da radiação; pouca ou nenhuma cicatrização local. Sua 

desvantagem consiste basicamente no alcance da luz, ou seja, a técnica só funciona onde a luz 

possa chegar (em decorrência da absorção tecidual) e/ou a sensibilidade do organismo aos 

fotossensibilizadores.  

A utilização da QTFAp para o tratamento de algumas infecções ainda apresenta certas 

limitações que precisam ser superadas para aplicações terapêuticas futuras significantes para o 

tratamento de doenças infecciosas, e a questão-chave consiste na melhor forma de entrega da 

luz e do fotossensibilizador às células alvo. Além disso, é preciso determinar dosimetria 
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precisas, usando dispositivos de iluminação adequada com parâmetros bem definidos 

(KHARKWAL,2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 – Diagrama de Jablonski, demonstrando como um fotossensibilizador (FS), quando excita por uma Energia 

(E), sai do seu estado fundamento para um estado mais excitado chamado singleto. Em seu estado singleto a 

molécula poderá voltar ao seu estado fundamental (Fluorescência) ou passar para uma estágio intermediário 

denominado tripleto e deste retornar ao seu estado fundamental (Fosforecência). Em seu estado tripleto, o 

fotossensibilizador poderá reagir com as moléculas de O2 presentes na vizinhança e desencadear as reações do tipo 

I e II, gerando produtos tóxicos e aumentando a citotoxidade no interior das células tratadas.   

 

2.7. Fontes de Luz 

Em termos de óptica, pode-se dizer que a primeira revolução marcante veio com o 

advento da luz elétrica. A capacidade do homem em produzir de forma controlada radiação 

luminosa, mudou seu próprio uso e permitiu que ela se tornasse um excelente elemento para 

diversas aplicações. Com o advento da luz elétrica, os aparelhos ópticos ganharam um grande 

impulso. Depois veio o LASER (abreviação para Light Amplified by Stimuleted Emission of 

Radiation) e com ele uma nova revolução. Poucos feitos científicos modernos tiveram a 

abrangência conquistada pelo laser. O laser tem encontrado, desde a sua descoberta, uma vasta 

aplicabilidade cobrindo desde as pesquisas científicas mais fundamentais até aplicativos na área 

médica. Num futuro não muito distante é possível que se tenha lasers implantados dentro de 

nosso corpo para realizarem diagnósticos de distúrbios ou doenças e que também poderão 

promover o tratamento adequado. (BAGNATO, 2008) 

 O laser, cuja teoria é creditada ao físico Albert Einstein, que em seu artigo “Zur 

Quantum Theories der Strahlung”, publicado em 1916, utilizou o nome de emissão estimulada 

pela primeira vez, sendo um termo bastante peculiar para a época. O trabalho de Einstein 

discutiu a interação de átomos, íons e moléculas com a radiação eletromagnética em termos da 
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absorção e emissão espontânea de radiação. Com a aplicação de princípios termodinâmicos, 

Einstein concluiu que o terceiro processo de interação, a emissão estimulada, deveria existir, e 

nela a radiação eletromagnética deveria ser produzida por um processo atômico. (VEÇOSO, 

1993; PINHEIRO, 2010).  

A luz é uma energia radiante produzida por todos os estados físicos da matéria (sólido, 

líquido e gasoso). Esta energia contida em todas as estruturas atômicas forma um espectro 

eletromagnético que por sua vez é metodicamente organizado, sendo denominado de 

comprimento de onda. Dessa forma, a energia radiante possui um espectro de comprimento de 

onda, visível ao olho humano, entre 385 nm e 760 nm. Abaixo de 385 nm, a luz é 

denominada de ultravioleta e acima de 760 nm de infravermelha, ambas não visíveis pelo 

homem (ATKINSON, 1997; PINHEIRO, 2010).  

As características especiais da luz laser, tais como: coerência, monocromaticidade, 

unidirecionalidade, a diferencia totalmente da luz natural. A luz coerente: todas as ondas são 

do mesmo comprimento, isto é, a uniformidade da luz; monocromática, a luz laser é pura e 

composta de uma única cor, e o efeito colimado apresenta todas as ondas sempre paralelas entre 

si, não havendo dispersão, ou seja, não aumentam seu diâmetro (PINHEIRO, 1992; PINHEIRO, 

2010;). 

Essa laserterapia foi utilizada primeiramente por Mester e colaboradores, que usaram o 

laser de argônio de 488nm e 515 nm. Subsequentemente foi introduzido o laser de hélio-

neônio (HeNe) que emite luz vermelha com comprimento de onda de 632,8 nm. Atualmente 

estes aparelhos foram substituído por outros de preços mais reduzido e mais potente; o laser de 

diodo, com comprimentos de onda entre 660-950 nm. Os tratamentos experimentais em 

pacientes iniciaram-se na década de 1970 após relatos de resultados positivos da irradiação com 

a Fotobiomodulação a Laser (FBML) em culturas de células e em experimentos animais. 

Estudos realizados foram insuficientes para confirmar os efeitos benéficos da FBML. Efeitos 

positivos surgiram, mas falharam devido ao grande número de intervenções e à insatisfatória 

qualidade da metodologia (ROCHA-JUNIOR, 2006; PINHEIRO, 2010). 

 

2.8.Fotossensibilizadores 

Um fotossensibilizador é uma molécula que age como um pró-fármaco, que pode ser 

natural ou sintética, inerte (não-tóxica), e que na presença da luz, em um comprimento de onda 

específico, pode absorver essa energia luminosa e ser fotoativada. Este precursor chamado de 
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fotossensibilizador, sofre excitação enquanto está sendo irradiado, passando a ser uma molécula 

farmacologicamente ativa. Após sua ativação pela luz, os fotossensibilizadores desencadeiam 

reações químicas que produzem diretamente ou indiretamente espécies citotóxicas, como 

radicais livres e oxigênio singleto (figura 9) (NAGY, 2010). 

A maioria dos fotossensibilizadores que estão sendo avaliados e testados em terapia 

fotodinâmica seja contra o câncer ou outros microrganismos são baseados em diversos 

compostos entre eles destacam-se: porfirinas, hematoporfirinas, protoporfirina, clorinas, 

ftalocianinas, acridinas, fenotiazinas entre outros. (PERUSSI, 2007) 

Os fenotiazínicos são moléculas com potencial fotossensibilizante e com grande 

propensão à formação de espécies reativas de oxigênio (EROs). São considerados hidrofílicos, 

tricíclicos contendo Nitrogênio e Enxofre, e, conhecidas a mais de 100 anos. Até agora mais de 

5 mil derivados fenotiazínicos já foram obtidos e esta classe vem se destacando por sua 

variedade de propriedades químicas e biológicas. As fenotiazinas possuem um custo 

relativamente baixo, são facilmente encontradas, bem toleradas.  Exibem atividade promissoras 

contra bactérias, fungos, câncer, vírus, inflamação, protozoários além de suas propriedades 

anticonvulsivante, analgésica e imunossupressora (WAINWRIGHT, 1998; BARBOSA, 2012) 

O Azul de Metileno (MB) e Azul de Toluidina (TBO) (tabela 1) são fotossensibilizantes 

fenotiazínicos aceitos nas prática médica e demonstrados em estudos na literatura. Possuem 

capacidade fotoantimicrobiana contra diferentes organismos incluindo vírus, bactérias e fungos. 

Apresentam estrutura química e propriedades físico-químicas semelhantes. Embora suas 

propriedades sejam semelhantes, a eficiência fotodinâmica destes compostos, varia entre os 

diversos microrganismos (DEMIDOVA, 2005). 

A banda de absorção do MB varia entre 620 nm e 700 nm, com ótima penetração nos 

tecidos e absorção máxima em 665 nm em solução aquosa (FERNANDEZ, 1997). Para o TBO, 

a banda máxima de absorção é de 636 nm (GARCEZ, 2003). O uso desses fotossensibilizantes 

pode ser tópico ou sistêmico e não apresenta toxicidade. Teichert et al. (2002) relataram que o 

MB possui baixa toxicidade, com grande aceitação no campo médico devido à sua potencial 

ação antimicrobiana fotoativa. 

Durante o período inicial de pesquisas na Terapia Fotodinâmica moderna, tem sido um 

padrão de fotossensibilizador bioativo, dando um rendimento razoável de oxigênio singleto 

(forma do oxigênio mais reativo e oxidante que o oxigênio molecular) e absorvendo luz na 

janela terapêutica (definida pela faixa de frequência onde a laser terapia é mais efetiva) para 
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terapia fotodinâmica (600 – 900 nm), sendo assim um ponto inicial de síntese de novas 

moléculas. (WAINWRIGHT, 2005; RONSEIN, 2006) 

O corante fenotiazínico azul de metileno é um corante aromático heterocíclico solúvel 

em água ou em álcool, que absorve intensamente na região espectroscópica do ultravioleta-

visível. É um agente fotossensibilizante muito eficaz na inativação de microrganismos como 

bactérias e vírus (WAINWRIGHT, 1998). O Azul de Toluidina é uma fenotiazina análoga ao 

azul de metileno, com mínimas divergências estruturais, que seria a presença de dois 

metilaminas no azul de metileno. Tem sido amplamente empregado na coloração biológica, 

especialmente na hematologia. (WAINWRIGHT, 2005) 

 

SIGLA NOME QUÍMICO PM 

(g/mol) 

FORMULA 

MOLECULAR 

ESTRUTURA QUÍMICA 

MB 3,7-

bis(Dimethylamino)- 

phenothiazin-5-ium 

chloride 

319,85 C16H18N3SCl 

 

TBO (7-amino-8-

methylphenothiazin-3-

ylidene)-

dimethylazanium  

chloride 

305,83 C15H16ClN3S 

 

Tabela 1. Derivados fenotiazínicos avaliados como potenciais fotossensibilizadores contra 
Tripanosomatídeos 
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3. RESULTADOS 

Artigos Publicados em Periódicos ou Proceedings 
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3.1.  Lasers Surg Med. 2012 Dec;44(10):850-5. doi: 10.1002/lsm.22099. Epub 2012 Nov 26 

 

Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy (PACT) Using Phenothiazine Derivatives as 

Photosensitizers Against Leishmania braziliensis 
 

Leismaniose cutânea e mucocutânea são doenças caracterizadas por manifestações na pele ou 

nas mucosas. No Novo Mundo, Leishmania braziliensis é o principal agente etiológico da 

leishmaniose cutânea, numa condição que pode evoluir para uma forma mucocutânea. O arsenal 

terapêutico empregado rotineiramente para tratar pacientes infectados é insatisfatório, 

especialmente os antimoniais pentavalentes, que são recomendados pela Organização Mundial 

de Saúde, mas são altamente tóxicos, pouco tolerados e vários efeitos colaterais. Neste trabalho 

buscou-se avaliar, de forma  in vitro, a eficácia da Fotoquimioterapia Antiparasitária como uma 

nova abordagem para o tratamento da leishmaniose. Para isto foi utilizado um laser (λ660 nm, 

40 mW, 4,2 J/cm2 8,4 J/cm2, CW) associado a derivados fenotiazínicos  em concentrações de 5 

e 10 µg/ml do azul de metileno, azul de toluidina, e de uma mistura de 1:1 de ambos os 

compostos contra a forma promastigota de L. braziliensis. Após uma incubação de 72h depois 

do tratamento pela Fotoquimioterapia Antiparasitária, as amostras foram contadas através de 

um hematocitômetro para determinar a viabilidade dos parasitas. Uma importante diminuição 

no número de parasitas viáveis em todos os grupos tratados com a FTQAp, em compatração 

aos grupos controles foi observado em todos os grupos testados, demonstrando uma 

significativa letalidade para a dose com 10 µg/ml do azul de toluidina.  
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ABSTRACT: 

Background and Objective: Cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis are diseases 

characterized by skin or mucosal manifestations. In the new world, Leishmania braziliensis is 

the main etiological agent of cutaneous leishmaniasis, condition that may evolve to the 

mucocutaneous form. The therapeutic arsenal routinely employed to treat infected patients is 

unsatisfactory, especially for pentavalent antimonials, treatment recommended by the WHO, as 

they are often highly toxic, poorly tolerated and of variable effectiveness.  This work aimed to 

evaluate in vitro the effectiveness of Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy as a new 

approach for the treatment of Leishmaniasis. Materials and Methods: A Laser (λ660nm, 

40mW, 4.2J/cm2 and 8.4 J/cm2, CW) associated to phenothiazine’s derivatives (5 and 10 µg/ml, 

Toluidine Blue O, Methylene Blue or Phenothiazine) on the promastigote forms of L. 

braziliensis in a single session. Samples were removed and analyzed in a hemocytometer 72h 

after PACT and viability of the parasites was assessed in quadruplicates. Results: An important 

decrease in the number of viable parasites on all treated groups in comparison to their controls 

was observed as all tested compounds lead to significant parasite lethality being the highest 

lethality achieved with 10 µg/ml of TBO. No lethality was observed on groups treated with 

laser or with any of the compounds separately. Conclusions: TBO presented higher parasite 

lethality in comparison to MB with impressive reduction from 1 h to  5 minutes of pre-

incubation time. 

Keywords: Laser-therapy, Leishmaniasis, Methylene Blue, Toluidine Blue O, Treatment
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INTRODUCTION 

Leishmaniasis are protozoan parasitic infections transmitted to mammals, including humans, 

by phlebotomine sandflies and clinically classified in three forms: visceral, cutaneous, and 

mucocutaneous [1]. Leishmaniasis threatens about 350 million people in 88 countries 

worldwide and 12 million people are believed to be currently infected, with about 1–2 million 

estimated new cases occurring every year [2].  

Cutaneous leishmaniasis is mainly caused by Leishmania major in the old world and by 

Leishmania amazonensis or Leishmania braziliensis in the Americas, in particular in Brazil [2-

4]. Leishmania braziliensis is the etiologic agent of American cutaneous leishmaniasis (ACL), 

which is characterized by its chronicity and the possibility to metastasize leading to the 

mucocutaneous clinical form [5]. 

Current treatment for leishmaniasis relies mainly on chemotherapy, as no efficient 

vaccine is available. Pentavalent antimonials meglumine antimoniate and sodium 

stibogluconate have been considered the first option of treatment of leishmaniasis since the 

1940s [1,6]. Amphotericin B is the second drug of choice when there is no response to treatment 

with antimonials or when it is not possible to use it. The efficacy of pentamidine, the third drug 

of choice, is less well known. Pentavalent antimonials are expensive, toxic many organs. 

Furthermore, the administration of antimonials is forbidden in many situations such as during 

both pregnancy and lactation, in very small children, in case of hypersensitivity to the drugs, 

and in people suffering from certain chronic diseases [7,8]. Several side effects from use of 

these compounds may be found elsewhere in the literature [2].  

Recently, photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT) has been studied for the 

treatment of leishmaniasis [9-11]. PACT is a potentially applicable, safe and affordable option 

for treating patients suffering from many conditions being an attractive option to the use of 
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conventional antimicrobial chemotherapy [12]. PACT neither induces resistant strains nor 

demands multiple sessions of treatment [13,14].  

 Phenothiazines, nitrogen- and sulfur-containing tricyclic compounds, are known for 

over a hundred years. Up to now over 5000 phenothiazine´s derivatives have been obtained and 

this class of organic compounds became extremely important due to their varied biological and 

chemical properties. Recent reports dealt with promising anticancer, antibacterial, antiplasmid, 

multidrug resistance (MDR) reversal activities and potential treatment in Alzheimer’s and 

Creutzfeldt–Jakob diseases of classical phenothiazines [15]. Phenothiazines are relatively 

inexpensive, widely available, well-tolerated and nontoxic compounds. New phenothiazines 

exhibit promising antibacterial, antifungal, anticancer, antiviral, anti-inflammatory, 

antimalarial, antifilarial, trypanocidal, anticonvulsant, analgesic, immunosuppressive and 

multidrug resistance reversal properties [15].  

 The present investigation aimed to evaluate the effectiveness of PACT against the 

promastigote form of Leishmania braziliensis, as a new approach to therapy against human 

cutaneous leishmaniasis. 

MATERIALS AND METHODS 

Chemicals 

MB and TBO were purchased from Sigma-Aldrich Corporation (Milwaukee, WI, USA). Three 

compounds were used: MB, TBO and a 1:1 mixture of MB + TBO, here named as phenothiazine 

- MB-TBO. The stock solutions were diluted in distilled water (10 or 20 μg /ml).  

Culture Promastigote Forms 

L. braziliensis promastigotes (strain MHOM/BR/01/BA788 - cultivated and maintained 

by the Integrated Laboratory of Microbiology and immunoregulation) were cultivated in 

Schneider's Insect Medium (Sigma Chemical Co., St Louis, Mo, USA) supplemented with 20% 

heat-inactivated fetal bovine serum (Gibco, Carlsbad, CA, USA), L-glutamine (2 mM), 
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penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 µg/ml) at 26 °C  (Thermostat cabinets – LS Scientific, 

Ikeja, Lagos, Nigeria) for 5–7 days when the parasites reached the stationary-phase. After 

reaching the stationary-phase, the culture was sedimented by centrifugation (5810 R, 

Eppendorf, Hamburg, Germany, 10 min, 4oC, 4000 rpm), suspended in 1 mL of the same 

medium and quantified in a Neubauer chamber (LO - Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf, 

Germany) with the aid of a microscope (Nikon Eclipse E200, Melville, NY, USA). Enough 

medium was added in order to adjust the parasitic concentration to 2 x 106 promastigotes/mL 

[4].  

Leishmanicidal Activity against Promastigotes Forms 

The determination of the leishmanicidal activity was performed in 96-well plates 

(Tesplate 96F - TPP, Zollstrasse, Trasadingen, Switzerland). The compounds were tested in 

quadruplicate in two concentration 5 or 10 μg/mL. The parasitic concentration in the wells was 

that of 2 x 106 promastigotes/mL. A negative control was performed with four wells containing 

only parasites and the incubation medium. After 72 h of incubation at 26oC, 10 μL of each well 

was diluted in 90 μL of the PBS and the parasites were quantified in a Neubauer chamber. The 

data obtained from this quantification were plotted in a graph using Microsoft Excel and the 

values of the lethality of the treated groups were obtained through the difference in percentage 

of viable parasites in the groups treated with the amount of viable parasites in the control group.  

Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy (PACT) 

Metacyclic promastigotes were pre-incubated during either 5 or 60 minutes, in darkness, 

with the different concentrations of the photosensitizers in Schneider’s Drosophila medium (pH 

7.2) with 10% FBS in 96-well plates. After pre-incubation each well was irradiated with a diode 

laser which has a semiconductor active medium InGaAlP (λ = 660nm, 40mW, 4.2J/cm2, CW, 

TwinFlex©, MMOptics, São Carlos, São Paulo, Brazil). After 72 h of incubation at 26oC, 10 μL 

of each well was diluted in 90 μL of the formaline 10% and the parasites were quantified in a 
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Neubauer chamber. The data obtained from this quantification were plotted in a graph using 

Microsoft Excel and the values of the lethality of the treated groups were obtained through the 

difference in percentage of viable parasites in the groups treated with the amount of viable 

parasites in the control group. Four protocols were carried out: I: Pre-incubation of 5 

minutes and 2 minutes of irradiation (4.2 J/cm2); II: Pre-incubation of 5 minutes and 4 

minutes of irradiation (8.4 J/cm2); III: Pre-incubation of 60 minutes and 2 minutes of 

irradiation (4.2 J/cm2); and IV: Pre-incubation of 60 minutes and 4 minutes of irradiation 

(8.4 J/cm2). 

Crystal Violet Toxicity Assay 

In order to assess the toxicity of certain phenothiazines concentrations to human cells, 

we made a Crystal Violet Toxicity assay from macrophages derived from peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC). PBMC were obtained from blood bags processed with buffy coat, 

donated from the local hemocenter (Fundação de Hematologia e Hemoterapia da Bahia), by a 

gradient centrifugation on Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) at 1500 RPM 

with room temperature. The PBMC collected were then washed with PBS following 

centrifugations at 1400, 1300 and 1200 RPM. For macrophage differentiation, the PBMC 

remaining were disposed in a 96 well dish with 200 ul of RPMI (LGCBIO, Cotia, SP, Brazil) 

with 10% inactivated AB human serum (Sigma Chemical Co., St Louis, Mo, USA), at 

concentration of 105 PBMC/ml, remaining for 7 days with exchanging half of the media at every 

2 days. One day after photochemotherapy, the culture media was removed from the wells 

(Tesplate 96F - TPP, Zollstrasse, Trasadingen, Switzerland) and 100 μL of methanol was added 

and the plate, and incubated for 20 minutes at room temperature (25°C). Methanol was then 

removed from the wells, being added 50 μL of Cristal Violet Dye (0.5% Crystal Violet, 20% 

Methanol, 80% dH2O, Sigma-Aldrich Corporation, Milwaukee, WI, USA) followed by 

incubation for 10 minutes at room temperature. After that period, the dye was removed and the 
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wells washed twice with tap water, followed by 2 immersions of the plate in a beaker filled with 

tap water. To extract de dye from the cells, 100 μL of Sorenson’s buffer (SDS) was added in 

the wells and the plate was incubated in a rotate shaker for 30 minutes. An ELISA - SpectraMax 

190 Microplate Reader© (Sunnyvale, CA, USA) plate reader was used for the absorbance 

measurement at wavelength of 540nm. 

Statistical Analysis 

The data was analyzed using the Minitab15 software (Minitab, Belo Horizonte – MG, 

Brazil). Significance level was fixed in 5%. 

 

RESULTS 

From Crystal Violet toxicity assay, we observed that MB and TBO presented a very similar 

pattern of toxicity. When compared to control group, both have a trend to decrease the cells 

viability along with concentration increasing, although this effect was showed to be significant 

only at 20 μg/ml. Thus, concentrations below these levels were chosen from both phenotiazines 

for PACT assays. 

The overall analysis showed that, the use of energy density of 4.2 J/cm2 achieved the 

best results of lethality when using incubation time of 5 minutes and using either 10ug/ml of 

TBO or MB-TBO. When the incubation time was increased to 60 minutes, all compounds are 

similarly effective, independent of the energy density used. So the use of either 10ug/ml of TBO 

or MB-TBO during 5 minutes prior irradiation with 4.2J/cm2 λ660nm laser light was the most 

efficient protocol (Table 1). 

 

DISCUSSION 

According to the WHO, leishmaniasis is among the six most important tropical diseases, 

affecting around 12 million people in 88 countries [16]. Chemotherapy remains the most 
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effective control measure for this disease. The therapeutic arsenal routinely employed to treat 

patients with leishmaniasis is limited and unsatisfactory. For cutaneous leishmaniasis, 

pentavalent antimonials (sodium stibogluconate or meglumine antimoniate) are the first line 

therapeutic scheme recommended by the WHO, the second drug of choice (amphotericin B) 

and the third drug of choice is pentamidine. All of these medications are parenterally 

administered and may result in mild to severe side effects. These compounds are highly toxic, 

poorly tolerated, require long-term treatment and their effectiveness highly variable [17-19].  

Pentavalent antimonials may cause hyperamylasemia, ECG abnormalities, bone 

marrow suppression and hepatotoxicity, as well as constitutional symptoms, such as myalgia, 

arthralgia, headache, fever, nausea, vomiting, and pain at the site of drug application, when 

administered intramuscularly. Amphotericin B may result in anemia, cardiac and nephrotoxic 

effects, hypokalemia, and constitutional side effects, such as nausea, vomiting, phlebitis, 

shivering and fever, which sometimes require the interruption of treatment. Pentamidine is 

known for its cardiac toxicity, nephrotoxicity, hypotension, hypoglycemia, but the major 

concern is the possibility of development of diabetes mellitus [19].  

Antimicrobial Chemotherapy (PACT) which may also be called Photosensitization 

lethal laser (PLL), based on topical or systemic non-toxic dye sensitive to light irradiation 

followed by at low doses with visible light of appropriate wavelength [20]. The photodynamic 

inactivation can be performed in a localized way, different from photodynamic therapy against 

cancer, where the compound photosensitizer is usually injected into the bloodstream and 

accumulates in the tumor, photodynamic inactivation may be made by local employment in the 

area of the photosensitizer infected by topical application, instillation, or interstitial injection 

[21].  

In the presence of oxygen found in the cells, photosensitizer (FS) enabled can react with 

molecules in their neighborhood by electron transfer or hydrogen, leading to production of free 
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radicals (type I reaction) or by energy transfer to oxygen, leading to production of singlet 

oxygen (type II reaction). Both paths may lead to cell death and the destruction of diseased 

tissue [22, 23, 24].  

Reagent Oxygen Species (ROS) simultaneously attack multiple molecules of varied 

properties. PACT is considered to have the potential to circumvent drug-resistance that is 

common to both infectious and non-infectious diseases. PACT should not cause resistance to 

the drugs used and deserves special attention as a new strategy to circumvent this so common 

problem encountered in the chemotherapy of some diseases [25].  

The light sources can be used to bring the excitement of photosensitizing molecules, 

such as pulsed light, lights incoherent, xenon lamp, among others, all with specific filters that 

let you select the wavelength with greater penetration in tissues and of maximum absorption of 

the drug [26,27]. The radiation used often is provided by a laser system, which are preferably 

employed because they have specific characteristics that differ from the light as being 

monochromatic, coherent and collimated [28].  

MB and TBO are photosensitizing phenothiazine accepted at the practice medical and 

demonstrated in studies in literature. Exhibit intense absorption of 600-660nm, region of the 

spectrum useful in PACT to be in the "therapeutic window" required for efficient penetration 

of light in tissues [29,30]. Although its properties physical and chemical are similar the 

efficiency photodynamic of compounds, varies between the several microorganisms [23]. The 

use of staining agents such as MB and TBO in the analysis of the pathology of the microbial 

diseased state is well established, as mentioned above [31].  

The phenothiazine dye Toluidine blue O (TBO) is a heterocyclic aromatic colorant 

soluble in water or alcohol, which absorbs strongly in the region of the ultraviolet-visible. A 

photosensitizing agent that is very effective in inactivating pathogenic organisms. TBO is a 

phenothiazine analogous to MB with minimal structural differences. It has been widely used in 
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biological staining, especially in hematology [31]. TBO is a phenothiazine dye that interacts 

with biological molecules and mediators. Previous studies have demonstrated the high ability 

of TBO molecules to bind to DNA. DNA is an important target in the phenothiazinium dye 

photosensitized biological damage, and guanine residues. Resonance light scattering spectra of 

TBO in the presence of DNA indicated that TBO could aggregate along DNA surface [23].  

TBO in solution is playing a highly active role in the light-mediated killing of the cells. 

There are two possible explanations for this observation. First, it may be due to the light-

mediated extracellular generation of ROS (particularly singlet oxygen) that may diffuse itself 

into the cell producing damage cell death. The second explanation is that the first part of the 

Photodynamic Inactivation - PDI process produces some damage at the cell surface that allows 

more TBO molecules present in solution to bind and/or penetrate the cell and therefore 

increasing the potency of the PDI process. The finding that there was a significant dependence 

of killing on cell density also implies that there is binding or interaction of the cells with a 

limited concentration of some species and that this occurs whether or not the PS is washed out 

from the cell suspension [23].  

The methylene blue (MB) has shown to be an effective broad-spectrum 

photoantimicrobial agent [32]. Due to the hydrophilic nature of the outer cell membrane, MB 

acts leading both to a lack of activity against intracellular targets as membrane photodamage, 

hemolysis, etc. MB is a long established biological dye and has been known as a 

photoantimicrobial since 1928. The antiprotozoal activity of MB includes both African and 

American trypanosomiasis and leishmaniasis. The continuing use of MB as a lead compound 

for antimalarial research underlines its activity against Plasmodium spp  [33].  

The electronically excited MB molecule is relatively stable and can undergo an 

electronic rearrangement. The excited form is known as an excited triplet state and it is this that 

facilitates photodynamic action. A relatively long-lived excited triplet state allows the excited 



DESCOBERTA DE UMA NOVA ABORDAGEM PARA FOTOQUIMIOTERAPIA ...                     BARBOSA, A.F.S. 

 

48 
 

MB molecule to pass on the excitational energy to other molecules. Direct interaction with 

adjacent molecules leads to electron transfer or hydrogen abstraction and the formation of 

radical species. This is known as Type I photosensitization, and with membrane-related 

molecules leads to the formation of lipid hydroperoxides and thus to membrane damage [22]. 

If the excited triplet state molecule interacts directly with oxygen, the excitational energy is 

transferred causing the formation of a highly reactive species, singlet oxygen. Formed in situ 

within a cellular environment, singlet oxygen is highly toxic on account of its oxidizing activity, 

although it has a very short lifetime and will decay to the ground state (non-toxic triplet oxygen) 

within microseconds. Singlet oxygen-mediated photosensitization is known as the Type II 

pathway [34].  

Phenothiazines possess great affinity by Trypanosomatides [35-37]. Trypanothione and 

trypanothione reductase (TryR)-based redox metabolism found in Leishmania sp. and other 

trypanosomatides exemplify the unique features of this group of organisms. Its absence in 

mammalian hosts, together with the sensitivity of trypanosomes against oxidative stress, makes 

this enzyme a unique target for exploitation for potential antileishmanial chemotherapeutics 

[34, 38-40]. Trypanothione reductase (TR) was irreversibly inhibited phenothiazine derivatives. 

The inactivation of TR depends on (a) of incubation with the phenothiazine derivatives (b) the 

free radicals formed (c) and the concentration and structure of phenothiazine derivatives [38].  

Another enzyme found in Leishmania sp, is the Superoxide Dismutase (SOD) SOD has 

its mechanism of action involved in anti-oxidant enzymes which catalyze the dismutation of 

O2
- to H2O2 and O2 protecting catalase and peroxidase against inhibition by O2

-, which can be 

derived from the phenothiazine  [41, 42].  

Based on this knowledge about the actions of phenothiazine derivatives on structures 

and enzymes of Leishmania, we can better understand why the choice of some works of PACT 

with MB [43,44].  



DESCOBERTA DE UMA NOVA ABORDAGEM PARA FOTOQUIMIOTERAPIA ...                     BARBOSA, A.F.S. 

 

49 
 

Other advantages of PACT are: The procedure can be repeated several times if 

necessary, since no toxic effects and is usually non-invasive. In addition, due to its low risk, 

can be used in people who are elderly or frail to undergo other surgery. The main side effect is 

sensitization to light, which is circumvented by avoiding exposure to sunlight and interior light 

too intense for a period of up to 6 weeks depending on the photosensitizer [45].  

Because of its ability to interact at a more internal MB, we decided to evaluate the TBO, 

individually and combined with MB for comparison with results previously available in the 

literature with MB. Our results showed that TBO really stands out when compared to MB. The 

contribution that this work can also provide for new research PACT with Leishmania, especially 

L. braziliensis, which is in respect to the parameters used in the irradiation for stimulation of 

the compounds used together with the low concentration of photosensitizers. 

The concentrations used were well below those considered toxic based on toxicity test 

with crystal violet, giving us greater security to work and to modify the concentrations without 

causing problems cytotoxicity. Another point worth highlighting in this work is the total time 

for which the technique is carried out. We conducted four experimental periods, one where the 

child understands the pre-incubation of 5 minutes with 2 minutes of irradiation, a total of 7 

minutes of dealing with a dose of 4.2 J/cm2. Already the longest period includes a pre-

incubation of 60 minutes with 4 minutes of irradiation, totaling 64 minutes of procedure and a 

dose of 8.4 J/cm2. As there was no statistical difference of the best concentration, 10 μg/ml of 

TBO compared the times of pre-incubation of 5 or 60 minutes, we suggest that among these 

possibilities tested at work, the best procedure would be to use 10 μg/ml of TBO irradiated by 

a laser device with a dose of 4.2 J/cm2. In this procedure, we have less time with greater 

lethality. 
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3.2. AIP Conference Proceedings;, Vol. 1364 Issue 1, p51 

 

Morpho-Structural Effects Caused by 660nm Laser Diode in Epimastigotes Forms of 

Trypanosoma cruzi: In Vitro Study 

 
As doenças parasitárias representam um dos principais problemas de saúde pública na América 

Latina, em particular, a doença de Chagas ou Tripanossomíase americana, causada pelo 

protozoário Trypanosoma cruzi, infecta mais de 18 milhões de pessoas em todos os países da 

América Latina. A luz visível induz a uma reação fotoquímica, que induz a ativação de enzimas 

utilizadas principalmente na cadeia respiratória e, esta luz tem como alvos primários os 

lisossomos e mitocôndrias no interior das células, aumentando a produção de ATP 

mitochondrial. O objetivo deste estudo foi avaliar as modificações morfo-estruturais geradas 

nas formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, após a irradiação com um laser semicondutor 

AlGaInP, a um comprimento de onda (λ) igual a 660 nm ± 10 nm, 40 mW de potência óptica, 

emitindo luz vermelha no espectro visível, com uma dose de 6J/cm2 em modo contínuo. Em 

seguida, os parasitas que foram submetidos a irradiação foram analisadas ao microscópio óptico 

e comparadas com outros não tratados. Constatou-se o aumento do tamanho do cinetoplástico 

(estrutura com elevada concentração de DNA extracelular - kDNA, cuja principal função é a 

codificar as enzimas da cadeia respiratória tais como ATPase e citocromoxidase), do núcleo da 

célula e do volume da célula parasita, deixando-o mais arredondado. 
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Abstract: Parasitic diseases represent a major public health problems in Latin America, in particular, Chagas disease or 

American trypanosomiasis, caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi, infects more than 18 million people in 

all countries of Latin America. Visible light induces a photochemical reaction, that induces the activation of enzymes used 

mainly in the respiratory chain, and that light has the primary targets lysosomes and mitochondria of cells, increasing, the 

mitochondrial ATP production. The purpose of this study was to assess the morpho-structural generated in the epimastigote 

form of Trypanosoma cruzi, after irradiation with a semiconductor laser InGaAlP, at a wavelength (λ) equal to 660nm ± 

10nm, 40 mW optical Power, emitting red light in the visible spectrum, with a dose of 6J/cm2 in continuous mode. Then 

the parasites that have undergone irradiation were analyzed by optical microscopy and compared to untreated. It found the 

increase in size of the kinetoplast (structure with high concentration of extracellular DNA - kDNA, whose main function 

is to encode the respiratory chain enzymes such as ATPase and citocromoxidase), the cell nucleus and the cell volume of 

the parasite, leaving the more rounded. 

Keywords: laser Effects, Trypanosoma cruzi, photo-biological mechanism 

PACS: 42.62.-b. 

INTRODUCTION 

In 1909, Carlos Chagas realised a unique medical finding describing a new disease known as American 

trypanosomiasis, as well as its vector and causative agent, the haemoflagellate protozoan Trypanosoma cruzi [1].   

One hundred years after its discovery, Chagas disease is still epidemiologically relevant, afflicting 16-18 

million people in 18 endemic countries in Latin America [2,3].  Several hundred thousand T. cruzi-infected 

individuals may also be living in North America, Europe and other countries as a result of immigration to these 

areas in search of a better life [4],demonstrating that Chagas disease is a far-reaching public health issue.   

The first records of human infection with Trypanosoma cruzi date back nine thousand years, to a time when 

the first humans peopled the Andean coast. Molecular analyses of tissues extracted from human mummies of the 

Northern Chile and Southern Peru regions showed the presence of the parasite’s kinetoplast DNA in 41% of the 

samples taken [5].  

Two types of DNA rings are present in the kinetoplast, the minicircles and the maxicircles. There are several 

thousand minicircles, which range in size from about 0.5-2.5 kb (depending on the species) and a few dozen 

maxicircles, usually varying from 20-40 kb [6, 7]. They encode guide RNAs that modify maxicircle transcripts by 

extensive uridylate insertion or deletion, a process known as RNA editing. Maxicircles are structurally and 

functionally analogous to the mitochondrial DNA in higher eukaryotes that encodes rRNAs and the subunits of 

respiratory complexes [8].  

Exists in the animal organism a photo-regulator function, based on certain photoreceptor capable of absorbing 

photons of a certain length where, arriving to cause a change in functional and metabolic activity of the cell. The 

energy of the photons forming a laser radiation absorbed by a cell will be transformed into biochemical energy 

and used in its chain [9].  

In 1988, Karu found the mechanism of action of different lasers. The lasers used in laser therapy emitting both 

wavelengths in the visible range and near infrared. The visible laser light induces a photo-chemical reaction, that 

is, there is a direct activation of synthesis of enzymes [10, 11, 12] and this light has the primary targets lysosomes 

and mitochondria of cells [9]. The increase in mitochondrial ATP that is produced after laser irradiation, favors a 

large number of reactions involved in cellular metabolism. The laser accelerates the increase of ATP [13, 14, 15, 

16]. 
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MATERIALS AND METHODS 

Parasites 

Epimastigote forms of Y-strain T. cruzi were axenically grown and maintained in complex medium containing 

37 g L−1 brain heart infusion (BHI; Difco®, MA, USA), 10 μg L−1 hemin (Sigma®, MO, USA), 20 μg L−1  folic 

acid (Sigma), and 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS; Gibco, BRL®) for 7 days at 28°C. 

Laser Therapy 

Each well of the culture plate will receive, individual form, irradiation with the laser connected to an optical 

fiber, with optical power of 30 mW, emitting light in the red visible specter, with a dose of 4J/cm2 in continuous 

mode. After the plate was then incubated at 28ºC for 3 hours. After this period a sample was taken from each well 

and then viewed in the light microscope. 

Light microscopy 

Epimastigote measurement. The control group and irradiated with the laser were observed in Microscopy Carls-

Zeiss Axiostar Plus equipped with a Canon PowerShot A640. Contrasting images of epimastigotes were acquired, 

both the control and the irradiated with the laser. The images were treated in the Axionvision and analyzed by the 

researchers who conducted the test. 

RESULTS AND DISCUSSION 

 Throughout the 80s, the researcher Tiina I. Karu, showed the groundwork for understanding the molecular 

mechanisms underlying the effects of low power light on biological systems [17, 18, 19]. We know the existence 

of the action of a photo-biological mechanism that regulates the light energy on the respiratory chain of eukaryotic 

and prokaryotic enzymes with terminal respiratory chain, cytochrome c oxidase in mitochondria, acting as 

photoreceptor [20]. Cellular responses occur in primary reaction in the respiratory chain reaction and secondary in 

the cytoplasm and the nucleus of cells [21]. Some of the effects of photostimulation on biological systems are: 

increased rate of cell proliferation [22], increasing the production rate of fibroblasts and collagen synthesis [23, 

24], increased rate of synthesis of RNA and DNA [20,22], ATP synthesis [25], increased vascularity [26], changes 

in nerve conduction [27], etc. 

The mechanisms of action of light after absorption are characterized in primary and secondary. According to 

Karu (2003) the different mechanisms may lead to similar results by stimulating the mitochondrial redox state 

toward greater oxidation. Is discussed, however, what mechanisms are critical in a given situation, since factors 

such as light dose and intensity of use may favor the dominance of either [28]. The primary mechanisms have not 

been well established with a number of assumptions associated with the generation of singlet oxygen 1 O2 [29]. 

The secondary mechanisms are responsible for the connection between the response to the action of light by 

photoreceptor located in the mitochondria and the mechanisms of synthesis of DNA and RNA localized in the 

nucleus or other phenomena in other components of the cell. There are different regulatory processes associated 

with control of photo-acceptors on the level of intracellular ATP, transcription factors sensitive to cellular redox 

state or homeostatic cell signaling cascades in the cytoplasm through the cell membrane to the nucleus [28]. 

In this study, we observed the morphological and structural changes caused by 660nm laser diode on protozoan 

Trypanosoma cruzi. A larger volume of the nucleus and the mitochondrion-kinetoplast can be observed when 

comparing the irradiated with the parasite without treatment. The body of the organism treated with the laser also 

has a change of form, from a more elongated form to a rounder. Mobility was also affected, with the parasites 

treated a movement noticeably smaller than the control group (Figure 1). 
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 FIGURE 1 – (A,B) Control group; (C,D,E) Laser treated 

CONCLUSION 

In conclusion, we verified the viability of using laser therapy, so in vitro on Trypanosoma cruzi parasites. It 

can be concluded that the laser cause morphological and structural changes in the parasites. These new results 

leads us, rationally, for the use of photodynamic therapy or lethal photosensitization as a means to combat Chagas 

disease. 
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3.3. AIP Conference Proceedings;8/24/2011, Vol. 1364 Issue 1, p55 

 

Evaluation of Photodynamic Antimicrobial Therapy (PACT) against Trypomastigotes of 

Trypanosoma cruzi: In Vitro Study 

 

Políticas públicas para o combate da doença de Chagas apresentam-se com um considerável 

grau de negligencia e são classificadas pelo TDR (Programa Especial para Treinamento e 

Pesquisas em Doenças Tropicais) como nível III, onde o foco das pesquisas deve ser baseado 

na melhoria e disseminação mundial das ferramentas existentes e das estratégias para o combate 

destas doenças. Uma nova terapia é proposta para o tratamento da doença de Chagas. A 

Fotoquimioterapia Antiparasitária é baseada na administração tópica ou sistêmica de um 

corante não-tóxico e sensível a luz, seguido da irradiação por uma baixa dose de luz visível em 

um comprimento de onda apropriado ao fotossensibilizador. Na presença do oxigênio 

encontrado nas células, esta molécula fotossensibilizadora é ativada e pode reagir com 

moléculas em sua vizinhança através da transferência de elétrons ou hidrogênio, levando a 

formação de radicais livres (reação tipo I) ou pela transferência de energia ao oxigênio (reação 

tipo II). Ambos os caminhos podem levar as células a morte e/ou destruição do tecido tratado. 

Neste trabalho, foi verificado a eficácia da fotoquimioterapia antiparasitária associada a um 

laser semicondutor de InGaAlP (λ660nm, 30mW, 4J/cm2, CW) utilizando o azul de metileno 

como fotossensibilizador diluído em 6 diferentes concentrações contra as formas 

tripomastigotas de T. cruzi. Para determinar-se a viabilidade dos parasitas, uma amostra de cada 

grupo tratado em cada concentração foi removido e analisado em um hemocitômetro, 

observando a diminuição do número de parasitas vivos e sendo comparado com o grupo 

controle sem tratamento. Os resultados demonstraram um significante percentual de lises 

parasitária, o que não pode ser observado nos grupos tratados apenas com o laser ou com os 

compostos sem a irradiação com o laser. 
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Abstract: Policies to combat Chagas disease presents a considerable degree of negligence and is classified at level III by TDR, 

where the focus of research is based on the improvement and wider dissemination of existing tools and strategies for combating 

them. The PACT is based on topical or systemic administration of a nontoxic dye sensitive to light, followed by low dose 

irradiation with visible light of wavelength appropriate. In the presence of oxygen found in the cells, the photosensitizer (FS) 

enabled may react with molecules in its vicinity by electron transfer or hydrogen, leading to production of free radicals (type I 

reaction) or by energy transfer to oxygen (type II reaction), leading to production of singlet oxygen. Both paths can lead to cell 

death and the destruction of diseased tissue. In this work, we verify the effectiveness of PACT associated with a semiconductor 

laser InGaAlP, a wavelength (λ) equal to 660nm ± 10nm, 30 mW optical power, emitting red light in the visible spectrum, with 

a dose of 4J/cm2 in continuous mode, using methylene blue in five differents concentrations on the infective trypomastigote 

forms of Trypanosoma cruzi. To determine the viability of the parasites, one sample from each treatment group at each 

concentration was removed and analyzed in a hemocytometer, observing the decrease in the number of live parasites for the 

solution without treatment. The results demonstrated significant percentage of parasite lysis (up to 86% lethality), what can not 

be observed in the groups treated with laser or with the FS. 

Keywords: Photodynamic Antimicrobial Therapy, PACT, Trypanosoma cruzi, Chagas Disease 

PACS: 42.62.-b. 

 

INTRODUCTION 

The protozoan parasite Trypanosoma cruzi is the causative agent of American trypanosomiasis or Chagas 

disease, a human harmful disease affecting 16 to 18 million people in South and Central America [1].The treatment 

of Chagas disease, which is endemic in Latin America and caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is based 

on two nitroheterocycles (nifurtimox and benznidazole) that present severe side effects, and their efficacy during 

the chronic phase is still controversial with poor indices of apparent cure [2].  

This parasite has a single mitochondrion, which contains a branched  electron transport chain, cyanide-resistant 

respiration mediated by an  alternative oxidase [3], and a specialized region rich in DNA named a kinetoplast, 

which is a hallmark of Kinetoplastida protozoa [4], making this organelle an extraordinary drug target [5] and for 

a new technique, the photodynamic antimicrobial therapy (PACT). 

PACT is based on topical or systemic administration of a nontoxic dye sensitive light followed by low dose 

irradiation with visible light of appropriate wavelength [6]. In the presence oxygen found in the cells, the 

photosensitizer (FS) system can react with molecules in its neighborhood by electron transfer or hydrogen, leading 

to production of free radicals (reaction type I) or by energy transfer to oxygen (type II reaction), leading to 

production of singlet oxygen. Both paths can lead to cell death and the destruction of diseased tissue [7,8].  

Compared with other cytotoxic therapy, PACT has advantage of dual selectivity: not only the FS can be directed 

to the cells or diseased tissue, but also the light can be precisely focused at the lesion site. [9, 10]. The procedure 

can be repeated several times, if necessary, since no toxic effects and is usually not invasive. Also, because of their 

low risk, can be used in elderly or who are too weak to be undergo surgery [11]. 

Methylene blue (MB) is a well known blue dye. The blue colour of an aqueous solution of MB is due to the 

fact that the phenothiazinium molecule absorbs visible light strongly in the region 600–700 nm, thus allowing the 

remainder of the visible spectrum (350–600 nm) to be transmitted. Where the MB molecule differs from other 
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blue dye types (e.g. blue azoic or anthraquinone dyes) is that the absorbed light energy can be passed on efficiently 

to other molecules in the vicinity [12].  

The electronically excited MB molecule is relatively stable and can undergo an electronic rearrangement. The 

rearranged form is known as an excited triplet state and it is this that facilitates photodynamic action. A relatively 

long-lived excited triplet state allows the excited MB molecule to pass on the excitational energy to other 

molecules. Direct interaction with adjacent molecules leads to electron transfer or hydrogen abstraction and the 

formation of radical species. This is known as Type I photosensitization, and with membrane-related molecules 

leads to the formation of lipid hydroperoxides and thus to membrane damage. 

If the excited triplet state molecule interacts directly with oxygen, the excitational energy is transferred causing 

the formation of a highly reactive species, singlet oxygen. Formed in situ within a cellular environment, singlet 

oxygen is highly toxic on account of its oxidising activity, although it has a very short lifetime and will decay to 

the ground state (non-toxic triplet oxygen) within microseconds. Singlet oxygen-mediated photosensitization is 

known as the Type II pathway [12]. The study of the parasite-specific trypanothione-based thiol metabolism as a 

target of methylene blue (MB, MB+) or of MB-containing drug combinations is recommended for Boda et al. Other 

papers had previously shown effects of MB on T. cruzi [13,14] and several leishmania species [15,16]. 

MATERIALS AND METHODS 

Cytotoxicity Assay 

The cytotoxicity of the compounds was determined using BALB/c mice splenocytes (5x106 cells/well), 

obtained by Pereira et al 2004 [17], cultured in 96-well plates in RPMI 164 (Sigma Chemical Co) supplemented 

with 10% of fetal calf serum (Cultilab, Campinas, SP) and 50 µg/mL of gentamycin (Novafarma, Anápolis, GO). 

Each compound was dissolved in NaCl 0,9 and was evaluated for their ability to inhibit splenocytes proliferation 

at concentration in six concentrations (0,78 – 0,39 – 0,19 -0,1 – 0,05 e 0,025 µg/mL), in duplicate. Cell proliferation 

was determined by adding 1 Ci of  [3H] – thymidine per well for 24 h at 37C and 5% CO2. After this period, the 

content of the plate was harvested to determine the 3H-thymidine incorporation using a beta-radiation counter (β-

matrix 9600, Packard). The toxicity of the compounds was determined comparing the percentage of 3H-thymidine 

incorporation of drug-treated wells in relation to untreated wells. Non-toxic concentrations were defined as those 

causing a reduction of 3H-thymidine incorporation below 30% in relation to untreated controls. 

Parasites 

Trypanosoma cruzi Y strains were used. T. cruzi tissue culture trypomastigotes were obtained from the 

supernatant of 5–6 day-old infected Vero cells. Infected cells were maintained in RPMI-1640 medium 

supplemented with 2% fetal calf serum (FCS) for 5–6 days at 37 ◦C in a 5% humidified CO2 atmosphere. After 

this time, supernatant was collected, centrifuged at 500×g for 5 min and allowed to remain at 37 ◦C for 30 min. 

During this period, trypomastigotes in the pellet moved into the supernatant medium which was collected and 

centrifuged at 1000×g for 10 min. Trypomastigotes concentrated in the pellet were counted in a Neubauer chamber, 

and used in a concentration of 5×106 cells to infect a monolayer of host cells cultivated in 25 cm2 culture flasks. 

After a 24 h infection, culture medium was changed to remove free parasites, being the host cells then incubated 

again at 37 ◦C in a 5% humidified CO2 atmosphere. Culture medium was changed every 48 h. 

Phototherapy 

To determine the effect of irradiation with the laser diode on trypomastigotes of Trypanosoma cruzi, 2x105 

parasites were placed in triplicate in wells of culture plates of 96 wells in 200 µl volume. Each well of the culture 

will receive, individual form, irradiation with the laser connected to an optical fiber, with optical power of 30 mW, 

emitting light in the red visible specter, with a dose of 4J/cm2 in continuous mode. After the plate was then 

incubated again at 37 ◦C in a 5% humidified CO2 atmosphere for 24 hours and after this period was performed to 

count the parasites. The equipment used for photosensitization will be the Laser® Hand (MM Optics, São Carlos, 

SP), class 3R ANVISA. The Laser Hand® has a semiconductor diode InGaAIP, it emits radiation of continuous 

form (CW), in a wave length (λ) equal 660nm ± 10nm, optic power of 40 mW, frequency of 50-60Hz and diameter 

of spot (ɸ) of 0,4mm2. Fiber optics are provided by the manufacturer and are made of flexible material e promotes 

a loss of up to 30% of the energy. The tests will be conducted to a control culture of parasites without treatment. 

The percentage of activity against the parasite is determined by comparing the values of viable parasites counted 

by the hemocytometer, wells irradiated with the laser and the values of the untreated control. All the procedures 

that to involve the laser use will be executed with eyeglasses supplied for the manufacturer. 
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Anti-proliferative Effect For Trypanosoma cruzi 

To determine the anti-proliferative effect for Trypanosoma cruzi, trypomastigotes (4x106/ml) grown as 

Bisaggio (2006) [18], will be placed in 96-well plates in 100 µl volume. The growth of trypomastigote forms will 

be held in the absence and presence of different concentrations of photosensitizer for 24 hours under appropriate 

conditions (37°C and 5% CO2). The tests will be conducted as control cultures of parasites without treatment. The 

percentage of activity against the parasite is determined by comparing the values of viable parasites counted by 

the hemocytometer, the wells incubated with the photosensitizer and the values of untreated control. Next will be 

evaluated in terms of percentage of mortality of the parasites. 

Photodynamic Antimicrobial Chemistry Therapy 

The samples then will be increased of the photosensitiser of form that reaches the desired concentration. The 

culture plate is then closed and stored in the dark for a period of five minutes, that is the pre-irradiation period 

(PIP). After this time, each well of the culture will receive, individual form, irradiation with the laser connected to 

an optical fiber, with optical power of 30 mW, emitting light in the red visible specter, with a dose of 4J/cm2 in 

continuous mode. After the plate was then incubated again at 37 ◦C in a 5% humidified CO2 atmosphere for 24 

hours and after this period was performed to count the parasites. The equipment used for photosensitization will 

be the Laser® Hand (MM Optics, São Carlos, SP), class 3R ANVISA. The Laser Hand® has a semiconductor diode 

InGaAIP, it emits radiation of continuous form (CW), in a wave length (λ) equal 660nm ± 10nm, optic power of 

40 mW, frequency of 50-60Hz and diameter of spot (ɸ) of 0,4mm2. Fiber optics are provided by the manufacturer 

and are made of flexible material e promotes a loss of up to 30% of the energy. All the procedures that to involve 

the laser use will be executed with eyeglasses supplied for the manufacturer. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Cytotoxicity Assay 

Methylene blue was shown to be atoxic at concentrations below 1 g / ml (Figure 1). At concentrations below 

this, methylene blue did not affect the cell viability to undermine their development.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
After 24 hours the day of PACT, the parasites were counted using a Neubauer chamber to determine the 

percentage of lysis caused by the technique. Most non-toxic concentration (0.78  g / ml) the percentage of lysis 

was 86% as the chart (Figure 2). Since this is a work job, some parameters used were based on existing information 

on Photodynamic antimicrobial Therapy and previous data acquired by our research group. 

The compound phenothiazine methylene blue proved to be toxic to animal cells at concentrations above 1 

g/ml. Nontoxic concentrations were those that showed a reduction below 30% in the 3H-thymidine incorporation 

compared to untreated controls. Based on these data, the concentrations used and employed in testing anti-

proliferative effect against T. cruzi and the test for Photodynamic Antimicrobial Therapy was always below 1 

g/ml. Another important feature of these concentrations on the work, is the fact that they are much smaller when 

FIGURE 1: Cytotoxicity Assay – Methylene Blue values 
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compared to concentrations of methylene blue used in the literature, with other microorganisms such as bacteria 

for example. 

 

 

 
FIGURE 2: Percentage of lysis of the parasites 

Phototherapy with laser diode was analyzed by comparing the laser group with the control group. After 24 

hours of irradiation with the laser, in this experiment were not found significant differences in mortality between 

groups of parasites tested. Also not proliferative effect was observed in the parasites after laser application, as 

statistical analysis. 

 Several authors have published on the inactivation of Trypanosoma cruzi by phenothiazine derivatives 

[13, 19, 20, 21]. Some enzymes has been demonstrated to be targets of methylene blue as trypanothione reductase 

inhibitors and other (di) thiols were oxidized to disulfides by the dye. The superoxide dismutase also demonstrated 

suffer inactivation by methylene blue [22]. But this behavior of the parasites was not observed at the concentrations 

tested, because we did not identify statistical variations in mortality of the parasites causes by methylene blue 

compared to the control group. 

All parameters used for Photodynamic Antimicrobial Therapy were based on prior information acquired by the 

group in working with other microorganisms. As initial work, we opted to use the best values of the dose and 

potency of the laser and the incubation time observed in bacteria. Parallel studies, evaluating the best values on 

dose and laser power, and the incubation period of more effective are being conducted in our laboratory. 

 With this dose we used to demonstrate the effectiveness of photosensitization in killing the parasite 

Trypanosoma cruzi trypomastigotes. As the Photodynamic Antimicrobial Therapy against Trypanosoma cruzi was 

first employed by us, some points that cause the lethality of the parasite are not explained, creating a new strand 

of research for our group to analyze. 

The mechanism by which death occurs, the parasite could perhaps be explained by photodynamic reaction type 

II, when the molecule of the photosensitizer in its excited triplet state with one molecule of oxygen, which also 

has its triplet ground state, it transfers its energy to this molecule forming the excited state singlet oxygen. This 

state of oxygen is chemically very active and can induce various chain reactions with cell components such as 

DNA, proteins, cell membrane phospholipids, resulting in cell death. 

Other experiments employing Photodynamic Antimicrobial Therapy with the protozoan Trypanosoma brucei, 

Leishmania brasiliensis, Leishmania chagasi, Plasmodium falciparum and Plasmodium vivax parasites causing 

the sleeping sickness (African trypanosomiasis), cutaneus leishmaniasis visceral leishmaniasis and malaria, 

respectively, are also being conducted by our research group for upcoming publications. 

CONCLUSION 

In conclusion, we studied the use of laser with a new approach, activity anti-Trypanosoma cruzi. The lethal 

photosensitization can serve as a new tool in the fight against Chagas disease. The promising results in vitro study 

lead you to further studies to better use of therapy. 
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Evaluation of Photodynamic Antimicrobial Therapy (PACT) against Promastigotes 

Form of the Leishmania (Viannia) braziliensis: In Vitro Study 
 

Leishmaniose é uma doença complexa que afeta cerca de 12 milhões de pessoas em 88 paises 

ao redor do mundo. Leishmania braziliensis é a espécie mais comum nas Américas e a principal 

espécie causadora de leishmaniose cutânea e mucocutanea no Brasil. As opções terapêuticas 

disponibilizadas para o tratamento dos pacientes são muito limitados ou insatisfatórios. Para a 

leishmaniose cutânea, os antimoniais pentavalentes são a primeira opção de indicação 

preconizado pela Organização Mundial de Saúde, porém não são muito bem aceitos e 

apresentam uma série de efeitos adversos. Neste trabalho, neste trabalho buscou avaliar a 

eficácia da Fotoquimioterapia Antiparasitária de forma in vitro, como uma nova opção para o 

tratamento da leishmaniose cutânea. Para isto um semicondutor laser (λ660nm, 40mW, 4,2 e 

8,4 J/cm2, CW) associado a derivados fenotiazínicos em duas concentrações, 5 e 10 µg/ml, 

contra as formas promastigotas de L. braziliensis com um período de pré-irradiação de 5 

minutos. Após 72h de incubados após a fotoquimioterapia antiparasitária, a viabilidade destes 

parasitas foi analisada e a contagem dos parasitas viáveis foi realizada para se identificar o 

percentual de letalidade da FQTAp. Não foi identificada letalidade dos compostos nas doses 

testadas, assim como, da ação isolada do laser, porém o composto azul de toluidina na 

concentração de 10 µg/ml apresentou o melhor resultado.  
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ABSTRACT 

 
Leishmaniasis is a complex disease that affects more than 12 million people in 88 countries worldwide. Leishmania 

(Viannia) braziliensis is the most common species in the Americas and the most important causative agent of 

cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis in Brazil. The therapeutic arsenal routinely employed to treat patients 

with leishmaniasis is limited and unsatisfactory. For cutaneous leishmaniasis, pentavalent antimonials are the first 

line therapeutic scheme recommended by the WHO. These compounds are highly toxic, poorly tolerated and their 

effectiveness highly variable. In this work, a technique with, so far, an unknown disadvantage is discussed. The 

aim of this study was to verify the effectiveness of PACT in vitro, as a new technique for the treatment of 

Leishmaniasis. For this, semiconductor laser (λ = 660nm, 40mW, 4.2J/cm2, CW) associated to phenothiazine’s 

derivatives (5 and 10 µg/ml, TBO, Methylene Blue or Phenothiazine) on the promastigotes form of Leishmania 

braziliensis in a single session was used. Viability of the parasites was assessed in quadruplicates of each group. 

The samples were removed and analyzed in a hemocytometer 72h after PACT. We found an important decrease 

in the number of viable parasites on all treated groups in comparison to their controls. The results of present study 

showed significant percentage of lethality (above 95%) of the protocol. The 99.23% of lethality was achieved with 

10 µg/ml of TBO. No lethality was seen on groups treated neither with laser nor with each compounds separately. 

The results are promising and indicative that the use of PACT may be a powerful treatment of leishmaniasis when 

compared to already available ones. 

 

Key words: New Therapy-  Leishimaniasis- Toluidine Blue O - Methylene Blue - Phenothiazine. 

 
1. INTRODUTION 

 
Antimicrobial Photodynamic Therapy (PACT) is a new technique-based on topical or systemic administration of 

a nontoxic dye sensitive light followed by low dose irradiation with visible light of appropriate wavelength. In the 

presence oxygen found in the cells, the photosensitizer (PS) system may react with molecules in its neighborhood 

by electron transfer or hydrogen, leading to production of free radicals (reaction type I) or by energy transfer to 

oxygen (type II reaction), leading to production of singlet oxygen. Both paths may lead to cell death and the 

destruction of diseased tissue 1. Compared with other cytotoxic therapy, PACT has advantage of dual selectivity: 

not only the PS may be directed to the cells or diseased tissue, but also the light may be precisely focused at the 

lesion site2,3. The procedure may be repeated several times, if necessary, since no toxic effects and is usually not 

invasive. Also, because of their low risk, may be used in elderly or who are too weak for undergoing surgery 4.  

 

Photosensitizers are drugs that when combined with light in specific wavelength, produces reactive oxygen species 

(ROS) and reactive nitrogen species (RNS), leading to cell death5,6. When the aromatic molecules that are 

stimulated by light energy, they suffer an electronic transition to the singlet excited state. Depending on the 

molecular structure and environment, this molecule may lose its energy by physical or electronic, returning to its 
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ground state, or may undergo a transition to its excited triplet state. At this stage the molecule may again suffer a 

decay back to the ground state, and may suffer redox reactions with the environment, or your excitacional energy 

may be transferred to other molecules of oxygen (also in triplet state) leading to the formation of labile singlet 

oxygen5. Various photosensitizers (PSs) have demonstrated light-induced killing activities toward different cell 

types; however, in dermatologic settings. Porphyrin, chlorin, and phenothiazine molecules demonstrated 

significant antimicrobial PDT activity in vitro, some of which have been used in clinical practice in the treatment 

of malignancies 7. 

 

Phenothiaziniuns are blue dyes (max 600–660 nm) such as Methylene Blue (MB) and Toluidine Blue O (TBO). 

The first report of its photodynamic action (against bacteriophages and viruses) appeared as early as 1930. Both 

MB and TBO are used in surgical identification of abnormal cells at reasonably high concentrations (normally 1% 

w/v) without causing human toxicity. TBO is known to be membrane active, since it causes increased permeability, 

whereas MB causes strand breaks in this nucleic acid 5. Phenothiazine derivatives exhibit promising biological 

activities such as anticancer, antiviral, anti-inflammatory, anticonvulsant, analgesic, immunosuppressive, 

multidrug resistance reversal properties, antifungal, antimalarial, antifilarial, trypanocidal and leishmanicidal 8. 

 

Leishmaniasis is a disease caused by protozoan parasites belonging to the genus Leishmania. The parasites are 

transmitted by the bite of a tiny – only 2–3 mm long – insect vector, the phlebotomine sandfly. Leishmaniasis 

threatens about 350 million men, women and children in 88 countries around the world. As many as 12 million 

people are believed to be currently infected, with about 1–2 million estimated new cases occuring every year. The 

disease may have a wide range of clinical symptoms, which may be cutaneous, mucocutaneous or visceral. 

Cutaneous leishmaniasis is the most common form. Visceral leishmaniasis is the most severe form, in which vital 

organs of the body are affected 9. 

 

Among several drugs used in the treatment of leishmaniasis, pentavalent antimonials, considered a gold standard 

in the treatment, are known to be very toxic to humans. Pentavalent antimonials meglumine antimoniate and 

sodium stibogluconate have been considered the first option of treatment of leishmaniasis and Amphotericin B is 

the second drug of choice when there is no response to treatment with antimonials or when it is not possible to use 

it. The efficacy of pentamidine, the third drug of choice, is less well known10. Furthermore, as the drugs used in 

treatment are expensive and their use is mostly limited in undeveloped and developing countries. Ineffectiveness 

of drugs against several species of Leishmania is another disadvantage. For these reasons, new approaches in the 

treatment of leishmaniasis are urgently needed 11. 

 

The aim of this study was to investigate, in vitro, the possible antileishmanial effects of the use of Photodynamic 

Antimicrobial Chemotherapy in Leishmania brasiliensis in culture  

 

2. MATERIALS AND METHODS 
 

2.1. Chemicals 

 

Methylene Blue (MB) and Toluidine Blue O (TBO) were purchased from Sigma-Aldrich Corporation (Milwaukee, 

WI, USA). Three compounds were used: MB, TBO and a 1:1 mixture of MB + TBO, here named as phenothiazine 

- FTZ. The stock solutions were diluted in distilled water (10 or 20 μg / ml).  

 

2.2. Culture Promastigotes forms 

 

               L. braziliensis (strain MHOM/BR/01/BA788 - cultivated and maintained by the Laboratorio Integrado 

de Microbiologia e Imunoregulação) promastigotes were cultivated in Schneider's Insect Medium (Sigma 

Chemical Co., St Louis, Mo, USA) supplemented with 20% heat-inactivated fetal bovine serum (Gibco, Carlsbad, 

CA, USA), L-glutamine (2 mM), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 µg/ml) at 26 °C  (Thermostat cabinets 

– LS Scientific, Ikeja, Lagos, Nigeria) for 5–7 days when the parasites reached the stationary-phase. After reaching 

the stationary-phase, the culture was sedimented by centrifugation (5810 R, Eppendorf, Hamburg, Germany, 10 

min, 4oC, 4000 rpm), suspended in 1 mL of the same medium and quantified in a Neubauer chamber (LO - 

Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf, Germany) with the aid of a microscope (Nikon Eclipse E200, Melville, NY, 

USA). Enough medium was added in order to adjust the parasitic concentration to 2 x 106 promastigotes/mL 12. 
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2.3. Leishmanicidal activivity against Promastigotes 

 

            The determination of the leishmanicidal activity was performed in 96-well plates (Tesplate 96F - TPP, 

Zollstrasse, Trasadingen, Switzerland). The compounds were tested in quadruplicate in two concentration 5 or 10 

μg/mL. The parasitic concentration in the wells was that of 2 x 106 promastigotes/mL. A negative control was 

performed with four wells containing only parasites and the incubation medium. After 72 h of incubation at 26oC, 

10 μL of each well was diluted in 90 μL of the PBS and the parasites were quantified in a Neubauer chamber. The 

data obtained from this quantification were plotted in a graph using Microsoft Excel and the values of the lethality 

of the treated groups were obtained through the difference in percentage of viable parasites in the groups treated 

with the amount of viable parasites in the control group.  

 

2.4. Photodynamic Therapy 

 

           Metacyclic promastigotes were pre-incubated during 5 or 60 minutes, in darkness, with the different 

concentrations of the photosensitizers in Schneider’s Drosophila medium (pH 7.2) with 10% FBS in 96-well plates. 

After this pre-incubation, each well was irradiated by a Laser device (λ = 660nm, 40mW, 4.2J/cm2, CW, TwinFlex, 

MMOptics, São Carlos, São Paulo, Brazil). After 72 h of incubation at 26oC, 10 μL of each well was diluted in 90 

μL of of the PBS and the parasites were quantified in a Neubauer chamber. The data obtained from this 

quantification were plotted in a graph using Microsoft Excel and the values of the lethality of the treated groups 

were obtained through the difference in percentage of viable parasites in the groups treated with the amount of 

viable parasites in the control group.  

 

2.5. Crystal Violet Toxicity Assay 

 

           One day after photochemotherapy, the culture media was removed from the wells (Tesplate 96F - TPP, 

Zollstrasse, Trasadingen, Switzerland) and100μL of methanol was added and the plate, and incubated for 20 

minutes at room temperature (25°C). Methanol was then removed from the wells, being added 50μL of Cristal 

Violet Dye (0.5% Crystal Violet, 20% Methanol, 80% dH2O, Sigma-Aldrich Corporation (Milwaukee, WI, USA) 

followed by incubation for 10 minutes at room temperature. After that period, the dye was removed and the wells 

washed twice with tap water, followed by two immersions of the plate in a becker filled with tap water. To extract 

de dye from the cells, 100μL of Sorenson’s buffer (SDS) was added in the wells and the plate was incubated in a 

rotate shaker for 30 minutes. An ELISA - SpectraMax 190 Microplate Reader (Sunnyvale, CA, USA) plate reader 

was used for the absorbance measurement at wavelength of 540nm 

 

2.6. Statistical analysis 
 

Statistical analysis was performed using the software Minitab14 (Minitab, Belo Horizonte, MG, Brazil) where the 

ANOVA was used to test intergroup and for intragroup, we used the t-student test. The level of significance was 

set at 95%. 

 

3. RESULTS 
 

On regarding the type of photosensitizer used we found that protocols using MB at 5 μg/ml showed significant 

differences were observed between groups 4.2J/cm2/5min and 4.2J/cm2/60min (p < 0.001). When increasing the 

concentration to 10 μg/ml, no significant differences were seen between group 4.2J/cm2/5 min and 4.2J/cm2/60min 

(p > 0.05). 

 

When using TBO at 5 μg/ml, no significant differences were seen between groups 4.2J/cm2/5min and 

4.2J/cm2/60min (p > 0.05). Increasing the concentration to 10 μg/ml, no significant differences were observed 

between groups 4.2J/cm2/5min and 4.2J/cm2/60min (p > 0.05). 

 

Using the FTZ at 5 μg/ml, no significant differences were observed between groups 4.2J/cm2/5min and 

4.2J/cm2/60min (p > 0.05). Increasing the concentration to 10 μg/ml, no significant differences were observed 

between groups 4.2J/cm2/5min and 4.2J/cm2/60min (p > 0.05). 
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Analyzing the energy density, we found that, using an energy density of 4.2J/cm2 and incubation time of 5 minutes, 

was found significant differences between groups MB 5μg/ml and 10μg/ml (p < 0.001), TBO 5 μg/ml and 10 

μg/ml (p < 0.001). Significant differences were also found between groups MB 5 μg/ml and TB 10 μg/ml (p < 

0.001), MB 5μg/ml and FTZ 10μg/ml (p < 0.001), TB 5 μg/ml and MB 10 μg/ml (p < 0.001), TB 5 μg/ml and 

FTZ 10 μg/ml (p < 0.001), and between groups FTZ 5μg/ml and TB 10 μg/ml (p < 0.001), and FTZ 5 μg/ml and 

FTZ 10 μg/ml (p = 0.02). 

 

So the use of either 10 μg/ml of TBO or FTZ during 5 minutes prior irradiation with 4.2J/cm2 λ660nm laser light 

was the best protocol used to kill Leishmania brasiliensis. When the incubation time was increased to 60 minutes, 

all compounds were similarly effective. 

 

4. DISCUSSION 
 

Leishmaniases are protozoan parasitic infections transmitted to humans as well as several vertebrate species, by 

phlebotomine sandflies and they are associated with three main types of disease manifestations: visceral, 

cutaneous, and mucocutaneous, causing a broad spectrum of clinical conditions with different degrees of severity 

depending on the tissue they invade (superficial [skin and mucous membranes] or deep [hematopoietic tissues such 

as spleen, bone marrow, etc]) 13,14. The principal species causing cutaneous leishmaniasis (CL) in Brazil is 

Leishmania braziliensis which most often leads to a cutaneous form of the disease characterized by one or more 

ulcers with raised borders, most frequently located on the upper and lower extremities, but also found on the head, 

face, and trunk 15,16. 

 

The drugs for the treatment of CL nevertheless, adverse effects have been reported since the first trials in affected 

populations, including other vertebrates such as canines, being this toxicity mostly related to pancreatic and liver 

damage 17-19. Toxicity is due to an osmolarity increase in batches or emergence of free trivalent metabolites whose 

presence should only be detected after the pentavalent fraction is processed by the effect of pH in the 

parasitophorous vacuole within macrophages where it should arrive to exert its leishmanicidal function. Given 

these adverse effects, the safety of pentavalent antimonial formulations is currently being subject of intense debate, 

especially as the residual effects of these metabolites on other target organs are still ignored and previous reports 

pointing out to a reduction in cellular populations such as polymorphonuclear cells; suggest that these formulations 

are also potentially immunotoxic 14. 

 

The present study investigated the antileishmanial effects of PACT, using phenothiazines derivates as 

photosensitizer, against L. brasiliensis parasites using two different incubation times (5 and 60 minutes). It was 

found that both 5 and 60 minutes of pre-irradiation resulted in antileishmanial effects by inhibiting growth, 

metabolic activity, and infectivity of promastigotes in culture. It was also demonstrated that the antileishmanial 

effect of both phenothiazines derivates and the Laser in (4.2J/cm2) used isolated did not present inhibition. 

Inhibition was achieved when association of the Laser and the photosensitizer was used. Despite several previous 

studies on the its antibacterial, antiviral, and antifungal activities, with phenothiazines 8 we were not able to find 

any study on regards the antileishmanial effect of TBO on L. brasiliensis parasites.  

 

The phenothiazines have established great affinity by the Trypanosomatídeos 20-22. Trypanothione and 

trypanothione reductase (TryR)-based redox metabolism found in Leishmania sp. and other trypanosomatids 

exemplify the unique features of this group of organisms. Its absence in mammalian hosts, together with the 

sensitivity of trypanosomes against oxidative stress, makes this enzyme a unique target for exploitation for 

potential antileishmanial chemotherapeutics 23-26. Trypanothione reductase (TR) was irreversibly inhibited 

phenothiazine derivatives. The inactivation of TR depends on (a) of incubation with the phenothiazine derivatives 

(b) the free radicals formed (c) and the concentration and structure of phenothiazine derivatives 24. 

  

The main reason for using phenothiazine´ derivatives in this study was their capacity to produce ROS and RNS, 

when excited by laser, which Leishmania parasites are known to be susceptible to 11. In PACT, a light-activated 

molecule known as photosensitizer (PS) is used to generate cytotoxic reactive chemical species with spatial 

specificity governed by both the localization of the PS itself and the delivery of light of a specific wavelength 

required for therapeutic excitation of the PS 27. The Ps produce highly reactive hydroxyl radical species from Type 

I PACT reactions and singlet oxygen species from Type II PACT reactions. Both pathways may induce cell death. 

Singlet oxygen is the predominant cytotoxic agent with a very short lifetime for highly localized tissue damage 

restricted to the small region around photosensitizers 28. Hydroxyl radical species from Type I PDT reactions may 

become more dominant when the photosensitizers are highly concentrated in a region, especially under hypoxic 

conditions 19. Cytotoxic photochemical and photobiological responses resulting from the interaction of these 
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reactive species with tissues cause irreversible damage through direct cytotoxicity (necrosis and apoptosis), 

vascular damage, inflammation, and immune host response 30. 

 

The final cellular localization of photosensitizers is crucial to photodynamic efficacy. Due to the high activity and 

short lifetime of the singlet oxygen, the damage induced by PACT is restricted to the area where photosensitizers 

localize, usually the cellular membrane or subcellular membrane 28. The mitochondria, lysosomes, Golgi 

apparatus, nucleus, and plasma membrane of tumor cells, as well as tumor vasculature have been evaluated and 

considered as potential PACT and PDT targets 31. Photosensitizers localized at mitochondria or endoplasmic 

reticulum induces apoptosis, while photosensitizers in the plasma membrane or in lysosomes tend to trigger 

necrosis 31. The localization of photosensitizers depends on multiple factors, including the structure and properties 

of photosensitizers, the passive or active targeting strategy, whether a triggered release method is applied, and the 

cell type 28,32. 

 

Important advantages of PACT over other therapies are that: (1) it is precisely targeted by selective illumination, 

(2) it may be repeated at the same site if needed, (3) it has low morbidity, and (4) it is much less invasive than 

surgery 33. Other evident advantage of PACT over other conventional treatments such as chemotherapy and 

radiotherapy is its selective targeting and reduced toxicity 34. 

 

Our results strongly suggest that phenothiazine derivatives have activity against Leishmania brasiliensis 35,36. In 

this study, it was observed, that using a reduced pre-irradiation (5 minutes) and low energy density 4.2 J/cm2 of 

laser light, improved results were observed when compared to previously published PACT reports on Leishmania 
35-38. The novelty and relevance of this study is the fact that that there is no significant difference between a long 

period of pre-irradiation of parasites with a short time. In this case, the use shorter time, 5 minutes, instead of 60 

minutes suggested in the literature 35-38. Another advantage presented here is to use an energy density of 4.2 J/cm2, 

well below the average reported 10J/cm2 35-38. 

5. CONCLUSION 

The results of the present investigation indicates that the use of the present protocol using a single application of  

10 ug / ml of TBO, incubation time of 5 minutes  and 4.2 J/cm2 was efficient on killing of Leishmania brasiliensis. 

6. REFERENCES 

[1]Barbosa, A.F.S., Soares, L.G.P., Aciole, J.M.S., Aciole, G.T.S., Pitta, I.R., Galdino, S.L. and Pinheiro, A.L.B., 

“Evaluation of Photodynamic Antimicrobial Therapy (PACT) against Trypomastigotes of Trypanosoma cruzi: In 

Vitro Study.” AIP Conf Proc 1364, 55-59 (2011). 

[2]Demidova, T. N. and Hamblin, M. R., “Photodynamic therapy targeted to pathogens.” Int. J. Immunopathol. 

Pharmacol 17, 245-254 (2004). 

[3]Hamblin, M. R. and Hasan, T., “Photodynamic Therapy: a new antimicrobial approach to infectious diseases?” 

Photochem. Photobiol. Sci 3, 436-450 (2004). 

[4]Perussi, J.R., “Photodynamic inactivation of microorganisms” Quím. Nova, 30, 988-994 (2007). 

[5]Wainwright, M., “Photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT)” J Antimicrob Chemother 42, 13-28 

(1998). 

[6]Huang L., Mackenzie, G.G., Sun, Y., Ouyang, N., Xie, G., Vrankova, K., Komninou, D. and Rigas, B., 

“Chemotherapeutic properties of phospho-nonsteroidal anti-inflammatory drugs, a new class of anticancer 

compounds.” Cancer Res Epub ahead of print (2011). 

[7]Akilov, O.E., Kosaka, K., O’Riordan, K., Song, X., Sherwood, M., Flotte, T.J., Foley, J.W., and Hasan, T., 

“The Role of Photosensitizer Molecular Charge and Structure on the Efficacy of Photodynamic Therapy against 

Leishmania Parasites.” Chemistry  Biology 13, 839–847 (2008). 

[8]Pluta, K., Morak-Młodawska, B. and Jeleń, M., “Recent progress in biological activities of synthesized 

phenothiazines.” Eur J Med Chem 46, 3179-3189 (2011). 

[9]WHO, World Health Organization, “Report of the Consultative Meeting on Cutaneous Leishmaniasis.” Geneva 

(2007). 

[10]Vélez, I., López, L., Sánchez, X., Mestra, L., Rojas, C. and Rodríguez, E., “Efficacy of Miltefosine for the 

Treatment of American Cutaneous Leishmaniasis.” Am J Trop Med Hyg 83, 351–356 (2010). 

[11]Allahverdiyev, A.M., Abamor, E.S., Ustundag, M.B.C.B., Kaya, C., Kaya, F. and Rafailovich, M., 

“Antileishmanial effect of silver nanoparticles and their enhanced antiparasitic activity under ultraviolet light.” Int 

J Nanomed 6, 2705–2714 (2011). 

[12]Machado, P.R., Ampuero, J., Guimarães, L.H., Villasboas, L., Rocha, A.T., et al., “Miltefosine in the 

Treatment of Cutaneous Leishmaniasis Caused by Leishmania braziliensis in Brazil: A Randomized and 

Controlled Trial.” PLoS Negl Trop Dis doi:10.1371/journal.pntd.0000912  (2010). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mackenzie%20GG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sun%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ouyang%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Xie%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vrankova%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Komninou%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rigas%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22025561
http://www.sciencedirect.com/science/journal/02235234


DESCOBERTA DE UMA NOVA ABORDAGEM PARA FOTOQUIMIOTERAPIA ...                     BARBOSA, A.F.S. 

 

73 
 

[13]Antinori, S., Schifanella, L. and Corbellino M., “Leishmaniasis: new insights from an old and neglected 

disease” Eur J Clin Microbiol Infect Dis DOI 10.1007/s10096-011-1276-0 (2011). 

[14]Delgado, G., Sanches, Y.,Plaza, D. and Granados D., “An experimental approach to studying the effectiveness 

and safety of meglumine antimoniate formulations” Biomed  Pharmacother  65, 565-577 (2011).  

[15]Barral-Netto, M., Machado, P., Bittencourt, A. and Barral, A., “Recent Advances inthe Pathophysiology and 

Treatment of Human Cutaneous Leishmaniasis” Curr Op Dermatol 4, 51–58 (1997). 

[16]Jones, T.C., Johnson, W.D.J., Barretto, A.C., Lago, E. and Marsden, P.D.,  “Epidemiology of American 

cutaneous leishmaniasis due to Leishmania braziliensis” J Infect Dis 156, 73–83 (1987). 

[17]Hepburn, N.C., “Cutaneous leishmaniasis: an overview” J Postgraduate Med 49, 50–54 (2003).  

[18]Aste, G., Di Tommaso, M., Steiner, J.M., Williams, D.A. and Boari, A., “Pancreatitis associated with N-

methyl-glucamine therapy in a dog with leishmaniasis” Vet Res Commun 29, 269–72 (2005).  

[19]Ikeda-Garcia, F.A., Lopes, R.S., Ciarlini, P.C., Marques, F.J., Lima, V.M., Perri, S.H. and Feitosa, M.M., 

“Evaluation of renal and hepatic functions in dogs naturally infected by visceral  leishmaniasis submitted to 

treatment with meglumine antimoniate” Res Vet Sci 83,105–108 (2007). 

[20]T’ung, T., “In vitro photodynamic action of methylene blue on Trypanosoma brucei.” Proc Soc Exp Biol Med 

38, 29–31 (1938). 

[21]Ferreira, C.S., Bezerra, R.C. and Pinheiro, A.A., “Methylene Blue Vital Staining for Trypanosoma cruzi 

trypomastigotes and Epimastigotes.” Rev Inst Med Trop 48, 347-349 (2006). 

[22]Buchholz, K., Comini, M.A., Wissenbach, D., Schirmer, R.H., Krauth-Siegel, R.L. and Gromer, S., “Cytotoxic 

interactions of methylene blue with trypanosomatid-specific disulfide reductases and their dithiol products.” Mol 

Biochem Parasitol 160, 65–69 (2008). 

[23]Ilanchelian, M. and Ramaraj, R., “Binding Interactions of Toluidine Blue O with Escherichia coli DNA: 

Formation of Bridged Structure.” J Fluoresc 21, 1439-1453 (2011). 

[24]Correa, J.G., Fairlamb, A.H. and Stoppani, A.O.M., “Trypanosoma cruzi Trypanothione Reductase is 

Inactivated by Peroxidase-Generate Phenothiazine Cationic Radicals.” Free Rad Res 34, 363-368 (2001). 

[25]Parveen, S., Kahn, M.O.F., Austin, S.E., Croft, S.L., Yardley, V., Rock, P. and Douglas, K.T., 

“Antitrypanosomal, antileishmanial, and antimalarial activities of quaternary arylalkylammonium 2-amino-4-

chlorophenyl phenyl sulfides, a new class of trypanothione reductase inhibitor, and of N-acyl derivatives of 2-

amino-4-chlorophenyl phenyl sulfide.” J Med Chem 48, 8087 – 8097 (2005) 

[26]Lima, L.M. and Barreiro, E.J., “Bioisosterism: a useful strategy for molecular modification and drug design.” 

Curr Med Chem 12, 23 – 49  (2005). 

[27]Celli, J.P., Solban, N., Liang, A., Pereira, S.P. and Hasan, T., “Verteporfin-Based Photodynamic Therapy 

Overcomes Gemcitabine Insensitivity in a Panel of Pancreatic Cancer Cell Lines.” Lasers Surg Med 43,565–574 

(2011). 

[28]MacDonald, I.J. and Dougherty, D.J., “Basic principles of photodynamic therapy.” J Porphyr Phthalocyanines 

5(2), 105– 129 (2001). 

[29]Foote, C.S.,  “Mechanisms of photooxygenation.” Prog Clin Biol Res 170, 3–18 (1984). 

[30]Jin, C.S. and Zheng, G., “Liposomal Nanostructures for Photosensitizer Delivery.” Lasers Surg Med 43, 734–

748 (2011). 

[31]Dougherty, T.J., Gomer, C.J., Henderson, B.W., Jori, G., Kessel, D., Korbelik, M., Moan, J. and Peng, 

Q., ”Photodynamic therapy.” J Natl Cancer Inst 90, 889–905 (1998). 

[32]Takeuchi, Y., Ichikawa, K., Yonezawa, S., Kurohane, K., Koishi, T., Nango, M., Namba, Y. and Oku, N., 

“Intracellular target for photosensitization in cancer antiangiogenic photodynamic therapy mediated by polycation 

liposome.” J Control Release 97, 231–240 (2004). 

[33]O’Connor, A.E., Gallagher, W.M. and Byrne, A.T., “Porphyrin and nonporphyrin in oncology: Preclinical and 

clinical advances in photodynamic therapy.” Photochem Photobiol 85, 1053–1074 (2009). 

[34]Bhuvaneswari, R., Yuen, G.Y., Chee, S.K. and Olivo, M., “Antiangiogenesis Agents Avastin and Erbitux 

Enhance the Efficacy of Photodynamic Therapy in a Murine Bladder Tumor Model.” Lasers Surg Med 43, 651–

662 (2011). 

[35]Song, D., Lindoso, J.A., Oyafuso, L.K., Kanashiro, E.H., Cardoso, J.L., Uchoa, A.F., Tardivo, J.P. and 

Baptista, M.S., “Photodynamic Therapy Using Methylene Blueto Treat Cutaneous Leishmaniasis” Photomed 

Laser Surg 29, 711-715 (2011). 

[36]Peloi, L.S., Biondo, C.E., Kimura, E., Politi, M.J., Lonardoni, M.V., Aristides, S.M., Dorea, R.C. and Silveira, 

T.G., “Photodynamic therapy for American cutaneous leishmaniasis: The efficacy of methylene blue in hamsters 

experimentally infected with Leishmania (Leishmania) amazonensis.” Exp Parasitol 128, 353–356 (2011). 

[37]Dutta, S., Ray, D., Kolli, B.K. and Chang, K.P., “Photodynamic Sensitization of Leishmania amazonensis in 

both Extracellular and Intracellular Stages with Aluminum Phthalocyanine Chloride for Photolysis In Vitro.” 

Antimicrob Agents Chemotherap 49, 4474–4484 (2005). 

[38]Kosaka, S., Akilov, O.E., O’Riordan, K. and Hasan, T., “A Mechanistic Study of d-Aminolevulinic Acid-

Based Photodynamic Therapy for Cutaneous Leishmaniasis.” J Invest Dermatol 127, 1546–1549 (2007). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lindoso%20JA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Oyafuso%20LK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kanashiro%20EH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cardoso%20JL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Peloi%20LS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Biondo%20CE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kimura%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Politi%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lonardoni%20MV%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Aristides%20SM%22%5BAuthor%5D


DESCOBERTA DE UMA NOVA ABORDAGEM PARA FOTOQUIMIOTERAPIA ...                     BARBOSA, A.F.S. 

 

74 
 

3.5. Mechanisms for Low-Light Therapy VIII, Proc. of SPIE Vol. 8569, doi: 

10.1117/12.2005157 

 

In vitro study of the Photodynamic Antimicrobial Therapy (PACT) against promastigotes 

form of the Leishmania (Viannia) braziliensis: In Vitro Study 

 

A leishmaniose é uma doença parasitária de importância a saúde publica mundial pois é 

edemica em vários países. O tratamento da leishmaniose é difícil devido ao seu alto custo 

financeiro, sua toxicidade sistêmica e ao desenvolvimento do fenômeno de resistência dos 

parasitas aos medicamentos. Por isto, o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento é 

muito importante. Neste trabalho, neste trabalho buscou avaliar a eficácia da Fotoquimioterapia 

Antiparasitária de forma in vitro, como uma nova opção para o tratamento da leishmaniose 

cutânea. Para isto um semicondutor laser (λ660nm, 40mW, 4,2 e 8,4 J/cm2, CW) associado a 

derivados fenotiazínicos em duas concentrações, 5 e 10 µg/ml, contra as formas promastigotas 

de L. braziliensis com um período de pré-irradiação de 60 minutos. Após 72h de incubados 

após a fotoquimioterapia antiparasitária, a viabilidade destes parasitas foi analisada e a 

contagem dos parasitas viáveis foi realizada para se identificar o percentual de letalidade da 

FQTAp. Não foi identificada letalidade dos compostos nas doses testadas, assim como, da ação 

isolada do laser, porém a mistura de 1:1 do azul de metileno com o azul de toluidina na 

concentração de 10 µg/ml apresentou o melhor resultado.  
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ABSTRACT 
Leishmaniasis, a protozoan parasitic disease that remains a major worldwide health problem with high endemicity 

in developing countries. Treatment of Cutaneous Leishmaniasis (CL)  should be decided by the clinical lesions, 

etiological species and its potential to develop into mucosal leishmaniasis. High cost, systemic toxicity, and 

diminished efficacy due to development of parasite resistance are the serious drawbacks of current treatment 

options. Thus, identifying new, effective, and safer anti-leishmanial drug(s) is of paramount importance. The aim 

of this study was to verify the effectiveness of PACT in vitro, as a new technique for the treatment of 

Leishmaniasis. For this, semiconductor laser (λ = 660nm, 40mW, 8.4J/cm2, CW) associated to phenothiazine’s 

derivatives (5 and 10 µg/ml, TBO, Methylene Blue or Phenothiazine) on the promastigotes form of Leishmania 

braziliensis in a single session was used. Viability of the parasites was assessed in quadruplicates of each group. 

The samples were removed and analyzed in a hemocytometer 72h after PACT. We found an important decrease 

in the number of viable parasites on all treated groups in comparison to their controls. The results of present study 

showed significant percentage of lethality (above 92%) of the protocol. The 98.33% of lethality was achieved with 

10 µg/ml of FTZ. No lethality was seen on groups treated neither with laser nor with each compounds separately. 

The results are promising and indicative that the use of PACT may be a powerful treatment of leishmaniasis when 

compared to already available ones. 

 

Key words: New Therapy-  Leishimaniasis - Toluidine Blue O - Methylene Blue - Phenothiazine. 

 

1. INTRODUTION 

 

Leishmaniasis threatens about 350 million people in 88 countries worldwide and 12 million people are 

believed to be currently infected, with about 1–2 million estimated new cases occurring every year 1. Leishmaniasis 

is a disease caused by protozoan parasites belonging to the genus Leishmania. The parasites are transmitted by the 

bite of a tiny – only 2–3 mm long – insect vector, the phlebotomine sandfly. Leishmania braziliensis is the etiologic 

agent of American Cutaneous Leishmaniasis (ACL), which is characterized by its chronicity and the possibility to 

metastasize leading to the muco-cutaneous clinical form 2. 

Due to the lack of a safe and effective vaccine, chemotherapy has been the preferred alternative in the 

control of this disease, particularly pentavalent antimonials, which have been used successfully in the treatment of 

cutaneous lesions. Nevertheless, adverse effects have been reported since the first trials in affected populations, 

including other vertebrates such as canines, being this toxicity mostly related to pancreatic and liver damage. Given 

these adverse effects, the safety of pentavalent antimonial formulations is currently being subject of intense debate, 
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suggest that these formulations are also potentially immunotoxic. Another important aspect associated to this 

disease is the high economic burden imposed by its treatment on health systems 3. 

PACT is a procedure characterized by the use of a photosensitizer (PS) and a light source of specific 

wavelength. Photosensitizers are drugs that when combined with light in specific wavelength, produces reactive 

oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS), leading to cell death 4,5.  In the presence oxygen found 

in the tissues, the PS is excited by either Laser or LED light causing, by either by electron or hydrogen transfer, 

the production and release of free radicals (reaction type I) or by energy transfer to oxygen (type II reaction), 

leading to production of singlet oxygen. Both pathways may lead to cell death and consequent destruction of 

diseased tissue 6. 

 Phenothiaziniuns are blue dyes (max 600–660 nm) such as Methylene Blue (MB) and Toluidine Blue O 

(TBO). The first report of its photodynamic action (against bacteriophages and viruses) appeared as early as 1930. 

Both MB and TBO are used in surgical identification of abnormal cells at reasonably high concentrations (normally 

1% w/v) without causing human toxicity. TBO is known to be membrane active, since it causes increased 

permeability, whereas MB causes strand breaks in this nucleic acid 4. Phenothiazine derivatives exhibit promising 

biological activities such as anticancer, antiviral, anti-inflammatory, anticonvulsant, analgesic, 

immunosuppressive, multidrug resistance reversal properties, antifungal, antimalarial, antifilarial, trypanocidal 

and leishmanicidal 7. 

The aim of this study was to investigate, in vitro, the increasing effects of the use of Photodynamic 

Antimicrobial Chemotherapy in Leishmania brasiliensis in culture. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1. Chemicals 

 

Methylene Blue (MB) and Toluidine Blue O (TBO) were purchased from Sigma-Aldrich Corporation 

(Milwaukee, WI, USA). Three compounds were used: MB, TBO and a 1:1 mixture of MB + TBO, here named as 

phenothiazine - FTZ. The stock solutions were diluted in distilled water (10 or 20 μg / ml).  

 

2.2. Culture Promastigotes forms 

 

               L. braziliensis (strain MHOM/BR/01/BA788 - cultivated and maintained by the Laboratorio Integrado 

de Microbiologia e Imunoregulação) promastigotes were cultivated in Schneider's Insect Medium (Sigma 

Chemical Co., St Louis, Mo, USA) supplemented with 20% heat-inactivated fetal bovine serum (Gibco, Carlsbad, 

CA, USA), L-glutamine (2 mM), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 µg/ml) at 26 °C  (Thermostat cabinets 

– LS Scientific, Ikeja, Lagos, Nigeria) for 5–7 days when the parasites reached the stationary-phase. After reaching 

the stationary-phase, the culture was sedimented by centrifugation (5810 R, Eppendorf, Hamburg, Germany, 10 

min, 4oC, 4000 rpm), suspended in 1 mL of the same medium and quantified in a Neubauer chamber (LO - 

Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf, Germany) with the aid of a microscope (Nikon Eclipse E200, Melville, NY, 

USA). Enough medium was added in order to adjust the parasitic concentration to 2 x 106 promastigotes/mL 8. 
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2.3. Leishmanicidal activivity against Promastigotes 

 

            The determination of the leishmanicidal activity was performed in 96-well plates (Tesplate 96F - TPP, 

Zollstrasse, Trasadingen, Switzerland). The compounds were tested in quadruplicate in two concentration 5 or 10 

μg/mL. The parasitic concentration in the wells was that of 2 x 106 promastigotes/mL. A negative control was 

performed with four wells containing only parasites and the incubation medium. After 72 h of incubation at 26oC, 

10 μL of each well was diluted in 90 μL of the PBS and the parasites were quantified in a Neubauer chamber. The 

data obtained from this quantification were plotted in a graph using Microsoft Excel and the values of the lethality 

of the treated groups were obtained through the difference in percentage of viable parasites in the groups treated 

with the amount of viable parasites in the control group.  

 

2.4. Photodynamic Therapy 

 

           Metacyclic promastigotes were pre-incubated during 5 or 60 minutes, in darkness, with the different 

concentrations of the photosensitizers in Schneider’s Drosophila medium (pH 7.2) with 10% FBS in 96-well plates. 

After this pre-incubation, each well was irradiated by a Laser device (λ = 660nm, 40mW, 8.4J/cm2, CW, TwinFlex, 

MMOptics, São Carlos, São Paulo, Brazil). After 72 h of incubation at 26oC, 10 μL of each well was diluted in 90 

μL of of the PBS and the parasites were quantified in a Neubauer chamber. The data obtained from this 

quantification were plotted in a graph using Microsoft Excel and the values of the lethality of the treated groups 

were obtained through the difference in percentage of viable parasites in the groups treated with the amount of 

viable parasites in the control group.  

 

2.5. Crystal Violet Toxicity Assay 

 

           One day after photochemotherapy, the culture media was removed from the wells (Tesplate 96F - TPP, 

Zollstrasse, Trasadingen, Switzerland) and100μL of methanol was added and the plate, and incubated for 20 

minutes at room temperature (25°C). Methanol was then removed from the wells, being added 50μL of Cristal 

Violet Dye (0.5% Crystal Violet, 20% Methanol, 80% dH2O, Sigma-Aldrich Corporation (Milwaukee, WI, USA) 

followed by incubation for 10 minutes at room temperature. After that period, the dye was removed and the wells 

washed twice with tap water, followed by two immersions of the plate in a becker filled with tap water. To extract 

de dye from the cells, 100μL of Sorenson’s buffer (SDS) was added in the wells and the plate was incubated in a 

rotate shaker for 30 minutes. An ELISA - SpectraMax 190 Microplate Reader (Sunnyvale, CA, USA) plate reader 

was used for the absorbance measurement at wavelength of 540nm 

 

2.6. Statistical analysis 
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Statistical analysis was performed using the software Minitab14 (Minitab, Belo Horizonte, MG, Brazil) 

where the ANOVA was used to test intergroup and for intragroup, we used the t-student test. The level of 

significance was set at 95%. 

 

3. RESULTS 

 

From Crystal Violet toxicity assay, we observed that MB and TBO presented a very similar pattern of 

toxicity. When compared to control group, both have a trend to decrease the cells viability along with concentration 

increasing, although this effect was showed to be significant only at 20μg/ml. Thus, concentrations below these 

level were chosen from both phenotiazines for PACT assays. 

On regarding the type of photosensitizer used we found that protocols using MB at 5 μg/ml showed 

significant differences were observed between groups 8.4J/cm2/5min and 8.4J/cm2/60min (p < 0.001). When 

increasing the concentration to 10 μg/ml, significant differences were seen between group 8.4J/cm2/5min and 

8.4J/cm2/60min (p < 0.001) (TABLE 1). 

 

Photosensitizer(ug/ml) 
Incubation Time (min) / Energy Density (J/cm2) 

5/8.4  60/8.4  

MB – 5 93.89% 95.59% 

TBO – 5 92.59% 97.11% 

FTZ – 5 93.89% 96.67% 

MB – 10 92.59% 96.67% 

TBO – 10 93.15% 97.11% 

FTZ – 10 93.33% 98.33% 

TABLE 1: Percentage of lethality 

 

When using TBO at 5 μg/ml, significant differences were seen between groups 8.4J/cm2/5min and 

8.4J/cm2/60min (p < 0.001). Increasing the concentration to 10 μg/ml, no significant differences were observed 

between groups 8.4J/cm2/5min and 8.4J/cm2/60min (p < 0.001). 

Using the FTZ at 5 μg/ml, significant differences were observed between groups 8.4J/cm2/5min and 

8.4J/cm2/60min (p < 0.001). Increasing the concentration to 10 μg/ml, significant differences were observed 

between groups 8.4J/cm2/5min and 8.4J/cm2/60min (p < 0.001). 

Analyzing the energy density, we found that, using an energy density of 8.4J/cm2 and incubation time of 

10 minutes, was found significant differences between groups MB 5μg/ml and 10μg/ml (p < 0.001), TBO 5 μg/ml 

and 10 μg/ml (p < 0.001). Significant differences were also found between groups MB 5 μg/ml and TB 10 μg/ml 

(p < 0.001), MB 5μg/ml and FTZ 10μg/ml (p < 0.001), TB 5 μg/ml and MB 10 μg/ml (p < 0.001), TB 5 μg/ml 

and FTZ 10 μg/ml (p < 0.001), and between groups FTZ 5μg/ml and TB 10 μg/ml (p < 0.001), and FTZ 5 μg/ml 

and FTZ 10 μg/ml (p < 0.001). 

So the use of either 10 μg/ml of FTZ during 60 minutes prior irradiation with 8.4J/cm2 λ660nm laser light 

was the best protocol used to kill Leishmania brasiliensis in the study.  
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4. DISCUSSION 

 

Leishmaniasis is caused by parasitic protozoa of the genus Leishmania. Humans are infected via the bite 

of phlebotomine sandflies, which breed in forest areas, caves and adobe brick houses where most of the 

transmission to humans takes place. There are four main types of the disease: Cutaneous, Diffuse Cutaneous, 

Mucocutaneous and Visceral (kala azar). In cutaneous forms, skin ulcers usually form on exposed areas, such as 

the face, arms and legs. These usually heal within a few months, leaving scars 9. 

 There is currently no satisfactory treatment for any form of CL. Many treatment regimens are associated 

with significant failure rates and considerable toxicity. Relapses are common and there are increasing reports of 

drug resistance emergence. Pentavalent antimonials (i.e. Sodium stibogluconate or meglumine antimonite) are 

given as first-line drugs through a series of intramuscular, intravenous, or intralesional injections. These drugs 

have serious side effects, require long treatment, are not affordable for most patients and are difficult to administer 

in poor rural areas. Alternative treatments as Liposomal amphotericin-B, which is efficacious in VL, has not been 

fully tested on CL caused by the target parasites described above. Even if efficacious, it cannot be deployed widely 

because of cost and delivery requirements. Miltefosine, developed for VL, is potentially teratogenic and has side 

effects that make it unsuitable to treat CL.  Other treatments, such as thermotherapy and cryotherapy are being 

used in certain clinics, but these treatments are expensive 10. 

Recently, a new technique has been studied for the treatment of leishmaniasis 11,12,13, which we will call 

this paper Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy (PACT). PACT is a potentially applicable, safe and 

affordable option for treating patients suffering from many conditions being an attractive option to the use of 

conventional antimicrobial chemotherapy 14. PACT neither induces resistant strains nor demands multiple sessions 

of treatment 15, 16.  

PACT is a procedure characterized by the use of a photosensitizer (PS) and a light source of specific 

wavelength. In the presence oxygen found in the tissues, the PS is excited by either Laser or LED light causing, 

by either by electron or hydrogen transfer, the production and release of free radicals (reaction type I) or by energy 

transfer to oxygen (type II reaction), leading to production of singlet oxygen. Both pathways may lead to cell death 

and consequent destruction of diseased tissue 17.  

The methylene blue (MB) and toluidine blue (TBO) are photosensitizing phenothiazine accepted at the 

practice medical and demonstrated in studies in literature. Exhibit intense absorption of 600-660nm, region of the 

spectrum useful in PACT to be in the "therapeutic window" required for efficient penetration of light in tissues 

18,19. Although its properties physycal and chemical are similar the efficiency photodynamic of compounds, varies 

between the several microorganisms 20. The use of staining agents such as MB and TBO in the analysis of the 

pathology of the microbially diseased state is well established, as mentioned above 21.  

The present study investigated the antileishmanial effects of PACT, using phenothiazines derivates as 

photosensitizer, against L. brasiliensis parasites using two different incubation times (5 and 60 minutes). It was 

found that both 5 and 60 minutes of pre-irradiation resulted in antileishmanial effects by inhibiting growth, 

metabolic activity, and infectivity of promastigotes in culture. It was also demonstrated that the antileishmanial 

effect of both phenothiazines derivates and the Laser in (8.4J/cm2) used isolated did not present inhibition. 

Inhibition was achieved when association of the Laser and the photosensitizer was used. Despite several previous 

studies on the its antibacterial, antiviral, and antifungal activities, with phenothiazines 22 we were not able to find 
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any study on regards the antileishmanial effect of TBO on L. brasiliensis parasites.  

The final cellular localization of photosensitizers is crucial to photodynamic efficacy. Due to the high 

activity and short lifetime of the singlet oxygen, the damage induced by PACT is restricted to the area where 

photosensitizers localize, usually the cellular membrane or subcellular membrane 23. The mitochondria, lysosomes, 

Golgi apparatus, nucleus, and plasma membrane of tumor cells, as well as tumor vasculature have been evaluated 

and considered as potential PACT and PDT targets 24. Photosensitizers localized at mitochondria or endoplasmic 

reticulum induces apoptosis, while photosensitizers in the plasma membrane or in lysosomes tend to trigger 

necrosis 24. The localization of photosensitizers depends on multiple factors, including the structure and properties 

of photosensitizers, the passive or active targeting strategy, whether a triggered release method is applied, and the 

cell type 23,35. 

Our results strongly suggest that phenothiazine derivatives have activity against Leishmania brasiliensis 

26,27. In this study, it was observed, that using a reduced pre-irradiation (60 minutes) and low energy density 8.4 

J/cm2 of laser light, improved results were observed when compared to previously published PACT reports on 

Leishmania 26-29.  

 

5. CONCLUSION 

 

The results of the present investigation indicates that the use of the present protocol using a single 

application of  10 ug / ml of FTZ, incubation time of 60 minutes  and 8.4 J/cm2 was efficient on killing of 

Leishmania brasiliensis. 
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4. DISCUSSÃO 

 

No início deste trabalho, não se tinha conhecimento da ação do laser vermelho (λ660nm) 

sobre as espécies T. cruzi e L. braziliensis. Inicialmente buscou-se observar quais os efeitos que 

os parasitos apresentariam após a irradiação com um laser de baixa potência. Com base nos 

parâmetros de laser que o nosso grupo utilizava contra bactérias, iniciou-se as pesquisas com a 

forma epimastigota de T. cruzi, utilizando um laser semicondutor InGaAlP (λ660nm, 30mW, 6 

J/cm2
, CW).  

Após a irradiação de uma cultura de epimastigotas de T. cruzi, foi observado alterações 

na morfologia dos parasitos. O grupo irradiado perderam sua forma alongada e de cinetoplasto 

típico além de um movimento flagelar característico, passando a apresentar-se mais 

arredondado, com um complexo cinetoplasto-mitocôndria bem mais denso e desenvolvido em 

relação ao controle e com uma movimentação flagelar mais agitada. 

 Ao longo da década de 80, a pesquisadora Tiina I. Karu, mostrou as bases para a 

compreensão dos mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos da luz de baixa intensidade 

em sistemas biológicos (KARU, 1982; KARU, 1983a; KARU, 1983b). Sabes-se da existência 

da ação de um mecanismo foto-biológico que regula a energia luminosa na cadeia respiratória 

de enzimas eucariotas e procariotas, como a citocromo c oxidase localizada na mitocôndria, 

com a cadeia respiratória terminal, atuando como fotorreceptores. A resposta celular ocorrem 

primariamente nas reações da cadeia respiratória e em seguida, no citoplasma e/ou núcleo da 

célula (KARU, 2005). Alguns dos efeitos de fotoestimulação em sistemas biológicos são: o 

aumento da taxa de proliferação célular, o aumento da taxa de síntese de fibroblastos e produção 

de colagêno, o aumento da taxa de síntese de RNA e DNA, aumento da síntese de ATP, entre 

outras (KARU, 1987; TAKAHASHI, 1992; CONLAN, 1996; YU, 1997; VINCK, 2003; 

KARU, 2005). 

 Estes diferentes mecanismos de interação da luz com os sistemas biológicos podem 

levar a resultados similares aoda estimulação do estado redox mitocondrial direcionando a uma 

maior oxidação. É discutido ainda, qual dos mecanismos é realmente ativado, pois, dependendo 

da situação, a dose de luz ou a intensidade, pr exemplo, podem favorecer um ou a outro 

mecanismo (KARU, 2003). No mecanismo primário não se está bem estabelecido a rota para a 

geração do oxigênio singleto. O mecanismo secundário é responsável pela ligação entre a 

resposta à ação da luz pelos fotorreceptores, localizados nas mitocôndrias, e os mecanismos de 

síntese de DNA e RNA, localizada no núcleo, ou outros fenômenos de outros componentes da 
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célula. Existem diferentes processos regulatórios associados ao controle dos níveis de foto-

receptores de ATP intracelular, fatores de transcrição sensíveis ao estado redox celular, ou 

cascatas de sinalização da homeostase celular no citoplasma através da membrana celular para 

o núcleo (KARU, 2003). 

 Foram observadas alterações morfológicas e estruturais causadas por diodo laser 660nm 

nas formas evolutivas epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Um maior volume do núcleo e do 

complexo mitocôndria-cinetoplástico pode ser observado quando comparado os parasitas 

irradiados com os parasitas sem tratamento luminoso. O corpo dos parasitas tratados com o 

laser também apresentaram alterações em sua forma típica, passando de uma forma mais 

alongada a uma mais arredondada. A mobilidade também foi afetada, com os parasitas tratados 

movimentando-se sensivelmente menos do que o grupo de controle.  

 Em seguida, buscamos verificar se a Fotoquimioterapia Antiparasitária também 

funcionaria contra parasitos. Para isso, utilizou-se de um laser semicondutor de InGaAlP 

(λ660nm±10nm; 30mW; 4 J/cm2; CW) associado ao azul de metileno, em diferentes 

concentrações, como fotossensibilizador contra a forma infectante do T. crui.  

 Primeiro, testou-se a citotoxicidade do composto azul de metileno contra células 

esplênicas de camundongo do tipo BALB/c através da técnica de incorporação da Timidina 

tritiada usando um contador de radiação β. Foi realizada uma diluição de oito concentrações 

(100 – 0,025 µg/ml). A toxicidade dos composto foi determinada comparando o percentual de 

incorporação da timidina das células presentes nos poços tratados com o percentual de 

incorporação da timidina das células dos poços não tratados com o azul de metileno. Foram 

consideradas concentrações atóxicas, aquelas que apresentaram uma redução de incorporação 

inferior a 30%. Neste ensaio, foi verificado que a toxicidade do azul de metileno seria de 1 

µg/ml.  

Vários autores têm publicado sobre a capacidade de derivados fenotiazínicos inativarem 

algumas enzimas de tripanossomatídeos, como por exemplo a tripanotiona redutase e a 

Superóxido desmutase (ALVES, 1983; FERREIRA, 2006; WAINWRIGHT, 2007; 

BUCHHOLZ, 2008) 

 Em seguida, realizou-se a Fotoquimioterapia Antiparasitária diluindo-se o azul de 

metileno em seis concentrações a partir de 0,78 µg/ml (concentração atóxica) até 0,025 µg/ml, 

associado ao laser (λ660nm±10nm; 30mW; 4 J/cm2; CW). Para se determinar a atividade anti-

proliferativa da técnica, avaliou-se a ação de forma isolada do laser, dos compostos sem 

irradiação nas doses supracitadas, e com a fotoquimioterapia contra cultura de tripomastigota 
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de T. cruzi. Os resultados demonstraram que tanto o laser como os compostos sem serem 

irradiados não apresentaram efeito significativo contra tripomastigotas de T. cruzi. Porém ao se 

realizar a FQTAp, houve uma redução da quantidades de parasitos na cultura tratada quando 

comparado ao grupo controle sem tratamento, demonstrando a ação da FQTAp contra 

tripomastigotas de T. cruzi.  

 Posteriormente realizou-se novos experimentos com uma outra espécie de 

tripanossomatídeos, a L. braziliensis. Neste próximo passo do trabalho, buscou-se avaliar a ação 

da FQTAp contra os parasitos causadores da leishmaniose cutânea. Para isto, utilizou-se de um 

semicondutor laser (λ = 660nm, 40mW, 4,2 e 8,4 J/cm2, CW) associado a duas concentrações 

de derivados fenotiazínicos (azul de metileno e azul de toluidina) contra a forma promastigota 

de L. braziliensis.  

 Inicialmente, realizou-se mais dois diferentes ensaios de citotoxicidade dos compostos. 

No primeiro ensaio, determinou-se a toxicidade do azul de metileno e do azul de toluidina, 

através da coloração por cristal violeta incorporados aos parasitas viáveis após os tratamentos, 

e o segundo experimento, através da degradação do Alamarblue, onde os parasitas viáveis, em 

através de seu metabolismo, realizam reações de REDOX com o Alamarblue, gerando 

alterações de cor e fluorescência nos poços testados.  Para a citotoxicidade, os 

experimentos demonstraram que ambos os compostos são atóxicos em concentrações inferiores 

a 20 µg/ml ou 25 µM.  

 

 

 

 

 Por fim, avaliou-se o efeito da anti-proliferativo da FQTAp contra os parasitos de L. 

braziliensis. Foram utilizadas apenas duas concentrações dos compostos azul de metileno e azul 

de toluidina, 5 µg/ml e 10 µg/ml de cada. Estas concentrações foram testadas sem a irradiação 

(fase escura), e não demonstrou nenhuma redução da quantidade de promastigotas de L. 

braziliensis. Em seguida, uma luz laser de forma isolada foi aplicada sobre a cultura dos 

parasitas para avaliar o a energia entregue alteraria a quantidade de parasitas, porém nenhuma 

alteração de contagem foi observada quando utilizou-se um laser (λ660nm, 40mW, 4,2 ou 8,4 

J/cm2, CW) em relação ao grupo controle. O próximo passo foi realizar a FQTAp. Incubou-se 

os parasitos com as concentrações de 5 µg/ml e 10 µg/ml de ambos os fotossensibilizadores, 



DESCOBERTA DE UMA NOVA ABORDAGEM PARA FOTOQUIMIOTERAPIA ...                     BARBOSA, A.F.S. 

 

86 
 

seguido de um tempo de pré-irradiação de 5 ou 60 minutos para em seguida realizar a irradiação 

com o laser variando a dose de energia entregue entre 4,2 e 8,4 J/cm2. 

 Ao se analisar os resultados, em um tempo de pré-irradiação de 5 minutos, os 

tratamentos com uma energia de 4,2 J/cm2 apresentaram-se melhores que quando tratados com 

8,4 J/cm2, tendo a concentração 10 µg/ml do azul de toluidina demonstrado o melhor resultado. 

Ao se analisar os resultados dos experimentos com um período de pré-irradiação de 60 minutos, 

os percentuais de letalidade foram um pouco maiores que os tratados com um período de pré-

irradiação de 5 minutos, porém não se encontrou diferença estatística significante entre estes 

valores. Desta forma, como não existe uma diferença estatística significativa para se justificar 

a utilização de um período de pré-irradiação de 60 minutos, optamos por um período menor de 

pré-irradiação para que o tratamento seja mais rápido. Já quando a energia do laser foi avaliada, 

também não foi observado um aumento significativo da letalidade com uma dose de 8,4 J/cm2.  

Em suma, o melhor parâmetro encontrado para o tratamento das formas promastigotas 

de L. braziliensis seria a incubação dos parasitas com 10 µg/ml de azul de toluidina seguido por  

um período de pré-irradiação de 5 minutos e a irradiação com uma dose de 4,2 J/cm2 com uma 

laser (λ660nm, 40mW, 4,2 ou 8,4 J/cm2, CW). 
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5. CONCLUSÕES 

 

 Após os experimentos apresentados, os compostos MB e TBO apresentaram atividades 

fotossensibilizante contra os parasitos de T. cruzi  e L. braziliensis nas concentrações 

atóxicas testadas; 

 A melhor condição de energia a ser entregue configurou-se em: 

 Laser Vermelho: 660nm 

 Potência de Saída: 40 mW 

 Frequência: 50-60Hz 

 Modo Contínuo (CW) 

 Fluência: 4J/cm2 

 Tempo: 120 segundos 

 

 A fototerapia empregada ocasionou alterações morfo-estruturais em Trypanosoma cruzi. 

 A energia empregada não ocasionou inibição ou estimulação na proliferação parasitária de 

T. cruzi  e L. braziliensis. 

 Os compostos apresentam-se atóxicos em concentrações inferiores a 20 µg/mL ou 25 µM. 

 Em situação in vitro, para L. braziliensis o composto TBO em sua concentração de 10µg/mL 

associado a configuração do laser previamente descrita apresentou o melhor percentual de 

letalidade nos experimentos testados. 

 Em situação in vitro, para T. cruzi o composto MB apresentou um IC50 de 0,4607 µM 

associado a configuração do laser previamente descrita, sendo desta forma bem menor que 

o IC50 da fármaco padrão de tratamento Benzonidazol (3,8 µM). 

 Em infecções intracelulares, a Fotoquimioterapia Antiparasitária apresentou efetividade 

contra as formas amastigotas de T. cruzi, quando comparado a quimioterapia tradicional com 

os candidatos a fotossensibilizadores. 

 

Com base em todos os resultados sob os mais diversos parâmetros avaliados pode-se 

demonstrar a eficácia dos derivados fenotíazínicos como excelentes fotossensibilizadores a 

serem utilizados na Fotoquimioterapia Antiparasitária contra os parasitos de Trypanosoma 

cruzi e Leishmania braziliensis. Os compostos apresentaram Índices de seletividade 

satisfatórios, isto é, as concentrações utilizadas na técnica possuíam valores muito abaixo das 

maiores concentrações atóxicas testadas. A potencialização da letalidade pela FQTAp também 

pode ser demonstrada contra as várias formas evolutivas dos parasitos. Com todos esses 



DESCOBERTA DE UMA NOVA ABORDAGEM PARA FOTOQUIMIOTERAPIA ...                     BARBOSA, A.F.S. 

 

88 
 

resultados positivos, a FQTAp revela-se promissora para ensaios clínicos contra a doença de 

Chagas e a Leishmaniose cutânea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DESCOBERTA DE UMA NOVA ABORDAGEM PARA FOTOQUIMIOTERAPIA ...                     BARBOSA, A.F.S. 

 

89 
 

6. PERSPECTIVAS 

 

Como perspectivas, nós temos: 

 Análises in vivo contra Leishmania braziliensis – Leishmaniose cutânea; 

 Análises Clínicas contra Leishmania braziliensis; 

 Avaliação in vitro contra Trypanosoma cruzi; 

 Desenvolvimento de dispositivo para irradiação clínica. 
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8.1. RESULTADOS COMPLEMENTARES PARA TRYPANOSOMA CRUZI 

 

Os critérios utilizados para a escolha das formas amastigotas intracelulares e 

tripomastigotas deveu-se a sua importância na infecção de humanos. Seguiu-se uma ordem para 

os experimentos, dividindo-se os estudos in vitro em duas etapas. 

 A primeira etapa consistiu em avaliar o efeito dos compostos contra as formas 

tripomastigota e amastigota intracelulares. Nesta etapa, foi feita a administração dos compostos, 

de forma isolada, sobre os parasitas, monitorando-se os efeitos sobre as formas tripomastigota 

e amastigota. Os valores médios das concentrações utilizadas foram de, no máximo, 10 µM. Foi 

realizada uma diluição seriada até a obtenção de concentrações inferiores até 0,002 µM, 

buscando determinar se a redução dos parasitas seria superior a aquela obtida com o uso do 

Benzonidazol, droga padrão usada atualmente no tratamento da patologia.  

A segunda etapa consistiu na determinação do Índice de Seletividade – SI, o qual é 

determinado com base na relação do valor de IC50 na célula hospedeira, dividido pelo valor de 

IC50 do parasita. A determinação do índice de seletividade (SI) foi realizada através do cálculo 

da relação do valor de IC50 das células hospedeiras dividido pelo valor de IC50 do parasita, 

testada através do protocolo AlamarBlueTM , utilizado para avaliar a toxicidade para as células 

hospedeira. Os compostos que causaram morte celular ≤ 50% foram utilizados na etapa 

seguinte.  

Os testes de atividade anti-Trypanosoma cruzi contra a forma tripomastigota, em sua 

fase escura, isto é, sem a utilização da fonte de luz, avaliou a ação isolada dos compostos. Os 

resultados demonstraram eficácia contra os parasitas e apresentaram valores de IC50 inferiores 

ao IC50 do Benzonidazol (BZ), droga padrão no tratamento da doença de Chagas 

(aproximadamente 3,8 µM). Os compostos testados MB e TBO apresentaram, respectivamente, 

IC50 de 2,59 e 1,21 µM, respectivamente. 

Quando foi realizada a FQTAp proposta, foram encontrados valores ainda menores de 

IC50. Utilizando-se de uma densidade de energia fixa (J/cm2) para excitar os compostos, foi 

possível reduzir os valores de IC50 encontrados na fase escura do experimento. Foi verificado 

que esta densidade de energia usada de forma isolada sobre os parasitas, não alterou a população 

de parasitas, não interferindo de forma inibitória ou estimulatória na cultura durante o tempo 

experimental. Os novos valores de IC50 após a FQTAp foram respectivamente para os 

compostos MB e TBO de 0,4607 e 1,148 µM. Estes valores demonstram um percentual de 
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redução da ordem de 82,21 e 5,78.  A redução ocorreu devido ao efeito que a luz utilizada 

produziu nos compostos, demonstrando assim a eficácia da FQTAp sobre os parasitas.  

Outro importante critério na busca por compostos ativos, contra os parasitas de T. cruzi, 

com potencial terapêutico é sua baixa toxicidade para células de mamíferos. Os compostos MB 

e TBO foram testados na fase escura e não demonstraram nenhum efeito citotóxico as células 

testadas (esplenócitos) em concentrações até 25 µM, através do método do Alamablue, 

(Romanha e colaboradores, 2010). Ao se realizar a FQTAp, os compostos MB e TBO 

continuaram exibindo um IC50, para células de mamíferos, superior a 25 µM (Tab.1). O efeito 

citotóxico da fonte de luz também foi avaliado, e na densidade de energia utilizada, não foi 

identificado nenhum efeito citotóxico sobre as células de mamíferos.  

 

LC50 escuro 

IC50 tripo escuro 

MB TBO 

>25 µM >25 µM 

2,59 µM 1,21 µM 

Índice de seletividade >9.65 >20.66 

FQTAp 

LC50 FQTAp >25 µM >25 µM 

IC50 tripo FQTAp 0.4607 µM 1.148 µM 

Índice de seletividade >54.34 >21.77 

Tabela 1: índice de Seletividade dos compostos em sua fase clara e escura 

 

No ensaio utilizando a forma amastigota intracelular, macrófagos foram infectados com 

tripomastigotas para a transformação em amastigotas. Dois experimentos foram realizados para 

avaliar a atividade potencial dos compostos contra amastigotas intracelulares. O primeiro se 

baseou na administração isolada dos compostos sem a excitação com a fonte de luz. Foram 

escolhidas concentrações que não apresentaram nenhuma atividade contra esta forma 

especifica. Ao avaliar-se o efeito dos compostos sobre os parasitos intracelulares, verificou-se 

um percentual de redução inferior a 10% para os compostos MB e TBO. Os dados demonstram 

também que os compostos apresentam certa capacidade em reduzir a quantidade de células 

infectadas.  
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Verificou-se que após o tratamento, houve um percentual de redução de infecção de 

macrófagos de 35,96 e 44,94 para os compostos MB e TBO respectivamente. Assim, os 

compostos nas concentrações testadas não reduziram, de forma acentuada, a quantidade de 

amastigotas, porém foram capazes de reduzir a quantidade de células infectadas. Isto pode ser 

indicativo de alterações morfofisiológicas que podem ter reduzido o potencial infectante dos 

parasitos. 

Quando foi realizada a FQTAp proposta contra amastigotas intracelulares, as 

concentrações testadas na fase escura foram também utilizadas para avaliar o seu possível efeito 

tripanocida. As concentrações testadas foram de 0,04 e 0,078 µM para os compostos MB e TBO, 

respectivamente. Os percentuais de redução da quantidade de amastigotas foram superiores a 

73% para estas concentrações, o que demonstram um efeito importante da FQTAp sobre os 

amastigotas. 

Ao se avaliar o percentual de redução de células infectadas, os resultados mostraram 

uma redução superior a 52% . Neste experimento, um fato inesperado foi o feito da luz utilizada 

sobre os macrófagos. Foi evidenciado que a luz sozinha apresentou tanto uma redução na 

quantidade de amastigotas intracelulares, quanto na quantidade de macrófagos infectados. 

Foram observadas alterações morfológicas, não demonstradas em imagem, nos macrófagos 

irradiados. Possivelmente, existe uma estimulação dos macrófagos pela luz, que de alguma 

forma aumenta sua atividade contra os parasitas.  

Quando se comparou a infecção de amastigotas intracelulares tratados com a FQTAp 

com os tratados apenas com os compostos, verificou-se uma melhora da atividade quando 

comparados todos os compostos. A FQTAp utilizando o composto MB apresentou um aumento 

de aproximadamente 75% na redução da quantidade de amastigotas. O composto TBO 

apresentou um aumento de aproximadamente 65%  quando comparado a sua ação isolada na 

fase escura.  

Ao se analisar o percentual de redução da quantidade de células infectadas, a FQTAp 

também apresentou valores melhores do que os obtidos na fase escura. A FQTAp utilizando o 

composto MB apresentou um aumento de aproximadamente 16% e o TBO apresentou uma 

redução de aproximadamente 20% quando comparados as suas ações isoladas na fase escura. 
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8.2.Anexos: Demais Artigos Publicados 
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