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RESUMO

Introducédo: Malassezia restricta € uma levedura lipofilica presente na pele humana,
associada a distUrbios dermatolégicos como caspa, pitiriase versicolor e dermatite
seborreica. A radiacdo por Diodos Emissores de Luz (LEDs) destaca-se como
alternativa terapéutica segura, ndo invasiva e com potencial antimicrobiano, atuando
por fotobiomodulacdo. A analise morfologica das colénias, em niveis macroscopico e
microscopico, € essencial para compreender os efeitos celulares provocados por essa
radiacdo. No entanto, ha escassez de estudos nessa area. Objetivo: descrever a
morfologia das Unidades Formadoras de Colbnia (UFCs) de M. restricta apés

exposicao a LEDs 410 nm £ 10 nm, por meio de analise macroscopica e microscopia



Optica. Material e métodos: estudo experimental in vitro, realizado de setembro de
2024 a junho de 2025. As leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud Dextrose
com cloranfenicol e 1% de azeite de oliva, incubadas a 33+2°C por 72 horas. A
suspensao foi padronizada na escala de McFarland, irradiada com LEDs 410 nm +
10 nm, fluéncia de 61,13 J/cm? por 10 minutos, e comparada a um grupo controle. As
colénias foram avaliadas visualmente quanto a forma, borda, elevacao, textura, cor e
brilho. Aliquotas foram coradas pelo método de Gram e analisadas por microscopia
Optica (1000x), com observacdo de alteracdes celulares. Todo o experimento foi
realizado em triplicata. Resultados: as UFCs irradiadas apresentaram morfologia
semelhante ao controle: forma redonda, borda regular, elevacao convexa, textura lisa,
cor creme e opaca. Houve reducdo na quantidade de col6nias. A microscopia Optica
nao evidenciou alteracbes estruturais significativas. Concluséo: A radiagdo com
LEDs 410 nm + 10 nm nao provocou alteragées morfolégicas nas UFCs de M. restricta,
mas indicou possivel efeito inibitério no crescimento da levedura, sendo uma

abordagem promissora para terapias dermatoldgicas na prética fisioterapéutica.
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ABSTRACT

Introduction: Malassezia restricta is a lipophilic yeast found on human skin,
associated with dermatological disorders such as dandruff, pityriasis versicolor, and
seborrheic dermatitis. Light-emitting diode (LED) radiation stands out as a safe, non-
invasive therapeutic alternative with antimicrobial potential, acting through
photobiomodulation. Morphological analysis of colonies, at both macroscopic and
microscopic levels, is essential to understand the cellular effects induced by this
radiation. However, there is a lack of studies in this area. Objective: To describe the
morphology of colony-forming units (CFUs) of M. restricta after exposure to 410 nm +
10 nm LEDs through macroscopic observation and optical microscopy. Materials and
Methods: This was an in vitro experimental study conducted from September 2024 to
June 2025. Yeasts were cultured on Sabouraud Dextrose Agar with chloramphenicol
and 1% olive oil, incubated at 33 + 2°C for 72 hours. The suspension was standardized
using the McFarland scale, irradiated with 410 nm + 10 nm LEDs at a fluence of 61.13



J/icm2 for 10 minutes, and compared to a control group. Colonies were visually
evaluated for shape, border, elevation, texture, color, and brightness. Aliquots were
Gram-stained and analyzed using optical microscopy (1000x), observing cellular
alterations. All experiments were performed in triplicate. Results: Irradiated CFUs
showed similar morphology to the control group: round shape, regular border, convex
elevation, smooth texture, cream color, and opaque appearance. A reduction in the
number of colonies was observed. Optical microscopy did not reveal significant
structural changes. Conclusion: Radiation with 410 nm + 10 nm LEDs did not cause
morphological changes in M. restricta CFUs but suggested a possible inhibitory effect
on yeast growth, representing a promising approach for dermatological therapies

within physical therapy practice.
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INTRODUGCAO

O género Malassezia (M) compreende fungos leveduriformes, lipofilicos e
lipodependentes que integram a microbiota cutdnea de humanos e outros animais de
sangue quente!l. Atualmente, sdo reconhecidas 18 espécies, sendo a Malassezia
restricta uma das mais prevalentes na pele humana, especialmente em regides ricas
em lipidios, como a face e o couro cabeludo'?. Essa espécie estd associada a
diversas dermatoses, incluindo dermatite seborreica e pitiriase versicolor3,%. Suas
colonias podem apresentar aspecto liso ou rugoso, com textura dura e quebradica, e
sua micromorfologia é caracterizada por células ovais ou esféricas.?.

O tratamento dessas infec¢cdes geralmente envolve o uso de antifUngicos como
cetoconazol, itraconazol e ciclopirox olamina. No entanto, a recorréncia apés a
suspensao do tratamento, especialmente em casos cronicos como a dermatite
seborreica, bem como os efeitos adversos e o risco de surgimento de cepas
resistentes, tornam necessario o desenvolvimento de terapias alternativas®®.

Entre essas alternativas, destaca-se o uso terapéutico do Diodo Emissor de Luz
(LED). O LED é um dispositivo de energia que produz luz visivel através da
eletroluminescéncia, variando conforme o comprimento de onda, e sdo amplamente

utilizados na area da saude por sua seguranca, durabilidade e auséncia de calor



significativo 78 Seus diferentes comprimentos de onda sdo absorvidos por células
especificas, promovendo efeitos bioldgicos por meio da fotobiomodulacao, processo
que induz respostas celulares sem causar danos aos tecidos saudaveis. Essa
abordagem é segura, indolor e ndo invasiva, sendo promissora no tratamento de
infeccdes cutaneas.®

A andlise morfologica de microrganismos, tanto macroscoépica quanto microscopica, é
fundamental em estudos que investigam o impacto de agentes fisicos ou quimicos?©.
No caso de M. restricta, essa analise pode indicar alteracdes estruturais de estresse
celular, morte ou comprometimento da integridade da célula . A avaliacédo
macroscopica da forma, cor, borda, textura e tamanho das Unidades Formadoras de
Colénia (UFCs), pode permitir uma visualizacdo de possiveis alteracdes
morfogénicas!?. J4 a andlise microscopica, através da microscopia Optica, investiga
detalhes mais sutis, como o tamanho, agrupamento celular e presenca de células
inchadas, vacuolizadas ou fragmentadas!3. A irradiacdo por LEDs, considerada um
agente fisico, pode induzir mecanismos de dano celular ndo necessariamente letais,
mas morfologicamente visiveis!4,

Nesse contexto, a fotoinativagdo microbiana por LEDs tem ganhado destaque como
estratégia antimicrobiana néo invasiva!®, com potencial de reduzir o uso de farmacos'®
e induzir disfuncdo celular por estresse oxidativo, sem afetar células humanas
saudaveis!’. No entanto, a literatura ainda apresenta lacunas quanto aos efeitos
especificos do LED sobre a morfologia de M. restricta. Assim, o presente estudo visa
investigar os efeitos morfologicos da radiacdo LED sobre essa espécie, contribuindo

para a compreenséo do seu potencial terapéutico.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de estudo experimental in vitro para descrever a morfologia das UFCs de M.
restricta apos irradiacdo com LEDs violeta 410 nm = 10 nm. O estudo foi realizado no
laboratério de pesquisas do Nucleo de Pesquisa e Inovacdo (NUPI), localizado na
Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (EBMSP), Salvador-Bahia, de setembro
de 2024 a junho de 2025. A pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de Gestéo
do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN)



(AED7762). O método deste estudo foi descrito a partir do protocolo de Trinchao, et.
all. *® modificado.

O equipamento utilizado foi o cluster e-light V da marca DMC EQUIPAMENTOS LTDA
(Séo Carlos, Brasil), que possui um arranjo de 8 LEDs de cor violeta, com emisséo de
luz de 410 nm = 10 nm e poténcia de 480 mW por emissor. O equipamento esta
registrado na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Registro
80030810174). Um suporte modelo 3D RAISE3D-PRO2 (Irvine, CA, EUA), para as
placas e para o equipamento cluster de LEDs, foi construido especialmente para o
experimento com o propoésito de manter fixa a distancia de 3,15cm da superficie

paralela do cluster a placa de cultura, Figura 1.

Cluster de LEDs 410
nm =10 nm

Suporte para o cluster de
LEDs construido em
Impressora 3D

Placa de Petri 60x15mm
contendo 5mL de suspensao

da levedura M. restricta

Figura 1 — Equipamento durante a intervencéo, posicionado no suporte construido em

impressora 3D. Fonte: Trinch&o et. all

Inicialmente, em cabine de seguranca biologica classe 2, as leveduras de M. restricta
foram semeadas por esgotamento em placas de Petri estéreis de 90x15mm contendo
20 mL de meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (ASD) com Cloranfenicol (Kasvi
Importacdo e Distribuicdo de Produtos para Laboratérios Ltda, Brasil), acrescido de
1% de azeite de oliva extravirgem 0,50% de acidez (Gallo, Abrantes, Portugal). As
placas foram em seguida incubadas em estufa Quimis® a 33+2°C por 72 horas.

Para a preparacdo da suspenséo, colénias de M. Restricta bem delimitadas, com

formato ovoide, foram recuperadas das placas de Petri com algca de microbiologia



10uL e colocadas em um tubo de ensaio de vidro 8-mm contendo 4 mL de solugéo
salina 0,85%. Foi realizado ajuste da turvacdo em 0,5 na escala de McFarland
(equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL), com subsequente diluicdo até 1:100 (102?) .
Posteriormente, 5 mL desta suspenséo foi distribuida em placa de petri 60x15mm, a
fim de se obter uniformidade de absorcéo da luz. A placa foi submetida a intervencéo
do cluster de LEDs 410 nm = 10 nm na fluéncia de 61,13 J/cm2, por 10 minutos, com
a utilizacédo de suporte, feito em impressora 3D.

O controle negativo (C-) consistiu em 5mL da suspensao da M. Restricta, distribuida
em placa de Petri 60x15mm, que ndo recebeu nenhum tipo de intervencao.

Em seguida, 50 pL da suspenséo de cada condi¢do foi semeada em triplicata, em
placas de Petri 90 x 15mm contendo meio ASD com Cloranfenicol e 1% de azeite de
oliva. As solugbes foram espalhadas utilizando-se alca para esfregaco formato L,
descartavel e estéril (CRAL®, Cotia, Brasil). As placas foram incubadas em estufa a
33 £ 2°C por 72 horas, e em seguida as UFCs foram avaliadas em relacdo a
morfologia, através de anélise macroscopica e por microscopia Optica.

A avaliagdo macroscopica visual das UFCs de M.restricta foi feita sob luz ambiente,
sem auxilio de lupa, utilizando observacao direta e registro fotografico padronizado
para posterior comparacao. As variaveis analisadas incluiram: padrao de crescimento,
forma (redonda, irregular ou filamentosa), borda (regular, ondulada ou filamentosa),
elevacgao (plana, convexa ou umbonada), textura (lisa ou rugosa), cor (branco, creme,
amarelado), brilho (opaca, translicida ou brilhante)

Para a analise morfolégica microscopica, as aliguotas da suspensdo de M. restricta
foram cuidadosamente distribuidas sobre laminas de vidro previamente limpas. Apos
a secagem ao ar, procedeu-se a coloracao de Gram. As laminas foram cobertas com
violeta de cristal por 1 minuto e, apds lavagem com agua corrente, foram tratadas com
solucdo de Lugol (iodo) por mais 1 minuto para fixacdo do corante primario.
Posteriormente, realizou a descoloragdo com alcool-acetona por aproximadamente 15
segundos, seguida de nova lavagem com agua. Para o contraste, aplicou-se a fucsina
basica por 30 segundos, seguida por uma ultima lavagem com agua e secagem das
laminas em temperatura ambiente.

Apbs a coloracgédo, as laminas foram examinadas em microscopio optico Olympus®
CX22LED (Tokyo, Jap&o) com objetiva de imersdo (1000x), utilizando Oleo de

imersdo. Foram observadas caracteristicas morfolégicas como formato, tamanho,



disposicéo celular e presenca de estruturas alteradas, como células vacuolizadas,
inchadas ou fragmentadas.

O experimento completo foi realizado em triplicata.

Resultados

A analise macroscépica das UFCs de M. restricta apos a aplicacdo de LEDs 410nm +
10 nm, fluéncia 61,13 J/cm2 n&o revelou alteragdes morfoldgicas em comparagéo ao

grupo controle.

O grupo exposto ao LED apresentou reducdo de tamanho das UFCs, com
comparacao ao controle negativo. O crescimento das UFCs foi uniforme, e as UFCs
irradiadas apresentaram morfologia semelhante ao controle: forma redonda, borda

regular, elevacéo convexa, textura lisa, cor creme e opaca .

As imagens obtidas mostram que, nas amostras irradiadas, houve também reducéo
na quantidade de colbnias visiveis. A andlise das amostras de M. restricta que teve a
acdo do LED (410nm £ 10 nm) demonstrou alteracdes morfoldgicas evidentes nas
colénias, bem como variacBes quantitativas na formacdo das UFCs, quando

comparadas ao controle negativo.

Na avaliacdo macroscopica, as colénias submetidas a fluéncia de luz apresentaram
mudancas no padrdo de crescimento. Se observou uma reducéo na quantidade de
colénias visiveis e na area ocupada por ela, proporcional ao aumento da fluéncia
aplicada, de 61,13 J/cm2. Além da diminuicdo do numero de UFCs, também foram
percebidas alteracdes morfolégicas, como coloragdes menos intensas, forma

redonda, borda regular, elevacéo convexa, textura lisa, cor creme e opaca.



Experimento em triplicatas das UFCs de M. Restricta apds a exposi¢cdo ao LED
410nm +- 10nm, com analise microscopica das placas do LED na fluéncia de 61,13
J/lcmz2, Figura 2.

Figura 2 - Imagem A, B e C, sdo observadas as caracteristicas macroscopicas das UFCs de
M. restricta no tempo de 48h, a figura D, tem destaque para o aumento do diametro da UFC,

de forma a ser melhor avaliada. Fonte: autoria propria.



Figura 3

Figura 3 - Imagem A, B e C, sdo observadas as caracteristicas macroscopicas das UFCs de
M. restricta sem a intervencdo ao LED, a figura D, tem destaque para o aumento do didmetro
da UFC, de forma a ser melhor avaliada. Fonte: autoria propria.

Avaliacdo microscopica das UFCs de M. restricta por coloragdo de Gram.
Experimento 1. Figura 4

Controle Negativo




Figura 4 - Microscopia optica 100x, aumento de 1000x, sem intervencdo (controle negativo
e em ldmina & Gram (LED), de M. restricta apos intervencgéo do cluster de LED (Iamina

representativa da fluéncia 61,13J/cm?).

Experimento 2. Figura 5

Controle negativo LED

Figura 5 - Microscopia optica 100x, aumento de 1000x, sem intervengéo (controle negativo
e em lamina & Gram (LED), de M. restricta apos intervencgéo do cluster de LED (Iamina

representativa da fluéncia 61,13J/cm3).

Experimento 3. Figura 6

Controle negativo LED
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Figura 6 - Microscopia 6ptica 100x, aumento de 1000x, sem intervenc¢do (controle negativo
e em lamina & Gram (LED), de M. restricta ap6s intervencdo do cluster de LED (lamina

representativa da fluéncia 61,13J/cm?).



Discusséao

A analise macroscopica e por microscopia Optica das UFCs de M. restricta apos a
aplicacdo de LEDs 410nm = 10 nm, fluéncia 61,13 J/cm? por 10 minutos nao revelou
alteracdes morfolégicas em comparacao ao grupo controle. O crescimento das UFCs
nas placas expostas aos LEDs foi visualmente menor, sugerindo possivel

interferéncia do LED no crescimento de M.restricta.

Este trabalho € uma continuidade da pesquisa desenvolvida durante um doutorado,
em que foi investigado os efeitos da exposicao de leveduras M. restricta a luz LED. A
pesquisa anterior avaliou uma cepa distinta, apés 24h da aplicacdo do LED. O atual
estudo busca ampliar os conhecimentos ao avaliar a resposta morfoldégica de uma
outra cepa de M. restricta, sob as mesmas condi¢cdes experimentais, porém
imediatamente apds a exposicao do LED, seguindo o estudo de protocolo de Trinchéo,
et al. Essa abordagem comparativa busca identificar possiveis variacées intercepas
quanto as alteracdes morfolégicas induzidas pela irradiacdo, contribuindo para um
entendimento mais abrangente dos efeitos da terapia fotodinamica sobre esse género

de levedura.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que a exposicdo da M. restricta ao
LED n&o promove alteracdes morfologicas nas leveduras, porém reduz visualmente o
crescimento de UFCs. Trabalhos anteriores demonstraram que comprimentos de
onda no espectro azul-violeta (400—420 nm) possuem potencial fungicida, atribuidos
a excitacdo de cromoforos endégenos, como porfirinas e flavinas, que geram espécies
reativas de oxigénio (ROS) no interior da célula fingica.® Os radicais livres podem
induzir estresse oxidativo, levando a peroxidacdo lipidica, danos ao DNA e as
proteinas e comprometimento da integridade das organelas celulares.?9° A M.
restricta, € uma levedura lipofilica associada a dermatoses cronicas, como dermatite
seborreica e pitiriase versicolor, de recorréncia frequente e tratamento prolongado. %2
Sua resisténcia ao tratamento antifingico convencional, bem como os efeitos
colaterais, motivam a busca por abordagens alternativas, como a terapia fotodinamica
ou o uso direto de LED. Apesar dos resultados serem relativamente positivos, este
trabalho apresenta limitagcdes, como o uso in vitro de cepas isoladas, a auséncia de
testes funcionais em seres humanos e a analise restrita a parametros morfoldgicos e

oxidativos.



Os resultados fortalecem o potencial terapéutico do uso do LED como tecnologia que
pode vir a auxiliar no controle de infec¢des cutaneas por leveduras lipofilicas, podendo
contribuir para o desenvolvimento de estratégias antifingicas inovadoras, seguras e
ndo farmacoldgicas.

Estudos futuros devem ser realizados para a investigacdo das colbnias apos
diferentes tempos depois da irradiacdo, avaliar a capacidade de formacéao de biofilmes
e explorar mais a interferéncia nos genes que fazem o fungo ficar mais forte e dificil

de tratar.

Concluséao

A radiagdo com LEDs 410 nm £ 10 nm com fluéncia 61,13J/cm? por 10 minutos néo
provocou alteracées morfoldgicas nas UFCs de M. restricta, mas indicou possivel
efeito inibitério no crescimento da levedura, sendo uma abordagem promissora para

terapias dermatol6gicas na pratica fisioterapéutica.
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