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Resumo

Introducdo: A levedura Malassezia est4 presente em grande parte dos animais de sangue quente e, no
ser humano, esta associada as patogéneses da caspa, pitiriase versicolor e dermatite seborreica. Tais
dermatoses afetam ndo somente o fisico como também a condigdo psicossocial do individuo. A
fototerapia por diodos emissores de luz (LEDs) tem mostrado efeito antifungico in vivo e in vitro, porém
0s mecanismos de acdo mostram-se controversos e seus estudos escassos. Objetivo: Avaliar a liberacéo
de espécies reativas de oxigénio apés aplicacdo de LEDs 410nm +10nm na levedura Malassezia
restricta. Material e métodos: Trata-se de estudo experimental in vitro. Inicialmente foram aplicados
LEDs 410 nm = 10 nm em suspensdo fungica de M. restricta nas fluéncias de 61,13 J/cm2, 91,70 J/cm2
e 183,39 J/cm2. O controle negativo ndo recebeu nenhuma intervencdo e o controle positivo consistiu
na adicdo de agua oxigenada a suspensao fungica. As amostras foram avaliadas fotometricamente
quanto a producdo de oxigénio singleto (102). Resultados: O controle negativo (C-) apresentou 2.1%de
florescéncia, sem liberagdo de ERO, o controle positivo (C+) apresentou 25,3% de florescéncia
ocorrendo a liberacdo de ERO, a intervencdo com LED nas fluéncias de 61,13 J/cm2, 91,70 J/icm2 e
183,39 J/lcm2 obtiveram, respectivamente, as seguintes fluorescéncias 1.2%, 1.6% e 2.9%, ndo havendo
liberag&o relevante de ERO. Concluséo: Em concluséo, LEDs 410 nm £ 10 nm néo induziram liberagéo
de espécies reativas de oxigénio nas leveduras da espécie M. restricta in vitro.



Introducéo

As espécies de Malassezia representam uma relevante percentagem dos microbiomas saudaveis
da pele, sendo Malassezia restricta e Malassezia globosa as espécies mais comuns na pele
humana. Essas espécies estdo relacionadas a ocorréncia da caspa e da dermatite seborreica,
impactando tanto o bem-estar fisico quanto a satde psicossocial do individuo. Essas condi¢bes
se caracterizam pelo desconforto de prurido e descamacao do couro cabeludo ou da pele. A
caspa, considerada uma forma branda de dermatite seborreica, afeta cerca de metade da
populagdo mundial em algum momento de suas vidas, independentemente de género ou
etnia.[1-3]

A proliferacdo da populacdo comensal da Malassezia esta relacionada com o aumento da
atividade das glandulas sebaceas e a geracdo de sintomas como inflamacéo do couro cabeludo,
irritacdo e descamacdo. Concomitante a isso, esta ligada ao comprometimento da descamacéo
dos estratos corneos.[4] Com excecdo das palmas das maos e das plantas dos pés, as glandulas
sebaceas estdo localizadas sobre toda a superficie da pele do corpo humano; contudo, a
secrecao sebacea e a populacdo de Malassezia associada sdo maiores no couro cabeludo, face,
regido peitoral e costas.[2,3]

O piritionato de zinco contido em shampoos tem sido usado como agente antifungico de amplo
espectro em tratamentos comerciais contra a caspa por mais de 60 anos e seus efeitos inibitorios
de crescimento da Malassezia sdo comprovados em estudo experimental. Os métodos baseados
na cultura sdo necessarios para o isolamento de cepas especificas e testes fenotipicos, porém,
estes testes tém sensibilidade limitada para espécies fastidiosas de Malassezia, como M.

restricta e M. globosa.[2]

As leveduras da Malassezia sdo capazes de gerar espécies reativas de oxigénio (ERO), e estas
desempenham um papel importante na origem da dermatite seborreica e da pitiriase
versicolor.[5] Foi observado que a melhoria clinica dos pacientes estava associada a reducéo
dos niveis de ERO. [6]

As ERO séo moléculas que possuem um elétron livre desemparelhado, como o radical hidroxila
(OH), o perdxido de hidrogénio (H202), o oxigénio singleto (O2) e o éxido nitrico (NO). [5,7]
Esses radicais livres, especialmente o radical superdxido, podem ter efeitos citotoxicos
(inibicdo da proliferacdo celular levando a morte celular ou prejuizos as células). Poucos

estudos demonstram o mecanismo de agdo de Leds sobre leveduras, especialmente na M.
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restricta. Diante do exposto, o objetivo do presente estudo € verificar os efeitos de LEDs
410nm +- 10nm na funcéo celular da levedura Malassezia restricta, no que tange a liberacéo

de espécies reativas de oxigénio.

Os Diodos Emissores de Luz (LEDs) sdo semicondutores que conduzem uma corrente elétrica
e acabam irradiando um feixe luminoso, o LED possui uma diferenciacdo do laser por possuir
uma maior area de distribuicdo o que impacta em um menor tempo de tratamento. Tendo em
vista os parametros utilizados do LED temos o: Comprimento de onda, dose (fluéncia),
intensidade (densidade de poténcia), tempo de irradiacdo, modo continuo ou pulsado da onda,
e padrdes de pulso. Concomitante a isso, a luz propagada possui um comprimento de onda que
permeia do ultravioleta ao invisivel e ao infravermelho que pode ir de 247 até 1300 nandmetros
(nm) e com isso possui as cores mais utilizadas que séo: azul (400-470 nm), verde (470-550
nm), Vermelho (630-700 nm), Infravermelho (700-1200nm). O LED possui uma energia
liberada que é mensurada em miliwatts, em contrapartida o laser por exemplo, tem essa energia
liberada em Watts, porém apresenta 0 mesmo comprimento de onda, embora os LEDs néo
liberam energia suficiente para causar danos aos tecidos humanos e ndo oferecem o mesmo

risco de acidentes aos olhos que o laser. [8]
Material e Métodos

Trata-se de estudo experimental in vitro para avaliar o efeito antifingico do Diodo Emissor de
Luz (LED) violeta 410 nm = 10 nm em leveduras de Malassezia restricta, no que tange a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Este 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, e no laboratério de microbiologia da
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Salvador-Bahia, de agosto de 2022 a maio de 2023. A
pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) (AED7762). Esta pesquisa faz parte de um
projeto maior, intitulado EFEITO ANTIFUNGICO DO LED 410nm + 10nm EM
LEVEDURAS DA ESPECIE Malassezia restricta: ESTUDO EXPERIMENTAL.

Equipamento LEDs 410 nm £ 10 nm
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O equipamento utilizado foi o cluster e-light VV da marca DMC EQUIPAMENTOS LTDA®
(Séo Carlos, Brasil), que possui um arranjo de 8 LEDs de cor violeta, com emisséao 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), Fig 1.

Um suporte modelo 3D RAISE3D-PRO2 (Irvine, CA, EUA) para as placas e para o LED foi
construido especialmente para o0 experimento com o proposito de manter fixa a distancia de
3,15cm da superficie paralela do cluster a placa de cultura. Fig 1b. A fim de se obter

uniformidade de absorcéo da luz, a dimensao da placa de Petri utilizada foi de 60 x 15 mm. As
fluéncias 61,13 J/cm2, 91,70 Jem? e 183,39 J/em? foram obtidas de acordo com o tempo de

exposicdo, 10, 15 e 30 minutos respectivamente.

l

4 -t
&/,.-.- |

Fig 1. a) Equipamento Cluster de LEDs violeta e-light V (DMC, Séo Carlos-SP, Brasil), b)

Detalhe mostrando a montagem do equipamento sobre a base para irradiacao.

A poténcia do spot central do perfil de irradiacdo do cluster de LEDs na distancia utilizada de
3,15 cm (2 W) foi medida usando um medidor de poténcia modelo PM200F-50 — Coherent,

Santa Clara, EUA, com diametro do sensor de 5 cm. O valor da irradiancia ou densidade de

poténcia (102 mW/cmZ) sobre a placa de Petri irradiada com a cultura, foi calculado através de

I =P/A, onde P é a poténcia média medida na regido da placa e A = 19,69 cm? correspondendo
a area do sensor (diametro de 5 cm).

Para o calculo da fluéncia foi utilizado F (J/cmz) = I(W/cmz) X t(s), onde | é a irradidncia



(W/cmz) e t o tempo de exposicao (segundos), para as exposic¢oes de 10, 15 e 30 minutos (600,

900 e 1800 s, respectivamente).

Isolados de Malassezia restricta

Os isolados de M. restricta (M001-2497) foram obtidos de pelo canino de uma fémea de trés
anos de idade, semeados em meio de cultura ASD acrescido de 1% do azeite. Os isolados
foram gentilmente cedidos pela Dra. Mdnica Mattos dos Santos, Escola de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (UFBA).
Cultura e expansao de isolados da Malassezia restrita

Inicialmente, em cabine de seguranca bioldgica classe 2, as leveduras foram semeadas por
esgotamento com ajuda de uma alca de microbiologia 10uL em placas de Petri estéreis de
90x15mm contendo 20 ml de meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (ASD) com
Cloranfenicol (NEOGEN, Lansing Michigan, Estados Unidos), 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 preparagéo da suspensdo de uso, colonias de M. restricta bem delimitadas, com formato
ovoide foram recuperadas das placas de Petri com alca de microbiologia 10uL e colocadas em
um tubo de ensaio de vidro 8-mm contendo 4 ml de solucdo salina 0,85%. As coldnias foram
ressuspensas em vortex por 30 segundos e realizada a leitura em turbidimetro DEN-1
(McFarland densitometer, BIOSAN). As suspensfes foram ajustadas para a turvacdo de 0,5
McFarland (McF), equivalente a 1,5 x 10® unidades formadoras de col6nias (UFC)/mL, e
sequencialmente diluidas até 1:1000 (10-%) em triplicata. Brevemente, 1ml da solucéo 0,5 McF

foi transferida para tubos contendo 9ml de solucéo salina 0,85%.
Experimento de avaliagdo do LED

A aplicacdo do LED foi realizada em cabine de seguranca bioldgica, sobre as placas de Petri
de 60 x 15mm (CRAL), contendo 5 mL da suspensdo de M. restricta (10°%). As placas foram
submetidas a intervencdo do LED 410 nm + 10 nm nas fluéncias de 61,13 J/cm?(T1), 91,70
Jlem?(T2) e 183,39 J/lcm? (T3) por 10, 15 e 30 minutos, respectivamente. Por orientagdo do
fabricante, a cada 10 minutos de aplicacdo foi realizado um intervalo de 5 minutos para o



resfriamento do aparelho. O controle negativo (C-) consistiu em 5mL da suspensdo da M.

restricta em salina que ndo recebeu nenhum tipo de intervencéo.
Avaliacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)

Com o objetivo de mensurar a existéncia de espécies reativas de oxigénio nas amostras AS
ERO séo identificadas usando o canal FITC (Fluorescéncia) e as células identificadas pelo
corante CM-H2DCFDA (General Oxidative Stress Indicator) sdo quantificadas usando o canal
FSC (&ngulo de dispersédo frontal). As células sdo detectadas com um gréfico de pontos
bidimensional entre o canal FSC e o canal SSC (&dngulo de disperséo lateral). Uma segunda
porta € gerada por um grafico FTIC para selecionar células viaveis que sdo positivas para o
ERO. Para mensuracdo das ERRO foi utilizado um corante padronizado CM-H2DCFDA
(General Oxidative Stress Indicator) que exibe um resultado negativo se ndo houver espécies
reativas de oxigénio e positivo caso contrario. As amostras foram lavadas com solucdo salina
estéril e incubadas com CM-H2DCFDA (para coloracdo ERO) por 20 minutos no escuro em
temperatura ambiente com papel aluminio. As amostras foram lavadas e colocadas em tubos
de polipropileno. As células foram ressuspendidas em 1 mL de diluente isotdnico. Pelo menos
10.000 eventos foram registrados usando um analisador de células BD LSRFortessa™ (BD,
New Jersey, EUA). As ERO foram identificadas usando o canal FITC (Fluorescein). Os
resultados foram analisados e descritos por uma especialista da equipe da Fiocruz. O indice de

fluorescéncia considerado foi de acordo com o protocolo de Parent.

Resultados

Ap0ds analise dos graficos gerados pela fotometria, percebeu-se que no controle negativo (C-)
ndo ocorreu liberacdo de ERO, e a fluorescéncia obtida foi de 2.1%, figura 1. A figura 2
demonstra que houve liberacdo de ERO no controle positivo (C+), com uma fluorescéncia de
23.3%.
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Discussao

Este estudo demonstrou que LEDs 410nm +- 10 nm nas fluéncias 61,13 J/cm2, 91,70J/cm2
183,39 J/cm2 ndo produzem porcentagem relevante de liberacdo de ERO pela M. restricta. Leds
com comprimentos de onda especificos tem efeitos inibidores sobre o crescimento de leveduras
de Malassezia, estudos relataram o importante papel da Malassezia nas doencas cutaneas e a
diminuicdo do nimero dessas col6nias resultou na melhoria das doencas.[6,9] O tratamento
com dispositivo LED ¢ referido pela seguranca e facilidade de manuseio, em comparacdo com
os medicamentos antifungicos e melhor referenciado que shampoo anticaspa. A luz LED ¢é
amplamente utilizada para fins cosméticos ou para o tratamento de doencas cuténeas e
vasculares, além da atuacdo dos LEDs com comprimentos de onda de luz visivel também
possuirem atividade antibacteriana e efeitos anti-inflamatérios que produzem uma grande
quantidade de enzimas como lipases e fosfolipases gerando respostas inflamatérias ao liberar

acidos graxos livres insaturados dos lipidios sebaceos.[10]

Neste estudo, foi visto que o LED demonstrou um efeito antifingico contra a levedura

Malassezia, contudo, ocorreu que a luz LED com 410+-10nm de comprimento de onda
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demonstra que 0 mecanismo de morte ndo ocorre devido a liberacdo das ERO, embora existiu

alteracdo do numero de colonias com a aplicacdo do LED.

O estudo de Wi et al. 2012, é possivel observar que ocorreu a liberacdo de ERO onde foi
aplicado luz LED com 392,5+-1 nm de comprimento de onda induziu o aumento da produgéo
intra e extracelular de ERO além de ser o Unico comprimento de onda que suprimiu o
crescimento das leveduras Malassezia junto ao 380 nm+-2 nm, estes resultados sugerem que a
producdo de ERO pode desempenhar um papel em os efeitos antifingicos do LED contra a
levedura Malassezia. A exposicao a luz UV desencadeia a apoptose celular por meio de danos
no DNA e destruicdo celular, que incluem danos genotdxicos (a capacidade de realizar

alteracdes no material genético a elas expostos) e o0 acimulo de ERO.[6]

A liberacdo de ERO foi avaliada em outras espécies de fungos ap6s aplicacdo do LED. Estudo
de Tsutsumi-Arai et al. 2022, identificou a producdo de ERO pelas espécies da C. albicans e S.
mutans ap6s aplicacdo da luz LED azul de 405 nm por 40 minutos. Demonstrou que tais
resultados sugerem que as ERO foram produzidas pela reacdo de porfirinas com luz LED azul
de 405 nm, induzindo a morte celular.[11] J& Baltazar et al. 2013, analisou a producéo de ERO
apos a aplicacdo combinada de LED vermelho (630 nm +-10 nm) e Toluidina Azul (TA).
Enquanto a aplicacdo isolada de cada um nao inibiu o crescimento fangico, a combinacdo do
LED vermelho e TA resultou em uma reducdo efetiva no nimero de col6nias. Concluiu-se que
amorte celular ocorreu devido a irradiagdo da luz, desencadeando uma reacdo fotoquimica que
resulta na producdo de ERO, principalmente oxigénio singleto (02). Essas espécies de ERO
reagem com varios componentes celulares, causando danos por peroxidacdo lipidica, ruptura
de proteinas estruturais, enzimas e acidos nucleicos.[12] Referente as limita¢cdes do estudo sdo
decorrentes de ndo possuir os dados da microscopia eletrénica quanto alguma alteracdo da
estrutura celular e ndo existir informagdes sobre a causa da morte das células, sendo necessario

mais estudos e experimentos na area explorando a causa da morte celular das amostras.
Concluséo

No presente estudo no comprimento de onda de 410 nm +-10nm in vitro houve diminuigdo das
coldnias, porém nao foi possivel observar a participacdo das ERO na diminuicdo da Malassezia
devido a ndo liberagdo das ERO. Em concluséo, LEDs 410 nm = 10 nm ndo induziram liberagéo

de espécies reativas de oxigénio nas leveduras da espécie M. restricta in vitro.
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