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RESUMO 

 

A Malassezia (M) restricta está associada a doenças cutâneas como dermatite seborreica e 

ptiríase versicolor, geralmente recorrentes ou resistentes aos tratamentos convencionais em 

alguns pacientes. A terapia com diodos emissores de luz (LEDs) violeta pode fornecer uma 

alternativa terapêutica. Objetivo: Descrever o efeito antifúngico de LEDs 410 nm ± 10 nm 

sobre M. restricta in vitro. Material e métodos: O procedimento consistiu na aplicação de 

LEDs 410 nm ± 10 nm em suspensão fúngica de M. restricta nas fluências de 61,13 J/cm2, 

91,70 J/cm2 e 183,39 J/cm2. Em seguida, os isolados foram semeados em placas de Petri 

contendo meio Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) com cloranfenicol, suplementado com 1% de 

azeite, e cultivados por 72 horas. As unidades formadoras de colônias (UFCs) foram 

quantificadas por contagem visual e porcentagem de ocupação da placa de cultura por análise 

digital. A morfologia foi avaliada por microscopia óptica. O percentual de inibição dos LEDs 

foi calculado considerando o crescimento da condição de controle negativo. O teste ANOVA 

foi utilizado para comparar as porcentagens médias de inibição de crescimento e ocupação de 

placa entre as três fluências dos LEDs 410 nm ± 10 nm e o controle negativo. Resultados: A 

exposição das leveduras à luz nas fluências 61,13 J/cm2, 91,70 J/cm2 e 183,89 J/cm2 inibiu em 

mais de 70% o crescimento de UFCs de M. restricta. Não houve diferença entre as fluências 

aplicadas. A análise da imagem digitalizada das placas de cultura revelou que a média da 

porcentagem de ocupação das UFCs nas placas foi menor após intervenção dos LEDs. A 

avaliação microscópica das leveduras em lâminas à fresco e por coloração Gram revelou 

colônias com formatos circular e ovoide, membranas celulares bem delimitadas, sem a presença 

de pseudomicélios. Não foi identificada diferença estrutural nas colônias que receberam 

intervenção dos LEDs quando comparadas ao controle negativo. Conclusão: LEDs 410 nm ± 

10 nm nas fluências 61.13 J/cm2, 91.70 J/cm2 e 183.89 J/cm2 apresentam efeito antifúngico 

sobre M. restricta in vitro. 

Palavras-chaves:  Fototerapia. Agentes antifúngicos. Malassezia. 

  

 



 

 
ABSTRACT 

 

Malassezia (M) yeast is present on the skin of healthy and diseased humans. M. restricta is the 

second most prevalent species, found on the face and scalp, and is associated with skin diseases 

such as seborrheic dermatitis and pityriasis versicolor, which are usually recurrent or resistant 

to conventional treatments in some patients. Therapy with violet light-emitting diodes (LEDs) 

may provide a therapeutic alternative. Objective: To describe the antifungal effect of violet 

LEDs 410 nm ± 10 nm on M. restricta in vitro. Material and methods: The procedure 

consisted of the application of LEDs 410 nm ± 10 nm in fungal suspension of M. restricta at 

fluences of 61.13 J/cm2, 91.70 J/cm2 and 183.39 J/cm2. The isolates were seeded in Petri dishes 

containing Sabouraud Dextrose Agar with chloramphenicol, supplemented with 1% olive oil, 

and cultivated for 72 hours. Colony forming units (CFUs) were quantified by visual counting 

and percentage of occupancy of the culture plate by digital analysis. Morphology was evaluated 

by light microscopy. The percentage of LEDs inhibition was calculated considering the growth 

of the negative control condition. The ANOVA test was used to compare the average 

percentages of growth inhibition and plate occupancy between the three LEDs fluences 410 nm 

± 10 nm and the negative control. Results: Yeast exposure to light at fluences of 61.13 J/cm2, 

91.70 J/cm2 and 183.89 J/cm2 inhibited the growth of M. restricta CFUs by more than 70%. 

There was no difference between the applied fluences. The analysis of the digitized image of 

the culture dishes revealed that the average percentage of occupation of M. restricta CFUs in 

the Petri dishes was lower after LEDs intervention. Microscopic evaluation of the yeasts on 

fresh slides and by Gram stain revealed colonies with circular and ovoid shapes, well-delimited 

cell membranes, without the presence of pseudomycelia. No structural difference was identified 

in colonies that received LEDs intervention when compared to the negative control. 

Conclusion: Violet LEDs 410 nm ± 10 nm at fluences 61.13 J/cm2, 91.70 J/cm2 and 183.89 

J/cm2 have an antifungal effect on M. restricta in vitro. 

 

Keywords: Phototherapy. Antifungal agents. Malassezia. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

As infecções fúngicas afetam mais de um bilhão de pessoas a cada ano (1) e são a quarta principal 

causa de doenças humanas. As infecções fúngicas superficiais são aquelas que acometem as 

mucosas da boca, região genital, pele e couro cabeludo. Os patógenos mais frequentemente 

associados são as espécies de Candida spp., Epidermophyton spp., Malassezia spp., Piedraia 

hortae, Trichosporon beiguele, Trichophyton spp., Microsporum spp. (2, 3). 

A levedura do gênero Malassezia (M) está entre as causas frequentes de infecções fúngicas 

superficiais (3). Considerada o eucarioto dominante em todos os animais de sangue quente, 

encontra-se presente na pele de humanos saudáveis e doentes, fazendo um complexo papel 

comensal e patogênico (4).  

Dentre as 18 espécies reconhecidas de Malassezia (5), a M. restricta é a segunda espécie mais 

prevalente no ser humano (6), encontrada nas regiões de face e couro cabeludo (7), e está 

associada a doenças cutâneas dermatite seborreica e ptiríase versicolor (8,9).  A dermatite 

seborreica prevalece em 2 a 5% da população geral, chegando a atingir de 20 a 83% indivíduos 

imunossuprimidos, portadores de HIV e HTLV (10-13). Esta dermatose é capaz de acometer mais 

regiões e intensificar inflamação nos locais lesionados (9). 

Os antifúngicos azólicos são os medicamentos de primeira instância recomendados para 

diminuir a atividade da Malassezia (7,14), porém a extensa durabilidade do tratamento, 

precariedade de alternativas definitivas para a prevenção e a necessidade de cuidados especiais 

a longo prazo para a pele geram questionamentos sobre a efetividade dos métodos propostos, 

interferindo no resultado (14). A incapacidade de controlar as reincidências das dermatites, 

atreladas aos sintomas, é transformada em angústia e irritação. O estresse e a ansiedade são 

fatores que exacerbam o prurido e dificultam um melhor prognóstico da patologia (15,16). 

A terapia com diodos emissores de luz (LEDs) violeta/azul demonstrou ter efeitos antifúngicos 

in vitro em espécies de Trichophyton, Aspergillus niger (17), Malassezia (18) e em Candida 

albicans (19, 20) e efeitos biológicos benéficos na inflamação in vivo na pele de pacientes com 

eczema (21) e em mucosa vaginal em mulheres com candidíase vaginal recorrente (22,23). A 

principal hipótese para explicar o efeito antifúngico é que LEDs violeta/azul causam excitação 

da porfirina intracelular endógena presente no fungo. A absorção dos fótons resulta na produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs), que eventualmente levam à morte celular (17,18). No 



16 

 

entanto, poucos estudos avaliam as espécies de Malassezia, existindo uma lacuna dos efeitos in 

vitro deste recurso na M. restricta e, além de uma grande variação nos desenhos de estudo e 

nos protocolos de aplicação do LED. Portanto, a avaliação de novos protocolos para a utilização 

do LED violeta/azul, pode oferecer uma nova alternativa terapêutica no cuidado de infecções 

fúngicas superficiais. A fototerapia com luz violeta/ azul sem ultravioleta (UV) está no espectro 

de luz entre 400 e 500 nm e apresenta uma penetração máxima inferior a 1 mm (24,25), 

apresentando uma vantagem para o tratamento de lesões provocadas por fungos causadores de 

micoses superficiais (26). 
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2 OBJETIVOS 

2.1.  Objetivo geral 

Descrever o  efeito antifúngico de LEDs violeta 410 nm ± 10 nm sobre M. restricta in vitro. 

2.2   Objetivos Específicos  

Verificar a inibição do crescimento de UFCs de M. restricta após irradiação com LEDs 

violeta 410 nm ± 10 nm. 

Descrever a morfologia das UFC de M. restricta após irradiação com LEDs violeta 410 nm ± 

10 nm. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA  

3.1.   Doenças fúngicas e micoses superficiais 

As micoses são doenças causadas por fungos e atingem mais de 400 milhões de pessoas no 

mundo (27). Em 2017, estimou-se um gasto superior a US$ 7,2 bilhões com as doenças fúngicas, 

incluindo US$ 4,5 bilhões em 75.055 hospitalizações e US$ 2,6 bilhões em 8.993.230 consultas 

ambulatoriais (28). No Brasil, estas doenças representam um problema econômico com um custo 

que pode superar R$400 mil por paciente, sendo consideradas uma questão de saúde pública 

(29). Os sintomas de doenças fúngicas são muitas vezes semelhantes aos de outras infecções, 

resultando em diagnóstico e tratamento tardios, o que pode levar não apenas a resultados ruins 

para os pacientes, mas também a despesas médicas desnecessárias (28).  

As infecções fúngicas que afetam a pele, cabelos e unhas são chamadas dermatomicoses e 

classificadas como infecções fúngicas superficiais (30).  Estima-se que 20% a 25% da população 

mundial é acometida por micoses superficiais (31). Os fatores predisponentes incluem condições 

climáticas, migrações de pessoas, atividades esportivas, contato prolongado com a água, estilo 

de vida, estado imunológico, terapia medicamentosa, idade dos pacientes, além das condições 

de vida e o ambiente onde as pessoas estão inseridas (30,32). 

As alterações dermatológicas em áreas mais expostas, causam mudanças na aparência física 

decorrentes das manchas, descamações e pele ressecada, aumentando o desconforto ao exibir a 

parte afetada (33,34). Sua presença pode afetar de forma significativa a autoestima, o emocional, 

psicológico, lazer e limitar as atividades de vida diária de indivíduos adultos (16,33,34). Pacientes 

que participaram de estudos que relacionam as dermatites e qualidade de vida relataram sofrer 

de insônias e baixa da autoestima (34-38). Em estudos, participantes descrevem que o prurido 

intenso prejudica a qualidade do sono, aumenta a irritabilidade e desejo de coçar o local lesado 

(16,37,39). Além do mais, possuem associações com transtorno depressivo e de ansiedade (40). 

Os fungos dermatófitos dos gêneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton são os 

principais agentes etiológicos da dermatomicose, porém fungos não dermatófitos também estão 

relacionados, são eles: Fusarium e Aspergillus (fungos filamentosos) e leveduras dos gêneros 

Candida, Malassezia e Trichosporon (41). As principais doenças causadas são as dermatofitoses 

(micose, tinea capitis, tinea pedis), a candidíase superficial (cutânea, orofaríngea, vaginal) e 

doença causada por Malassezia spp., como a pitiríase versicolor e a dermatite seborreica (DS) 

(3). A DS prevalece em 2 a 5% da população geral. Indivíduos com AIDS/HIV e HTLV são os 

mais afetados, com incidência de 20 a 83% (42). É a forma capaz de acometer mais regiões e 
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intensificar inflamação nos locais lesionados (36,39,43,44). As áreas mais afetadas são o couro 

cabeludo, face, tórax, axilas e genitais (36,43-46). 

 

3.2 Gênero Malassezia 

Malassezia spp. (anteriormente Pityrosporum) é um fungo lipofílico constituinte da flora 

normal da pele do ser humano, reconhecido há mais de um século (8,47). Pertencente a classe 

Malasseziomycetes, habita a pele e mucosa de humanos e outros animais de sangue quente, e é 

um componente importante do microbioma cutâneo. Essa levedura age como comensal da pele, 

mas também está associada a distúrbios da pele e infecções da corrente sanguínea (48).   

Desde a designação do gênero Malassezia por Baillon em 1889, sua taxonomia, dismorfismos 

e repercussões têm sido relatados por alguns autores (5,8,14,47-49). A depender das condições de 

cultivo, a Malassezia pode existir tanto na fase leveduriforme quanto na micelial (8). É 

importante ressaltar que várias espécies e/ou genótipos de Malassezia podem causar patologias 

únicas ou semelhantes e variar em sua suscetibilidade antifúngica (49).  

Atualmente, por meio de métodos sorológicos e genéticos, o gênero Malassezia é dividido em 

18 espécies: M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, 

M. sloofiae, M. japônica, M. brasiliensis, M. caprae, M. cuniculi, M. equina, M. nana, M. 

psittaci, M. yamatoensis, M. arunalokei, M. dermatis, M. vespertilionis (5,14). A Malassezia spp. 

produz lipases extracelulares a fim de degradar os triglicerídeos do sebo humano e facilitar sua 

penetração do tecido. Por sua vez, os produtos resultantes, como os ácidos graxos saturados, 

causam irritação na pele dos indivíduos com caspa e dermatite seborreica (50). 

A Malassezia restricta é uma das mais predominantes leveduras da pele humana saudável e 

revelou ser a espécie mais abundante no couro cabeludo, pescoço, rosto e orelhas de voluntários 

saudáveis (7, 51). Possui uma organização polissacarídica diferente de outras espécies de fungos, 

pois os polissacarídeos presentes na sua parede celular, insolúveis em álcalis, desempenham 

um papel essencial na organização e rigidez desta célula (51). A lipase Malassezia restricta 

(Mrlip1) está envolvida principalmente na progressão da caspa (50). A Figura 1 apresenta 

características morfológicas da M. restricta. 
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Figura 1 — Características morfológicas da M. restricta. (a) Colônias muito restritas (se comparadas com M. sympodialis (canto 

superior direito)), que são um pouco elevadas e possuem margem lobada; (b– d) Gram, micrografias de Nomarski e microscopia 

eletrônica de varredura mostrando leveduras ovoides e globosas com um local de brotamento relativamente estreito.  

Fonte: Guého E, Boekhout T, Begerow D, 2010 (52) 

 

Dentre os múltiplos medicamentos com atividade antifúngica contra Malassezia, o cetoconazol 

tem sido usado para o tratamento de doenças de pele associadas a M. restricta. Este composto 

imidazólico, apresenta atividade fungistática contra a dermatite seborreica e a caspa (53-55). O 

piritionato de zinco (ZPT), alcatrão de carvão, sulfeto de selênio e inibidores gerais de lipase 

também são considerados agentes antifúngicos para os tratamentos de dermatite e dermatite 

seborreica. O ZPT mostrou-se eficaz na inibição do crescimento de M. restricta, principalmente 

nos tratamentos anticaspa (7). 

A extensa durabilidade do tratamento, precariedade de alternativas definitivas para prevenção 

e a necessidade de cuidados especiais a longo prazo para a pele geram questionamentos sobre 

a efetividade dos métodos propostos, interferindo no resultado (16,33,40). A incapacidade de 

controlar as reincidências das dermatites atrelada aos sintomas, é transformada em angústia e 

irritação. O estresse e a ansiedade são fatores que exacerbam o prurido e dificultam um melhor 

prognóstico (16,34,37,56). 
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3.3 Fototerapia 

A fototerapia é a aplicação clínica da luz como tratamento de uma doença específica (24,57). Seu 

efeito depende do comprimento de onda, da frequência e do mecanismo de ação da luz, assim 

como do tempo de irradiação e da dose. O espectro de radiação inclui radiação infravermelha 

(IV, 760–1000 nm), luz visível (400–760 nm) e radiação ultravioleta (UV, 280–400 nm) (58). 

A fototerapia com radiação ultravioleta (UV) é utilizada há décadas no tratamento de doenças 

de pele, porém, por ser considerada um carcinógeno, seu uso não é recomendado por tempo 

prologado. A radiação sem UV, dentro do espectro de luz visível, vem sendo cada vez mais 

estudada e se torna uma alternativa segura e eficaz para o manejo de doenças crônicas da pele 

(59,60). Os diferentes comprimentos de onda geram luz vermelha, laranja, amarela, verde, azul e 

violeta (24). 

A fototerapia, no espectro de luz visível, pode ser aplicada através de diodos emissores de luz 

(LEDs), considerados seguros por serem não ablativos e não térmicos.  Quando usados 

sozinhos, sem adição de fotossensibilizadores tópicos, não causam danos à epiderme ou ao 

tecido dérmico. Até o momento, não existem relatos de complicações locais ou sistêmicas pelo 

uso do LED (60,61).  

Os LEDs são definidos como semicondutores complexos que convertem corrente elétrica em 

um espectro luminoso estreito não coerente (62). A entrega de luz por dispositivos LED é 

contínua ou fotomodulada, sendo esta fornecida em modo pulsado com sequências e durações 

de pulso específicas. Os LEDs parecem afetar o metabolismo celular, desencadeando reações 

fotobioquímicas intracelulares, como aumento de adenosina trifosfato (ATP), modulação de 

espécies reativas de oxigênio, indução de fatores de transcrição, alteração da síntese de 

colágeno, estimulação da angiogênese e aumento do fluxo sanguíneo (25). 

A penetração da luz no tecido depende, principalmente, do comprimento de onda da luz (25,63), 

Figura 2.   O comprimento de onda de uma fonte terapêutica garante a absorção dos fótons 

incidentes nos cromóforos alvo, e podem fazê-lo nas profundidades onde os cromóforos se 

encontram (63). Os cromóforos são as moléculas que absorvem a luz. Na pele, existem os 

seguintes cromóforos: ácidos nucleicos endógenos, aminoácidos aromáticos, ácido urocânico, 

triptofano, tirosina, cofatores NADH, citocromos, riboflavinas, porfirinas, melanina e 

precursores de melanina, protoporfirina IX, bilirrubina, hemoglobina, ÿ-caroteno ou moléculas 

de água (24). A hemoglobina e a melanina da epiderme são altamente absorventes da luz visível. 
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A banda de onda, na qual o comprimento de onda dos fótons incidentes está localizado, 

determina não apenas qual parte da célula é o alvo, mas também a ação primária da luz. O 

comprimento de onda é, portanto, uma das considerações mais importantes na fototerapia, pois 

sem absorção não há reação (63).  

 

Figura 2 — Banda de comprimento de onda da luz e sua relação com a profundidade de penetração no tecido.  

Fonte: Ash C, Dubec M, Donne K, Bashford T, 2017(63). 

 

Um resumo dos parâmetros de diferentes comprimentos de onda da luz LED, profundidade de 

ação, juntamente com suas aplicações clínicas, é apresentado no Quadro 1. 
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Quadro 1 — Parâmetros de diferentes comprimentos de onda da luz LED, profundidade de 

ação e aplicações clínicas. 

           AZUL AMARELO VERMELHO IV 

Comprimento De 

onda (nm) 

400-470 570-590 630-700 800-1200 

Profundidade de 

penetração da luz 

LED 

< 1mm 0,5-2mm 2-3mm 5-10mm 

Profundidade de 

ação 

Epiderme Derme Papilar Anexos da pele Anexos da pele e 

Derme Reticular 

Utilização em 

estudos 

terapêuticos 

Acne 

Terapia 

combinada 

Fotoenvelhecimento 

Complicações pós-

tratamento de laser e luz 

intensa pulsada 

Cicatrização de feridas 

Dermatites por radiação 

Complicações pós 

cirúrgicas 

Complicações pós-

tratamento de laser  

Terapia Fotodinâmica 

Queimaduras solares 

Mucosites 

Acne 

Foto 

rejuvenescimento 

Complicações pós 

procedimentos  

Clareamento 

 

Fonte: Opel DR, Hagstron E, Pace AK et al 2015 (25) 

 

 

3.4  Led violeta/azul 

Nos últimos anos, o método de fototerapia com luz violeta/ azul sem UV (400-500 nm) vem 

atraindo atenção (24), principalmente devido ao seu efeito antimicrobiano (23,64,65). A penetração 

máxima desse comprimento de onda é de 0,07–1 mm (24,25), concentrando sua ação na epiderme, 

camada onde se localizam os fungos causadores de micoses superficiais (26). 

A nível molecular, a luz violeta/azul é absorvida por porfirinas, flavinas, proteínas nitrosadas e 

opsinas; induzindo a geração de espécies reativas de oxigênio, liberação de óxido nítrico e a 

ativação da sinalização acoplada à proteína G (24,57), Figura 3. Acredita-se que a absorção de luz 

por essas moléculas induz um efeito de terapia fotodinâmica (TFD) natural, com a destruição 

das bactérias através da formação de radicais livres de oxigênio (25). 
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Figura 3 — Mecanismo de ação da luz azul.  

*ROS: reactive oxygen species (espécies reativas de oxigênio); NO: óxido nítrico; TRPV1: potencial do receptor 

transitório vanilóide 1; CAMKII: calmodulina proteína quinase-II.  

Fonte: Sadowska M, NARBUTT J, Lesiak A, 2021 (24). 

 

As porfirinas estão presentes em enzimas a nível celular, como na hemoglobina, nas enzimas 

do citocromo p-450 e nos complexos da cadeia de transporte de elétrons. Já as flavinas estão 

presentes em proteínas, a exemplo dos criptocromos. A ativação de flavinas e proteínas flavo é 

considerada um mecanismo potencial da luz azul. O mononucleotídeo de flavina e o 

dinucleotídeo de flavina adenina, expostos à irradiação, aumentam em duas vezes a formação 

de EROs (24).   

LEDs 410nm são capazes de inibir a catalase, tetrâmetro presente em grande parte de fungos 

aeróbicos, responsável por degradar o peróxido de hidrogênio. A presença da catalase garante 

a sobrevivência dos fungos e invasão ao hospedeiro. No entanto, sua inativação por LEDs 410 

nm torna as células fúngicas altamente suscetíveis ao ataque das espécies reativas de EROs (20).  
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Independentemente do mecanismo, estudos clínicos in vivo mostram que a luz na banda de 400-

500 nm é benéfica no tratamento de condições inflamatórias da pele (57). O efeito anti-

inflamatório parece ser o resultado de uma mudança na produção de citocinas (25). 
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4 JUSTIFICATIVA 

 

A recorrência das micoses é muito comum e a incapacidade de controlá-las leva à ansiedade e 

irritação, o que agrava os sintomas e impede um melhor prognóstico da doença, principalmente 

em indivíduos imunossuprimidos. Nesse contexto, existe uma necessidade de alternativas 

terapêuticas de efeito mais rápido. A terapia com LEDs violeta/azul tem demonstrado efeito 

antifúngico in vitro e efeitos biológicos benéficos na inflamação da pele in vivo, como alívio 

do prurido e eritema. Além disso, a ação superficial do LED na epiderme, uma vez que a 

penetração da luz é inferior a 1mm, apresenta menor dano ao tecido. 

Até o momento a utilização de LEDs violeta/azul é pouco reportada na literatura como 

alternativa de tratamento antifúngico para a Malassezia. Sendo a M. restricta uma das espécies 

mais predominantes na pele do ser humano, acreditamos que o estudo in vitro possa orientar 

diretrizes para o tratamento in vivo de micoses superficiais provocadas por essa espécie, 

melhorando a qualidade de vida dos indivíduos portadores.  

  



27 

 

5 MATERIAL E MÉTODOS   

 

Trata-se de estudo experimental in vitro para avaliar o efeito antifúngico de Diodos Emissores 

de Luz (LEDs) violeta 410 nm ± 10 nm em leveduras de Malassezia restricta. O estudo foi 

realizado no laboratório de pesquisas do Núcleo de Pesquisa e Inovação (NUPI), localizado na 

Escola Bahiana de Medicina e Saúde Pública (EBMSP), Salvador-Bahia, de agosto de 2021 a 

agosto de 2022. A pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) (AED7762). 

 

5.1 Equipamento cluster de LEDs 410 nm ± 10 nm  

O equipamento utilizado foi o cluster e-light V da marca DMC EQUIPAMENTOS LTDA (São 

Carlos, Brasil), que possui um arranjo de 8 LEDs de cor violeta, com emissão de luz de 410 nm 

±10 nm e potência de 480 mW por emissor. O equipamento está registrado na Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (ANVISA) (Registro 80030810174), Figura 4.    

Um suporte modelo 3D RAISE3D-PRO2 (Irvine, CA, EUA), para as placas e para o 

equipamento cluster de LEDs, foi construído especialmente para o experimento com o 

propósito de manter fixa a distância de 3,15cm da superfície paralela do cluster à placa de 

cultura. Figura 4B.    

.  

Figura 4 — A: Equipamento Cluster de LEDs violeta e-light V (DMC, São Carlos-SP, Brasil), B: Detalhe 

mostrando a montagem do equipamento sobre a base para irradiação. Fonte: a) 

https://dmcabc.com.br/produto/e-light-8-emissores-led/; b) autoria própria. 

A B 

https://dmcabc.com.br/produto/e-light-8-emissores-led/
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5.2 Cálculo da fluência 

Para o cálculo da fluência foi utilizada a seguinte fórmula:  

F (J/cm2) = I(W/cm2) x t(s) 

F representa a fluência, medida em Joules por centímetro quadrado (J/cm2), I a irradiância, 

medida em Watts por centímetro quadrado (W/cm2) e t o tempo de exposição em segundos (s). 

A potência do spot central do perfil de irradiação do cluster de LEDs na distância utilizada de 

3,15 cm (2 W) foi medida usando um medidor de potência modelo PM200F-50 – Coherent, 

Santa Clara, EUA, com diâmetro do sensor de 5 cm.  

O valor da irradiância ou densidade de potência (102 mW/cm2) sobre a placa de Petri irradiada 

com a cultura foi calculado através da fórmula I = P/A, sendo P a potência média, medida na 

região da placa e A a área do sensor, equivalente a 19,69 cm2 (diâmetro de 5 cm).  

Os parâmetros de dosimetria empregados no presente estudo foram baseados em ajustes após a 

realização de testes preliminares. Inicialmente, foram testados os valores de fluência de 

aproximadamente 2,5, 5,0, 10 e 15 J/cm2, que se mostraram ineficazes na inibição/inativação 

do fungo. A partir de então, foram testadas as fluências 61,13 J/cm2, 91,70 J/cm2 e 183,39 J/cm2, 

obtidas de acordo com o tempo de exposição, 10, 15 e 30 minutos (600, 900 e 1800 segundos), 

Quadro 2.  

 

Quadro 2 — Parâmetros utilizados com o cluster e-light V com tempos de exposição de 10, 15 

e 30 minutos. 

 

 

Distância  

(cluster LEDs 

à base do 

poço)  

(cm)  

Potência do 

spot do 

cluster (W) 

Irradiância  

(W/cm2) 

Tempo de 

exposição 

(s) 

Fluência 

(J/cm2) 

3,15 2,0 0,102 

600 61,13 

900 91,70 

1800 183,39 
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5.3 Isolados de Malassezia restricta  

Os isolados de M. restricta (M001-2497) foram obtidos de pelo canino de uma fêmea de três 

anos de idade, semeados em meio de cultura ASD acrescido de 1% azeite.  Os isolados foram 

gentilmente cedidos pela Dra. Mônica Mattos dos Santos, Escola de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade Federal da Bahia (UFBA).  

 

Cultura e expansão de isolados da Malassezia restrita 

Inicialmente, em cabine de segurança biológica classe 2, as leveduras foram semeadas por 

esgotamento com ajuda de uma alça de microbiologia 10 uL em placas de Petri estéreis de 

90x15mm contendo 20 mL de meio de cultura 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 (54).   

Para a preparação da suspensão de uso, colônias de M. restricta bem delimitadas, com formato 

ovoide, foram recuperadas das placas de Petri com alça de microbiologia 10uL e colocadas em 

um tubo de ensaio de vidro 8-mm contendo 4 mL de solução salina 0,85%.  As colônias foram 

ressuspensas em vórtex por 30 segundos e realizada a leitura em turbidímetro DEN-1 

(McFarland densitometer, BIOSAN). As suspensões foram ajustadas para a turvação de 0,5 

McFarland (McF), equivalente a 1,5 x 10 8 unidades formadoras de colônias (UFC)/ mL, e 

sequencialmente diluídas até 1:100 (10-2) em triplicata. Brevemente, 1 mL da solução 0,5 McF 

foi transferida para tubos contendo 9 mL de solução salina 0,85%.  

 

5.5 Experimento de avaliação de LEDs  

A aplicação do cluster de LEDs foi realizada em cabine de segurança biológica. A fim de se 

obter uniformidade de absorção da luz, a dimensão da placa de Petri utilizada foi de 60 x 15 

mm. (CRAL®, Cotia, Brasil) na qual foi distribuída 5 mL da suspensão de M. restricta (10-2).  

As placas foram submetidas à intervenção do cluster de LEDs 410 nm ± 10 nm nas fluências 

de 61,13 J/cm2, 91,70 J/cm2 e 183,39 J/cm2 por 10 (T1), 15 (T2) e 30 (T3) minutos, 

respectivamente, utilizando um suporte para o equipamento construído em impressora 3D, 
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Figura 5. Por orientação do fabricante, a cada 10 minutos de aplicação foi realizado um 

intervalo de 5 minutos para o resfriamento do aparelho. 

 

 

Figura 5 — Aplicação de LEDs 410 nm±10 nm em suspensão de leveduras de M. restricta. 

Fonte: autoria própria. 

 

O controle negativo (C-) consistiu em 5mL da suspensão da M. restricta em salina que não 

recebeu nenhum tipo de intervenção. 

Após as intervenções (LEDs, C-) os recipientes contendo as suspensões de M. restricta foram 

vedados com parafilme e mantidos em temperatura ambiente por 24 horas. Em seguida, 50 µL 

da suspensão de cada condição foi semeada em triplicata, em placas de Petri 90 x 15mm 

contendo meio ASD com Cloranfenicol e 1% de azeite de oliva. As soluções foram espalhadas 

utilizando-se alça para esfregaço formato L, descartável e estéril (CRAL®, Cotia, Brasil). 

Cluster de LEDs 410 

nm ±10 nm 

Suporte para o cluster de 

LEDs construído em 

Impressora 3D 

Placa de Petri 60x15mm 

contendo 5mL de suspensão 

da levedura M. restricta 
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As placas foram incubadas em estufa a 33 ± 2°C por 72 horas, e em seguida as UFCs foram 

avaliadas em relação a morfologia (microscopia óptica e Gram) e quantidade (contagem visual 

e análise digital). Os experimentos foram repetidos 3 vezes. 

5.6 Avaliação morfológica  

As placas foram visualizadas macroscopicamente quanto ao formato das UFCs (circular, oval 

ou fusiforme), coloração (branca, creme amarelada), brilho (brilhante, opaca), superfície (lisa 

ou rugosa), elevação (plana, convexa, umbonada) (66). A homogeneidade do crescimento foi 

avaliada através da distribuição das colônias na superfície do meio. 

Para avaliação microscópica das leveduras, uma UFC de M. restricta, localizada no quadrante 

delimitado da Placa 1 de cada condição, foi selecionada aleatoriamente para a confecção da 

lâmina à fresco e para a coloração de Gram.  

As lâminas foram preparadas colocando a UFC selecionada em 10 uL de solução salina 0,85% 

sobre uma lâmina de vidro. Para as lâminas à fresco, a solução foi imediatamente recoberta com 

lamínula. Adicionalmente, as lâminas foram submetidas à coloração Gram, após secagem da 

suspensão, para excluir contaminação das placas por bactérias (67,68). 

As lâminas foram submetidas à leitura em microscópio (Olympus® CX22LED, Tokyo, Japão) 

com a objetiva de aumento de 100x, fotografadas e avaliadas quanto a morfologia celular, 

coloração e presença de psudomicélio, Figura 6. 

 

Figura 6 — Microscopia óptica de suspensão de colônias de M. restricta. A: Lâmina à fresco. B: Coloração 

GRAM. Fonte: autoria própria. 

A B 
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5.7 Contagem de Unidade Formadora de Colônia  

A contagem das UFCs foi realizada pelo pesquisador na delimitação do quadrante previamente 

demarcado no fundo da Placa de Petri, utilizando uma caneta marcador permanente, Figura 7. 

O contador de colônias CP 608 (PHOENIX® Equipamentos Científicos, Araraquara, Brasil) 

foi utilizado para identificar UFCs em brotamento e/ou convergentes. 

 

 

Figura 7 — Placa representativa da padronização da contagem das UFCs de M. restricta.  

Fonte: autoria própria. 

 

5.8 Avaliação da taxa de ocupação das colônias de M. restricta 

As triplicatas das placas de cada condição foram identificadas e posicionadas, sem tampa e em 

fundo preto, dentro da Cabine de Segurança Biológica com luz fria desligada. Foi realizado o 

registro fotográfico utilizando a câmera traseira do SmartPhone modelo e hardware moto g7 

power, 12 MegaPixels, sem flash e sem zoom, Figura 8. As imagens foram transferidas para 

um computador, no formato Joint Photographic Experts Group (JPEG), para que a 

porcentagem da área ocupada pela levedura M. restricta fosse calculada. Foi considerado que 

as UFCs tiveram distribuição homogênea de crescimento na placa de Petri.  
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Figura 8 — Padronização do registro fotográfico. 

 Fonte: autoria própria. 

 

Inicialmente, em software específico (PetriNote), o avaliador demarcou a área da placa de Petri 

com o maior círculo possível, evitando a borda da placa, Figura 9. Para diferenciar a área de 

meio de cultura da área de colônia fúngica, a imagem colorida foi convertida para tons de cinza 

e, em seguida, foi feita a segmentação da imagem por limiarização destes tons. Esta 

limiarização é feita sobre todos os pixels da área demarcada. O limiar usado foi 160, ou seja, 

pixels com tons acima desta intensidade foram considerados como pertencentes às colônias e 

os demais foram considerados grupo de fundo (69).  



34 

 

 

Figura 9 — Demarcação manual do círculo correspondente à área da ocupação da placa de Petri por UFCs de 

M. restricta. Fonte: imagem cedida pelo Dr. Daniel Oliveira Dantas. Departamento de Computação. 

Universidade Federal de Sergipe. Aracaju, Sergipe, Brasil. 

 

5.9 Análise dos dados 

A taxa de inibição de cada uma das intervenções (LEDs 61,13 J/cm2, 91,70 J/cm2 e 183,39 

J/cm2) foi calculada com base na diminuição percentual no valor médio das colônias em 

comparação com o controle negativo. A porcentagem de ocupação da placa por levedura foi 

determinada a partir de uma imagem digital da placa, dividindo-se o número de pixels 

classificados como colônias pelo número total de pixels da placa, utilizando uma ferramenta de 

análise de imagem (PetriNote) (69). 

O teste ANOVA foi utilizado para comparar as porcentagens médias de inibição de crescimento 

e ocupação de placa entre as três fluências dos LEDs 410 nm ± 10 nm e o controle negativo. 

Um P valor (p) inferior a 0,05 foi considerado significativo. A análise de banco de dados, 

descritiva e analítica, foi realizada usando o software GraphPad Prisma 9.4.0 para Windows. 
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6 RESULTADOS 

Após 48 horas de cultura, as UFCs de M. restricta apresentaram formato ovóide, na cor creme, 

aspecto brilhante, com superfície lisa e elevação levemente convexa. Após 48 horas de cultura, 

notou-se aumento do diâmetro das UFCs. Não houve modificação das características de forma, 

contorno e coloração das UFCs no período de cultura, de 48 horas a 120 horas, Figura 10.  

 

Figura 10 — Características macroscópicas das UFCs de M. restricta em diferentes tempos de cultura (de 48 a 

120 horas), com destaque para o aumento do diâmetro da UFC entre 48 horas e 72 horas.   

Fonte: autoria própria. 
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Em relação ao número de UFCs, não houve variação nos tempos avaliados. As médias (± DP) 

de UFCs de M. restricta foram 201,67 (± 82,28) em 48 horas, 203,89 (± 82,85) em 72 horas, 

205,67 (± 83,68) em 96 horas e 206,22 (± 83,71) em 120 horas. Considerando-se a dinâmica de 

resultados do crescimento das UFCs e morfologia das colônias, os experimentos para a 

avaliação de LEDs foram realizados com leveduras cultivadas por 72 horas. 

Os LEDs 410nm ± 10nm utilizados nas fluências de 61,13 J/cm2, 91,70 J/cm2 e 183,39 J/cm2 

reduziu o crescimento das UFCs de M. restricta de forma significativa, p<0,0001, quando 

comparado ao controle negativo, Tabela 1. Não houve diferença significativa no número de 

UFCs quando as fluências foram comparadas entre si. 

 

Tabela 1 — Número de UFCs e taxa de ocupação de M. restricta após aplicação do cluster de 

LEDs 410nm ± 10nm em diferentes fluências.  

Fluência 

(J/cm2) 

Média (± DP) de 

UFCs   

 

p* 

Taxa de ocupação (± DP) de 

UFCs (%)   

 

p* 

Controle 

negativo 
203,89 (± 82,85)  36,28 (± 8,35)  

61,13 J/cm2 48,33 (± 4,59)  13,89 (± 4,46)  

91,70 J/cm2 42,67 (± 16,59) < 0,0001 15,43 (± 6,02) = 0,0006 

183,39 J/cm2 21,50 (± 18,41)  8,38 (± 6,55)  

J: Joule; DP: desvio padrão; UFCs: unidades formadoras de colônias; p:P valor.                       

* Teste ANOVA.  

 

Em relação às taxas de ocupação das leveduras nas placas, a análise da imagem digitalizada 

revelou que a média da porcentagem de ocupação das UFCs de M. restricta nas placas de Petri 

foi menor após intervenção do cluster de LEDs, p = 0,0006.  A exposição à fluência 183,39 

J/cm2 demonstrou um maior efeito na média da porcentagem de ocupação das UFCs de M. 

restricta nas placas de Petri, porém não houve diferença significativa quando as fluências foram 

comparadas entre si. 

As taxas de inibição de crescimento da M. restrita (número de UFCs) e da taxa de ocupação 

das placas foram superiores a 70% e 50%, respectivamente, com todas as fluências do cluster 

de LEDs  410 ± 10 nm avaliadas, Figura 11. 
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Figura 11 — A: Porcentagem de Inibição de LEDs 410± 10 nm no crescimento de UFCs de M. restricta. As UFCs 

foram visualmente contadas após 72 horas de aplicação do cluster de LEDs. B: Porcentagem da redução da taxa 

de ocupação de UFCs de M. restricta após aplicação de LEDs 410± 10 nm. Após 72 horas de aplicação do 

equipamento cluster de LEDs, as imagens foram digitalizadas e analisadas através do aplicativo PetriNote. 

 

Após a intervenção do equipamento cluster de LEDs, as UFCs de M. restricta estavam 

distribuídas homogeneamente nas placas de Petri e apresentavam forma homogênea, com 

formato ovoide, na cor creme, brilhante, com superfície lisa e elevação levemente convexa, 

semelhantes às colônias que não receberam a intervenção. As UFCs expostas as fluências 61,13 

J/cm2 e 183,89 J/cm2 apresentaram visualmente um diâmetro menor quando comparadas ao 

controle negativo.  As UFCs expostas a fluência 91,70 J/cm2 mantiveram um diâmetro 

semelhante ao do controle negativo, Figura 12.   
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Figura 12 — Características macroscópicas das UFCs de M. restricta expostas aos LEDs violeta nas fluências 

61,13 J/cm2, 91,70 J/cm2 ,183,89 J/cm2 e controle negativo. Placas referentes ao experimento 3.  

 

A avaliação microscópica das UFCs de M. restricta em lâminas à fresco (Figura 13a) e por 

coloração Gram (Figura 13b) revelou colônias com formatos circular e ovoide, membranas 

celulares bem delimitadas, sem a presença de pseudomicélios. Não foi identificada diferença 
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estrutural nas colônias que receberam intervenção do cluster de LEDs quando comparadas ao 

controle negativo, Figura 6 e Figura 13a e b. A coloração GRAM mostrou ausência de 

contaminação das amostras por bactérias. 

 

 

Figura 13 — Microscopia óptica 100x, aumento de 1000x, em lâminas à fresco (a) e Gram (b) de M. restricta 

após intervenção do cluster de LEDs (lâmina representativa da fluência 61,13 J/cm2). 
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7 DISCUSSÃO 

 

Esse estudo, até o momento, é pioneiro na investigação da ação antifúngica de LEDs violeta 

410nm ± 10nm na espécie M. restricta. Os resultados encontrados demonstram que todas as 

fluências de LEDs utilizadas tiveram efeito antifúngico, inibindo mais de 70% o crescimento 

de M. restricta. Esse efeito fungicida foi observado com a aplicação da menor fluência avaliada 

(61,13 J/cm2), não havendo diferenças em relação ao número de UFCs, taxa de ocupação nas 

placas e morfologia das colônias com a aplicação das fluências superiores.  

No presente estudo, nós avaliamos a taxa de inibição do crescimento da M. restricta, não apenas 

pelo número de UFCs, como também pela taxa de ocupação das colônias na placa de Petri 

utilizando uma análise digital de imagem que considera o diâmetro de cada colônia. Este 

método está em avaliação pela equipe .de Ciências de Computação da Universidade Federal de 

Sergipe (UFSE) para colônias de bactérias (resultados não publicados). Nós observamos que a 

redução da taxa de ocupação das colônias de M. restricta após a aplicação do equipamento 

cluster de LEDs (57 a 77%) correspondeu diretamente a taxa de inibição de crescimento das 

UFCs após a aplicação do equipamento (73 a 90%). 

Os estudos que avaliaram os efeitos de LEDs sobre outras espécies de Malassezia, utilizaram 

parâmetros diferentes dos utilizados no nosso estudo, não apenas em relação ao comprimento 

do espectro de luz avaliado, mas também na irradiância, fluência e tempo de exposição. 

Avaliando LEDs de comprimentos de onda de 370 a 415nm nas espécies M. furfur, M. 

sympodialis e M. globosa (18), foi observado uma inibição importante do crescimento das 

colônias apenas com LEDs de 380 e 392,5 nm, chegando a 100% de inibição da M. globosa. 

Diferente do nosso estudo, a aplicação de LEDs 410 nm não foi efetiva para a inibição do 

crescimento das diferentes espécies de Malassezia. Esses resultados diferentes podem ser 

explicados pelas diferenças não apenas entre as espécies avaliadas, mas também por diferenças 

nos protocolos empregados. A irradiância aplicada por esses autores (28mW/cm2) foi bem 

abaixo da utilizada no presente estudo (102mW/ cm2). A irradiância influencia diretamente a 

potência, assim mesmo utilizando o mesmo comprimento de onda (410nm), as potências foram 

diferentes entre os dois estudos.  

Moorhead e cols (17) utilizaram LEDs 405nm com irradiância de 35 mW/cm2 para avaliar o 

efeito antifúngico sobre as espécies Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes e 

Aspergillus(A) niger. As espécies Trichophyton foram completamente inibidas após quatro 
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horas de exposição à luz, totalizando a fluência de 504 J/cm2. A espécie. A. niger demonstrou 

uma maior resistência, e seu crescimento foi inibido com uma dose superior, 1440 J/cm2. 

Apesar da utilização de um comprimento de ondar similar ao do nosso estudo, os autores 

utilizaram uma irradiância muito menor, o que necessitou um maior tempo de exposição do 

fungo à luz.   

Muitos estudos relatam o efeito antifúngico do LED violeta /azul nas espécies de Candida com 

comprimento de onda variando de 405 a 415 nm in vitro (19,20,65). O LED tem sido igualmente 

empregado em mulheres com vaginite recorrente por Candida spp. (22,23,70), diminuindo 

sintomas como eritema e prurido.  A Candida spp., assim como a Malassezia spp. são fungos 

leveduriformes, com paredes celulares semelhantes, o que pode justificar o efeito antifúngico 

do LED em ambos os gêneros.   

A faixa de espectro de luz utilizada no presente estudo tem a propriedade de penetração na 

epiderme, local predominante das leveduras do gênero Malassezia (71). A absorção de fótons de 

luz, no espectro entre 400nm e 450nm, pelas porfirinas endógenas presentes nas células da 

epiderme promove uma fotoexcitação que resulta na produção de espécies reativas de oxigênio, 

principalmente oxigênio singleto (1 O2). As ERO reagem com componentes celulares, causam 

desequilíbrio na homeostase celular e danos em organelas citoplasmáticas e ácidos nucleicos. 

Como consequência, ocorre a morte celular por apoptose, necrose ou autofagia (17). De fato, Wi 

e cols, 2012 (18), avaliando as diversas espécies de Malassezia mostraram que LEDs com 

comprimento de onda de 392,5 ± 1 nm induziram o aumento da produção intra e extracelular 

de ERO, mas não o dano ao DNA. Outra hipótese é que o LED 410nm é capaz de inibir a 

catalase, tetrâmetro presente em grande parte de fungos aeróbico, responsável por degradar o 

peróxido de hidrogênio. A presença da catalase garante a sobrevivência dos fungos e invasão 

ao hospedeiro e sua a inativação pelo LED 410 nm torna as células fúngicas altamente 

suscetíveis ao ataque das espécies reativas de oxigênio (20).  

Os LEDs livres de raios ultravioleta, como os utilizados neste estudo, são uma alternativa para 

o tratamento de doenças causadas por fungos/bactérias por apresentarem poucos efeitos 

colaterais (61,72, 73). Além disso, o fato do LED atuar diretamente na célula bacteriana ou fúngica 

pode ser uma vantagem frente à medicamentos, pelo custo e possibilidade de interações 

medicamentosas diversas, além da possibilidade de resistência aos fármacos. O tratamento do 

LED pode ser benéfico em indivíduos imunossuprimidos, como portadores de HTLV-1 e HIV 

que apresentam uma alta prevalência de micoses superficiais e cutâneas (12, 42, 74). 
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Este estudo demonstrou que LEDs 410nm ± 10 nm nas fluências de 61,13 J/cm2, 91,70 J/cm2 

e183,89 J/cm2 reduzem o número de UFCs de M. restricta. Embora o mecanismo de ação do 

LED contra Malassezia não tenha sido elucidado nesta pesquisa, supõe-se que a produção de 

ERO pode desempenhar um papel importante. Os resultados sugerem que o LED pode ser uma 

nova ferramenta terapêutica contra doenças cutâneas causadas por leveduras Malassezia. No 

entanto, são necessários estudos de fase I para avaliar a segurança da aplicação na epiderme. 
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8 PERSPECTIVAS DO ESTUDO 

 

Avaliar outras espécies de Malassezia e as alterações ultra estruturais na membrana plasmática 

e organelas da M. restricta por microscopia eletrônica. Também será verificada a integridade 

do DNA, e a produção de radicais livres de oxigênio.  

 

9 CONCLUSÃO 

 

LEDs 410nm ± 10 nm tem um potente efeito antifúngico sobre a levedura M. restricta in vitro, 

diminuindo a taxa de crescimento e a taxa de ocupação das colônias na placa de cultura. 
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ABSTRACT  

BACKGROUND: Candida spp and Malassezia spp cause superficial infections that may be 

resistant to conventional treatments. Violet light-emitting diodes (LEDs) therapy is a 

therapeutic alternative. PURPOSE: To describe the protocol for evaluating the antifungal 

effect of violet LEDs 410 nm ± 10 nm on Candida spp and Malassezia spp in vitro. 

PROTOCOL: LEDs 410 nm ± 10 nm are applied to a fungal suspension at fluences of 61.13 

J/cm2, 91.70 J/cm2, and 183.39 J/cm2. The isolates are cultured for 48 to 72 hours. Colony 

forming units (CFUs) are quantified by visual counting and percent culture plate occupancy by 

digital analysis. Morphology is assessed by light microscopy and Gram staining, and yeast 

metabolism/function by transmission electron microscopy, assessment of reactive oxygen 

species, and DNA fragmentation. DATA ANALYSIS: the percentage of LEDs inhibition is 

calculated considering the growth of the negative control condition and the percentage of plate 

occupancy by yeasts by dividing the number of pixels classified as colonies by the total number 

of pixels on the plate. The morphological and functional aspects are described for the 

intervention and negative control. The ANOVA test is used to compare the mean percentages 

of growth inhibition and plate occupancy between the three fluences of LEDs 410 nm ± 10 nm 

and the negative control. ESTIMATED RESULTS: We intend to determine the antifungal 

effect of the different fluences of LEDs 410 nm ± 10 nm on Candida spp and Malassezia spp. 

The evaluation of other fungal species by this protocol should be investigated. 



55 

 

Keywords: Phototherapy. Antifungal agents. Candida. Malassezia. 

 

RESUMO 

INTRODUÇÃO: Candida spp e Malassezia spp causam infecções superficiais que podem ser 

resistentes aos tratamentos convencionais. A terapia com diodos emissores de luz violeta 

(LEDs) é uma alternativa terapêutica. OBJETIVO: Descrever o protocolo de avaliação do 

efeito antifúngico in vitro dos LEDs violeta 410 nm ± 10 nm sobre a Candida spp e Malassezia 

spp PROTOCOLO: LEDs de 410 nm ± 10 nm são aplicados a uma suspensão fúngica em 

fluências de 61,13 J/cm2, 91,70 J/cm2 e 183,39 J/cm2. Os isolados são cultivados por 48 a 72 

horas. As unidades formadoras de colônias (UFCs) são quantificadas por contagem visual e a 

porcentagem de ocupação da placa de cultura por análise digital. A morfologia é avaliada por 

microscopia de luz e coloração de Gram, e o metabolismo/função da levedura por microscopia 

eletrônica de transmissão, avaliação de espécies reativas de oxigênio e fragmentação de DNA. 

ANÁLISE DOS DADOS: O percentual de inibição dos LEDs é calculado considerando o 

crescimento da condição de controle negativo e o percentual de ocupação da placa por 

leveduras, dividindo-se o número de pixels classificados como colônias pelo número total de 

pixels na placa. Os aspectos morfológicos e funcionais são descritos para a intervenção e 

controle negativo. O teste ANOVA é utilizado para comparar as porcentagens médias de 

inibição de crescimento e ocupação de placa entre as três fluências dos LEDs 410 nm ± 10 nm 

e o controle negativo. RESULTADOS ESTIMADOS: Pretendemos determinar o efeito 

antifúngico das diferentes fluências de LEDs 410 nm ± 10 nm sobre Candida spp e Malassezia 

spp. A avaliação de outras espécies de fungos por este protocolo deve ser investigada. 

Palavras-chave: Fototerapia. Agentes antifúngicos. Candida. Malassezia. 
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INTRODUCTION  

Fungal infections affect more than one billion people each year1 and are the fourth leading cause 

of human disease. Candida and Malassezia species are among the frequent causes of superficial 

fungal infections.2 Vulvovaginitis is one of the most common genital infections in women and 

is manifested by vaginal discharge, itching, burning and/or stinging, dysuria, and dyspareunia.3 

Candida albicans, a saprophyte found in the vaginal mucosa, is the main species associated 

with vulvovaginosis.4 However, nonalbicans Candida species, including C. glabrata, also cause 

vulvovaginitis in HIV-infected women.5 Although vulvovaginitis is usually sporadic and 

associated with mild to moderate symptoms, the infection may recur in some women and 

responds poorly to conventional treatment.6 

The genus Malassezia includes lipophilic and lipodependent fungi.7 To date, 18 species of 

Malassezia8 are known. Malassezia spp is considered one of the most common skin inhabitants 

in warm-blooded animals.9 M. globosa and M. restricta are involved in the development of 

seborrheic dermatitis/dandruff (SD/D) and M. sympodialis is associated with atopic 

dermatitis.10 Seborrheic dermatitis occurs in 2% to 5% of the general population and affects 

20% to 83% of immunocompromised individuals with HIV and HTLV.11-13  

Azole antifungals are the first-line agents for the treatment of superficial infections with 

Candida spp and Malassezia spp. However, the long duration of treatment and the need for 

special long-term skin/mucosal care limit the efficacy of the proposed methods.14,15 The 

inability to control the recurrence of fungal infection leads to anxiety and irritation, which 

aggravates the symptoms and prevents a better prognosis of the pathology.16-18 

Violet/blue LED has shown antifungal activity in vitro and beneficial biological effects on skin 

inflammation in vivo.19,20 The LED causes excitation of endogenous intracellular porphyrin 

present in the fungus, which acts as a photosensitizer. The absorption of photons leads to the 

production of reactive oxygen species, which eventually leads to cell death.19,21 The wavelength 

of violet/blue LED ranges from 380 to 495 nm, the therapeutic window with lower penetration 

into the skin, as it mainly reaches the epidermis22, the layer where superficial mycoses occur.2 

This study describes the experimental protocol to evaluate the in vitro antifungal effect of violet 

light-emitting diodes (LEDs) (410 nm ± 10 nm) on Candida spp. and Malassezia spp.  
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METHODS  

Study protocol 

The protocol was designed to study in vitro the antifungal effect of violet light-emitting diodes 

(LEDs) 410 nm ± 10 nm on yeast. The study is conducted at the research laboratory Núcleo de 

Pesquisa e Inovação - NUPI (Research and Innovation Center) at the Bahiana School of 

Medicine and Public Health (EBMSP) in Salvador-Bahia-Brazil. 

Ethical considerations 

Submission to the Institutional Research Board is waived because no human subjects are 

involved. The study is registered in the Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e 

do Conhecimento Tradicional Associado - SisGen (National System for the Management of 

Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge) (SisGen AE39DE1 and AED7762). 

LEDs equipment 410 nm ± 10 nm 

The LED device used is the cluster e-light V of the brand DMC Equipamentos Ltda. (São 

Carlos, Brazil), which has an array of 8 violet LEDs with a light emission wavelength of 410 

nm ± 10 nm and a power of 480 mW per emitter. The device is registered with the Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária - ANVISA (National Health Surveillance Agency) 

(registration 80030810174). 

Isolates of Candida and Malassezia species  

The isolates of Candida spp used were obtained from the Clinical Analysis Laboratory Jaime 

Cerqueira, Salvador, Brazil, and are seeded in Sabouraud Dextrose Agar (SDA) culture. The 

isolates of Malassezia spp used were obtained from the School of Veterinary Medicine and 

Animal Sciences, Universidade Federal da Bahia (UFBA), and are seeded in SDA culture 

medium plus 1% olive oil. 

Culture and expansion of yeast isolates.  

First, yeast are seeded in a class 2 biological safety cabinet with a 10 µL microbiology loop in 

90x15mm sterile Petri dishes containing 20 mL SDA with chloramphenicol (Neogen, Lansing 

Michigan, United States). For Malassezia spp. cultures, 1% extra virgin olive oil with 0.50% 

acidity (Gallo, Abrantes, Portugal) is added to the culture medium. The plates are then 

incubated in a Quimis® oven at 36 ± 2°C for 48 hours and at 33 ± 2°C for 72 hours for Candida 

spp.20 and Malassezia spp.23, respectively. To prepare the suspension, remove well-defined, 
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ovoid yeast colonies from the Petri dishes using a 10 µL microbiology loop and place them in 

an 8-mm glass tube containing 4 mL of 0.85% saline. Then mix the colonies in a vortex and 

adjust the turbidity to 0.5 McFarland (McF), which corresponds to 1.5 x 108 CFU/mL in the 

DEN -1 turbidimeter (McFarland Densitometer, Biosan). 

LEDs application  

Use LEDs on 60 x 15 mm Petri dishes (CRAL®, Cotia, Brazil) containing 5 mL yeast 

suspension (10-2 and 10-3) in a biological safety cabinet. Irradiate the plates with LEDs 410 nm 

 10 nm for 10 (T1), 15 (T2), and 30 (T3) minutes, corresponding to fluence of 61.13 J/cm2, 

91.70 J/cm2, and 183.39 J/cm2, respectively. These fluences were adjusted after initial 

experiments based on the study described elsewhere.24 

According to the manufacturer's instructions, a 5-minute break is taken every 10 minutes to 

allow the instrument to cool. The positive control consists of a yeast suspension in the presence 

of an antifungal agent with a 50% growth inhibitory concentration (IC50). The negative control 

(C-) consists of the yeast suspension without any type of intervention. After the intervention, 

50 µL of the suspension of each condition is added in triplicate to 90 x 15 mm Petri dishes 

containing ASD medium with chloramphenicol (Candida spp.) and enriched with 1% olive oil 

for Malassezia spp. cultures. The solutions are spread with a sterile disposable L-shaped 

spreader bar. The culture plates containing Candida spp. are incubated at 36± 2°C for 48 hours, 

whereas those containing Malassezia spp. are incubated at 33± 2°C for 72 hours. Colony 

forming units (CFUs) are then quantified by visual counting and the percentage of occupancy 

of the culture plate is determined by digital analysis. Morphology is assessed by light 

microscopy and Gram stain, and metabolism/function by transmission electron microscopy and 

DNA fragmentation. The experiments are repeated 3 times. 

Morphological evaluation 

CFUs are examined macroscopically for shape (circular, ovoid, or fusiform), color (white, 

yellowish-creamy), brightness (light, opaque), surface (smooth or rough), and elevation (flat, 

convex, roof-shaped).25 Homogeneity of growth is assessed by the distribution of colonies on 

the surface of the medium. For microscopic evaluation of yeast, a CFU in a delineated quadrant 

of plate 1 of each condition is randomly selected for preparation of a new slide and Gram 

staining. Slides are prepared by placing the selected CFU in 10 µL of 0.85% saline on a glass 

slide. For fresh slides, the solution is immediately covered with a coverslip. In addition, after 



59 

 

the suspension dries, the slides are subjected to Gram staining to exclude bacterial 

contamination of the plates.4,26 The slides are viewed under a light microscope (Olympus® 

CX22LED, Tokyo, Japan) with a 100x magnification objective, photographed, and examined 

for cell morphology, staining, and the presence of pseudomycelium. 

Quantification of colony forming units (CFU). 

CFU is counted in the quadrant previously drawn on the bottom of the Petri dish with a 

permanent marker. The CP 608 colony counter (PHOENIX® Equipamentos Científicos, 

Araraquara, Brazil) is used to identify budding and/or converging CFUs. 

Evaluation of the colony occupation rate of the culture plate. 

Triplicate plates of each condition are identified and placed without cover in front of a dark 

background in the biological safety cabinet with cold light off. Digital images are captured 

using smartphone´s rear camera, without flash or zoom. The images are transferred to a 

computer in JPEG (Joint Photographic Experts Group) format so that the percentage of surface 

occupied by yeast can be calculated. Only plates with a homogeneous growth distribution in 

the Petri dish are considered. To determine the areas of the culture medium and the fungal 

colony, the image is converted to gray scale and segmented by thresholding. The threshold used 

is 160, i.e., values above this intensity are considered as colonies and the others as background 

group.27 

Transmission electron microscopy  

Cells are fixed in 2.5% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde in 0.1 M sodium cacodylate 

buffer, pH 7.4, and postfixed in 1.5% potassium permanganate for 1 hour while protected from 

light. Samples are dehydrated in an acetone series and embedded in Spurr resin (Ted Pella, 

Redding, CA). Ultrathin sections were imaged on a 400-mesh copper grid and contrasted in 5% 

uranyl acetate and 3% lead citrate. Ultrastructural analysis is performed using a Zeiss109 

transmission electron microscope at 80 kV.28 Ultrastructural changes in the cytoplasmic 

organelles as well as the elemental chemical composition of fungal cells will be visualized.  

DNA fragmentation assay 

The DNA fragmentation assay was performed to evaluate the integrity of the genetic material. 

The essay was performed according to the protocol described elsewhere by Wi et al, 2012.21 

Briefly, yeast colonies were suspended in 500 µL of lysis buffer [100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 
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sodium dodecyl sulfate (SDS) 0.5%, 250 nM NaCl, 30 mM ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA), pH 8.0] and vortex mixed for 10 s, then incubated at 100° C for 15 min. Then, 500 

µL of 3.0 M sodium acetate is added and incubated at -20°C for 10 min. The protein in the 

supernatant is removed with phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) and 

chloroform:isoamyl alcohol (24:1). DNA is precipitated with an equal volume of isopropanol, 

washed with 500 µL of 70% ethanol, dried, and mixed with 20 µL of TE buffer (10 mM Tris 

HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0). DNA samples are analyzed in a 1% agarose gel.   

Assessment of reactive oxygen species (ROS) 

Cells are harvested, seeded per well in 1 ml supplemented medium, and then exposed to LED 

application at the indicated fluences. Samples are then washed with sterile saline and incubated 

with SYTO-61 at a concentration of 0.5 μM (for DNA staining) and CellROX green probe (for 

ROS staining) for 30 minutes in the dark. Samples are washed and placed in polypropylene 

tubes. Cells are resuspended in 1 mL of isotonic diluent. At least 10,000 events are recorded 

using a BD LSRFortessa™ Cell Analyzer (BD, New Jersey, USA). ROS are identified using 

the FITC channel (gain of 500 V) and cells identified by SYTO-61 staining are quantified using 

the APC channel (gain of 450 V). Cells are detected with a two-dimensional dot plot between 

the APC channel (gain of 562 V) and the FSC channel (gain of 150 V). A second gate is 

generated by a two-dimensional dot plot between the APC and FTIC channels (gain of 320 V) 

to select viable cells that are positive for the ROS. 

Data analysis  

The inhibition rate of each of the interventions (LEDs 61.13 J/cm2, 91.70 J/cm2, and 183.39 

J/cm2) is calculated based on the percentage decrease in the mean value of colonies compared 

with the negative control. The percentage of occupancy of the plate by yeast is determined from 

a digital image of the plate by dividing the number of pixels classified as colonies by the total 

number of pixels on the plate using an image analysis tool (PetriNote).27 

The ANOVA test is used to compare the mean percentages of growth inhibition and plate 

occupancy between the three fluences of LEDs 410 nm ± 10 nm and the negative control. A P 

value less than 0.05 is considered significant. Database, descriptive and analytical analysis is 

performed using GraphPad Prisma 9.4.0 software for Windows. 

Estimated Results 
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The results of this protocol will allow to determine the antifungal effect of the different fluences 

of LEDs 410 nm ± 10 nm on Candida spp. and Malassezia spp. in vitro. The evaluation of other 

fungal species by this protocol should be investigated. 
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ANEXO 2 – ORIENTAÇÕES DE TRABALHOS DE CONCLUSÃO DE CURSO DE 

GRADUAÇÃO RELACIONADOS AO TEMA 
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ANEXO 3 – APRESENTAÇÕES EM EVENTOS CIENTÍFICOS 

 

 

 

 

 

 

 

 


