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RESUMO

Ribeiro, NP. Potencial antibiofilme de um sistema nanocarreador de cloreto de
cetilpiridinio: evidéncias em modelo microcosmo de candidiase bucal. 2026. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias, area de Saude Bucal da Crianga) — Faculdade de Odontologia de

Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba 2026.

Este estudo avaliou o efeito de um nanocarreador de cloreto de cetilpiridinio (CPC), baseado
em nanoparticulas de oxido de ferro (IONPs) revestidas por quitosana (CS), sobre biofilmes
microcosmos de estomatite protética. Isolados de Candida spp. da saliva de cinco doadores com
estomatite protética foram identificados por espectrometria de massa MALDI-TOF MS, e a
concentragdo inibitéria minima (CIM) do nanocarreador foi determinada por microdiluicdo em
caldo. Biofilmes microcosmos foram formados (72h) sobre resina acrilica no modelo
Amsterdam Active Attachment e tratados (24 h) com o nanocarreador contendo diferentes
concentracdes de CPC (39, 78 ou 156 pg/mL). Os efeitos foram analisados por contagem de
unidades formadoras de coldnias (UFCs), biomassa total (cristal violeta), atividade metabdlica
(reducdo do XTT), microscopia confocal (viabilidade e espessura) e microscopia eletronica de
varredura (MEV). IONPs, CS, CPC isolados e biofilme n&o tratado serviram como controles.
Os dados foram submetidos aos testes de ANOVA ou Kruskal-Wallis, com teste post-hoc de
Student-Newman-Keuls (p < 0,05). Foram identificadas as espécies C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis e C. glabrata. O nanocarreador apresentou efeito predominantemente sinérgico,
com valores de CIM inferiores aos dos controles. Embora ndo tenha reduzido
significativamente as UFCs e a biomassa total, o nanocarreador com 156 pg/mL de CPC
reduziu a atividade metabdlica em 79,3% (p < 0,001). Além disso, as analises de microscopia
confocal revelaram reducéo significativa na viabilidade celular e na espessura do biofilme, com
desempenho superior ao CPC em sua forma livre. Por MEV, o biofilme exposto ao
nanocarreador exibiu uma estrutura menos densa, constituida por leveduras em associa¢do com
cocos e bacilos. Conclui-se que o nanocarreador tem um forte efeito antifungico sobre células
planctonicas de Candida e é capaz de modular a viruléncia e a arquitetura do biofilme, mesmo
sem reduzir a carga microbiana e a biomassa, representando uma possivel estratégia no manejo

da candidiase bucal.

Palavras-chave: Biofilmes; Candidiase bucal; Cetilpiridinio; Nanoparticulas magnéticas de
oxido de ferro; Quitosana.



ABSTRACT

Ribeiro, NP. Antibiofilm potential of a nanocarrier system of cetylpyridinium chloride:
evidence from a microcosm model of oral candidiasis, 2026. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias, area de Saude Bucal da Crianga) — Faculdade de Odontologia de Aragatuba,
Universidade Estadual Paulista, Aragatuba 2026.

This study evaluated the effect of a cetylpyridinium chloride (CPC) nanocarrier based on
chitosan-coated (CS) iron oxide nanoparticles (IONPs) on denture stomatitis microcosm
biofilms. Candida spp. isolates obtained from the saliva of five donors with denture stomatitis
were identified by MALDI-TOF MS, and the minimum inhibitory concentration (MIC) of the
nanocarrier was determined using the broth microdilution method. Microcosm biofilms were
formed for 72 h on acrylic resin specimens using the Amsterdam Active Attachment model and
subsequently treated for 24 h with the nanocarrier containing different CPC concentrations (39,
78, or 156 pg/mL). The effects were assessed by colony-forming unit (CFU) counts, total
biomass quantification (crystal violet staining), metabolic activity (XTT reduction assay),
confocal laser scanning microscopy (CLSM) to evaluate viability and biofilm thickness, and
scanning electron microscopy (SEM). IONPs, CS, free CPC, and untreated biofilms were used
as controls. Data were analyzed using ANOVA or Kruskal-Wallis tests, followed by the
Student—Newman—Keuls post hoc test (p < 0.05). The Candida species identified included C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, and C. glabrata. The nanocarrier exhibited a
predominantly synergistic effect, with MIC values lower than those of the controls. Although
it did not significantly reduce CFU counts or total biomass, the nanocarrier containing 156
pg/mL CPC reduced metabolic activity by 79.3% (p < 0.001). In addition, confocal microscopy
analyses demonstrated a significant reduction in cell viability and biofilm thickness, with
superior performance compared to CPC in its free form. SEM analysis revealed that biofilms
exposed to the nanocarrier displayed a less dense structure, composed of yeasts associated with
cocci and bacilli. In conclusion, the nanocarrier exhibited a strong antifungal effect on
planktonic Candida cells and was able to modulate biofilm virulence and architecture, even
without reducing microbial load or biomass, representing a promising strategy for the
management of oral candidiasis.

Keywords: Biofilms; Oral candidiasis; Cetylpyridinium; Magnetic iron oxide nanoparticles;
Chitosan.
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INTRODUCAO

A estomatite protética ¢ uma forma de candidiase bucal caracterizada por inflamacao
cronica da mucosa bucal recoberta por proteses removiveis, totais ou parciais.'? Clinicamente,
manifesta-se por eritema associado a colonizagdo fungica dos tecidos bucais e ao biofilme
desenvolvido nas superficies protéticas, sendo causada principalmente por Candida albicans,
embora espécies ndo-albicans também possam estar envolvidas.!>**° Seu desenvolvimento
esta relacionado a disbiose da microbiota bucal e ao comprometimento das defesas do
hospedeiro, sendo favorecido por fatores locais e sistémicos, como o uso de proteses,
hipossalivacdo, idade avancada, diabetes mellitus, imunossupressdo e uso prolongado de
antibidticos ou corticosteroides.”® Em portadores de proteses totais, a estomatite protética
apresenta uma prevaléncia variavel de 11 a 70%.2

Embora os antifungicos tradicionais sejam os farmacos de primeira escolha para auxiliar
no tratamento da estomatite protética, relatos de resisténcia em espécies de Candida e a
natureza polimicrobiana dos biofilmes, os quais apresentam cargas elevadas de varias espécies
bacterianas, tém contribuido para a recorréncia dessa infeccdo.”!%!"1? Isso justifica o uso de
terapias adjuvantes de amplo espectro, como o cloreto de cetilpiridinio (CPC), um composto
quaternario de amonio com atividade antimicrobiana e antibiofilme frente a multiplos
patogenos. ! 141516

Apesar da eficacia, o CPC apresenta baixa substantividade, o que reduz a duragdo do
efeito clinico e demanda reaplicagdes frequentes, podendo favorecer o surgimento de
resisténcia microbiana em algumas espécies.!””!® A literatura também evidencia sua
citotoxicidade para fibroblastos e queratindcitos, mesmo em baixas concentragdes ou curtos
periodos de exposi¢do.!” Clinicamente, o uso do CPC esté associado a efeitos adversos como
manchas dentérias, ulceracdes, alteracio do paladar e ardéncia bucal.’® Nesse contexto,
abordagens combinadas, como a associacdo de antimicrobianos a formulagdes coloidais de
nanoparticulas, tém sido investigadas para potencializar a acdo antibiofilme e reduzir efeitos

adversos no tratamento da candidiase bucal.?!

Particularmente, as nanoparticulas de 6xido de
ferro (IONPs) destacam-se por sua reatividade, propriedades magnéticas e biocompatibilidade,
sendo comumente revestidas com quitosana (CS), um polimero mucoadesivo com atividade
antimicrobiana que previne sua agregagdo.?>>32

O uso de IONPs-CS como carreadores de miconazol, fluconazol, clorexidina e CPC tem
demonstrado resultados promissores no controle de biofilmes de Candida spp.*>*%*"*® Em

especial, o CPC associado as IONPs-CS superou o CPC isolado na reducdo da carga celular de

12



biofilmes de C. albicans e C. glabrata, tanto em modelos simples quanto mistos, mantendo o
mesmo perfil de citotoxicidade.?® Apesar dos avancos, nenhum estudo prévio avaliou a eficicia
do nanocarreador IONPs-CS-CPC sobre biofilmes microcosmos desenvolvidos em um modelo
de adesdo ativa a partir da saliva de pacientes com estomatite protética. A utilizagdo desse
modelo experimental representa melhor a disbiose clinica do que as cepas de referéncia e pode
fornecer suporte para investigagdes futuras in situ € in vivo. Consequentemente, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do nanocarreador IONPs-CS-CPC sobre biofilme microcosmo
polimicrobiano formado sobre espécimes de resina acrilica posicionados verticalmente no
modelo Amsterdam Active Attachment (AAA), usando saliva de pacientes portadores de

estomatite protética como in6culo microbiano.

13



CONCLUSAO

O nanocarreador de CPC apresentou efeito antiflngico sinergistico sobre células
planctonicas de Candida spp. isoladas da saliva de pacientes com graus variados de
estomatite protética. Esse nanocarreador também reduziu significativamente o metabolismo, a
viabilidade e a espessura do biofilme microcosmo de candidiase bucal, mesmo sem
reduzir a carga microbiana. Portanto, a nanoterapia avaliada no presente estudo
demonstra capacidade de modular a viruléncia e a integridade estrutural do biofilme,
constituindo uma estratégia potencial no manejo da candidiase bucal por meio de um

mecanismo de acdo distinto e complementar aos tratamentos tradicionais.
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