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RESUMO

Roseno, ACB. Efeito antibiofilme de um novo nanocarreador dual de miconazol
e cloreto de cetilpiridinio. 2026. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias, area de Saude
Bucal da Crianca) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aracatuba, 2026.

Os objetivos desse estudo foram desenvolver um novo nanocarreador dual baseado
na incorporacdo simultanea de miconazol (MCZ) e cloreto de cetilpiridinio (CPC) em
um sistema core-shell constituido por nanoparticulas de oxido de ferro (IONPSs)
revestidas por quitosana (CS), realizar sua caracterizagao fisico-quimica e avaliar
seus efeitos sobre biofilmes microcosmos de estomatite protética. O nanocarreador
dual IONPs-CS-MCZ-CPC foi obtido pela mistura de uma suspensdo coloidal de
IONPs com CS previamente dissolvida em acido acético, seguida da incorporagéo de
500 pg/mL de MCZ e CPC. A caracterizacéo foi realizada por microscopia eletrénica
de transmisséo, espalhamento dinamico de luz, potencial zeta, difratometria de raios
X, espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier e andlise
termogravimétrica. Cinco individuos com estomatite protética doaram saliva, e 0s
isolados clinicos de Candida no estado plancténico foram submetidos a determinacao
da concentracdo inibitéria minima do nanocarreador. O pool de saliva desses
pacientes foi utilizado para formar biofilmes microcosmos (72 h) sobre espécimes de
resina acrilica em um modelo de adesao ativa. Apos, os biofilmes foram tratados (24
h) com diferentes suspensdes do nanocarreador dual, contendo MCZ e CPC nas
concentracfes de 7,8, 19,5 ou 39 pg/mL (IONPs-CS-MCZ39-CPC39). IONPs, CS e a
combinacdo de MCZ com CPC nao carreados também foram avaliados, enquanto
biofilmes néo tratados constituiram o controle negativo. Os parametros analisados
incluiram biomassa total, atividade metabdlica e contagem de unidades formadoras
de colénias (UFCs), além das analises por microscopia eletrbnica de varredura e
microscopia confocal de varredura a laser. Os dados foram analisados por ANOVA a
um critério ou teste de Kruskal-Wallis, seguidos do teste post hoc de Student-
Newman-Keuls (n =9; a =0,05). O nanocarreador obtido apresentou morfologia global
esférica, semelhante a nanoflower, com didmetro médio de 52,35 + 23,18 nm, indice
de polidispersividade de 0,49 + 0,005 e potencial zeta de +30,70 £ 3,99 mV. O
nanocarreador manteve a estrutura cristalina das IONPs isoladas e exibiu estabilidade

térmica até aproximadamente 100 °C. O nanocarreador demonstrou efeito antifingico



predominantemente sinérgico sobre células plancténicas de Candida. Nos ensaios de
biofilme, ndo houve reducdo significativa da biomassa total ou da espessura.
Entretanto, a formulacdo IONPs-CS-MCZ39-CPC39 promoveu reducao de 93,2% na
atividade metabdlica, além de diminuir significativamente as UFCs e aumentar a
proporcdo de células mortas, superando os farmacos ndo carreados. A andlise
ultraestrutural revelou biofilmes complexos formados por hifas, leveduras e bactérias.
Conclui-se que o nanocarreador dual foi eficientemente obtido e apresenta potencial

antifungico e antibiofilme relevante para o0 manejo da estomatite protética.

Palavras-chave: Biofilmes; Candidiase bucal; Miconazol; Nanoparticulas magnéticas

de 6xido de Ferro; Quitosana.



ABSTRACT

Roseno, ACB. Antibiofilm effect of a novel dual nanocarrier of miconazole and
cetylpyridinium chloride. 2026. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias, area de Saude
Bucal da Crianca) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aracatuba, 2026.

The objectives of this study were to develop a novel dual nanocarrier based on the
simultaneous incorporation of miconazole (MCZ) and cetylpyridinium chloride (CPC)
in a core-shell system consisting of chitosan (CS)-coated iron oxide nanoparticles
(IONPs), to perform its physicochemical characterization, and to evaluate its effects on
microcosm biofilms of denture stomatitis. The dual nanocarrier IONPs-CS-MCZ-CPC
was obtained by mixing a colloidal suspension of IONPs with CS previously dissolved
in acetic acid, followed by the incorporation of 500 pg/mL of MCZ and CPC.
Characterization was performed by transmission electron microscopy, dynamic light
scattering, zeta potential, X-ray diffractometry, Fourier transform infrared
spectroscopy, and thermogravimetric analysis. Five individuals with denture stomatitis
donated saliva, and clinical isolates of Candida in the planktonic state were subjected
to determination of the minimum inhibitory concentration of the nanocarrier. The saliva
pool from these patients was used to form microcosm biofilms (72 h) on acrylic resin
specimens in an active adhesion model. Subsequently, the biofilms were treated (24
h) with different suspensions of the dual nanocarrier, containing MCZ and CPC at
concentrations of 7.8, 19.5, or 39 ug/mL (IONPs-CS-MCZ39-CPC39). Uncarried
IONPs, CS, and the combination of MCZ with CPC were also evaluated, while
untreated biofilms constituted the negative control. The parameters analyzed included
total biomass, metabolic activity, and colony-forming unit (CFU) count, in addition to
analyses by scanning electron microscopy and confocal laser scanning microscopy.
The data were analyzed by one-way ANOVA or Kruskal-Wallis test, followed by the
Student-Newman-Keuls post-hoc test (n = 9; a = 0.05). The obtained nanocarrier
presented a globally spherical morphology, similar to a nanoflower, with an average
diameter of 52.35 + 23.18 nm, a polydispersity index of 0.49 + 0.005, and a zeta
potential of +30.70 £ 3.99 mV. The nanocarrier maintained the crystalline structure of
the isolated IONPs and exhibited thermal stability up to approximately 100 °C. The
nanocarrier demonstrated a predominantly synergistic antifungal effect on planktonic

Candida cells. In biofilm assays, there was no significant reduction in total biomass or



thickness. However, the IONPs-CS-MCZ39-CPC39 promoted a 93.2% reduction in
metabolic activity, in addition to significantly decreasing CFUs and increasing the
proportion of dead cells, surpassing the uncarried drugs. Ultrastructural analysis
revealed complex biofilms formed by hyphae, yeasts, and bacteria. It is concluded that
the dual nanocarrier was efficiently obtained and presents relevant antifungal and

antibiofilm potential for the management of denture stomatitis.

Keywords: Biofilms; Chitosan; Magnetic iron oxide nanoparticles; Miconazole; Oral
candidiasis.
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metabolica (B), expressa em absorbancia/mL, de biofilmes microcosmos de
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54,5 ug/mL), miconazol (39 pug/mL) associado ao cloreto de cetilpiridinio (39
pg/mL) (MCZ39-CPC39), bem como com trés formulagdes do nanocarreador
dual: IONPs-CS-MCZ7.8-CPC7.8 (7,8 pg/mL de cada farmaco), IONPs-CS-
MCZ19.5-CPC19.5 (19,5 pug/mL de cada farmaco) e IONPs-CS-MCZ39-
CPC39 (39 pg/mL de cada farmaco). O grupo controle negativo (NC)
corresponde aos biofilmes tratados exclusivamente com meio de cultura
McBain, sem adi¢cdo de compostos ativos. A analise estatistica foi realizada
por ANOVA a um critério, seguida do teste post hoc de Student-Newman-
Keuls (a = 0,05). Letras minusculas distintas indicam diferengas
estatisticamente significativas entre 0s grupos experimentais.

Figura 4 — Avaliacdo quantitativa das cargas bacteriana total (A), de Candida
spp. (B), de Streptococcus mutans (C) e de Lactobacillus spp. (D), expressas

em logl0 CFU/mL, de biofilmes microcosmos de estomatite protética. Os
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biofilmes foram submetidos a tratamento por 24 h com nanoparticulas de
oxido de ferro (IONPs; 54,5 pg/mL), quitosana (CS; 54,5 ug/mL), miconazol
(39 pg/mL) associado ao cloreto de cetilpiridinio (39 pg/mL) (MCZ39-CPC39),
bem como com trés formulag¢des do nanocarreador dual: IONPs-CS-MCZ7.8-
CPC7.8 (7,8 pg/mL de cada farmaco), IONPs-CS-MCZz19.5-CPC19.5 (19,5
png/mL de cada farmaco) e IONPs-CS-MCZ39-CPC39 (39 ug/mL de cada
farmaco). O grupo controle negativo (NC) corresponde aos biofilmes tratados
exclusivamente com meio de cultura McBain, sem adicdo de compostos
ativos. A analise estatistica foi realizada por ANOVA a um critério ou teste de
Kruskal-Wallis, seguidos do teste post hoc de Student-Newman-Keuls (a =
0,05). Letras minusculas distintas indicam diferencas estatisticamente
significativas entre 0s grupos experimentais.

Figura 5 — Andlise por microscopia eletrénica de varredura de biofilmes
microcosmos de estomatite protética submetidos a diferentes tratamentos:
meio de cultura McBain sem adicdo de compostos ativos (A; controle
negativo), combinacdo de miconazol (MCZ) e cloreto de cetilpiridinio (CPC),
ambos a 39 pg/mL (B), e nanocarreador dual contendo MCZ e CPC, também
a 39 ug/mL (C). As imagens E, F, G e H correspondem ao mapeamento
elementar por espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) do
biofilme apresentado na imagem D, evidenciando a distribuicdo dos &tomos
de Fe, CI, N e O, respectivamente. A imagem | mostra a sobreposi¢cdo dos
mapas elementares de Fe, CI, N e O.

Figura 6 — Analise por microscopia confocal de varredura a laser de biofilmes
microcosmos de estomatite protética submetidos a diferentes tratamentos:
meio de cultura McBain sem adicdo de compostos ativos (A e D; controle
negativo - NC), combinacdo de miconazol (MCZ) e cloreto de cetilpiridinio
(CPC), ambos a 39 ug/mL (B e E; MCZ39-CPC39), e nanocarreador dual
constituido por nanoparticulas de O6xido de ferro (IONPs) revestidas por
quitosana (CS) carreando MCZ e CPC, também a 39 pg/mL (C e F; IONPs-
CS-MCZ39-CPC39). As fluorescéncias verde e vermelha indicam células
vivas e mortas, respectivamente. As imagens G e H correspondem as
analises de viabilidade celular e espessura dos biofilmes, respectivamente.

Letras minusculas distintas indicam diferengas estatisticamente significativas
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entre os grupos experimentais (ANOVA a um critério, seguida do teste post

hoc de Student-Newman-Keuls; a = 0,05).
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1 INTRODUCAO

O edentulismo continua a afetar uma parcela significativa da populacao
mundial, com prevaléncias que variam de 11% a 37% conforme a regido geogréfica,
sendo mais frequente em individuos com 75 anos ou mais (Borg-Bartolo et al., 2022).
Nesse mesmo contexto, a carie dentéria, importante determinante da perda dentéria
ao longo da vida, apresenta elevada prevaléncia mundial em pessoas de meia-idade
e idosos, variando de 17% a 53% nos diferentes continentes, com maior ocorréncia
entre individuos de 65 a 74 anos (Borg-Bartolo et al., 2022). Embora dados recentes
apontem reducédo do edentulismo em adultos de 70 a 74 anos, associada ao aumento
da proporcéo de individuos com 20 ou mais dentes (Tay et al., 2026), esses achados
refletem uma transicdo do edentulismo total para perdas dentarias parciais. Como
consequéncia, persiste uma demanda expressiva por reabilitacdo com proteses
dentarias (Peron et al., 2023), inclusive em adultos mais jovens (Pinto et al., 2025),

visando a restauracao da funcao mastigatoria.

Nesse contexto de crescente utilizacdo de proteses dentérias, a instalacao de
préteses removiveis na cavidade bucal cria superficies favoraveis ao desenvolvimento
de biofilme microbiano (Monteiro et al., 2021), caracterizado por uma comunidade
inter-reino imersa em matriz extracelular (Lueyar et al., 2023). Esse biofilme
polimicrobiano, associado a fatores locais e sistémicos do hospedeiro, pode favorecer
o desenvolvimento de infec¢Bes bucais, como a estomatite protética (Hannah et al.,
2017; McReynolds et al., 2023; Jargensen, 2024). A estomatite protética consiste em
uma inflamacdo crbnica da mucosa subjacente a proteses totais ou parciais
confeccionadas em resina acrilica (Hannah et al., 2017; McReynolds et al., 2023),
caracterizando-se clinicamente por areas eritematosas, com ou sem edema, podendo
ocorrer de forma sintomatica ou assintomatica, e eventualmente associada a
alteracdes hiperplasicas (Peric et al., 2024). Do ponto de vista microbioldgico,
espécies do género Candida, especialmente Candida albicans, sdo os principais
patdogenos envolvidos (Fifolato et al.,, 2025). Contudo, evidéncias indicam que
bactérias como Streptococcus mutans, Lactobacillus spp. e Staphylococcus aureus
também participam do processo infeccioso, com cargas mais elevadas em pacientes
acometidos pela doenca (Bilhan et al., 2009; Mantzourani et al., 2010; Sampaio et al.,
2025).
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Como parte do manejo dessa condicao infecciosa, o miconazol (MCZ) tem sido
indicado como opcéo terapéutica antifiungica (Carvalho-Silva et al., 2025), assim como
0 uso de enxaguantes bucais com ampla acdo antimicrobiana, como o cloreto de
cetilpiridinio (CPC) (Tahara et al., 2024). Evidéncias demonstram que espécies de
Candida isoladas de pacientes com estomatite protética apresentam susceptibilidade
ao MCZ quando avaliadas no estado plancténico (Fifolato et al., 2025). De forma
semelhante, o CPC é eficaz contra Candida spp. isoladas de préteses dentais ou
associadas a sua colonizacdo (Aoun et al., 2015; Barbosa et al., 2019). Contudo,
algumas cepas de Candida podem apresentar resisténcia ou tolerancia a antifiingicos
azélicos, especialmente quando organizadas em biofilmes, o que compromete a
eficacia do tratamento (Vandenbosch et al.; 2010; Kean et al., 2017; Silva et al., 2017,
Li et al., 2025). De modo semelhante, a susceptibilidade ao CPC pode estar reduzida
em determinadas cepas de Candida (Edlind et al.,, 2005), e alguns patdgenos
bacterianos bucais podem desenvolver adaptacdo a esse antisséptico (Verspecht et
al., 2019). Adicionalmente, o uso clinico de MCZ pode provocar irritagcdo local em
alguns pacientes (Rodrigues et al., 2019), enquanto o CPC pode ocasionar alteracées
do paladar, sensacdo de queimacédo, dorméncia e manchamento dentario (Oo et al.,
2023).

Como resposta as limitacdes das terapias convencionais, nanoparticulas de
oxido de ferro (IONPs) revestidas por quitosana (CS) tém sido investigadas como
sistemas carreadores de agentes antimicrobianos (Arias et al. 2020b; Araujo et al.,
2020). As IONPs apresentam propriedades magnéticas, estabilidade quimica, alta
reatividade de superficie, potencial antimicrobiano e biocompatibilidade, o que as
tornam promissoras para aplicacdes biomédicas avancadas (Arias et al. 2018; Baabu
et al. 2022; Meng et al. 2024). A CS, por sua vez, € um polimero natural biocompativel
e biodegradavel, com propriedades anti-inflamatérias e antimicrobianas, capaz de
funcionalizar as IONPs e melhorar sua estabilidade coloidal (Arias et al., 2018; Bashir
et al., 2022).

Com base nessas propriedades, sistemas core-shell formados por IONPs
revestidas por CS tém sido empregados para o carreamento de MCZ e CPC, visando
ao controle de biofilmes relacionados a estomatite protética. Estudos demonstram que

o nanocarreador IONPs-CS-MCZ apresenta desempenho superior ao MCZ na
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reducao de biofilmes simples ou duais de Candida spp. (Arias et al. 2020b), bem como
de biofilmes microcosmos salivares contendo cepas de referéncia de Candida
(Caldeirao et al., 2021). Esse sistema também promove reducdes significativas em
biofilmes inter-reino complexos relacionados a carie, protese dentaria e gengivite,
afetando sua composicdo microbiana (Arias et al.,, 2020a). De forma semelhante,
resultados promissores sao observados para o nanocarreador IONPs-CS-CPC, o qual
supera o CPC livre na reducao da carga celular de biofilmes de Candida em culturas

simples e mistas (Araujo et al., 2020).

Diante desse cenario, embora os nanocarreadores individuais de MCZ ou CPC
apresentem resultados consistentes e promissores, a eficacia desses sistemas tem
sido majoritariamente avaliada em modelos experimentais de biofiime que néo
reproduzem plenamente a complexidade microbiolégica observada clinicamente na
estomatite protética. Ainda, a incorporacéo simultanea de MCZ e CPC em um unico
nanocarreador poderia ser uma estratégia potencialmente mais eficaz, ao permitir a
combinacao de diferentes modos de ag¢do antimicrobiana em um mesmo sistema.
Essa abordagem torna-se particularmente relevante quando avaliada em biofilmes
microcosmos formados a partir da saliva de pacientes com estomatite protética, o0s

guais apresentam maior representatividade das condi¢des encontradas in vivo.

Consequentemente, o objetivo do presente estudo foi desenvolver um novo
nanocarreador dual, baseado na incorporacdo concomitante de MCZ e CPC em um
sistema core-shell formado por IONPs revestidas por CS, realizar sua caracterizacao
fisico-quimica e avaliar seus efeitos sobre biofilmes microcosmos salivares

provenientes de individuos com estomatite protética.
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5 CONCLUSAO

Diante dos achados do presente estudo, conclui-se que o sistema core-shell
constituido por IONPs revestidas por CS foi adequadamente obtido e conjugado com
MCZ e CPC, resultando em um nanocarreador dual com dimensbes na escala
nanometrica. Esse sistema apresentou efeito antifingico sinérgico frente a isolados
clinicos de C. albicans provenientes de pacientes com estomatite protética, bem
como efeito indiferente frente a uma cepa de C. parapsilosis. O nanocarreador
contendo 39 pug/mL de cada farmaco demonstrou a maior atividade antibiofilme,
superando a combinacdo dos farmacos néo carreados, especialmente na reducéo
da atividade metabdlica, da viabilidade celular e da carga microbiana do
biofilme microcosmo. Em contrapartida, nao foram observadas alteragbes
significativas na biomassa total e espessura do biofilme. Esses resultados indicam
gue essa nova abordagem nanotecnoldgica apresenta elevado potencial para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas voltadas ao controle e/ou a

prevencdo da estomatite protética em usuarios de proteses removiveis.
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