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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A 4agua nebulizada ativada por plasma (N-PAW) como tecnologia antimicrobiana oferece
grande potencial na drea médica. O método recentemente descrito pelo nosso grupo de pesquisa
integra ativacdo por plasma e nebulizagdo continua, assegurando que microgotas contenham
espécies reativas do plasma frio atmosférico desde sua formacao. Essa estratégia maximiza a
disponibilidade de radicais instaveis e de espécies mais durdveis, aumentando a eficiéncia
quimica entregue ao alvo. A capacidade de direcionar imediatamente a névoa ativada permite
aplicagdes localizadas. O carater de névoa fria reduz riscos térmicos e possibilita tratamentos
seguros. A auséncia de contato direto entre operador e gerador melhora a seguranca operacional
e facilita o uso clinico. Em infec¢des orais, especialmente candidiase bucal, a N-PAW podera
alcangar nichos de dificil acesso. Observou-se efeito inibitério frente a biofilmes mono espécies
de Candida albicans e duo espécies com Streptococcus mutans, o que indica o potencial de
potencializar terapias convencionais. Do ponto de vista clinico, a tecnologia pode reduzir tempo
de tratamento e a recorréncia da lesdo. Em termos de saude publica, a adogao de N-PAW
poderia diminuir uso de antifingicos e contribuir para o controle da resisténcia antimicrobiana.
No campo cientifico, o0 método abre novas linhas de pesquisa em interagdo plasma-biofilme
microbiano e entrega de espécies reativas. Por fim, a viabilidade técnica e o potencial de

impacto clinico tornam o projeto promissor para o desenvolvimento translacional.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Plasma-activated nebulized water (N-PAW) as an antimicrobial technology offers great
potential in the medical field. The method recently described by our research group integrates
plasma-activation and continuous nebulization, ensuring that microdroplets contain reactive
plasma species from their formation. This strategy maximizes the availability of unstable
radicals and more durable species, increasing the chemical efficiency delivered to the target.
The ability to target the activated mist allows for localized applications. The cool mist nature
reduces thermal risks and enables safe treatments. The absence of direct contact between
operator and generator improves operational safety and facilitates clinical use. In oral
infections, especially oral candidiasis, N-PAW may reach difficult-to-reach niches. Inhibitory
effect against Candida albicans mono species biofilms and dual species biofilms with
Streptococcus mutans was observed, suggesting the potential to enhance the effect of
conventional therapies. From a clinical point of view, the technology can reduce treatment time
and lesion recurrence. In terms of public health, the adoption of N-PAW could decrease the use
of antifungals and contribute to the control of antimicrobial resistance. In the scientific field,
the method opens new lines of research in plasma-biomass interaction and the delivery of
reactive species. Finally, the technical feasibility and potential for clinical impact make the

project promising for translational development.
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RESUMO

Santos, TS. Potencial de aplicagao da agua nebulizada ativada por plasma de barreira
dielétrica como estratégia para o tratamento da candidiase bucal [dissertagao]. Sao
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia
e Tecnologia; 2026.

A candidiase bucal permanece entre as infec¢des fungicas mais prevalentes em
individuos imunocomprometidos e representa um importante desafio clinico devido a
elevada frequéncia de recidivas, ao surgimento de cepas resistentes e as limitagdes
associadas ao uso prolongado dos antifungicos convencionais. Nesse contexto, o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas eficazes e seguras torna-se
necessario. A agua ativada por plasma (PAW) tem emergido como uma alternativa
promissora devido as suas propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias
associadas a baixa toxicidade. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar in vitro
o potencial da agua nebulizada ativada por plasma de barreira dielétrica (DBD) como
estratégia terapéutica para a candidiase bucal. Inicialmente, foram realizadas
nebulizagdes em suspensdes padronizadas inoculadas em agar para determinar os
melhores parametros operacionais do sistema DBD com atividade antifungica. Os
parametros fisico-quimicos da agua ativada foram determinados, incluindo potencial
de oxidorreducao (ORP), sélidos totais dissolvidos (TDS) e pH, além da presenca de
especies reativas. Para determinar o tempo de exposicao mais eficiente e a
capacidade de inibigdo microbiana, foram realizados ensaios com suspensdes de
Candida albicans e Streptococcus mutans distribuidas em agar, nos quais foram
observadas redugbes significativas no crescimento microbiano. Para avaliar o
potencial de penetracédo e atividade inibitéria da agua nebulizada em organizagbes
microbianas mais complexas, foram investigados biofilmes monoespécie de C.
albicans e S. mutans, bem como biofilmes dual-espécies. Foi observada reducao
significativa da viabilidade microbiana em todas as condigbes experimentais, com
melhor desempenho apds 7,5 minutos de exposi¢cao e maior susceptibilidade de C.
albicans quando comparada a S. mutans. Adicionalmente, exposi¢cdes sucessivas de
curta duracao (3 exposicoes de 1 min e 30 s) também demonstraram atividade
antibiofilme significativa para C. albicans, sugerindo potencial para protocolos
terapéuticos mais rapidos. Esses achados indicam que as espécies reativas geradas
durante a ativagdo da agua foram capazes de promover alteragdes oxidativas que
comprometeram a viabilidade microbiana. Conclui-se que a agua nebulizada ativada
por plasma frio atmosférico de barreira dielétrica apresentou atividade inibitéria e
antibiofilme frente a C. albicans e S. mutans, isolados ou associados, em diferentes
condigdes experimentais. A versatilidade do sistema, associada ao método simultaneo
de entrega por nebulizagdo, permite a geracédo continua de espécies reativas durante
a aplicacao, o que pode ter contribuido para o potencial antimicrobiano observado,
reforcando sua aplicabilidade como uma estratégia inovadora e promissora para
futuras abordagens terapéuticas no tratamento da candidiase bucal.

Palavras-chave: Candida albicans, Candidiase oral, Agua ativada por plasma.



ABSTRACT

Santos, TS. Potential application of nebulized water activated by dielectric barrier
plasma as a strateqgy for the treatment of oral candidiasis. [dissertation]. Sdo José dos
Campos (SP): Sé&o Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2026.

Oral candidiasis remains among the most prevalent fungal infections in
immunocompromised individuals and represents a significant clinical challenge due to
the high frequency of recurrence, the emergence of resistant strains, and the
limitations associated with the prolonged use of conventional antifungals. In this
context, the development of new effective and safe therapeutic strategies becomes
necessary. Plasma-activated water (PAW) has emerged as a promising alternative due
to its antimicrobial and anti-inflammatory properties associated with low toxicity. Thus,
this study aimed to evaluate in vitro the potential of nebulized water activated by
dielectric barrier plasma (DBD) as a therapeutic strategy for oral candidiasis. Initially,
nebulization was performed onto standardized suspensions inoculated in agar to
determine the best operational parameters of the DBD system based on antifungal
activity. Physicochemical characterization of the activated water was determined,
including oxidation-reduction potential (ORP), total dissolved solids (TDS), and pH, as
well as the presence of reactive species. To determine the most efficient exposure time
and antimicrobial activity, tests were performed with suspensions of Candida albicans
and Streptococcus mutans spread on agar, in which significant reductions in microbial
growth were observed. To evaluate the penetration potential of nebulized water in
more complex microbial organizations, single-species and dual-species biofilms of C.
albicans and S. mutans were investigated. A significant reduction in microbial viability
was observed in all experimental conditions, with the best performance after 7.5
minutes of exposure and greater susceptibility of Candida albicans when compared to
S. mutans. Additionally, successive short-duration exposures (3 exposures of 1 min
and 30 s) on C. albicans biofilms also demonstrated significant antifungal activity,
suggesting potential for faster therapeutic protocols. These findings indicate that the
reactive species generated during water activation by cold atmospheric plasma were
able to promote oxidative changes that compromised microbial viability. In conclusion,
nebulized water activated by dielectric barrier plasma showed high inhibitory activity
against C. albicans and S. mutans under different experimental conditions. The
versatility of the system, associated with the simultaneous nebulization delivery
method, allows for the continuous generation of reactive species during application,
which may have contributed to the observed antimicrobial potential, reinforcing its
applicability as an innovative and promising strategy for future therapeutic approaches
in the treatment of oral candidiasis.

Keywords: Candida albicans; Oral candidiasis; Plasma-activated water.
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1 INTRODUGAO

A cavidade bucal constitui o primeiro segmento do sistema digestivo (Kamrani,
Sadiq, 2025) e é considerada a segunda maior comunidade microbiana do corpo
humano (Deo, Deshmukh, 2019). Por ser um ambiente aberto e dinamico,
modificagdes fisioldgicas e n&o fisiolégicas podem ocasionar alteragdes nesse
ecossistema (Prieto, Calvo, 2004). Segundo o Programa de Saude Bucal da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2011), as doencgas orais estdo entre as
doencas mais prevalentes no mundo, afetando cerca de 3,5 bilhdes de pessoas,
principalmente em paises de baixa e média renda. Devido ao impacto significativo
dessas doencgas, inUmeras pesquisas nas areas odontologica e médica tém sido
conduzidas com o objetivo de desenvolver e integrar novas tecnologias para
aplicagdes terapéuticas.

As doengas infecciosas estdo entre as mais frequentes na cavidade oral,
podendo comprometer diferentes estruturas, como dentes, gengiva, lingua, mucosa e
palato. Dentre essas infec¢des, destaca-se a candidiase bucal, causada por leveduras
do género Candida. Candida albicans é a espécie mais frequentemente isolada e, em
menor frequéncia, também sdo encontrados C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis
(Carvalho et al., 2026).

A candidiase bucal € mais prevalente em grupos como idosos e pacientes
imunocomprometidos (Taylor et al., 2025). O desenvolvimento dessa condi¢ao esta
associado a diversos fatores locais, como reducéo do fluxo salivar, uso de proteses e
higiene bucal inadequada. Além disso, fatores sistémicos relacionados aos habitos de
vida e ao estado geral de saude do paciente também podem favorecer a ocorréncia
da doencga (Sampaio-Maia et al., 2016; Rosier et al., 2018).

Na cavidade bucal, C. albicans geralmente encontra-se associada a bactérias,
principalmente na formagdo de biofiimes, mecanismo que contribui para o
desenvolvimento de doengas bucais, como a estomatite protética (Zhang et al., 2016;
Taylor et al., 2025). Estudos, como o de Pereira-Cenci et al. (2008), demonstram que
C. albicans apresenta capacidade de formar biofiimes mistos com Streptococcus
mutans (Becker et al., 2002; Mitchell, 2003). A associagao entre C. albicans e S.

mutans ocorre por meio de diferentes mecanismos moleculares, sendo mediada por
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adesinas especificas, como ALS3 em C. albicans e antigeno I/ll em S. mutans,
favorecendo a coadesao e a formacao de biofilmes densos associados ao aumento
da viruléncia (Li et al., 2023). Além disso, S. mutans é considerado um patdégeno-
chave devido a producdo de uma matriz rica em substancias extracelulares
poliméricas (EPS), que atua como barreira fisica e quimica contra agentes
antimicrobianos e fluidos externos, além de auxiliar na retengcao de nutrientes. Essa
matriz dificulta a penetracdo de medicamentos e pode comprometer a eficacia
terapéutica (Jia et al., 2024).

O manejo da candidiase bucal inicia-se, geralmente, com medidas de higiene
oral e controle dos fatores predisponentes e do biofime e uso de solugdes
alcalinizantes, como bicarbonato de sédio, para auxiliar na neutralizagao do pH bucal
e limitar a proliferagdo fungica (Chandel et al., 2017; Millsop, Fazel, 2016). Quando
necessario, o tratamento farmacolégico € realizado preferencialmente com
antifungicos tépicos, como nistatina e miconazol, os quais sdo amplamente utilizados
na pratica clinica (Chopde et al., 2012; Zhang et al., 2016). Entretanto, pacientes com
fatores predisponentes, como imunossupressao, infecgao pelo HIV, uso prolongado
de antibidticos ou corticosteroides e terapia oncoldgica, apresentam maior risco de
recidivas e necessidade de tratamentos prolongados. Em casos graves ou refratarios,
especialmente em individuos imunocomprometidos, pode ser necessaria a
administracao de antifungicos sistémicos (Fourie et al., 2016).

Apesar da eficacia terapéutica, esses farmacos apresentam limitagdes
relacionadas a toxicidade, efeitos adversos e ao aumento da resisténcia antifungica
(Patel, 2022; Quindos et al., 2019). Além disso, a recorréncia frequente da doenca
pode dificultar a manutengdo de concentragdes antifungicas eficazes no sitio da
infeccdo. Nesse contexto, estratégias capazes de aumentar a disponibilidade local de
agentes terapéuticos e minimizar efeitos sistémicos tém despertado interesse
crescente.

No contexto das terapias alternativas, emerge a agua ativada por plasma
(PAW), uma tecnologia com potencial antimicrobiano, que é associado a incorporagao
de concentragbes de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS) geradas
durante o processo de ativagéo por plasma (Mai-Prochnow et al., 2021; Zhou et al.,
2020). Dentre essas espécies, os radicais hidroxila (OH) e o éxido nitrico (NO),

desempenham papel fundamental na composicao e inativagdo microbiana. As RONS
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podem comprometer a integridade da membrana celular, alterar o potencial de
membrana e desregular a homeostase do pH intracelular, contribuindo para danos
celulares e reducgéo da viabilidade microbiana (Zhang et al., 2016).

A atividade antifungica da agua ativada por plasma (PAW) contra C. albicans
ja foi descrita em estudos anteriores (Schnabel et al., 2020; Laurita et al., 2015;
Rathore, 2021). Schnabel et al. (2020) investigaram a eficacia da PAW sobre C.
albicans SC5314, observando redugdo maxima de 1,1 log10 UFC mL™". Laurita et al.
(2015) relataram que a atividade fungicida da PAW diminui ao longo do tempo pés-
descarga, sendo observada redugéo superiora 3,5 log10 UFC mL~'. Da mesma forma,
Rathore et al. (2021) demonstraram redugdes entre 3 e 5,5 log10 UFC mL™" apéds 15
minutos de exposicdo da PAW sobre C. albicans.

As terapias por nebulizagdo vém sendo amplamente estudadas em doencas do
trato respiratério por permitirem a liberagao localizada de antimicrobianos diretamente
no sitio infeccioso, aumentando a concentragdo do farmaco e reduzindo efeitos
sistémicos (Ehrmann et al., 2017). Antibidticos inalados demonstram elevada
deposicdo tecidual, perfis farmacocinéticos aprimorados e maior eficacia contra
microrganismos resistentes (Zhou et al., 2015; Heffernan et al., 2019). Considerando
que a cavidade bucal também representa um ambiente acessivel a administragao
tdpica por aerossois, abordagens baseadas em nebulizagdo podem representar uma
alternativa promissora para o tratamento de infecgdes orais, incluindo a candidiase
bucal.

Um novo método para a geragao e entrega continua e simultdnea de agua
nebulizada ativada por plasma (N-PAW), com potencial aplicagdo em tratamentos
antimicrobianos, terapéuticos e em superficies sensiveis foi recentemente descrito
(Miranda et al., 2023). Este método realiza ambas simultaneamente, assim o gas ja
enriquecido com espécies reativas do plasma (como NO, NO2, Os e H202) atua
diretamente na formagao de microgotas, que passam a conter essas espécies reativas
desde o instante de sua geragdo. Essa abordagem continua assegura maior
aproveitamento das espécies quimicas geradas, tanto para as espécies de vida curta
quanto para aquelas de maior estabilidade. Outro ponto relevante é que a geragao da
agua ativada e nebulizada simultaneamente permite o direcionamento imediato do
fluxo de névoa ativada para o alvo de interesse. Essa configuracdo apresenta

vantagens importantes, como a possibilidade de aplicagao segura, sem a necessidade
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de contato direto do paciente ou operador com o sistema gerador de plasma.
Adicionalmente, o processo favorece a entrega localizada de espécies reativas em
forma de névoa fria, com potencial para ampliar a eficacia antimicrobiana sem causar
desconforto térmico ao tecido tratado ou risco de exposigao direta ao plasma.

Desta forma, o presente projeto justifica-se pela necessidade de solugdes
terapéuticas alternativas para o tratamento da candidiase bucal. A hipotese é de que
o liquido ativado na forma nebulizada apresenta elevada eficacia de penetracdo e

efeito inibitorio sobre biofilmes de C. albicans.
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8 CONCLUSOES

Os parametros de ativagao da agua nebulizada pelo reator do tipo de descarga
de barreira dielétrica com atividade antifungica foram estabelecidos. A caracterizagéo
fisico-quimica evidenciou a ativacdo da N-PAW por plasma e a geragao de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS), como nitrito, nitrato e peréxido de
hidrogénio.

A N-PAW apresentou atividade inibitéria significativa contra suspensdes de C.
albicans e S. mutans com maior efetividade para C. albicans.

Efeito inibitério da N-PAW frente a biofilimes monoespécies de C. albicans a
partir de 5 minutos foi detectado. Apds exposicao por 7,5 minutos, a reducgao foi
superior ao tratamento com nistatina. Também foi observado efeito inibitério frente a
biofilmes monoespécies de S. mutans a partir de 2,5 minutos.

Para biofilmes dual espécies de C. albicans e S. mutans, houve efeito inibitorio

apods exposicao a N-PAW por 7,5 minutos.
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