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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa esta diretamente alinhada com o objetivo 3 (saude e bem-estar) dos
“Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)”, que visa assegurar uma vida
saudavel e promover o bem-estar para todos em todas as idades. Com o aumento da
expectativa de vida, a procura por tratamentos reabilitadores em pacientes edéntulos
ficara cada vez maior nos consultérios odontolégicos, principalmente relacionados a
implante dentarios, visto que a popularizacéo deste procedimento esta crescendo com
os anos. Com o aumento dessa demanda, torna-se evidente a necessidade de
desenvolver meios complementares para auxiliar na manutencdo da saude oral
nesses casos, pois o paciente reabilitado também corre riscos de inflamacao e
infeccdo, mesmo quando ha uma boa higienizagcdo e regularidade de visita ao
dentista. A implementacado de um biomaterial capaz de realizar a liberagédo controlada
de farmaco localmente pode promover mais longevidade do tratamento e qualidade

de vida para o paciente.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research is directly aligned with objective 3 (health and well-being) of the
“Sustainable Development Goals (SDGs)”, which aims to ensure healthy lives and
promote well-being for people of all ages. With increasing life expectancy, there is a
growing demand for rehabilitative treatments in edentulous patients in dental offices,
particularly in relation to dental implants, as the popularity of this procedure continues
to grow over the years. With this increasing demand, the need to develop
complementary means to help maintain oral health in these cases becomes evident,
as rehabilitated patients are also at risk of inflammation and infection, even when
practicing good hygiene and making regular visits to the dentist. The implementation
of a biomaterial capable of locally controlled drug release can promote greater
treatment longevity and enhance the quality of life for the patient.



BANCA EXAMINADORA

Prof. Assoc. Alexandre Luiz Souto Borges (Orientador)
Universidade Estadual Paulista (Unesp)

Instituto de Ciéncia e Tecnologia

Campus de Sao Joseé dos Campos

Profa. Dra. Ligia Ferreira Gomes
Universidade de Sao Paulo (USP)
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Campus de Sao Paulo

Prof. Dr. liton José Baraldi
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR)
Campus de Medianeira

Profa. Dra. Luana Marotta Reis de Vasconcellos
Universidade Estadual Paulista (Unesp)

Instituto de Ciéncia e Tecnologia

Campus de Sao José dos Campos

Prof. Dr. Jodao Mauricio Ferraz da Silva
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia
Campus de Sao Joseé dos Campos

Sao Joseé dos Campos, 05 de fevereiro de 2024.



DEDICATORIA

A minha amada vozinha, Nancy de Camargo Zapater (in memorian), por incentivar minha
dedicac¢ao aos estudos e por me ensinar que o aprendizado, nunca é tirado de nés. Obrigada por

ter feito parte da minha vidal



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por me conceder a vida com saude, por ter me
colocado em uma familia abengoada com pessoas incriveis, cada um com seu jeito
unico de ser, e por sempre me guiar pelos caminhos tortuosos da vida com esperanga

e fé.

Aos meus pais, Rosemeire Zapater e Mario Antonio Sawaia Pierre, pelo apoio
incondicional nesta jornada que € a vida, obrigada por sempre acreditarem em mim,
nos meus sonhos e por ndo medirem esforcos para me auxiliar. Sem o0 amor de vocés

eu néo teria chegado aonde estou!

Ao meu marido, Jeferson Fernando Guardezi, por toda a paciéncia e cumplicidade.
Por estar sempre ao meu lado, ouvindo minhas angustias, meus medos...torcendo
pelas minhas superacdes e conquistas! Sempre disposto a ajudar, obrigada por todo

0 apoio e amor!

Agradeco aos familiares, por sempre torcem por mim: Geovanna Zapater Xavier,
Rosenilze Zapater Xavier, Wilson Roberto Xavier, Roseana Zapater, Kleber Lopes,
Bruna Zapater Xavier Alves, Diogo Socci Alves, Lorena Xavier Alves, Maria Nina
Sawaya Pierre, Magaly Aparecida Sawaya Pierre, Fabio Pierre Fracasso, Daniele
Oliveira Fracasso, Murilo Pierre Fracasso, Ana Lucia Teixeira Fracasso, Sirlei Heiss
Guardezi e Luis Fernando Guardezi. Obrigada especial para meus cunhados, Jéssica
Sibila Guardezi e Matheus Filipe Lourenco, por terem me concedido a beng¢ao de ser

madrinha da pequena Manuela.

A UNESP-SJC, por ter sido minha segunda casa desde os meus 16 anos onde entrei
como aluna do cursinho PreVest. A universidade me proporcionou muito mais do que
conhecimento...conheci pessoas extraordinarias ao longo dessa jornada, que
enriqueceram minha vida em todos os sentidos. Vivi momentos inesqueciveis neste

lugar, que vou levar para sempre comigo.



Ao meu orientador por me inspirar e sempre incentivar seus alunos ao aprendizado
continuo e a exploracdo de novos conhecimentos. Agradeco a oportunidade de ter
trabalhado em uma area totalmente nova e desafiadora, pois acredito ter me tornado

uma grande entusiasta no ramo dos biomateriais!

Agradeco imensamente a minha coorientadora Lilian de Siqueira, por ter me ajudado
a desenvolver essa pesquisa desde o inicio, onde eu tinha muitas davidas e
questionamentos. Obrigada pela paciéncia e companhia nos dias de laboratorio,
compartilhando conhecimento e aprendendo junto comigo. A nossa colaboracéo
ultrapassou as fronteiras profissionais, evoluindo para uma sincera amizade. Vocé é

uma pessoa especial, obrigada por tudo!

A empresa PRODUMED, a colaboracdo de vocés foi essencial para que fosse
possivel seguir com 0s ensaios microbiologicos assegurando a qualidade das
amostras! Um agradecimento especial a todos os funcionarios, e particularmente a
Antonio Carlos Carvalho Junior, pela disposicao e pela cordialidade com que fui
recebida, proporcionando-me um entendimento detalhado dos processos da empresa.
Esta experiéncia foi extremamente valiosa, pois me mostrou na pratica a importancia

da parceria empresa-universidade!

As amigas: Natalia Inés Goncalves, pela amizade e por ser minha parceira nas
experiéncias que a pés-graduacéao nos proporcionou; Joyce Ferreira Arcanjo, obrigada
por todos 0s anos de amizade e por se fazer presente na minha vida e Vanessa Faria

pelos momentos descontraidos e leves durantes esses anos da pos.

A professora Dayane Batista Tada, docente da Unifesp-SJC, obrigada por
compartilhar seus conhecimentos e me auxiliar nas andlises de liberacdo. Sua

orientacéo foi fundamental para a obteng¢ao desses resultados!



Agradeco a mestranda Lara Steffany de Carvalho, por se disponibilizar a fazer os
ensaios microbiolégicos desta pesquisa comigo, obrigada por ter sido sempre muito

atenciosa e prestativa! Foi muito bom ter trabalhado junto com vocé!

Agradeco a Unifesp-SJC por me disponibilizar o acesso ao equipamento de MEV e a

VerdOnica Ribeiro dos Santos por fazer as analises com exceléncia.

Agradeco imensamente ao professor Leandro Raniero, docente da Universidade do
Vale do Paraiba (Univap), que de prontidao aceitou meu pedido e me concedeu
acesso ao equipamento que eu necessitava para fazer as analises de liberacéo.
Estendo essa gratidao a mestranda Giulia Capizzani, pela disposicdo em manusear o

equipamento e analisar cada gota comigo!

Agradeco ao CEANMED - Central Analitica Mulltiusuario da Universidade
Tecnolbgica Federal do Parana - Campus Medianeira, Parana/Brasil, pelos ensaios

realizados

Agradeco ao doutorando Rafael Pinto de Mendonga, por compartilhar seus
conhecimentos e disponibilizar seu tempo em me ajudar no manuseio do equipamento

de FTIR sempre com muita paciéncia e educacgao!

Ao aluno de pés-doutorado, Paulo Henrique Fonseca do Carmo, obrigada pela
disposicao em compartilhar seus conhecimentos quando eu me recorria a vocé! A

clareza da sua didatica me ajudou em muitos momentos desta pesquisa!

A Angela Maria Moraes, professora titular da faculdade de engenharia quimica da
Unicamp, agradecgo por ter sido t&o prestativa e ter me atendido todas as vezes que

solicitei sua ajuda, mesmo ndo a conhecendo pessoalmente.

Agradeco ao pessoal técnico-administrativo do departamento de prétese, pelas

conversas, risadas e cafezinhos durante todos esses anos!



Agradeco aos professores do ICT-UNESP. Todos foram muito importantes na minha

construcao profissional e pessoal!

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior — Brasil (Capes) — Codigo de Financiamento 001.



"Cré em ti mesmo, age e verds os resultados. %amfo te esforgas, a vida também se esforga

para te ajua(ar”. (Chico Xavier)



RESUMO

Guardezi, FZP. Complexos polieletrolitos de quitosana e xantana carregados com
ativos naturais e sintéticos: estudo fisico/quimico e microbioldgico para aplicagdo de
drug delivery [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2024.

A eficacia dos implantes osseointegrados € amplamente reconhecida na literatura
cientifica. Contudo, infiltracbes bacterianas na jungcdo implante-pilar podem
desencadear inflamagao nos tecidos circundantes, contribuindo para a evolugcédo de
condigdes mais sérias, como a peri-implantite. O objetivo desse estudo foi produzir
complexos polieletrolitos (PECs) de quitosana (Q) e xantana (X) em forma de
membranas, carrega-las com ativos naturais e sintéticos antimicrobianos, caracteriza-
las estruturalmente e avalia-las frente a degradac&o enzimatica, cinética de liberagao
e acdes antimicrobianas com finalidade de aplicagao para drug delivery. Membranas
de QX a 1% (m/v) foram produzidas em trés propor¢des, totalizando doze grupos
experimentais: QX (1:1); QX (1:2), QX (2:1), QX-P (com prépolis) (1:1); QX-P (1:2);
QX-P (2:1); QX-C (com canela) (1:1); QX-C (1:2); QX-C (2:1) e CLX (com clorexidina
0,2%) (1:1); CLX (1:2); CLX (2:1). Para os estudos de caracterizagdo foram feitas
analises da espessura em estado seco; analises morfolégicas superficial e transversal
em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV); analise estrutural de espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR); analise de degradagdo por
perda de massa sob acdo da enzima lisozima; e analise da cinética de liberagdo dos
ativos em saliva artificial. Para os testes microbiologicos, analises de verificacdo de
halo de inibicdo e ac&o antibiofilme foram feitas contra cepas de Staphylococcus
aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli). Os resultados demonstraram que a
espessura das membranas variou conforme a proporgéo, sendo que o grupo QX (1:2)
apresentou a maior média de 1,022 mm % 0,2, seguida respectivamente do QX (1:1)
com 0,641 mm £ 0,1 e QX (2:1) com 0,249 mm £ 0,1. Nas imagens de MEV é possivel
observar uma maior presenga de fibras, rugosidade e porosidade nos grupos QX (1:2)
e QX (1:1) respectivamente, e, no QX (2:1) uma superficie mais lisa, uniforme e fina.
No FTIR foram confirmados os picos caracteristicos dos materiais isoladamente, além
de observar as ligagbes ibnicas que ocorreram para formagao dos PECs. Na analise
de degradacgéo, os grupos com ativos naturais adicionados tiveram melhores taxas de
sobrevida do que os grupos QX. No teste de liberagéo, os grupos QX-P tiveram uma
cinética mais lenta que os QX-C, cuja liberagdo acumulada de 100% foi feita em 24 h.
Ja nos testes do halo inibitério, somente os grupos CLX tiveram agéo sobre as duas
cepas, e os QX-P tiveram sobre S. aureus. Nas analises antibiofilme, os grupos CLX
apresentaram as maiores taxas de redugdo metabdlica nas duas cepas (£ 79%); os
grupos QX-P apresentaram taxas de redugao similares em ambas as cepas, porém
com percentual um pouco maior para E. coli (60- 80%) e os grupos QX-C tiveram
grande discrepancia entre as duas cepas: de 35 a 70% para S. aureus e 14 a 19%
para E. coli. Pode-se concluir que, frente as analises feitas, o comportamento do
material foi afetado diretamente pelos ativos adicionados a matriz polimérica. As
propor¢cdes de Q ou X afetaram somente a espessura final. Quanto a aplicacéo
proposta de drug delivery, os dispositivos apresentaram grande potencial,
principalmente os grupos CLX e QX-P.



Palavras-chave: polieletrolitos; quitosana; compostos fitoquimicos; sistemas de
liberacdo de medicamentos; interface implante dentario-pivé



ABSTRACT

Guardezi, FZP. Polyelectrolyte complexes of chitosan and xanthan loaded with natural
and synthetic actives: physicochemical and microbiological study for drug delivery
application. [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2024.

The effectiveness of osseointegrated implants is widely recognized in scientific
literature. However, bacterial infiltrations at the implant-abutment interface may trigger
inflammation in surrounding tissues, contributing to the development of more serious
conditions, such as peri-implantitis. The aim of this study was to produce chitosan (Q)
and xanthan (X) polyelectrolyte complexes (PECs) in the form of membranes, load
them with natural and synthetic antimicrobial actives, characterize them structurally,
and evaluate them for enzymatic degradation, release kinetics, and antimicrobial
actions for drug delivery applications. QX membranes at 1% (w/v) were produced in
three proportions, totaling twelve experimental groups: QX (1:1), QX (1:2), QX (2:1),
QX-P (with propolis) (1:1), QX-P (1:2), QX-P (2:1), QX-C (with cinnamon) (1:1), QX-C
(1:2), QX-C (2:1), and CLX (with 0.2% chlorhexidine) (1:1), CLX (1:2), CLX (2:1).
Characterization studies included analyses of dry state thickness, surface and cross-
sectional morphology using Scanning Electron Microscopy (SEM), structural analysis
by Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy, mass loss degradation analysis
under lysozyme action, and active release kinetics analysis in artificial saliva.
Microbiological tests included verification analyses of inhibition halos and antibiofilm
action against strains of Staphylococcus aureus (S. aureus) and Escherichia coli (E.
coli). Results showed that membrane thickness varied according to proportion, with
group QX (1:2) presenting the highest average of 1.022 mm + 0.2, followed by QX (1:1)
with 0.641 mm £ 0.1, and QX (2:1) with 0.249 mm £ 0.1. SEM images showed greater
presence of fibers, roughness, and porosity in groups QX (1:2) and QX (1:1)
respectively, while QX (2:1) exhibited a smoother, more uniform, and thinner surface.
FTIR confirmed characteristic peaks of the materials individually, besides showing
ionic bonds formed for PECs. Degradation analysis revealed that groups with added
natural actives had better survival rates than QX groups. In release tests, QX-P groups
exhibited slower kinetics than QX-C, with 100% cumulative release achieved in 24 h.
In inhibitory halo tests, only CLX groups exhibited action against both strains, while
QX-P acted against S. aureus. Antibiofilm analyses showed CLX groups with the
highest metabolic reduction rates in both strains (£ 79%); QX-P groups showed similar
reduction rates in both strains, slightly higher for E. coli (60-80%), and QX-C groups
had a significant discrepancy between strains: 35-70% for S. aureus and 14-19% for
E. coli. In conclusion, material behavior was directly affected by added actives to the
polymeric matrix. Proportions of Q or X only affected final thickness. Regarding
proposed drug delivery applications, the devices showed great potential, especially
CLX and QX-P groups.

Keywords: polyelectrolytes; chitosan, phytochemicals; drug delivery systems; dental
implant-abutment design.
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7 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos e analisados, pode-se listar as seguintes

conclusoes:

- A metodologia de producédo dos PECs afetou o aspecto final das membranas, e a
utilizacdo de agitador mecanico de alta capacidade juntamente com uma bomba
injetora foi fundamental para garantir suspensdes finais mais uniformes e possiveis

de reprodutibilidade;

- A incorporacgao dos extratos alcodlicos por impregnagao néao foi eficaz;

- A alteragdo na proporcdo de Q:X nado afetou diretamente os resultados de
degradacéo, liberacdo e atividade antimicrobiana. Porém teve diferengas significativas

guanto a espessura final,

- A adicdo dos extratos nas membranas aumentou a taxa de sobrevida frente a

degradagéo enzimatica;

- Os grupos QX-P apresentaram uma cinética de liberagdo mais lenta comparado aos
QX-C.

- Os grupos CLX apresentaram as maiores taxas de redu¢ao metabdlica (>79%) frente
as cepas de S. aureus e E. coli quando comparados aos grupos QX-P e QX-C, com
diferencas estatisticamente significantes.

- Os grupos QX-P e QX-C tiveram taxas de redugédo semelhantes frente ao S. aureus
(de 70 a 35%) sem apresentar diferengas estatisticamente significantes.

- Os grupos QX-P tiveram taxas de redugédo maiores (de 80 a 62%) frente ao E. coli
quando comparados aos grupos QX-C (de 14 a 19%), com diferengas estatisticamente
significante.
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