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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O presente trabalho compreende o eminente potencial de inovagdo ao investigar a atividade
antimicrobiana dos nanodiamantes como excipientes funcionais aplicaveis a formulagdes
farmacéuticas com a finalidade de conservacdo. A avaliagdo da capacidade dos nanodiamantes
em retardar ou inibir o crescimento microbiano abre caminho para o possivel desenvolvimento
de sistemas de formulacdes inovadoras, que possuem a capacidade de aumentar a estabilidade
microbioldgica de produtos farmacéuticos. Estruturalmente, os nanodiamantes sdo compostos
por carbono com hibridizagdo sp?, area superficial especifica e com superficie susceptivel de
funcionalizacdo, esses atributos faz com que se tornem particularmente atrativos para
aplicagdes farmacéuticas diferenciadas. Além disso, esses nanomateriais podem ser adquiridos
a partir de residuos gerados no processo industrial de polimento do diamante, o que confere ao
estudo um carater inovador ao propor a revalorizagdo de um subproduto industrial que
anteriormente era descartado. A combina¢do entre sustentabilidade, funcionalidade e
aplicabilidade coloca os nanodiamantes como candidatos promissores para o desenvolvimento
de novas tecnologias voltadas a criagdo excipientes conservantes para produtos farmacéuticos

e correlatos.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The present study highlights the eminent potential for innovation by investigating the
antimicrobial activity of nanodiamonds as functional excipients applicable to pharmaceutical
formulations for preservation purposes. The evaluation of the ability of nanodiamonds to delay
or inhibit microbial growth paves the way for the potential development of innovative
formulation systems capable of enhancing the microbiological stability of pharmaceutical
products. Structurally, nanodiamonds are composed of carbon with sp* hybridization, high
specific surface area, and a surface susceptible to functionalization, attributes that make them
particularly attractive for advanced pharmaceutical applications. Furthermore, these
nanomaterials can be obtained from residues generated during the industrial diamond polishing
process, conferring an innovative character to this study by proposing the revalorization of an
industrial byproduct that was previously discarded. The combination of sustainability,

functionality, and applicability positions nanodiamonds as promising candidates for the



development of new technologies aimed at the creation of preservative excipients for

pharmaceutical products and related applications.
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RESUMO

Lopes NFS. Avaliagdo da agao conservante de nanodiamantes incorporados a
hidrogéis de acido hialurdnico para disfungdo temporomandibular: avaliagao biofisico-
quimica [dissertac&do]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2026.

A disfungdo temporomandibular constitui um problema de saude publica global,
associado a desregulagdo imunoinflamatoria e a manifestagdes clinicas diversas,
sendo essencial o desenvolvimento de biomateriais capazes de atuar na modulagao
mecanica e bioldgica do ambiente articular. Este estudo avaliou a agdo conservante
de hidrogéis de acido hialurdnico incorporados com nanodiamantes quanto as suas
propriedades fisico-quimicas, reoldgicas, bioldgicas e antimicrobianas, visando
proposicao de futuras propostas terapéuticas. Os hidrogéis de acido hialurénico foram
sintetizados e incorporados com diferentes concentragdes de nanodiamantes, sendo
posteriormente submetidos a analises de caracterizagao estrutural, espectroscépica,
reolégica, biologica e microbiologica. As analises por microscopia eletrbnica de
varredura demonstraram uma matriz tridimensional porosa, com microestrutura
modulada pela concentracdo de nanodiamantes, enquanto a espectroscopia no
infravermelho confirmou a preservagao da integridade quimica do polimero, indicando
interagcbes predominantemente fisicas. Os ensaios reoldgicos evidenciaram
comportamento  viscoelastico compativel com viscossuplementagdo, com
preservacdo do modulo elastico, reforco mecéanico dependente da concentragao e
maior estabilidade apds autoclavagem. Nas analises bioldgicas, o hidrogel contendo
200 pg de nanodiamantes apresentou elevada biocompatibilidade, com viabilidade
celular de 95% e auséncia de efeitos genotoxicos, enquanto concentragdo mais alta,
de 300 ug, manteve viabilidade de 84%, indicando resposta dose-dependente. A
atividade antimicrobiana foi limitada, com maior reducao da viabilidade de Salmonella
enterica em relagao a outras cepas testadas. Os dados obtidos foram submetidos ao
teste de normalidade, os resultados que obtiveram distribuicdo normal na curva
gaussiana foram avaliados pelo método ANOVA complementado pelo Teste de Tukey,
com nivel de significancia de 5% (p<0.05); ja os dados que nao obtiveram distribuigdo
normal foram analisados pelo teste de Kruskal Wallis suplementado pelo teste de
Dunn’s com nivel de significancia de 5% (p<0.05). Concluiu-se que a incorporagéo
controlada de nanodiamantes ao acido hialurbnico resultou em hidrogéis com
propriedades estruturais, mecanicas e biolégicas adequadas para aplicagdo na
articulagao temporomandibular, no entanto, ainda é necessario elucidar lacunas para
a proposicao de futuras propostas terapéuticas.

Palavras-chave: disfungdo temporomandibular; acido hialurénico; nanodiamante;
hidrogel; viscossuplementagao.



ABSTRACT

Lopes NFS. Evaluation of the preservative action of nanodiamonds incorporated into
hyaluronic acid hydrogels for temporomandibular disorders: a biophysical-chemical
assessment [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University
(UNESP), Institute of Science and Technology; 2026.

Temporomandibular disorder constitutes a global public health problem, associated
with immuno-inflammatory dysregulation and diverse clinical manifestations, making
the development of biomaterials capable of modulating the mechanical and biological
environment of the joint essential. This study evaluated the preservative action of
hyaluronic acid hydrogels incorporated with nanodiamonds regarding their
physicochemical, rheological, biological, and antimicrobial properties, aiming to
propose future therapeutic approaches. Hyaluronic acid hydrogels were synthesized
and incorporated with different concentrations of nanodiamonds, and subsequently
subjected to structural, spectroscopic, rheological, biological, and microbiological
characterization analyses. Scanning electron microscopy analyses demonstrated a
porous three-dimensional matrix, with microstructure modulated by nanodiamond
concentration, while infrared spectroscopy confirmed the preservation of the chemical
integrity of the polymer, indicating predominantly physical interactions. Rheological
assays showed viscoelastic behavior compatible with viscosupplementation, with
preservation of the elastic modulus, concentration-dependent mechanical
reinforcement, and increased stability after autoclaving. In biological analyses, the
hydrogel containing 200 ug of nanodiamonds showed high biocompatibility, with 95%
cell viability and absence of genotoxic effects, while the higher concentration of 300 ug
maintained 84% viability, indicating a dose-dependent response. Antimicrobial activity
was limited, with a greater reduction in the viability of Salmonella enterica compared
to other tested strains. The obtained data were subjected to normality testing; results
with normal distribution were analyzed using ANOVA followed by Tukey’s test, while
non-normally distributed data were analyzed using the Kruskal-Wallis test followed by
Dunn’s test, adopting a significance level of 5% (p<0.05). It was concluded that the
controlled incorporation of nanodiamonds into hyaluronic acid resulted in hydrogels
with structural, mechanical, and biological properties suitable for application in the
temporomandibular joint; however, further studies are required to address existing
gaps and support future therapeutic proposals.

Keywords: temporomadibular disorders; hyaluronic acid; nanodiamond; hydrogel;
viscosupplementation.
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1 INTRODUGAO

A disfungdo temporomandibular (DTM) & considerada um quadro clinico
multifatorial, segundo a Academia Americana de Dor Orofacial, € um conjunto de
condigbes fisiopatoldgicas que afetam as estruturas musculoesqueléticas e
neuromusculares da musculatura mastigatoria e articulagdo temporomandibular
(ATM), sendo considerado o gerador de dor cronica mais comum de origem ndo dental
na area orofacial. Tal condigdo apresenta uma prevaléncia significativa na populagéo
mundial, cerca de 6 a 12%, e com maior incidéncia em mulheres na faixa etaria de 20
a 40 anos de vida. Embora a DTM seja tradicionalmente associada a fatores
mecanicos, inflamatorios e psicossociais, a colonizacdo de bactérias na articulagao
acontece em alguns casos e pode influenciar no quadro clinico do paciente,
principalmente em contextos de inflamagao local, trauma ou procedimentos invasivos.
(Kim et al., 2014; Laskin et al., 1983; Wu et al., 2021; Valesan et al., 2021).

O diagnéstico da DTM baseia-se em critérios clinicos padronizados e aceitos
mundialmente, sdo eles: os critérios diagnosticos de pesquisa para disfungéo
temporomandibular (RDC/TMD) e os critérios diagnosticos para disfungao
temporomandibular (DC/TMD) e, recentemente, foi desenvolvida a Classificagao
Internacional de Dor Orofacial (ICOP), visando aumentar a ades&o entre os estudos,
além da possibilidade de padronizagcédo e reproducédo de resultados em pesquisa e
pratica clinica. (Gilheaney et al., 2020; Mnguni et al., 2021; Valesan et al., 2021).

Fisiologicamente, a DTM é apresentada como uma condi¢ao multifatorial, esta
principalmente associada a processos inflamatérios locais de baixa intensidade,
bruxismo, microtraumas repetitivas, deslocamento discais e doencas articulares
degenerativas. Porém, os processos infecciosos articulares, embora raros, podem
atuar como causas secundarias ou agravantes da disfungdo temporomandibular,
aumentando a complexidade do manejo clinico. (Xu et al., 2022).

Clinicamente, a DTM manifesta-se por dor em estruturas mastigatorias; dor
modificada pelo movimento, funcdo ou parafungédo mandibular; cefaleia de qualquer
tipo na regido temporal; cefaleia influenciada pelo movimento; estalidos na abertura,
fechamento, lateralizacdo ou protusdo da mandibula; abertura passiva menor que
40mm; crepitagdo durante o movimento mandibular; travamento da ATM atual ou
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intermitente, estes sintomas sao associados principalmente aos processos
inflamat6rios e mecanicos, podendo ser agravados por desequilibrios do
microambiente articular e susceptibilidade a colonizagao de bactérias. (Valesan et al.,
2021; Wu et al., 2021).

A colonizacdo de bactérias na articulagado temporomandibular pode ocorrer
por diferentes formas, como a disseminagdo hematogénica que acontece quando
bactérias presentes no sangue invadem a fluido sinovial. Outro mecanismo é a
propagacao por contiguidade, onde uma infecgdo odontogénica, infecgado de partes
moles adjacentes ou otoldgica pode estender para o espacgo articular, assim, criando
um ambiente colonizado de bactérias. Também pode ocorrer a inoculagao direta de
micro-organismos por traumas, cirurgias ou procedimentos como a artrocentese, que
facilita a entrada de bactérias na articulacdo e aumenta o risco de infec¢do. Embora a
colonizagao da ATM por bactérias geralmente envolve espécies como Staphylococcus
aureus e estreptococos em casos de artrite séptica, patdgenos oportunistas menos
comuns podem colonizar o tecido articular. Pseudomonas aeruginosa, um bacilo
Gram-negativo, que forma biofilmes resistentes a antimicrobianos é considerada como
uma rara infeccdo articular que tem a capacidade de invadir tecidos profundos e
desenvolver comunidades estruturadas que dificultam o tratamento convencional.
(Kim et al., 20023; Li et al., 2001; Sun et al., 2008).

A abordagem terapéutica da DTM é condizente as manifestacdes clinicas do
paciente. Tradicionalmente, as primeiras intervengdes sdo baseadas no controle da
dor e da inflamacgao local com o uso de analgésicos, anti-inflamatoérios n&o esteroidais,
corticosterdides e relaxantes musculares. Com o objetivo de reduzir a concentragao
de citocinas pro-inflamatérias no liquido sinovial e clivar possiveis aderéncias do disco
articular, aconselha-se a artrocentese, um procedimento cirurgico pouco invasivo que
pode estar associada ou ndo com a viscosuplementacio a base de acido hialurénico.
Em ultimo recurso, propde-se as intervengdes cirurgicas, como a discopexia e
artroplastia. (Jantzen et al., 2020; Tsui et al., 2022; Webner et al., 2021, Yoshioka et
al.,2018).

O acido hialurénico utilizado para viscossuplementacéo € um polissacarideo
natural, constituinte de substancia fundamental ou matriz extracelular dos tecidos
conjuntivos por todo corpo, com presenga em cartilagem e liquido sinovial (Abatangelo
et al.,2020). Possui diversas fungdes bioldgicas, incluindo a regulagao da hidratagao
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e lubrificagado tecidual, manutengao da integridade estrutural dos tecidos e interagao
com as células por meio de receptores especificos como o CD44 (Jiang et al., 2018;
Mortada et al., 2022). Além disso, o acido hialurénico tem sido amplamente utilizado
na medicina e em produtos cosmeéticos devido a sua capacidade de reter agua e sua
biocompatibilidade (Wu et al., 2021; Ebad et al., 2021;). Além de ser um componente
importante na formulagdo de hidrogéis, visto que sua capacidade de formar ligagdes
covalentes permite a reticulagao cruzada dos polimeros, resultando em materiais com
propriedades mecanicas e de liberagdo de farmacos com liberagao controlada (Qui et
al., 2021, da Silva Xavier et al., 2021; Vasvani, Kulkarni, Rawtani, 2020).

Os nanodiamantes sdo um tipo de nanomateriais de carbono, com
propriedades diversas e uteis para uma série de aplicagbes biomédicas, desde a
geracdo de imagens até a administracdo de medicamentos. A estrutura do
nanodiamante € um octaedro truncado facetado, com campos eletrostaticos nas
superficies das facetas. Em sua superficie existem numerosos grupos funcionais
como fendis, pironas, epoxido e hidroxila, permitindo que haja ligagao de hidrogénio e
ligagcdes covalentes, além disso, a sua superficie ainda permite ser modificada com
outros grupos funcionais, como grupos carboxila e amina, possibilitando uma nova
funcionalidade a particula. A excelente biocompatibilidade dos nanodiamantes se dao
a sua boa solubilidade em agua devido as fortes ligagdes de hidrogénio com moléculas
de agua, formando um revestimento de hidratagcdo em solu¢des aquosas. (Yoo et al,
2022)

Entre a principais aplicagdes dos nanodiamantes estdo a administragao de
farmacos, revestimentos de implantes e bioimagem. No entanto, a comunidade
cientifica estuda novas formas da utilizacdo dos nanodiamentes. Shirani et al.
demonstrou em um estudo a alta compatibilidade com células 6sseas e propriedades
antimicrobianas promissoras contra Staphylococcus aureus, uma cepa encontrada
regularmente associada a infecgao de articulagdes artificiais. Outro estudo, conduzido
por Yoo et al. validou que uma injegéo intravenosa de nanodiamantes sintetizados por
detonacao (DND) altamente purificados pode atuar como um agente terapéutico para
tratar a Sindrome de liberacdo de citocinas. Ja no estudo de Pentecost et al. foi
verificado que a octadecilamina ligada a superficie do nanodiamante obteve efeito
antiinflamatorio em macrofagos humanos primarios em termos de expressao génica e

secrecdo de proteinas, além de aumentar a expressdo génica de receptores
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fagociticos. (Monaco&Giugliano, 2014; Shirani et al, 2019; Yoo et al, 2022; Pentecost
et al, 2017)
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a incorporagao de nanodiamantes
em hidrogéis de acido hialurénico promove alteragdes estruturais, fisico-quimicas e
biolégicas relevantes, sem comprometer a integridade quimica do polimero. As
analises morfologicas confirmaram a formagédo de uma matriz tridimensional porosa,
cuja microestrutura foi modulada pela concentragdo de nanodiamantes. Do ponto de
vista reoldgico, os hidrogéis apresentaram comportamento viscoelastico compativel
com aplicagcbes de viscosuplementacdo, com reforco mecanico e estabilidade
estrutural dependentes da concentragcdo do nanomaterial. As avaliagdes biologicas
indicaram adequada biocompatibilidade das formulag¢des, destacando o hidrogel
contendo 200 yg de nanodiamantes, que apresentou maior viabilidade celular, sem
efeitos citotoxicos ou genotdxicos significativos. Em relacdo a atividade
microbiolégica, os hidrogéis ndo apresentaram efeito antimicrobiano expressivo,
evidenciando a necessidade de estratégias adicionais para o controle microbiano.

De modo geral, os achados indicam que hidrogéis de acido hialurénico
incorporados com nanodiamantes apresentam propriedades compativeis com
aplicagbes intra-articulares, incluindo a articulagdo temporomandibular,
representando uma plataforma promissora para o desenvolvimento de sistemas

terapéuticos voltados ao tratamento da disfungdo temporomandibular.
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