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RESUMO 

Carvalho, J. A. Preparação de scaffolds impregnados com cabon dots para aplicação em 

engenharia de tecidos. 2022. 80f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Filosofia, Ciências e 

Letras de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

A população idosa vem aumentando ao longo dos anos com consequente incremento das 

doenças ósseas. Nesse contexto social, uma das estratégias mais promissoras para o tratamento 

de lesões ósseas é a engenharia de tecidos. Na engenharia de tecido ósseo, os scaffolds devem 

mimetizar as propriedades físicas da matriz extracelular óssea para facilitar o recrutamento, 

adesão, proliferação e diferenciação das células. Nanomateriais diversas vezes são associados 

aos scaffolds para buscar melhorar a estrutura, bioatividade, estabilidade, adesão celular e/ou 

compatibilidade. O Carbon dots (CDs) são um nanomaterial de carbono fluorescente com o 

diâmetro abaixo de 10 nm. O objetivo desse trabalho foi desenvolver os scaffolds de quitosana-

gelatina/hidroxiapatita, assim como os Carbon dots desejados para aplicação em Engenharia de 

Tecidos ósseos. Foram desenvolvidos  inicialmente dois tipos de CD diferentes, sendo que um 

deles apresentou melhor rendimento quântico de fluorescência e citotoxicidade. Os scaffolds 

com e sem CDs preparados apresentaram, como esperado, características importantes para a 

sua aplicação, como a porosidade e taxa de degradação. Quanto aos testes in vitro obteve-se 

uma taxa de adesão celular excelente, boa citotoxicidade e expressão de fosfatase alcalina. Os 

testes in vivo do scaffolds antes da impregnação comprovaram que o material desenvolvido 

apresente excelente capacidade regenerativa para aplicação em engenharia de tecidos ósseos. 

Conclui-se, portanto, o material proposto atende as propostas estabelecidas e com resultados 

promissores. 

 

Palavras-Chave: Scaffolds, Engenharia de Tecidos, Carbon dots, Gelatina, Hidroxiapatita e 

Quitosana. 
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ABSTRACT 

Carvalho, J. A. Preparation of scaffolds impregnated with cabon dots for application in tissue 

engineering. 2022. 80p. Thesis (Master's degree). Faculty of Philosophy, Sciences and Letters 

of Ribeirão Preto – University of São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

The elderly population has been increasing over the years with a consequent increase in bone 

diseases. In this social context, one of the most promising strategies for the treatment of bone 

injuries is tissue engineering. In bone tissue engineering, scaffolds must mimic the physical 

properties of bone extracellular matrix to facilitate cell recruitment, adhesion, proliferation and 

differentiation. Nanomaterials are often associated with scaffolds to improve their structure, 

bioactivity, stability, cell adhesion and/or compatibility. Carbon dots (CDs) are a fluorescent 

carbon nanomaterial with a diameter below 10 nm. The objective of this work was to develop 

the chitosan-gelatin/hydroxyapatite scaffolds, as well as the desired Carbon dots for application 

in Bone Tissue Engineering. Two different types of CD were initially developed, one of which 

presented better quantum yield of fluorescence and cytotoxicity. The scaffolds with and without 

prepared CDs presented, as expected, important characteristics for their application, such as 

porosity and degradation rate. As for the in vitro tests, an excellent cell adhesion rate, good 

cytotoxicity and alkaline phosphatase expression were obtained. The in vivo tests of the 

scaffolds before impregnation proved that the material developed has excellent regenerative 

capacity for application in bone tissue engineering. It is concluded, therefore, that the proposed 

material meets the established proposals and with promising results. 

 

Keywords: Scaffolds, Tissue Engineering, Carbon dots, Gelatin, Hydroxyapatite and Chitosan. 
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1. Introdução 

Ao longo dos anos, o aumento da população idosa em todo o mundo levou a um aumento 

de doenças ósseas e problemas de saúde musculoesqueléticos (por exemplo, fraturas ósseas, 

traumas e osteoporose) (QASIM et al., 2019). A perda de tecido ósseo e as fraturas limitam a 

mobilidade e causam incapacidades, representando grandes problemas de saúde pública 

(FERNANDES et al., 2019; DONNALOJA et al., 2020; MA, et al., 2018). Embora os ossos 

possam se autocurar, eles não podem se autorreparar na presença de defeitos significativos (>5 

cm), portanto, técnicas reconstrutivas e terapias celulares são geralmente necessárias para obter 

um resultado melhor e mais eficaz (TURNBULL et al., 2018). O aumento contínuo de doenças 

ósseas tem estimulado o desenvolvimento de materiais que possam substituir materiais 

fisiológicos (autoenxerto, aloenxerto) de disponibilidade limitada. Nesse contexto, a engenharia 

de tecidos é uma das estratégias mais promissoras para o tratamento de lesões ósseas 

(TURNBULL et al., 2018; DU et al., 2018). 

A engenharia de tecidos (ET) é um campo interdisciplinar que aplica princípios de 

engenharia e ciências da vida para desenvolver substitutos biológicos, criando estratégias 

terapêuticas que podem restaurar, manter ou melhorar as funções dos tecidos (CHRISTY et al., 

2020). A engenharia de tecidos ósseos (ETO) visa reparar e promover a regeneração tecidual 

combinando três componentes principais: suportes de arcabouço (scaffolds), células e estímulos 

físico-químicos. As células podem ser obtidas de fontes autólogas (SÁVIO-SILVA et al., 

2020), singênicas (HWANG et al., 2020), alogênicas e xenogênicas (GOYER, et al., 2019), e 

diversos scaffolds feitos de diferentes materiais podem ser utilizados para garantir as 

propriedades desejadas (WANG & YEUNG, 2017). A estratégia consiste em colher células de 

humanos ou animais, expandi-las in vitro e cultivá-las em certa quantidade empregando um 

processo via sistemas de biorreatores para expandi-las em uma janela temporal adequada a todo 

o processo (MENESES et al., 2020) e, eventualmente, diferenciá-las ou iniciar o processo de 

diferenciação antes da associação com os tecidos de interesse (CHRISTY et al., 2020). As 

células são semeadas em um sistema scaffold otimizado, projetado e desenvolvido para 

reproduzir as características ósseas in vivo, sendo o mesmo posteriormente implantado no local 

da lesão (CHRISTY et al., 2020). 

O scaffold deve ser utilizado como suporte celular perfeito para mimetizar as 

propriedades físicas e biológicas da matriz extracelular (MEC), facilitando assim o 

recrutamento, adesão, proliferação e diferenciação celular (DONNALOJA et al., 2020). Além 

disso, para que a regeneração tecidual efetiva seja alcançada, o scaffold deve garantir 

estabilidade dimensional, bioatividade e biodegradabilidade e ser de fácil fabricação e 
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processamento (DU et al., 2018; MA et al., 2018; COLLINS et al., 2021; KIRILLOVA et al., 

2021). Nesse sentido, uma nova matriz capaz de replicar tanto a estrutura óssea nativa quanto 

suas propriedades mecânicas é desejável. Portanto, o biomaterial empregado para a sua 

confecção deve obedecer a vários critérios, incluindo biocompatibilidade, esterilidade (para 

evitar o surgimento de infecções), osteocondutividade (para promover adesão celular e 

crescimento ósseo), biodegradabilidade, propriedades mecânicas adequadas, ausência de 

toxicidade, fácil manuseio e possibilidade de processamento em larga escala (DONNALOJA 

et al., 2020; MA et al., 2018). 

As biocerâmicas estão entre os materiais mais estudados na substituição óssea 

(TURNBULL et al., 2018). Consistem em materiais cerâmicos destinados a obter um 

comportamento fisiológico específico para a construção de dispositivos protéticos artificiais ou 

órgãos internos (DU et al., 2018). Dentre os diversos biomateriais existentes, as cerâmicas 

bioativas, como a hidroxiapatita, que são fortes aliadas nos estudos e desenvolvimento de 

protocolos em engenharia de tecidos (SARI et al., 2021). Como o osso é composto 

principalmente de hidroxiapatita, scaffolds que contêm essa substância em sua composição têm 

sido investigados como sistemas potenciais que podem acelerar a regeneração óssea e permitir 

a osteocondutividade, a bioatividade e a reabsorção in vivo. No entanto, tais estruturas 

apresentam algumas desvantagens pois possuem estrutura frágil e baixa estabilidade mecânica, 

o que limita seu uso e o seu desenvolvimento num processo mais escalonado de produção 

(SHAO et al., 2019; DU et al., 2018). Devido à sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e 

bioatividade, os polímeros de origem sintética (policaprolactona, poliácido láctico, poliuretano 

e etc) ou naturais (gelatina, quitosana, alginato e etc) também podem ser empregados para a 

construção de scaffolds. No entanto, também apresentam desvantagens, como resistência 

mecânica reduzida, rejeição imunológica e possível presença de impurezas patogênicas 

conservadas durante o processo de síntese e isolamento dos mesmos (CHRISTY et al., 2020). 

A associação a este processo de um material compósito pode ajudar a superar as 

limitações dos biomateriais acima mencionadas. Tal material pode ser obtido pela combinação 

de diferentes materiais e composições, que conferem a este compósito as vantagens inerentes a 

cada componente, ao mesmo tempo em que apresentam propriedades únicas, distintas daquelas 

dos componentes individuais e originalmente usado. Dentre as combinações possíveis, 

destacam-se os compósitos poliméricos e cerâmicos, pois aliam a tenacidade dos polímeros 

com a força de compressão das cerâmicas (ZOU et al., 2019). 

Nanomateriais diversas vezes são associados aos scaffolds para implementar a estrutura, 

bioatividade, estabilidade, adesão celular e/ou compatibilidade (KARRI et al., 2016). Os 
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Carbon dots (CDs) são um nanomaterial de carbono fluorescente com o diâmetro abaixo de 10 

nm que foram descobertos em 2004 durante a purificação eletroforética de nanotubos de 

carbono (PINTO 2017; MISHRA et al, 2018; RAY et al., 2021). Tais nanomateriais tem se 

tornado uma alternativa promissora devido à sua composição, boa fotoestabilidade, tamanho de 

partícula reduzido, baixa citotoxicidade, alta solubilidade em água, biocompatibilidade, 

facilidade na funcionalização e modificação estrutural, além de apresentarem um processo de 

síntese de baixo custo. Os CD já foram utilizados como biossensores (RONG et al., 2016; LI et 

al., 2018), na transmissão gênica (HE et al., 2019), transportadores de drogas (KARRI et al., 

2016; MATOS et al., 2018) e sondas de bioimagem (SONG et al., 2019; WANG et al., 2019) 

devido às suas excelentes propriedades espectroscopias como a possibilidade de emissão de 

fluorescência, quando excitado no comprimento de onda adequado, apresentando boa 

biocompatibilidade e baixa toxicidade (TUERHONG et al., 2017; DEHGHANI et al., 2018; 

RAY et al., 2021). Estes materiais apresentam um grande potencial para aplicação na detecção 

de pequenas moléculas ativas e no processo de imageamento de estruturas biológicas baseadas 

nas suas propriedades de fluorescência induzida por fotoprocessos envolvendo um fóton ou 

dois fótons (TAN et al., 2015; TUERHONG et al., 2017; PINTO, 2017; DEHGHANI et al., 

2018). Um exemplo de sucesso foi o trabalho de DEHGHANI et al. (2018) que impregnaram 

CD em um sistema scaffolds de poli(ácido lático) (PLA) tornando-os luminescentes, frente a 

excitação com luz permitindo assim a aplicação de microscopia confocal não-invasiva de dois 

fótons para visualizar a microestrutura do scaffold e mapear as estruturas celulares no seu 

interior.  

Sendo assim, a associação dos CDs nos scaffolds pode contribuir pra diferentes 

aplicações. Nesse estudo, essa associação foi realizada buscando melhorar ainda mais a 

compatibilidade e com o objetivo futuro de ser aplicado no fornecimento de imagens e em 

fotobioestimulação. A presença dos CDs na estrutura tridimensional podem ajudar no 

fornecimento de imagens futuras que permitam a rastreabilidade do scaffolds após ser aplicado 

em um tratamento. Além disso, sua capacidade de emissão de fluorescência pode contribuir não 

somente com fornecimento de imagens, mas também auxiliar na regeneração tecidual a partir 

dos processos de fotobioestimulação.
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6. Conclusão 

Os resultados obtidos mostraram que não houve muitas diferenças entre os CDs 

preparados nas duas condições adotadas. Eles possuem características físico-químicas dentro 

das esperadas, no entanto o CDA apresentou melhor rendimento quântico de fluorescência e 

menor citotoxicidade em frente aos testes in vitro com as linhagens hFOB 1.19 e HBMS. 

Este estudo mostrou que os sistemas scaffolds apresentaram poros ideais para adesão 

celular e posterior vascularização, e diferentes técnicas confirmaram a presença de 

hidroxiapatita em toda a superfície. Além disso, a estrutura apresentou excelente capacidade de 

absorção de água e conservação de massa mesmo após 21 dias de exposição às condições de 

degradação, características que se mantiveram após a adição do CD. 

Quanto aos testes in vitro, obteve-se uma excelente taxa de adesão celular em ambas as 

linhagens tanto antes quanto depois da impregnação com CD. Os resultados de citotoxicidade 

indireta e direta indicaram que os scaffolds preparados não são citotóxicos para as células 

estudada. Além disso, os resultados de FA foram significativos em ambas as matrizes 

analisadas. Utilizando microscopia confocal e análise de H&E, foi possível comprovar a adesão 

celular de ambas as linhagens nos scaffolds. A adição do CDs nos scaffolds não comprometeram 

suas características, pelo contrário, os resultados in vitro do QG/HA/CD foram superiores. Uma 

vez que os CDs foram adicionados buscando melhorias na compatibilidade pode-se concluir 

que se alcançou o objetivo esperado. Além disso, o rendimento quântico do CDA e a sua baixa 

liberação quando associado a estrutura do scaffold tornam suas características favoráveis para 

as futuras aplicações pensadas de imagem e fotobioestimulação. 

Já os testes in vivo dos scaffolds QG/HA mostraram como o material desenvolvido foi 

eficiente para a regeneração, sendo que a aplicação da matriz semeada com SVF foi responsável 

por fechar praticamente toda a lesão após um período de 14 dias. Futuramente o mesmo estudo 

será realizado para o QG/HA/CD para comparar os resultados in vivo dos dois sistemas, além 

de estudar a aplicação de fotobioestimulação in vitro e in vivo. 

Com base nos resultados, pode-se afirmar que os sistemas desenvolvidos nesse estudo 

têm grande potencial para aplicações na engenharia de tecidos ósseos. 
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